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RESUMO

A Leishmaniose é uma das maiores doencas infecciosas do mundo e encontra-se difundida desde o
Mediterraneo, a Africa, ao Médio Oriente, Asia e & América do Sul. E transmitida através da picada de um
mosquito Phlebotomus spp e é uma doenca sistémica grave, de curso lento e crénico.

A Leishmaniose tornou-se um importante problema de salde publica, devido a sua incidéncia e alta
mortalidade, para a qual poucos farmacos séo efectivos.

O cado € apontado como o principal reservatorio da doenca, e, como hospedeiro doméstico &,
provavelmente, o reservatorio natural mais importante.

Pelo menos, vinte espécies de Leishmania foram identificadas, cada uma com um padréo epidemiologico
nico. Este facto torna mais dificil o controlo desta doenca e aumenta a dificuldade em encontrar uma
vacina segura e eficaz.

Nos Ultimos 20 anos indmeras investigactes tém sido levadas a cabo, permitindo a identificacdo de varios
antigénios de Leishmania que podem ser utilizados na formulagdo de vacinas. Tém sido estudadas
vacinas com parasitas atenuados geneticamente, subunidades-proteicas/pépidos, genes recombinantes.
Muitas destas vacinas foram testadas para a sua capacidade imunogénica e para a sua capacidade
protectora, no entanto, ainda ndo ha estudos que garantam uma vacina eficaz e duradoura.

Este trabalho procura resumir 0 que tem vindo a ser feito na procura de novas solucdes para o controlo

desta doenca.
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LEISHMANIOSE

A Leishmaniose é uma infeccao parasitaria, causada por protozoarios do género Leishmania, e que
afecta canideos (incluindo caes, raposas e chacais), humanos, alguns roedores, marsupiais, preguicas,
papa-formigas. Gatos, cavalos e outros equinos e primatas podem ser ocasionalmente infectados. A
doenga apresenta um amplo conjunto de processos patolégicos, que podem ir desde quadros cutaneos a
processos viscerais, devido a multiplicacao do parasita dentro das células do sistema reticulo endotelial do
hospedeiro. (3)

Nos ultimos anos, 0 modo como vemos a patogénese, os sinais clinicos e o tratamento da Leishmaniose
mudou consideravelmente. Apareceu um novo paradigma que tem como principal consideracéo, que a
doenca resulta também de uma resposta imune inadequada, e ndo s6 de uma mera consequéncia da
infecgcao pelo parasita. Actualmente estao a ser realizadas inimeras investigagdes a nivel imunolégico e
molecular, de forma a comprovar este novo paradigma. (30)

Na pratica demonstra-se que nem todos os caes infectados desenvolvem a doenga. A definigao classica
de doenca infecciosa como um processo de infecgao, periodo de incubagao e doenca, tem vindo a evoluir

ao longo do tempo, revelando que, nem sempre infecgao € sinal de doenca. (38)

ASPECTOS GERAIS

A Leishmaniose € uma doencga sobre a qual ha indicios em esculturas e objectos de ceramica com mais
de mil anos que evidenciam a presenca da doenga nas Américas. Sabe-se que a doenga se encontra
presente em Africa e na india pelo menos desde a metade do século dezoito. (38)

Nos Ultimos anos o nimero de areas endémicas tem vindo a aumentar drasticamente. E estimado que 12
milhdes de pessoas se encontram actualmente infectadas e que anualmente cerca de 2 milhdes de casos
novos ocorrem. (41)

Esta infecgao parasitaria € importante ndo so por causa dos seus aspectos zoondticos mas também
porque a Leishmaniose € importante para a Medicina Veterinaria pois o cdo € considerado o hospedeiro
principal.

Na bacia Mediterrénica os casos de Leishmaniose humana sdo mais comuns em pequenas criangas,
mas com o aparecimento da SIDA, a Leishmaniose tornou-se uma complicagdo comum em adultos

infectados com o HIV ou que se encontrem a tomar farmacos imunossupressores. (4,38)

ETIOPATOGENIA

O género Leishmania pertence ao Phylum Sarcomastigophra, subphylum Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, subordem Trypanosomatina, familia Trypanosomatidae. (3)
As Leishmanias apresentam duas formas no seu ciclo bioldgico: uma forma extracelular flagelada —

promastigota — no interior do tracto digestivo do vector (flebétomo) e outra forma intracelular — amastigota
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— no interior dos macréfagos dos hospedeiros vertebrados.

Existem mais de 20 espécies de Leishmania e cada uma com exigéncias ecoldgicas, vectores e
hospedeiros diferentes. (37) (Quadro 1 —anexo1)

Actualmente a classificacdo das diferentes espécies de Leishmania é baseada na diferenciagéo por
métodos bioquimicos e genéticos. Estes métodos incluem o mapeamento de péptidos de DNA,
reactividade imunoldégica a anticorpos monoclonais, e especialmente padrdes isoenzimaticos
(zimodemas). As espécies de Leishmania que partilham as principais caracteristicas sdo agrupadas em
“complexos”. O zimodema mais comum no complexo da L. infantum € o MON-1. Outros nove zimodemas
de L. infantum ja foram identificados em caes da zona Mediterranea: MON-11, MON-77, MON-108, MON-
98, MON-27,MON-34, MON-37, MON-105, MON-199. (38)

A Leishmaniose pode dividir-se em trés formas clinicas: a leishmaniose cutdnea, a mucocutanea e a
visceral. Destas formas, a Leishmaniose visceral, também conhecida como “Kala azar”, assume destaque
particular, devido a elevada taxa de mortalidade em humanos infectados, sendo assim considerada um

grave problema de saude publica em varios paises. (41)

EPIDEMIOLOGIA

A Leishmaniose encontra-se distribuida mundialmente, afectando principalmente os Paises
Mediterraneos, o Centro e Sul da América, a Africa Oriental e algumas regides Asiaticas. E endémica em
88 paises com 350 milhdes de pessoas em risco, 12 milhdes de pacientes e 2 milhdes de novos casos
por ano. (4)
Epidemiologicamente pode dizer-se que ocorrem duas situagdes diferentes:
- a forma zoondtica, que € encontrada principalmente na bacia do Mediterraneo, sendo o cao a
principal fonte de infecgao para as fémeas do flebétomo;
- a forma antropética que é encontrada na Africa do Este, no Bangladesh, india e Nepal, onde a

transmissao é feita de pessoa para pessoa através do mosquito. (38)

| RESERVATORIO
.

A Leishmaniose aparece em nichos ecoldgicos onde

ocorra a coexisténcia de populagbes de parasitas, de

insectos vectores e de hospedeiros vertebrados, de
forma a garantir o ciclo completo do parasita. (3)
Sao conhecidas duas espécies relacionadas com a

doenca visceral: a L. donovani caracterizada por ser

uma antroponose e a L. infantum, também conhecida
.

< L

- . . Figura 1: Transmisséo da doenca: cdo como
necessarias para serem considerados reservatérios de  principal reservatorio. (4)

como L.chagasi, que € uma zoonose onde os caes

EmZox

s&o o principal reservatério tanto nos ambientes rurais

como urbanos. (37) Os caes preenchem as condigbes
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L. infantum, por serem muito susceptiveis a infeccdo, por possuirem alto parasitismo cutaneo e pela
convivéncia proxima com o homem. (6)

Dados seroldgicos disponiveis sugerem que actualmente 2.5 milhdes de 15 milhdes de caes podem estar
infectados nos paises do Sul e Este da Europa. (27)

A L. infantum ja foi descrita noutros animais como o gato domeéstico (Felis catus), marsupiais (Didelphis
albiventris, D. marsuialis) e roedores (Rattus rattus, Nectomys squamipes, proechimys canicollis). No
entanto ndo se conhece o papel epidemiolégico destes animais na Leishmaniose visceral. (6)

Existem dois tipos de caes infectados: os infectantes e os nao infectantes. Estes Ultimos sdo animais
assintomaticos e seronegativos, nos quais a infeccio foi resolvida; os cdes infectantes sdo caes
seropositivos, tanto sintomaticos como assintomaticos. (3)

Em geral, as taxas de infecgdo devem ser superiores as registadas, como tem vindo a ser demonstrado
através da deteccdo de imunidade especifica celular ou de ADN de parasita, em animais seronegativos.
(4) A maioria dos estudos sobre prevaléncia e incidéncia da infecgdo por Leishmania em caes sédo
baseados em exames seroldgicos. E importante distinguir os diferentes tipos de prevaléncia na
Leishmaniose canina:

= Prevaléncia da doenca é a taxa de caes que apresentam sinais clinicos de Leishmaniose;

= Seroprevaléncia: a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania € o método mais simples e mais

usual na determinacdo da infeccdo de Leishmania. A
seroprevaléncia pode ser considerada uma medida
intermediaria entre a prevaléncia da doenca e a
prevaléncia da infeccdo. A serologia pode revelar a
proporcao de caes assintomaticos, que reapresentam
estatisticamente, cerca de metade dos seropositivos;

= Prevaléncia da infeccdo é a taxa de cdes que sao

portadores da Leishmania. (38)
A maioria dos estudos sobre prevaléncia e incidéncia da
infecgdo por Leishmania em caes sdo baseados em exames
serologicos. A seroprevaléncia no Mediterréneo vai desde 10%
a 40% dependendo da regidao. No entanto existem poucos
estudos sobre a incidéncia da Leishmaniose. Contudo, estes
sugerem que a taxa de infeccdo é muito superior as taxas
encontradas nas investigagdes seroldgicas, pois muitas vezes
ndo sdo contabilizados os caes assintomaticos € nem os caes

com respostas do tipo celular. (38)

Em Portugal, como no resto da bacia Mediterrénea, ocorrem

duas formas de Leishmaniose de forma endémica, a cutanea e Figura 2 — Prevaléncia de Leishmaniose

canina em Portugal. (4)
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a visceral, ambas produzidas pela Leishmania infantum, no entanto com baixa prevaléncia.

