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RESUMO

Quando falamos de vida selvagem em Portugal, pensamos logo no Lobo
Ibérico (Canis lupus signatus), que ao longo das ultimas décadas tem vindo a sofrer
um notodrio declinio populacional, apenas contrariado pelas medidas protecionistas
entretanto implementadas. A diminuicdo do numero de lobos em Portugal resulta
principalmente da perseguicdo direta a que foram sujeitos e da destruicdo do seu
habitat natural. Outra causa de reducéo/extincdo de pequenas populacdes locais e
fragmentadas de grandes carnivoros em outras partes no mundo tem sido as
doencas infeciosas. Sendo monitorizacdo da presenca de patologias em animais
silvestres fundamental no controle das zoonoses emergentes e na conservacao das
espécies.

Neste contexto pretendeu-se elaborar um estudo de determinacdo da
ocorréncia de Leishmaniose, no Lobo Ibérico. Assim, recolheram-se aleatoriamente
42 amostras de sangue a lobos residentes no Parque Nacional Peneda-Gerés que,
posteriormente foram testadas recorrendo-se ao método de ELISA.

Através desta técnica, detetou-se que das 42 amostras testadas apenas
uma amostra (2,4%) possuia anticorpos anti-leishmania. Um dos motivos para a
obtencdo de resultados pouco significativos poderda dever-se ao reduzido leque
amostral.

Concluimos, entdo, que sdo necessarios estudos adicionais para avaliar a

importancia do Lobo Ibérico na transmisséo e propagacao da Leishmaniose.

Palavras-chave:. Canis lupus signatus; Lobo Ibérico; Leishmaniose; Transmisséao;
Conservacéao; Técnica ELISA.
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ABSTRACT

When we talk about wildlife in Portugal, we immediately think the Iberian Wolf
(Canis lupus signatus), that over the past decades has been suffering a noticeable
decline, only contradicted by the protectionist measures that have been implemented.
The decrease in the number of wolves in Portugal is mainly the result of direct
persecution that they were undergone and the destruction of their natural habitat.
Another cause of the decreasing/extinction of local small and fragmented populations
of large carnivores in other parts of the world have been the infectious diseases.

Monitoring the presence of diseases in wild animals is essential for the control
of emerging zoonoses and for the conservation of the species.

In this context, we intend to conduct a study to determine the occurrence of
leishmaniasis in the Iberian Wolf. We, randomly, collected 42 blood samples of
Wolves from the Peneda-Geres National Park and tested them by ELISA method.

The ELISA technique detected that only one sample (2.4%) of the tested
wolves had anti-Leishmania antibodies. The failure to detect positive results may
have been due to the small sample representativeness.

We conclude that further studies are needed to assess the importance of

Iberian wolf in the transmission and spread of leishmaniasis.

Keyword: Canis lupus signatus; Iberian Wolf; Leishmaniasis; Conservation; ELISA
technique.
IX
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1. INTRODUCAO

Nos dias de hoje, a importancia das zoonoses associadas a reservatorios
silvestres tém vindo a ganhar crescente importancia quer por parte da comunidade
cientifica quer por parte das autoridades de Saude (Kruse et al., 2004).

A monitorizagdo da presengca de patologias em animais silvestres €
fundamental para o controlo de zoonoses emergentes, visto estes poderem estar
intimamente ligados a (re)emergéncia de possiveis ameacas. A recolha
pormenorizada de informacéo e a colheita de amostras em animais admitidos nos
Centros de Recuperacdo constituem “armas” importantes para uma melhor
compreensao das condigcbes nos habitats naturais das populagbes de onde sé&o
preveniente (Bengis et al., 2004; Del Rio et al., 2013).

O aumento da densidade populacional humana, a elevada frequéncia e
facilidade de mobilidade a nivel local/internacional, a modificagdo dos sistemas
agricolas juntamente com as alteracdes climaticas sdo o0s principais fatores
apontados para emergéncia e propagacao de inumeros agentes patogénicos e
consequentemente zoonoses (Bengis et al., 2004; Solano-Gallego et al., 2011). A
sua transmisséo esta também associada, maioritariamente a existéncia de vetores
artropodes que estabelecem a ponte entre o ciclo silvatico e o ciclo doméstico da
doenca, proporcionando, assim, a transmissdo dos agentes aos hospedeiros
definitivos. A coexisténcia de vetores e hospedeiros reservatérios em areas
geograficas com caracteristicas ambientais e faunisticas favoraveis a interacao
destas mesmas espécies sdo essenciais para disseminacdo de zoonoses (Solano-
Gallego et al., 2011).

Portugal parece possuir condicbes geograficas e ambientais favoraveis ao
aparecimento de varios vetores responsaveis pela transmissdo de varios agentes
patogénicos de grande relevancia clinica e epidemiolégica, como € 0 caso da
Leishmaniose (Cardoso et al., 2004). As condicOes ideais para a transmissao desta
zoonose parecem estar reunidas principalmente na regido Norte de Portugal onde se
observa um elevado grau de proximidade entre a fauna silvestre, os animais
domeésticos e a populacdo humana, fazendo assim, com que, a Leishmaniose seja
uma zoonose endémica e frequente em Portugal (Cardoso et al., 2004; Solano-

Gallego et al., 2011). A Leishmaniose € causada por um protozoario do género

Leishmania e é potencialmente fatal tanto para humanos como para canideos, com
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0s ultimos a serem considerados o principal hospedeiro reservatério para a infecao
(Solano-Gallego et al., 2011), apresentando-se, assim, como um problema
epidemioldgico complexo, com crescente importancia em Saude Publica, devido
sobretudo ao facto de ser negligenciada quer a sua vigilancia quer o seu controlo
sanitario (Desjeux, 2004).

E necessario contemplar que a espécie-alvo deste estudo (Canis lupus
signatus) esta classificado como uma espécie Em Perigo de extingdo em Portugal,
pelo que é de todo o interesse conhecer e monitorizar os principais agentes
patogénicos que circulam no seu habitat natural e o impacto que estes podem ter na
sua conservacao (Queiroz et al., 2005; Satre et al, 2008; Del