Aqui podemos identificar seis areas endémicas: Tras-os-Montes e Alto Douro, a regiao da Cova da Beira,
0 municipio da Lousa, a regido de Lisboa e Setubal, o municipio de Evora e o Algarve, no entanto a
doenca pode ser encontrada em todo o territdrio continental. Os valores de seroprevaléncia mais
recentes, vao desde 6.5% na Lousé a aproximadamente 20% em Tras-os-Montes e Alto Douro. (4)

Nos ultimos anos, tém aparecido casos de Leishmaniose canina em novos locais, juntamente com um
aumento do numero de caes infectados nas tradicionais areas endémicas. Devido ao aquecimento global,
a latitude maxima na Europa a que o fleb6tomo sobrevive e se multiplica pode estar a deslocar-se para

norte. Tém sido observados casos nos paises da Europa do norte: Alemanha, Holanda, Reino Unido. (4)

A transmissao ocorre através de vectores, insectos hematdfagos da ordem Diptera, familia Psychodidae,
do género Phlebotomus no “Old World” ou do género Lutzomyia no “New World”. (26)

Os flebétomos sao insectos pequenos com um comprimento entre 1.5-3 mm. Apenas as fémeas tém
capacidade infectante, isto €, s6 as fémeas sdo hematdfagas, pois estas necessitam do sangue para a
producao de ovos. Quando a fémea se alimenta em hospedeiros infectados, vai ingerir monécitos com as
formas amastigotas, que permanecem no intestino do vector. Apés um periodo de 12h a 18h vao
transformar-se em pequenas formas ovdides e de pouco movimento, denominadas promastigotas
prociclicas. Estas possuem moléculas de lipofosfoglicanos (LPG) na sua superficie, que interagem com
as lectinas presentes no intestino, impedindo que o parasita seja eliminado juntamente com o alimento
digerido. As promastigotas prociclicas sofrem uma multiplicagdo intensa e 30h a 60h depois vao
transformar-se em formas alongadas, finas e com maior mobilidade, chamadas nectomonas. Quando se
completa a digestdo do sangue ingerido (mais ou menos sete dias depois) da-se a transformacao final
dando origem aos promastigotas com capacidade infectante (haptomonas). Estas vao migrar para o

probdscida do mosquito. Os promastigotas possuem na sua

1 i}
superficie LPG e gp63 (uma dlicoproteina) que vao proteger o i "‘g
parasita contra a acgdo enzimatica da saliva do hospedeiro © \ Q‘ ol
invertebrado e contra a acgdo das células de defesa do hospedeiro 5] \ \3\
vertebrado. (6) (Esquema 1 — Anexo 2) e / e
Quando a fémea volta a picar, vai introduzir promastigotas na pele de §* .-.m

um novo hospedeiro.

Existem pelo menos duas razbes para os fleb6tomos serem os

;f*

i
|

Figura 3: Leishmanias n
promastigota. (14)

vectores naturais da Leishmania. O meio intestinal do flebdtomo é

forma

[\

necessario para o desenvolvimento de parte do ciclo do parasita e
certos componentes da saliva garantem o estabelecimento da
infeccdo no local da mordedura no hospedeiro vertebrado. (26) Alguns investigadores afirmam que a

saliva do flebétomo exerce um papel importante na transmisséo da Leishmania, pois potencia a infecgcao
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devido a sua capacidade anticoagulante e ao seu poder vasodilatador
6)

Em geral, os flebétomos necessitam de temperaturas médias 15-20°C,
proteccao da luz solar directa, humidade moderada e de abundancia de
detritos organicos. Os mosquitos adultos mostram actividade de forma
estacional, nos meses de Abril a Outubro, durante o inicio e o fim do
dia. (2)

Figura 4: Mosquito do género
Phlebotomus.(34)

PATOGENIA

A relagao entre Leishmania e o cao é muito complexa, uma vez que depende de muitos factores, tanto
relacionados com o parasita como com o hospedeiro. Esta relagéo leva a que se registem um conjunto de
situacoes muito distintas, que vao desde a auséncia da doenga, ao aparecimento de processos muito
graves, com quadros clinicos variados.
Infecgbes naturais em caes, podem permanecer assintomaticas por longos periodos de tempo, antes que
os sinais clinicos aparecam e foi j@ demonstrado que, cies seropositivos assintomaticos podem
desenvolver auto-cura. (37)
De entre os factores dependentes do parasita, 0 mais importante € a espécie e dentro desta o perfil
enzimatico (zimodema), considerando-se que diferentes perfis enzimaticos apresentam diferentes graus
de viruléncia e antigenicidade, provocando diferentes respostas no hospedeiro. (3,38)
No hospedeiro, podemos considerar como factores primarios, a constituicdo genética e directamente
relacionado com esta, a resposta imunitaria, que condicionam a resisténcia ou a fragilidade a infecgdo. A
capacidade imunitaria do hospedeiro € decisiva para que ocorra infeccdo, assim como o seu
desenvolvimento e a natureza do processo patolégico. (3)
Estudos realizados demonstram a influéncia da genética: o gene NRAMP1 (Sic11a1) ao ser mapeado e
sequenciado, possibilitou comprovar que caes susceptiveis a Leishmaniose canina tém mutacdes neste
gene, que controla o transporte de ides envolvido no controlo da multiplicacdo dos parasitas dentro do
fagossoma; a racga Ibizian Hound (raga autdctone espanhola) apresenta predominantemente uma
resposta imune celular contra a infec¢éo de Leishmania, conferindo a estes animais protecgdo/resisténcia
contra a doenca. (8)
Os factores secundarios ndo sé&o menos importantes: o estado sanitario e nutricional, que em grande
parte séo dificeis de separar da capacidade imunitaria, uma vez que condicionam a fisiologia e a
capacidade de resposta geral do organismo. (3)
Para que haja doenga, primeiro € necessario que a infecgao ocorra, o que implica que o parasita penetre
na célula fagocitica e uma vez no seu interior, resista a sua acgao microbicida.
A entrada das Leishmanias nos macréfagos ocorre através de um processo de fagocitose regido pela
interaccdo da fraccdo C3 do complemento, moléculas da superficie do parasita, tais como a maior
5



glicoproteina de superficie — gp63 — e o lipofosfoglicano — LPG — e diversos receptores de membrana do
macrofago.

Apds intemnalizagdo, as formas promastigotas, vulneraveis, a acidez e
acgao das enzimas liticas do vacuolo fagocitico, diferenciam-se em formas
amastigotas. Estas, multiplicam-se por divisdo binaria até ao rompimento
do macréfago infectado. Desta forma libertam-se as formas amastigotas

que vao infectar outras células do sistema mononuclear fagocitario. (6)

A forma amastigota tem a capacidade, através de mecanismos

Figura 5: Macréfago a
fagocitar uma Leishmania,

radicais livres de oxigénio (RLO). A gp63 e a LPG degradam a maioriadas ~ Mmagem de microscopia
electronica. (19)

intrinsecos, de resistir a acgéo das enzimas hidrdliticas lisossomais e aos

enzimas hidroliticas lisossomais e inibem a produgao de radicais livres de
oxigénio; além disso, a Leishmania possui certas enzimas (catalase e superdxido dismutase) que
contrariam a acgao dos radicais livres de oxigénio.
As formas amastigotas evitam os mecanismos microbicidas, dependentes do oxigénio e os do 6xido
nitrico (NO), que ocorrem com a activagdo dos macréfagos. Certas citoquinas, que induzem a activagéo
dos macréfagos, promovem o metabolismo oxidativo e a sintese de NO. A Leishmania escapa a estes
mecanismos porque, ao induzir uma resposta imunitaria do tipo Th2, bloqueia a activagdo do macréfago.
@)
E na pele, no ponto em que o flebétomo inoculou os promastigotas, que se inicia a parasitagdo dos
macrofagos, onde ocorre uma reacgao inflamatéria localizada com activagdo do complemento por via
alternativa, atraindo para a zona mais macrofagos, histécitos, mondcitos e neutrdfilos, que iniciam o
processo de fagocitose das formas parasitarias presentes. A partir do ponto de inoculagdo, as
Leishmanias vao disseminar-se dentro dos macréfagos, através da corrente sanguinea ou através da
linfa. (6)
Uma das caracteristicas da Leishmaniose canina é a distribuicdo generalizada do parasita por todo o
organismo, sendo as localizagbes mais importantes: o bago, os ganglios linfaticos, a medula éssea, o
figado, osrins e a pele.
Existem dois elementos fundamentais que justificam a patogenecidade da Leishmania:
- O primeiro elemento resulta do facto do parasita se encontrar e multiplicar nas células do
sistema fagocitico mononuclear. Esta situacdo vai originar uma alteragdo funcional, com
diminuicdo da capacidade fagocitica e da sua actividade como célula apresentadora de antigénio,
bem como vai originar a destruicdo da célula parasitada;
- O segundo elemento traduz-se na grande variedade de alteragdes que se produzem durante a
infecgdo, uma reacgdo parciaimente imunomediada, resultado de uma resposta imunitaria ine-
ficaz, em que os mecanismos celulares e humorais constituem elementos imunopatoldgicos. (3)

Os mecanismos imunitarios celulares vao originar um processo reactivo tecidular, mais ou menos
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generalizado, caracterizado por uma reacgéo inflamatéria de tipo proliferativo, produzindo processos
degenerativos e necroticos a medida que se espalha pelos diferentes érgaos.

Na resposta humoral, o0 mecanismo mais importante é a formagao e o depdsito de complexos imunes
circulante (CIC), que se formam através da unido de um antigénio Leishmania, de uma IgG ou IgM
especifica e de fracgdes do complemento (especialmente C3). Os CIC alteram a capacidade fagocitica
dos mondécitos e neutrdfilos circulantes, interferem nos mecanismos de agregagdo plaquetaria e
estimulam a libertagcao de aminas vasoactivas. Para além disso, o depdsito dos CIC sobre o endotélio
vascular, da origem a uma reacgao de hipersensibilidade medida por imunocomplexos (Tipo Ill), na qual
ocorre uma activacao do sistema de complemento e uma activagao das células inflamatérias que, vao
provocar alteragdes da permeabilidade vascular e fenémenos de necrose tecidular. E o rim, o érgdo mais
comummente afectado pela deposicdo dos CIC na membrana basal glomerular, originando uma

glomerulonefrite, que conduz muitas vezes a morte do animal. (2,3,12,26)

RESPOSTA IMUNITARIA

A resposta imunitaria vai condicionar toda a evolugéo da infecgao, desde o inicio a resolu¢do do processo
patologico. Pode ocorrer um processo eficaz de protecgdo, que evita a disseminagdo da infecgéo e
elimina o parasita ou pode ocorrer a disseminagao da infecgao, porque o sistema imunitario ndo consegue
destruir o parasita. (3,8)
Existem portanto caes que desenvolvem resisténcia e que por isso nunca manifestam a doenca e caes
que ndo tém uma resposta eficaz e protectora, podendo instaurar-se um processo patologico,
apresentando sintomatologia ou permanecendo assintomatico no entanto, com capacidade infecciosa. (6)
A capacidade de resisténcia a doenca esta associada com a activagao das células Th1 que produzem de
interferdo gama (IFN-y), interleucina 2 (IL-2) e factor de necrose tumoral (TNF-a). Uma resposta do tipo
Th1 parece depender de um conjunto de diferentes factores: da genética do hospedeiro, das citoquinas
presentes e da natureza dos antigénios da Leishmania. Alguns estudos recentes demonstram que a
susceptibilidade a doenga pode estar associada com polimorfismos de proteinas de macréfagos e dos
alelos do MHC Il. Em Espanha, o Ibizian Hound, como atras foi referido, parece apoiar este facto, uma
vez que vivendo numa area endémica de Leishmaniose canina, raramente desenvolve a doenca. (1)
As citoquinas tém um importante papel no que toca ao desenvolvimento das células T e a IL-12 é
necessaria para induzir e manter uma resposta Th1. (3)
A Leishmaniose sintomatica (ou seja, a infeccdo propriamente dita) em caes tem sido associada a
alteracdes imunoldgicas envolvendo as células T. Estas alteragdes incluem a auséncia de uma reacgao
de hipersensibilidade do tipo IV ou retardada (DHT) aos antigénios da Leishmania, a diminuicdo do
numero de células T no sangue periférico, a auséncia da producdo de IFN-y e de IL-2 por parte das
células mononucleares periféricas. Para além disso, nos animais sintomaticos sao detectados altos titulos
de anticorpos anti-leishmania, que ndo sao imunoprotectores. (1)
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Respostaimunitaria protectora

As populagdes celulares que estdo directamente implicadas sdo os macréfagos. E a populagdo de
linfocitos helper Th, CD4+, a responsavel pelos mecanismos que vao activar as células efectoras. Os
macrofagos sao as principais células efectoras, que séo activados por diversas citoquinas para destruir
intracelularmente as amastigotas de Leishmania. (1,3)

A resposta celular inicia-se com a actuagéo das células apresentadoras de antigénio (CPA), que sao
macrofagos que tenham fagocitado o parasita e que apresentam antigénios do parasita associados as
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade de classe Il (MHC) da sua membrana externa. O
complexo antigénio-molécula MHC Il é reconhecido pelos receptores de membrana dos linfécitos Th
CD4+, que vao promover uma determinada resposta, de acordo com a subpopulagdo (Th1 ou Th2) de
linfocitos que for activada. (38)

Quando a subpopulagdo Th1 é activada ocorre uma produgéo de IFN-y, IL-2 e TNF (factor de necrose
tumoral), que induz a activacao dos macrofagos, a destruigao intracelular do parasita por acgéo do NO,
assim como estimula uma resposta linfoproliferativa e uma reacgdo de hipersensibilidade do tipo
retardado. (3, 37)

Outra citoquina importante no atraso do aparecimento da infeccéo € a IL-12, que induz e mantém a
resposta do tipo Th1. (35) A IL-12 é produzida pelos macréfagos activados pela Leishmania. Esta
citoquina liga-se as células T activadas e inicia a diferenciagdo para o tipo Th1. (12)

Também o IFN-y estd envolvido no desenvolvimento de uma resposta Th1, pois este regula
positivamente a producao de IL-12 e ao mesmo tempo inibe a proliferagéo do subgrupo Th2. O INF-y vai
promover uma produgao de IgG2a pelas células B, ao mesmo tempo inibe a produgéo de IgG1 e de IgE.
(34) Nos animais que desenvolvem uma resposta imunitaria protectora, mediada por linfécitos Th1, a

produgao de anticorpos € menor, podendo mesmo nao existir. (3)

Resposta imunitéria ndo protectora ~ |
Nos animais susceptiveis, com uma resposta celular do tipo o8
Th2, a producao de anticorpos é muito grande. } wa X
A subpopulagdo Th2 esta, entdo, associada a progressao % . -f'
da doenca. Ao produzir IL4, IL-5, IL-6 e IL-10 estas v&o R |
inibir a activacdo dos macréfagos e as respostas 7\ Poise X
linfoproliferativas e por outro lado vdo promover a "

proliferacdo dos linfocitos B e a produgdo de Figura 6: Macroéfagos com Leishmanias no
imunoglobulinas, levando a uma resposta imunitaria do tipo seu Interior. (20)

humoral. O predominio de uma resposta tipo Th2 justifica os estados de imunossupressao,
imunodepresséo ou anergia imunitaria na Leishmaniose canina. (3) Tal como as células Th1 necessitam

da IL-12 e do IFN-y, a geragéo das células Th2 depende da IL-4. O desenvolvimento da subpopulagao
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Th2 é fortemente favorecido em detrimento de Th1, mesmo quando na presenga de IL-12. As citoquinas
IL4 e IL-10 véo regular negativamente a secregao de IL-12, inibindo a diferenciacdo das células numa
subpopulacdo Th1, diminuindo assim a resposta celular. (12)

Ocorre também uma alteragao funcional nos macréfagos, que vai afectar a sua fungéo de apresentagao
de antigénios e supde-se ainda que estes exercem uma actividade imunossupressora especifica sobre a
subpopulacéo de linfécitos Th1. A sua capacidade fagocitica também se encontra alterada, porque a sua
capacidade de produzir RLO e NO, os principais mecanismos de destruicao intracelular na fagocitose,
esta diminuida. (38)

Por outro lado a produgao de IL4, vai promover a produgao da IgG1 e da IgE. (27)

A producao de anticorpos especificos, inicia-se durante as primeiras semanas e, por volta das 8-12
semanas podem encontrar-se niveis séricos consideraveis (titulos acima dos limites considerados para
positividade). A medida que o processo avanca nos animais susceptiveis, os valores véo sendo cada vez
maiores, pelo que se pode estabelecer uma relagéo directa entre os niveis de anticorpos e o estado
clinico dos animais infectados. (3,12)

Estes anticorpos reconhecem uma grande variedade de determinantes anitgénicos do parasita.
Encontrou-se um padrdo de reconhecimento antigénico praticamente constante em todos os caes
infectados, onde as bandas proteicas 90-94 KDa, 64-68 KDa, 28-30 KDa e 14-16 KDa sao as mais
destacadas. Através de técnicas bioquimicas e imunolégicas identificam-se anticorpos que reconhecem
de forma especifica os principais componentes da membrana do parasita, 0 LPG e a gp63. (3)

Outras proteinas tém vindo a ser identificadas: P2, PO, Hsp70, Hsp83, GRP94, rK39, KMP-11, H2B, gp70,
PSA. Num estudo realizado, em caes infectados, mas que nao apresentavam sinais da doenca, as
proteinas gp63, gp70 e rK39 nao foram reconhecidas nos testes ELISA e Western blot, sugerindo que

estas proteinas possam ser usadas para identificar animais com doencga patente. (6)

MANIFESTACOES CLINICAS

Devido a complexidade dos mecanismos imunopatolégicos, a Leishmaniose canina reuine um conjunto
muito variado de processos clinicos. (38)
Existem as formas latentes que normalmente sao assintomaticas. Estas formas podem ser recessivas,
que correspondem aos animais que controlam a infeccao devido a uma resposta celular do tipo Th1, ou
ser evolutivas, onde se desenvolve a forma patente/sintomatica da doenga. As formas patentes podem
dividir-se em:

¢ Oligossintomaticas ou polissintomaticas;

e Cutaneas, viscerais e viscero-cutaneas;

e Agudas, sub-agudas, cronicas. (3)
Tanto a Leishmaniose natural como a induzida experimentalmente, apresentam um periodo de incubacao

que pode ir de um més a sete anos.



A manifestagao inicial mais comum € uma alteragao do estado organico geral, com perda constante de
peso, acompanhada de astenia, apatia e em certos casos anorexia e febre, 0 que se denominou por

sindrome geral inespecifico, de comeco insidioso e de progressao constante.

) Céo com alopécia(24) ; c) Cao com hiperqueratose no nariz (18);
6); f) Lesé&o ulcerativa na orelha (17); g) Alopécia na zona ocular (16).

Figura 7: a) Cdo com blefarite (18); b
d)Onicogrifose (18); e) Emaciagao (1

As alteragbes cutdneas sdo muito comuns podendo variar na extensdo e na caracterizacdo. As mais
comuns sdo: demmatites esfoliativas, seborreicas, papulares, nodulares e ulcerativas; pustulas;
despigmentacao nasal; hiperpigmentagao; alopécia; hiperqueratose; descamacao; e onicogrifose. (3,38)
As linfoadenopatias, tanto generalizadas como localizadas, também s&o muito comuns. Os ganglios
linfaticos mais afectados sao os popliteos, os pré-escapulares e os submaxilares. (3)

A base do quadro lesional de todos os 6rgaos afectados resulta de um processo reactivo, que se pode
considerar como padréo na Leishmaniose, caracterizado por uma reacgao inflamatéria proliferativa e
crénica, com um infitrado inflamatério constituido por macréfagos, linfocitos e células plasmaticas,
juntamente com processos degenerativos e necrdéticos. As lesbes mais importantes ocorrem nos rins, o
figado, os érgaos linfoides e a pele. (3,6)

As alteragbes mais comuns a nivel renal sdo as glomerulonefrites, em consequéncia de lesdes
(degenerativas e necréticas) tubulares e glomerulares juntamente com a deposi¢ao de imuno-complexos.
Este quadro leva a uma proteinuria que pode progredir para um sindrome nefrético ou a uma insuficiéncia
renal. (32)

No figado séo induzidas alteragdes na morfologia dos hepatdcitos pelo parasita e consequentemente no

metabolismo do érgao. (32) A leséo mais caracteristica € uma infiltragdo crénica proliferativa, que leva a
10



alteragbes vasculares e a alteragdes degenerativas dos hepatdcitos. (3) No entanto segundo alguns
autores as hepatopatias e as hepatomegalias associadas a Leishmaniose canina s&o raras. (32)

No baco a principal lesdo € uma inflamacao hiperplasica da polpa branca e da polpa vermelha. As
alteracdes mais importantes que ocorrem na polpa branca sdo devidas a uma clara disfungao linfocitaria,
com reducao e atrofia dos foliculos linféides. Na popa vermelha observam-se fendmenos de hiperémia e
microhemorragias e sobretudo uma hiperplasia muito marcada das células reticulares, que leva a uma
desorganizagao da estrutura esplénica. (3)

Nos ganglios ocorre uma linfoadenite hiperplasica, que comega com alteragbes do tipo vascular
(hiperémia) e com hiperplasia das células reticulares nos seios medulares. E caracteristica a presenca de

grande quantidade de hemosiderina no citoplasma das células reticulares.

4 A

As oftalmopatias, como alopécias perioculares, blefarites,
conjuntivite, queratite e uveite anterior, podem ocorrer

simultaneamente com outros sinais sistémicos.

Cerca de 5% a 10% dos cées apresentam epistaxis, que pode
estar relacionada com lesdes inflamatérias e ulcerativas na
mucosa nasal. (6)

Foram também descritas outras lesGes, embora apare¢am com
menor frequéncia, como por exemplo: lesdes no sistema nervoso
central e nas articulagbes por deposicdo de imunocomplexos e
Figura 8: Cao com epistaxis. (18)
vasculites com fenédmenos de trombose.

O facto de se tratar de doenca imunomediada, torna-se frequente o aparecimento de infecgbes
oportunistas concomitantes, tais como cistites, pneumonias bacterianas, samas e micoses.

O quadro lesional da Leishmaniose canina € acompanhado por uma série de alteragbes analiticas, que
sao muito variaveis. De entre as mais frequentes destaca-se a anemia progressiva, que agrava a medida
gque a doenga avanga. A sua causa € muito variavel e ha casos em que predomina uma anemia do tipo
normocitica e hipocrémica e noutros casos do tipo normocitica e normocrémica. E comum ocorrer
leucopénia mais ou menos marcada, com linfopénia e monocitose. Uma alteragdo muito caracteristica da
Leishmaniose é uma hipergamaglobulinémia, acompanhada por uma hipoalbuminémia. A relagdo entre a
albumina/globulina €, normalmente, muito inferior a 0.5. Ocorrem também elevagbes progressivas dos

parametros indicativos da fungao renal (ureia, creatinina) a medida que a doenga progride. (3, 6, 32)

DIAGNOSTICO

O diagnéstico da Leishmaniose € uma tarefa complexa. Os resultados das diferentes técnicas devem ser

interpretados correctamente. Por exemplo um exame PCR positivo apenas significa que o animal esta

infectado; titulos seroldgicos altos s&o indicativos de infeccdo e de uma resposta humoral, normalmente

associada ao desenvolvimento de sinais clinicos. Nao existe apenas um teste que dé um diagnostico
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definitivo de Leishmaniose. Devem ser combinadas diferentes técnicas para estabelecer um diagnéstico
adequado. (38)

Apds o diagndstico ser feito € importante avaliar o sistema imunitario do cdo para especificar o tipo de
resposta imune contra a Leishmania. Esta avaliacdo deve ser realizada, também, durante e apés o

tratamento. (8)

Diagndstico clinico-epidemioldgico

O diagnéstico baseado em dados epidemiolodgicos, anamnésicos, exploratorios e analiticos, € muitas
vezes utilizado para o diagndstico da doenca, devido ao amplo espectro sintomatico que frequentemente
se desenvolve na Leishmaniose.

A realizacao deste tipo de diagnéstico € mais clara em animais de zonas endémicas que apresentem a
conjugacao do quadro sintomatico basico (adenopatias, lesdes cutaneas, emaciagao, omicogripose, ect.)
com dados analiticos como anemia, hiperproteinémia com hipergamaglobulinémia. No entanto, o
diagnéstico clinico é mais dificil quando se trata de casos esporadicos, de animais com sintomatologia

anormal ou em fases latentes ou iniciais. (3)

Diagnéstico parasitolégico

Este tipo de diagndstico pretende evidenciar a presenca do parasita em amostras provenientes do animal
doente. E um método de especificidade total, no entanto a sensibilidade ndo é muito alta, pois esta
dependente de outros factores como o0 modo de recolha da amostra, da fase da doenga e da carga
parasitaria. (3)

O procedimento de eleigdo no céo é a biopsia por aspiracdo de tecido proveniente de ganglios linfaticos
ou de medula éssea. Quando feita nos ganglios € uma técnica rapida, de facil realizagdo, que em muitas
ocasides, permite a visualizagdo do parasita. A pungdo medular realiza-se na face interna do fémur e
devido a elevada concentragéo de parasitas neste tecido, considera-se um metodo mais sensivel, no
entanto mais dificil de realizar. (6)

Podemos ainda usar meios indirectos para detectar o parasita como o isolamento do parasita em meios
de cultivo (o parasita cresce em meios bifasicos, como o NNN (novy-mac-neal-nicolle), semisdlidos como
agar-sangue semisdlido de Locke, entre outros; demora entre 6-15 dias a crescer leishmanias) ou por

inoculacdo em animais de laboratodrio. (3,38)

Diagndstico serolégico

O objectivo deste tipo de diagndstico € mostrar a existéncia de anticorpos especificos anti-leishmania,
normalmente do tipo IgG. Sdo métodos serolégicos com alta sensibilidade e especificidade, cuja principal

limitacdo é a incapacidade de diagnosticar a doenca quando n&o se produzem anticorpos: durante o
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periodo de seroconversao, entre 1.5-3 meses apos a infecgdo e quando se produzem baixas quantidades
de anticorpos (possiveis animais resistentes). (3)

Os mais usados actualmente s&o:

- Imunofluorescéncia indirecta (IF1)

Baseia-se na capacidade das moléculas de anticorpo se ligarem covalentemente a fluorocrémos
sem perder sua reactividade especifica com o antigénio. (12)

E um método muito utilizado que de acordo com diferentes estudos demonstra sensibilidade
variando entre os 83% a 100% e especificidade entre os 74% a 100%. Esta técnica € muito

utilizada e é também o teste recomendado pela OIE (Office International dés Epizooties). (6)

- Método imunoenzimatico (ELISA)

E baseado na utilizagdo de antigénios ou anticorpos marcados com enzimas e permitem a
deteccao, titulacdo e quantificacdo de substancias de interesse bioldgico. O teste detecta
quantidades extremamente pequenas de antigénios ou anticorpos. (12)

Este método apresenta sensibilidade que oscila entre os 97% a 100% e especificidade entre 88%
a 100%. (6)

- Aglutinacio directa (DAT)

Na reac¢do de aglutinagdo directa utilizam-se particulas antigénicas insoliveis na sua forma

completa ou fragmentada. Os protozoarios podem ser aglutinados directamente por anticorpos.
Os testes para detectar anticorpos especificos sao realizados empregando-se diluicdes em série
do anticorpo, frente a uma quantidade constante de antigénio. Apds um periodo de incubagao, a
aglutinacdo € concluida e o resultado € geralmente expresso como o titulo do anti-soro, isto €, a
maxima diluicdo em que ocorre a aglutinagao. (12)

E também uma técnica com elevada especificidade e sensibilidade, cuja maior vantagem é o seu
baixo custo e a sua simplicidade de aplicacdo, pois ndo € necessario nenhum equipamento

especifico para a sua realizagdo. (3)

- Imunotransferéncia (imunoblot)

Um método que utiliza anticorpos para detectar proteinas separadas por electroforese em gel de
poliacrilamida-SDS. (12)

A sua sensibilidade e especificidade sao muito altas; permite detectar anticorpos especificos e
também determinar a sua especificidade perante fracgdes antigénicas especificas do parasita. E

uma técnica complexa, mas esta indicada para a resolugao de casos duvidosos. (3)
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- Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é usada para contar células e diferencia-las de acordo com a sua
fluorescéncia, isto &, se se encontrarem marcadas com um anticorpo fluorescente. No caso da
Leishmaniose esta técnica tem sido estudada para a identificacdo de casos de Leishmaniose
canina, mais especificamente para avaliar a resposta humoral e contar os diferentes tipos de
subpopulagbes de linfécitos: CD3+ ou CD5+ (Células T), CD21+ (células B), Th (CD4+),
Tcitotoxicas (CD8+). Caes com leishmaniose apresentam uma diminuigao das células CD4+ e de
células B (CD21+). (8, 33)

Intradermorreaccao — Teste de Montenegro

Este teste é baseado numa reaccao de hipersensibilidade retardada, usado muito em humanos e possui
sensibilidade variando entre 86% e 100% e especificidade de aproximadamente 100%. (39) Estudos
realizados demonstram que, caes com formas clinicas recessivas apresentam reaccgdes positivas € em
caes com a forma aguda e cronica apresentam reacgoes negativas.

A intradermorreagao pode vir a ser uma ferramenta Util para detectar animais com uma forte resposta
imune celular, a qual oferece resisténcia contra a infecgéo. (37)

Esta técnica é facil de realizar e é barata e esta bem relacionada com a intensidade da resposta imune

mediada por células. (8)

Medicao de interferdo gama

O interferao gama € produzido pelas células mononucleares periféricas apds estimulagdo com
Leishmania, logo a sua medicdo pode ser uma ferramenta Util para avaliar a imunidade mediada por

células. No entanto, esta medicao exige um método complexo, que néo é Util para o dia a dia. (8)

Proteinograma
A fracgio proteica do plasma é composta principalmente de albumina, globulinas e fibrinogénio. O

proteinograma € util no diagndstico de Leishmaniose pois, nesta doenca ocorre normalmente uma
gamopatia monoclonal, isto €, um clone de plasmdcito produz o mesmo tipo de imunoglobulinas,

migrando estas para a zona gama do proteinograma. (32)

Técnicas biomoleculares

Nos ultimos anos tem-se aplicado varias técnicas baseadas na detecgdo de fragmentos de acidos
nucleicos (DNA) do parasita em tecidos do hospedeiro. Deste modo, é possivel realizar um diagnéstico
definitivo de infecgdo, superando assim as limitagdes do diagndstico imunoldgico. (3)

Dentro deste tipo de técnicas, € o PCR a técnica mais utilizada e aquela que apresenta melhores

resultados em relagao a especificidade e sensibilidade. (6)
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TRATAMENTO

O tratamento da Leishmaniose € um tdpico de grande controvérsia. Se por um lado temos os animais
infectados, que sao caes que necessitam de tratamento médico pois encontram-se afectados por uma
doenca com uma determinada possibilidade de resolugdo terapéutica, por outro, temos animais
infectados que constituem o reservatério mais importante da doenca para a espécie humana.
Este facto requer uma grande atencdo no que toca ao controlo sanitario e a saude publica, que necessita
de vigilancia e cuidados especiais. Desde que o cio € considerado o maior reservatério da Leishmaniose
visceral humana, as campanhas de controlo da Leishmaniose visceral canina normalmente tém o intuito
de reduzir o risco de infeccdo nas pessoas e nao proteger o cdo. A OMS recomenda o sacrificio de todos
os animais infectados, no entanto reconhece que este procedimento, nos dias de hoje, tem as suas
limitagbes e ndo se enquadra nos programas globais de controlo. (3,37,41)
No Brasil, uma das principais medidas de controlo para prevenir a doenca humana passa pela deteccao e
eliminagdo dos caes seropositivos. No entanto, alguns autores tém demonstrado que existem outros
reservatorios que podem ter um papel relevante na transmissdo da doenga ao homem, como por
exemplo o gamba, um marsupial tipico das Américas e o préprio homem. Esta medida causa grande
impacto nos proprietarios, pois 0 cao ocupa um papel dentro do nucleo familiar, sendo assim de dificil
adaptacdo, sendo certo que os resultados em relagdo ao controle da doenca ainda nido estdo
comprovados. (37) Para além disso estudo matematicos que comparam os diferentes métodos de
controlo da Leishmaniose visceral humana e canina indicam que pulverizar com insecticidas
possivelmente seria um método de controlo mais eficaz. (37)
O tratamento do cdo nado obtém a cura, mas pode oferecer uma boa qualidade de vida e maior
longevidade aos animais afectados. Este procedimento exige aos proprietarios um compromisso para
com 0s animais.
A OMS reconhece que a eutanasia dos caes infectados, na maioria dos paises, reserva-se cada vez mais
para casos especiais, pois a maioria dos veterinarios prefere administrar um tratamento e acompanhar
atentamente as recaidas.
E, em zonas endémicas de baixa incidéncia da Leishmaniose, como a zona Mediterranica, onde o
tratamento € mais viavel. Mesmo assim, a sua aplicagao é dificil, uma vez que o tratamento é longo, muito
dispendioso e s6 parcialmente eficaz. Na maioria dos casos nao se consegue eliminar totalmente os
parasitas, s0 se consegue uma remissao dos sinais clinicos e uma diminui¢cao da capacidade infectante
para os flebétomos (por 4 meses). Normalmente ocorrem recidivas da doenga mais tarde. (3)
A ineficacia do tratamento ainda n&o se encontra plenamente esclarecida, no entanto pode estar rela-
cionada com factores como a localizagao intracelular do parasita, 0 desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos e a necessidade de uma resposta imunitaria celular que acompanhe a ac¢ao dos farmacos. (3)
A aplicagdo de um tratamento adequado requer um diagndstico precoce, uma avaliagdo do estado
sanitario e imunitario do animal e uma selecgao cuidadosa do farmaco e da sua dose e duragao.
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O tratamento s6 deve ser inicializado apds uma avaliagio clinica completa e de um perfil laboratorial do
paciente, que inclua a confirmagao do diagndstico seroldgico e determinagao do titulo final de positividade,
necessario para 0 acompanhamento da resposta ao longo do tratamento; presengca do parasita em
amostras de pele/ganglios linfaticos/medula dssea; hemograma completo, do perfil renal, hepatico e

electroforético das proteinas séricas. (8 ,23)

Farmacos utilizados

Antimoniais pentavalentes

Os farmacos de primeira escolha no tratamento da Leishmaniose canina sdo os antimoniais — o
antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sédio sao largamente utilizados na Europa e
noutras partes do mundo. Estes farmacos actuam inibindo enzimas do protozoario que sao utilizadas na
oxidacao de acidos gordos e glicosideos. (3, 6)

O mais usado actualmente é o antimoniato de meglumina (Glucantime ®). Geralmente aplicam-se doses
diarias de 100 mg/kg, por via subcutanea, intramuscular, durante 40 dias, repetindo o tratamento, depois
de um periodo de descanso que pode ir dos 15 aos 30 dias. (9)

Uma grande percentagem de animais tratados mostra uma clara recuperacéo clinica. Apesar da alta
toxicidade associada a estes medicamentos, nos caes parece que os efeitos adversos sao reduzidos. (9)
Estudos demonstram ainda que, o uso do antimonial em caes poderia ser recomendado como forma de
controlo na doenga canina, pois mostrou ser capaz de prevenir o desenvolvimento da doenga em 90% de
caes assintomaticos. (36)

Ao usar-se antimonial e alopurinol no tratamento verificou-se que, para além da melhora clinica, houve
reducdo ou eliminacdo completa dos parasitas da pele e os animais mantiveram-se n&o infectantes para

os flebétomos, pelo menos por um periodo de quatro meses apds o tratamento. (6)

Derivados das purinas

O alopurinol é um farmaco da classe das hipoxantinas. Ao ser metabolizado pelo parasita vai ser
produzido um analogo inactivo da iosina; este analogo é incorporado no RNA do parasita causando
sintese errénea de proteinas. (6) Este farmaco demonstrou uma grande actividade leishmaniostatica, de
baixa toxicidade e tem a vantagem de ser administrado por via oral. E administrada a quantidade de 15 a
30 mg/kg, duas vezes ao dia, normalmente durante largos periodos de tempo. Alguns autores defendem
que a sua administragao prolongada previne a ocorréncia de recidivas. (3)

Este farmaco induz uma gradual remissdo dos sinais clinicos, uma recuperagdo das anormalidades
clinicas e uma diminuicdo do nivel de anticorpos circulantes; no entanto o farmaco ndo consegue

promover a cura, apesar de haver uma consideravel diminuigao da carga parasitaria. (6)
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QOutros farmacos

Antibidticos

Recentemente a aminosidina (paromomicina) foi comparada com antimoniato de meglumine
podendo vir a ser uma altemativa a este composto. A aminosidina € um antibiético do tipo
aminoglicosideo, com uma forte actividade anti-leishmania, podendo ser usada sozinha ou em
conjunto com os antimoniais. O seu mecanismo de acgio é baseado no blogueio da ligagdo do
RNA a unidade 30S dos ribossomas, o que leva a alteragdes da produgao proteica por parte do
parasita. (6)

A anfotericina B é usada quando os antimoniais falham. Esta tem sido usada com sucesso na
Leishmaniose humana. Em Itélia este antibidtico € considerado o farmaco de eleicdo para o
tratamento da Leishmaniose humana. No entanto, pacientes com infecgbes concomitantes do
virus da SIDA n&o respondem ao tratamento, nem com altas doses do medicamento. (4) E
primariamente um farmaco fungicida, possui no entanto actividade contra algumas espécies de
protozoarios. O seu mecanismo de acgao € baseado na ligagdo do farmaco ao ergosterol da
membrana celular da Leishmania, que vai provocar uma desorganizagdo na membrana,
formando poros que alteram a permeabilidade ao potassio intracelular, levando a morte do
parasita, por lise osmética. A sua toxicidade esta associada a uma diminuicao da taxa de filtragdo

por parte do rim, aumentando assim os niveis de ureia, creatinina. (6)

Diamidinas

A pentamidina € um farmaco de segunda escolha no tratamento da leishmaniose, quando ha
falha na resposta aos antimoniais. A pentamidina é efectiva contra todas as formas de
leishmaniose. No entanto € altamente tdxica, uma grande percentagem de pacientes nao
responde ao tratamento e as taxas de recaidas sao altas. A pentamidina actua contra a

leishmania destruindo complexos mitocondriais de ADN. (3,6)

Novas alternativas

Ha uma busca constante de novas moléculas que sejam eficazes no tratamento da doenga no c&o.

De entre os novos farmacos sao de particular interesse as lepidinas que apresentam uma actividade

leishmanicida intensa nos diversos ensaios a que foi sujeita. (3)

Também a miltefosina (éter de fosfatidilcolina do hexadecanol) tem vindo a ser usada no tratamento da

Leishmaniose. A miltefosina € uma alquilfosfocolina desenvolvida inicialmente como um quimioterapico

anti-neoplasico. Em 1992, foi aprovada na india como o primeiro tratamento oral para a Leishmaniose

visceral em humanos. E muito activa nesta forma de Leishmaniose e supde-se que também o seja nas

formas tegumentares da Leishmaniose. No entanto, a sua poténcia varia de acordo com a espécie de

Leishmania: € maxima contra a Leishmania donovani e minima contra Leishmania major. Nos mamiferos,
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vai actuar a nivel do metabolismo lipidico das membranas, induzindo alteragcbes de sinalizacdo e
apoptose das células. A miltefosina actua na formacdo da membrana plasmatica do parasita, embora
funcione também como imunomodulador, activando os linfécitos T, leucdcitos e plaquetas. Actua também
contra Trypanosoma cruzi e Entamoeba. (15) Actualmente, determinou-se que, a dose mais adequada ao
cao é 2-3 mg/kg/dia. A facilidade de administragéo e a eficacia da miltefosina, demonstrada em diferentes
estudos, leva a que venha a ser um tratamento muito promissor. Os principais efeitos colaterais sao
vomitos e diarreia, pelo que deve ser administrado juntamente com as refeigdes. (6,9)

Outra possibilidade que tem vindo a ser estudada é relativa aos veiculos /excipientes dos farmacos.
Novas formulagbes tém sido propostas para o uso de farmacos tradicionais. Os lipossomas tém sido
estudados, como meio ideal para fazer chegar os principios activos anti-leishmania ao interior das células
parasitadas; estudos demonstram uma eficacia muito superior dos antimoniais encapsulados quando
comparado com o farmaco na forma livre. (3, 22)

N&o nos devemos esquecer da importancia da resposta imunitaria na recuperagcéo da doenca; por este
motivo tém sido realizados diferentes ensaios de imunoterapia, de forma a potenciar ou regular a resposta
imunitaria, com ou sem associacao a outros farmacos com actividade anti-leishmania. Tem-se usado
imunossupressores (corticoides), imuno-estimuladores (pépidos bacterianos) e imunomoduladores
especificos (citoquinas). (3)

O Coriolus versicolor (Corpet®), € um produto natural que
funciona como um imuno-nutriente, ou seja, um nutriente especifico &
que estimula o sistema imunitario a produzir células com fungbes
imunitarias. Estes nutrientes sdo cada vez mais usados para
modificar uma resposta inflamatéria ou imunitaria.

Este produto resulta da cultura de um cogumelo, Coriolus versicolor,
cuja elevada tolerancia e beneficios provados para a sobrevivéncia
e qualidade de vida, o transformam num grande aliado do sistema

imunitario. O uso de cogumelos para o tratamento de cancro e de

determinadas infecgbes € uma pratica comum na medicina Asiatica.

Figura 9: Cogumelo Coriolus
Vesicolor.(5)

A suplementacdo com Coriolus versicolor tem sido utilizada em
pequenos animais desde 1999, no Reino Unido, e em cavalos
desde o inicio do ano 2000,sendo que em pequenos animais tem sido aplicada, especialmente, em casos
de:

¢ fadiga devido a idade: com o intuito de reforgar o funcionamento do sistema imunitario;

e pre e pos-cirurgia: de forma a auxiliar e acelerar o processo de recupera¢do do animal;

e problemas virais: para procurar limitar a fadiga provoca por certos virus, como por exemplo o da

Leucemia felina (FeLV) e para ajudar a recuperar o equilibrio do sistema imunitario;

18



e quimioterapia e em cuidados paliativos no cancro: para reforcar o estado imunitario dos animais
que se encontra debilitado nestas situagdes;
As propriedades imunoterapéuticas da nutrigao com Coriolus versicolor sdo devidas a acgao de:
e proteoglicanos PSK e PSP, que potenciam a ac¢do imunitaria, aumentando a actividade das
células NK e das células T (CD3 e CD26);
e enzimas que previnem o stress oxidativo através da ac¢do da lacase e da superoxido dismutase
e induzem a desintoxicagao por acgao da actividade da peroxidase e do citocromo P-450;
¢ metabolitos que desempenham um importante papel na funcdo imunitaria e mostram actividade
fibrinolitica, como as lectinas, terpendides, metais quelantes.
O uso deste produto como suplemento, no tratamento da Leishmaniose, € baseado em estudos que
demonstram que o seu conteudo em proteoglicanos (especialmente o PSK e o PSP) leva a estimulagao
das células dendriticas e especialmente leva a uma mudanca de uma resposta do tipo Th2 para Th1
(resposta do tipo celular) ocorrendo um aumento do INFy, da actividade das NK. O Coriolus versicolor tem
demonstrado ser um imunomodulador eficaz em doengas que provoquem um desequilibrio no
balanceamento entre a resposta do tipo Th2 e a do tipo Th1.
O esquema de suplementacao é composto essencialmente por duas fases:
e Fase de carga — na qual o produto é administrado em grandes

quantidades, durante 15 a 30 dias o que permite a absorgéo do produto;

e Fase de manutencio — durante um periodo de 45 dias, com dosagem de e -

cerca de metade do periodo anterior. Dependendo da situacao clinica, 0 Coriofiuss versicolor

esquema de suplementacao para manutengéo, pode manter-se por seis Figura 10: Embalagem
meses a um ano. (5) (Quadro 2 — anexo1) de Corpet®. (5)

A suplementacdo com Coriolus versicolor ndo € um substituto para o tratamento médico, mas sim um
produto de nutrigdo complementar para o equilibrio do normal funcionamento do sistema imunitario do
animal.

O Levamizol é um farmaco primariamente com actividade contra Nematodes mas tem sido usado como
imunoestimulante, em doses inferiores a terapéutica. Este efeito foi demonstrado em modelos murinos
infectados com L. enriettii e em humanos acometidos por L. tropica, tendo sido observada a diminuigdo da
severidade das lesbes e das alteragbes causadas pelo parasita. Nao ha relato de imunomodulagdo do
Levamizol em caes com Leishmaniose visceral, mas acredita-se que o uso constante deste farmaco
possa ser benéfico durante a fase de manutencdo do tratamento, contribuindo para a diminuicdo do
numero e severidade das recaidas, que por ventura possam acontecer ao paciente. (6)

O Infermun® é um composto de células inactivas de Propionibacterium acnes e de lipopolissacaridos de
células de E.coli e tratando-se de um imunomodulador, pode ser usado como suplemento no tratamento

da Leishmaniose, para estimular o sistema imunitario.
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O uso de Vitamina C em animais com Leishmaniose tem sido estudado, com vista a reducdo do pH
urinario e consequente a uma diminuicdo da producado de urdlitos de xantina pelos pacientes, um dos

possiveis efeitos colaterais associados ao uso constante do Alopurinol. (6)

CONTROLO

A possibilidade do controlo da Leishmaniose canina esta relacionada com o controlo da Leishmaniose
humana. A maioria das tentativas de controlo implicam programas de luta que incluam medidas contra os

vectores e os reservatorios e medidas de protec¢do para os hospedeiros definitivos. (3)

Controlo do vector

Para controlar o vector, sdo normalmente usados insecticidas de acgdo residual (malatido, lindano).
Pulverizar a casa com insecticidas tem demonstrado algum grau de protecgao contra os flebétomos, de
acordo com diferentes estudos.

Os flebétomos tém maior actividade nas primeiras horas do dia e ao anoitecer. Durante a noite, o uso de
redes protectoras pode dar um certo grau de protecgdo. Num estudo realizado demonstrou-se que
pessoas que usavam redes protectoras tinham menos 70% de hipoteses de ser infectadas com
Leishmaniose, quando comparadas com pessoas que nao usavam redes. Noutro estudo, foram utilizadas
redes tratadas com piretréides, que mostraram que um grau de protecgao maior, diminuindo o numero de
picadas do mosquito. (7)

Outra possibilidade é a luta ecolégica, mediante desflorestacido e reflorestacdo com espécies

desfavoraveis para o crescimento de flebétomos. (3)

“Luta” contra os reservatorios

Pretende-se reduzir as fontes de parasitas, mas para isso € necessario a identificagdo de reservatorios
silvestres (raposas e ratos), reservatorios peri-domésticos (caes abandonados/vadios) e caes domésticos.
E, no entanto, dificil identificar e eliminar todos os reservatérios silvestres e peri-domésticos. No caso dos
caes domésticos a actuacio é diferente. Como ja foi referido, no Brasil e na China também, uma das
medidas de controlo passa pela eutanasia dos animais seropositivos, o que &, particularmente na Europa,
muito dificil de aplicar. (4,6)

Estudos sobre os programas de eliminagdo de caes seropositivos mostram que estes programas tém
menor relevancia técnico-cientifica que outras medidas propostas para o programa de controlo, quer pela
falta de relagao espacial entre a incidéncia da Leishmaniose visceral humana e a seroprevaléncia canina,
quer pela pouca eficiéncia da medida quando comparada ao controlo do vector. (6)

Outra alternativa para a prevengao desta doenca ¢ a aplicagcdo de insecticidas ou repelentes no cao, de
forma a diminuir o nimero de picadas de insecto e portanto a incidéncia da infecgao, mas esta estratégia
implica uma aplicagéo regular do produto, pois o efeito do produto é curto. Estudos tém demonstrado que
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a aplicacéo de coleiras com deltametrina (Scalibor®) reduzem até 90% da proporgdo de flebétomos,
reduzindo assim o risco de serem infectados. Outros produtos que tém vindo a ser estudados sao:
solugdes topicas de permetrina, combinacdes de imidaclopride e permetrina em spot-on.

Manter o cido dentro de casa durante a noite, desde o por do sol até uma hora apds a nascer do sol, é
também uma medida preventiva a aplicar. (3,4,7)

Tem sido dificil encontrar um programa eficaz de controlo contra a Leishmaniose. Os principais factores
relacionados com este insucesso sdo: a falta de padronizacao dos métodos diagndstico da infeccao
humana e canina; a discordancia entre estudos de avaliagdo do impacto da eliminacdo dos caes
seropositivos na prevaléncia da infecgdo humana; a demonstragao de que outros reservatérios podem ser
fonte de infecgdo de L. chagasi/ infantum; e a escassez de estudos sobre o impacto das acgbes dirigidas
contra os vectores. (6)

E no desenvolvimento de vacinas anti-leishmaniose que se encontra o futuro para a prevencdo da
Leishmaniose. Existem inimeros estudos feitos para diferentes tipos de antigénios, os quais apresentam
muitas vezes resultados contraditérios. (1)

A prevencéo da Leishmaniose canina pode vir a reduzir a prevaléncia da Leishmaniose humana nas
zonas endémicas. No entanto, o desenvolvimento de uma vacina contra a Leishmaniose é uma tarefa
dificil. (1,7)

Neste sentido é importante encontrar uma vacina que seja capaz de induzir uma resposta do tipo celular
Th1; produzir imunidade que previna a doenga e a transmissdo do agente; que seja eficiente contra as
diferentes fases do parasita; que tenha baixo custo, que seja estavel e de longa duragdo. As vacinas
devem actuar bloqueando a transmissao do parasita e prevenindo a doenga. Nao basta que doencga seja
evitada, pois ha animais assintomaticos que podem ser reservatorios para a transmissao da doenca.
(4,37)

Vacinas mortas — Killed Leishmania

Vacinas mortas ou atenuadas sdo vacinas em que o antigénio € inactivado através do calor ou através de
meios quimicos, impossibilitando a capacidade de se multiplicar no hospedeiro. (12)

Uma vacina composta por promastigotas de Leishmania brazilians tratados com mertiolato e BCG foi
usada nas fases | (estudo a nivel laboratorial com um numero pequeno de animais — 20 a 80 -, com o
intuito de avaliar a seguranca da vacina) e |l (estudo realizado num maior nimero de animais — 20 a 300)
dos testes clinicos em infecgdes de L. chagasi em cées no Brasil. Em 90% dos caes a vacina induziu uma
resposta linfoproliferativa significante aos antigénios da Leishmania; 26 meses apds a imunizacao foi
demonstrada a auséncia de parasitas em necrdpsia. No entanto, durante a fase lll (estudo de campo com
grande numero de animais — 300 a 3000) dos testes clinicos a vacina ndo protegeu os cées contra a

Leishmania. (1,11)
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Esta discrepancia de resultados pode estar relacionada com o baixo nimero de animais usados nas
experiéncias comparado com o grande numero de animais usado nos estudos de campo. (1,6)

Outro estudo no Irdo demonstrou que, apds a imunizagdo com Leishmania major envolvida em hidroxido
de aluminio e misturada com BCG, houve uma diminuicdo da incidéncia de Leishmaniose com uma taxa
de eficacia de 69.3%. (29)

Vacinas de fraccoes purificadas da Leishmania

Este tipo de vacinas é feito através de polissacarideos purificados pertencentes ao parasita. No entanto,
uma das grandes limitagdes deste tipo de vacinas € a sua incapacidade de activar as células Th. (12)

De entre diversos testes feitos com este tipo de vacinas, um teste realizado com uma preparagdo de
promastigotas de Leishmania infantum semi-purificada e liofilizada induziu uma resposta humoral nos
céaes vacinados. Estes anticorpos neutralizaram a multiplicacdo de Leishmania infantum in vitro, mas nao
foram capazes de bloquear completamente a infecgdo por promastigotas de Leishmania major in vivo.
Esta mesma preparacao, usada noutro teste, mostrou que no primeiro ano a taxa de infecgao e de sinais
de doenca eram superiores nos animais vacinados, quando comparados com os caes nao vacinados do
controlo. Estes resultados podem ser justificados pelo facto da resisténcia a Leishmania estar associada a
uma resposta do tipo celular e ndo do tipo humoral. (1)

Uma outra vacina foi testada no Brasil com um ligando fucose manose (FML), um complexo glicoproteico
purificado de promastigotas de Leishmania donovani. Esta vacina demonstrou eficacia em dois estudos
realizados em zonas endémicas. No primeiro estudo, 97% dos caes ficaram seropositivos para a FML e
100% deles com a reacgao intradérmica positiva ao antigénio lisado de Leishmania donovani, sete meses
apos a vacinagao. Dois anos apoés, 92% dos animais apresentavam proteccao. Num outro estudo, 100%
dos animais ficaram seropositivos a FML e apresentaram reacgao intradérmica ao antigénio lisado de
Leishmania donovani. Os autores concluiram que a vacina induzia um efeito significante e duradouro
protegendo contra a Leishmaniose. Além disso, estudos preliminares indicam que os caes vacinados
apresentam bloqueio da transmissao, pela inibicao da adeséo das formas promastigotas de Leishmania
donovani e Leishmania chagasi no intestino do flebétomo Lutzomyia longipalpis. (37)

Numa comparagao dos anticorpos dos animais vacinados com os de animais naturalmente infectados,
mostrou-se que a IgG1 estava associada a infecgdo natural enquanto que a IgG2 estava associada com
a vacina de FML. Num outro estudo feito com esta vacina, foi observada a auséncia de sintomas e de
Leishmanias no sangue, na pele e nos ganglios linfaticos, em caes vacinados. Estes resultados
demonstram o efeito protector da FML contra Leishmania, no entanto, um nimero maior de animais
devem ser investigados. (1)

A vacina-FML (Leishmune ®) é a primeira vacina a ser licenciada contra a Leishmaniose canina no Brasil
e tem mostrado resultados promissores tanto ao nivel de proteccdo como duracgado longa da imunidade.

No entanto, ainda n&o é possivel avaliar o impacto desta vacina na prevaléncia da Leishmaniose humana.
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E necessario que esta passe a ser rotineira na profilaxia nas zonas endémicas. Esta vacina aprovada no
Brasil é indicada para caes a partir de quatro meses de idade, em trés doses, com intervalos de 21 dias e

revacinacao anual. (37)

Vacinas de antigénios recombinantes de Leishmania

Na teoria, 0 gene que codifica qualquer proteina imunogénica pode ser clonado e exprimir essa proteina
noutras células (bactérias, leveduras, mamiferos), utilizando a tecnologia do DNA recombinante, podendo
ser posteriormente utilizadas em vacinas. (12)

Um dos primeiros antigénios recombinantes a ser usado, foi a proteina de membrana gp63. A gp63
funciona como um receptor de ligagdo aos macréfagos e demonstrou-se que parasitas mutantes que nao
apresentem esta proteina ndo sao patogénicos, por isso tem sido estudada como antigénio. Apesar de
ser considerada uma boa candidata a vacina devido as suas caracteristicas, os diferentes estudos tém
conduzido a resultados variaveis. A resposta das células T a gp63 € inconstante, contudo sempre que,
uma resposta é detectada esta é do tipo Th1. (1,13)

Outro dos testes realizados envolveu uma vacina feita com uma mistura de trés antigénios recombinantes
de Leishmania (TSA, LelF e LmSTI1) e dois adjuvantes diferentes MPL-SE® e AdjuPrime®. Os caes
apos imunizagdo foram infectados com promastigotas de Leishmania chagasi. Uma resposta com
predominancia de 1gG2 foi medida nos cées que foram imunizados com os antigénios recombinantes e
MPL-SE®. Os animais imunizados com os antigénios recombinantes e AdjuPrime® obtiveram uma
resposta mista de IgG2 e IgG1. No entanto o efeito protector da vacina n&o foi avaliado. (10)

Noutro estudo de Leishmaniose canina foi avaliada a resposta humoral e celular de caes infectados
naturalmente contra duas proteinases de cisteina recombinantes de Leishmania infantum, a rCPA e
rCPB. Os resultados mostraram que o nivel de anticorpos era baixo em relagido rCPA tanto nos caes
sintomaticos como nos assintomaticos. No entanto os niveis de anticorpos reactivos ao rCPB foram altos
(sendo a maioria da classe IgG2) nos caes assintomaticos em comparagao com os sintomaticos. A
habilidade deste antigénio provocar uma resposta do tipo Th1 em animais assintomaticos leva a que seja
usado em novos testes para verificar a sua capacidade protectora como vacina. (1, 29)

Outro antigénio, um receptor para a activacdo da C cinase (LACK), que é expresso tanto nos
promastigotas como nos amastigotas, foi usado com sucesso na proteccdo da infeccdo em ratos,
especialmente quando administrado juntamente com a IL-12. (7)

Este antigénio foi recombinado com uma vacina virica (r'VV) e 17 meses apés a infecgao com Leishmania
infantum 60% dos caes vacinados ficaram protegidos e ndo apresentaram sinais da doenca. Estes caes
imunizados apresentaram respostas imunes caracterizadas por uma resposta inicial mista de Th1 e Th2,
tendo depois progredido para uma resposta Th1. Ja os cdes do grupo de controlo (ndo imunizados)
apresentaram uma resposta do tipo Th2. (1)

Em suma, ainda esta por descobrir uma vacina efectiva e que possa ser usada. A maioria dos antigénios
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induz protecgao significante nos caes, no entanto, estes animais apenas foram sujeitos a um Unico teste.
Nos estudos efectuados no campo obtiveram-se resultados pouco promissores, ndo se encontraram
grandes diferengas entre os cdes vacinados e os caes de controlo. (1)

Muitos problemas precisam de ser resolvidos até se encontrar a vacina “perfeita”.

E necessario descobrir qual o antigénio/antigénios que sdo capazes de desencadear uma resposta
protectora no animal, ndo nos esquecendo que cada hospedeiro tem a sua prépria componente genética,
logo pode ter uma resposta diferente. E possivel que seja necessaria uma vacina com diferentes
antigénios para garantir uma resposta efectiva em toda a populagdo. No entanto, produzir uma vacina
com polipeptideos e com glicolipidos em larga escala pode revelar-se dificil. (13)

E necessario que a vacina seja segura e que ndo venha exacerbar a doenga ou causar reaccdes
patologicas; ndo nos podemos esquecer que a vacina nao deve causar a doencga por falha na inactivagéo
do parasita e que pessoas imunodeprimidas possam contrair a doenga mesmo com organismos
atenuados. (37)

E importante encontrar um adjuvante correcto. Trabalhos recentes indicam que é necessaria uma
apresentacdo de antigénio especializada (através das células denditricas ou células de Langerhans na
pele), para que seja inicializada uma resposta das células T. (13) Tém sido usados adjuvantes como
bactérias ou outras particulas, que podem carregar genes para TNF-a e INF-y e que podem vir a
potenciar a resposta imunitaria. Em alternativa podem ser usadas citoquinas como adjuvantes “naturais”,
pois estas vao promover uma resposta imunitaria do tipo Th1. A IL-12 é essencial para induzir e manter

este tipo de resposta numa vacina contra a Leishmania. (1,10,13)

CONCLUSAO

Por se tratar de uma doenca de dificil diagndstico, tanto clinico como laboratorial, a Leishmaniose canina
tem-se tornado num grande desafio dentro da pratica da Medicina Veterinaria.

Tem vindo a ser demonstrado que nem todos os animais infectados desenvolvem a doenga, implicando
que a Leishmaniose visceral canina deva ser considerada resultado de uma disfungdo imunoldgica,
resultante do parasitismo do sistema mononuclear fagocitario pela Leishmania, produzindo diferentes
graus de sinais clinicos e imunoldgicos, que podem ser reversiveis com tratamento especifico ou
espontaneamente em individuos imunologicamente competentes.

A maioria dos caes infectados ndo desenvolve a doenca e mantém-se assintomatico. Estes apresentam
uma resposta imune do tipo celular contra a Leishmania e usualmente sdo seronegativos ou positivos
fracos. Pelo contrario, cdes doentes mostram uma resposta imune do tipo humoral mas uma resposta
celular muito fraca.

Demonstrou-se também que a prevaléncia da Leishmaniose € muito maior que a tradicionalmente

pensada. Em areas endémicas € possivel que mais de 50% dos cées venham a ficar infectados.
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Caes infectados, mesmo quando assintomaticos, constituem um risco para a populagéo, pois servem
como reservatério da Leishmania, sendo assim uma fonte de infeccdo para o flebétomo. Os caes
tratados, por ndo existir nenhum farmaco que consiga eliminar totalmente o parasita do organismo, sao
também considerados possiveis transmissores da doenca.

A eutanasia dos animais que sao seropositivos ndo € um método eficaz no controlo da doenca. Deve-se,
principalmente, procurar combater o vector, de forma a evitar a infecgao.

A procura de novos tratamentos tem trazido diferentes alternativas como a miltefosina, que foi
desenvolvida inicialmente como um quimioterapico anti-neoplasico, ou como o Coariolus versicolor, que é
um produto usado como imunomodulador, estimulando o sistema imunitario do animal.

A vacina contra a Leishmaniose comega a ser uma realidade no Brasil, apesar de ainda ser cedo para
avaliar a sua eficacia. Simultaneamente, continuam a ser efectuados estudos para o desenvolvimento de
uma vacina efectiva contra a Leishmaniose.

Com todas as dificuldades encontradas na tentativa de se controlar a Leishmaniose visceral canina,
parece que, de uma forma geral, a forma mais eficaz € a unido de medidas preventivas exercidas nos
caes e medidas ambientais para controlar o vector. Ao mesmo tempo deve procurar realizar-se um
melhor diagndstico de forma a identificar correctamente os animais infectados e os animais doentes e

encontrar uma vacina eficaz, capaz de controlar a expansao da doencga canina € humana.

CASO CLINICO

A Zara é uma cadela da raca Labrador Retrivier com 4 anos de idade, com 25,3 kg. Apresentou-se a

consulta com um problema dermatoldgico, no dia 6 de Novembro 2008.

A cadela encontra-se vacinada contra as principais doencas infecciosas caninas (adenovirus, parvovirus,

esgana, parainfluenza e raiva). Nao se encontra desparasitada correctamente nem interna nem

externamente. Ndo tem antecedentes médicos nem cirlrgicos de relevancia registado nos ficheiros

clinicos. Nao toma nenhuma medicagdo actualmente. A alimentacéo é feita com comida caseira (restos

de restaurante) e ragao comercial. O dono vive na Lousa huma casa com quintal onde a cadela costuma

estar juntamente com outros caes.

Os donos queixam-se que a cadela tem sido “atacada” por moscas, provocando feridas nas orelhas e que

ha cerca de trés dias comegou a cogar muito os olhos até fazer ferida.

Ao realizar-se o0 exame fisico obtiveram-se os seguintes resultados:
A atitude do animal em estacao, decubito e em movimento nao apresentou alteracdes. O animal
nao é agressivo, o seu estado mental no consultorio € alerta e o seu temperamento € equilibrado.
O animal apresenta uma condigao corporal de 2 (numa escala de 1 a 5) e pesa actualmente 25.3
kg. Os movimentos respiratérios séo regulares, ritmados, com uma profundidade normal, costo-
abdominal de relagdo 1 para 1,3, com 24 r.p.m.. O pulso é de 104 p.p.m. regular, ritmado,
bilateral, simétrico, sincrénico e forte. A temperatura registada foi de 40,2 °C (t6nus anal
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adequado e, no termdémetro, ndo se verifica a presenga de muco, sangue ou formas parasitarias
macroscopicas). As mucosas oral e anal estao rosadas, humidas e brilhantes com o TCR de 1.5
segundos; a mucosa ocular encontra-se congestionada e inflamada. O grau de desidratagao é
inferior a 5%. Os ganglios linfaticos submandibulares, pré escapulares e popliteos sao palpaveis e
de dimensbes normais. Os restantes ganglios ndo sédo palpaveis. A palpacdo abdominal e
auscultagéo cardio-pulmonar n&o apresentam alteragoes.

Foi possivel observar feridas na base e na ponta das orelhas do animal; os dois ouvidos
apresentavam espessamento e inflamagao das paredes; observou-se edema palpebral e a
conjuntiva ocular encontrava-se inflamada. O animal apresentava-se com onicogrifose. (Figura 1 -
Anexo 3)

Realizaram-se exames complementares cujos resultados se encontram a seguir descriminados:
e Speed Leish Teste rapido: Positivo
e Hemograma: Anemia (Anexo 4)
e Bioquimica: Hiperproteinémia por hiperglobinémia (Anexo 4)
e Teste seroldgico de pesquisa de anticorpos anti-leishmania:positivo a diluigao 1/240
A Zara tem Leishmaniose complicada com otite bilateral e conjuntivite bilateral.
O tratamento realizado/prescrito foi:
e Para a conjuntivite:
Limpeza ocular com solugao oftalmica;
e Para a ofite:
Limpeza auricular com Omniotic® e aplicagdo de Conofite forte®. Limpeza auricular durante
10 dias minimo.
¢ Limpeza das feridas das orelhas com agua oxigenada e aplicagao Conofite forte® e
Omnimatrix®. Limpeza das feridas da pele com agua oxigenada e aplicagdo Conofite forte® e
Omnimatrix®. Em casa deve fazer limpeza das feridas BID, durante 10 dias minimo;
e Para aLeishmaniose:
Inicio da terapia com Corpet® 4 comprimidos SID durante 15 dias; depois passa a 2 comp.
SID 45 dias;
Alopurinol 1 comp. BID;
Recomendagéo do uso de uma coleira Scalibor®.
Acompanhamento do caso
11/11/2008

Veio para controlo.

As feridas encontram-se em recuperacao, sinais de melhora na conjuntivite, no entanto, em relagio a otite

as paredes ainda se encontram espessadas, apesar de menos inflamadas.
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Administracao de Infermun® 2ml, com o objectivo de estimular o sistema imunitario.

13/11/2008

Veio para controlo.

Administracdo da segunda dose de Infermun® 2ml.

17/11/2008

Veio para controlo.

Pode observar-se uma boa recuperacéo das lesdes.

Administracao da terceira dose de Infermun® 2ml.

24/11/2008

Apresenta se muito bem disposta; tem comido bem.

Realizamos limpeza das feridas; ainda apresenta algum espessamento da parede do ouvido, no entanto
esta a recuperar.

5/12/2008

Boa evolugdo das feridas.

Continuacao do tratamento local; durante o més de Dezembro nao vao poder vir ca, sendo que s6 em
Janeiro podera vir a controlo.

16/01/2009

A Zara veio para controlo seroldgico.

A Zara apresenta ainda algumas crostas e feridas (Figura 2 — Anexo 3) no entanto tem andado bem
disposta, tem comido bem. A Zara aumentou de peso, passando para 27 kg.

A analise serolégica foi positiva a diluicao de 1/160, tendo assim diminuido a maxima diluicdo em que
ocorre a aglutinacao, isto €, diminuiu o titulo de anticorpos anti-leishmania em apenas dois meses de
tratamento.

A Zara vai continuar com o tratamento com Alopurinol e com o Corpet® para tentar baixar o nivel de

anticorpos anti-leishmania, devendo vir a controlo daqui a 3 meses.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Quadros

Forma da doenca “Old World” “New World”
Cutanea L. aethiopica complexo L. mexicana complexo
- L. aethiopica - L. mexicana
L. major complexo - L.venezuelensis
- L. major - L.amazonenis
L. tropica complexo - L. pifanoi
- L. trépica ® - L. garnhami
- L. Killicki L. braziliensis complexo
- L. braziliensis ®
- L. panamensis 2
- L. guyanensis
- L.peruviana
- L. lainsoni °
Visceral L. donovani complexo
- L. donovani - L. chagasi **°
- L. infantum ©
Quadro 1 — Formas clinicas da leishmaniose humana
a— pode causar também leishmaniose mucocutanea
b —n&o se encontra atribuido defenitivamente
¢ —principal agente da leishmaniose canina
d — poucos casos descritos em caes
e—L. chagasi =L .infantum
Dose inicial Dose de Manutencao | Dose de Manutencao I
Caes e Gatos Dialal5 Dia 16 a 60 Dia61a120
Pequenos <10 kg 2 comp/dia 1 comp/dia 1 comp/dia
Médios 10 a 30 kg 4 comp/dia 2 comp/dia 1 comp/dia
Grandes >30 kg 6 comp/dia 3 comp/dia 1 comp/dia

Quadro 2 — Um esquema de Suplementagao possivel do Coriolus versicolor (Corpet®).




ANEXO 2 —Esquema

Esquema 1: Ciclo bioldgico da Leishmania .
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Legenda:

1.Durante a alimentagdo, a fémea do flebétomo
introduz formas promastigotas metaciclicas no local
da picada;

20s promastigotas sdo interiorizadas  por
macréfagos teciduais;

3.0s promastigotas transformam-se em amastigotas;

4.Inicia-se o processo de reproducdo no interior do
vacuolo;

5.0corre a rutura do macréfago e liberagdo dos
parasitas no intersticio;

6.0s parasitas sdo fagocitados por novos
macrofagos;

7.0s macréfagos parasitados podem ser ingeridos
pela fémea do flebétomo durante a alimentacéo;

8.No estdbmago do insecto, macréfago rompe-se
libertando os amastigotas. Ocorre a transformagéo
dos amastigotas em promastigotas, que se dividem
por divisdo binaria;

9.Promastigotas migram para o intestino e colonizam
as regides do piloro e ileo;

10.Paramastigotas se aderem ao epitélio e se
reproduzem. Transformagdo em promastigota e
migragéo para o estdmago, e em seguida para a
faringe do insecto (promastigotas metaciclicas);



ANEXO 3 - Imagens do caso

Figura 1: Zara no dia da primeira consulta.
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Figura 2: Zara na consulta em Janeiro, mostrando claras melhoras.
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ANEXO 4 — Analises da Zara

Hemograma

Andlise Resultado Valores normais
WBC 7.11x10"91 C:6-17;F:55-195
LYM 0.79 x10" C:148;F: 157
MID 0.23 x10" C:0.18-1.3;F:0-0.8
GRA 6.08 x1079/ C:312;F: 2514
LYM% 11.1% C: 12-30; F: 20-55
Mi% 3.2% C:3-10;F: 14
GRA% 85.6% C: 62-87; F: 35-80
RBC 3.25x10M2 C:5585;F:5510
HGB 7.4 g/d C:12-18;F:8-15
HCT 20.06% C: 37-55; F: 2445
MCV 62fl C:0-77;F: 39-55
MCH 227 pg C:19.5-24.5,F: 125175
MCHC 36.8 g/dlI C: 31-34; F: 30-36
RDWc 22.9%
PLT — C: 200-500; F: 300-800
PCT —
MPV —
PDWc —
Bioquimica

Analise Resultado Valores normais
ALB 22 g/dl C2544,F2244
ALP 10 UM C: 20-150; F:10-90
ALT 28 U/l C:10-118; F: 20-100
AMY 1236 U/dl C:200-1200; F:300-1100
TBIL 0.2 mg/d| C:0.1-0.6; F:0.1-0.6
BUN 12 mg/d C:7-25; F: 10-30
Ca++ 8.9 mg/d C:8.6-11.8;F:8-11.8
PHOS 5.1 mg/d C:296.6;F:34-85
CREATININA 0.6 mg/d| C:0.3-14;F:0.3-21
GLU 86 mg/dl C: 60-110; F:70-150
Na++ 143 mmol/l C: 138-160; F: 142-164
K+ 4.5 mmoll C:3.7-56.8;F:3.7-5.8
PT 94 g/di C:54-82;F:54-82
CLOB 71 gd C:2352;F: 1557
HEMOLISE 0
LIPEMIA 0
ICTERICIA 0
RELACAO ALB/GLO 0.31 C:06-1.1;F.0.8-1.3
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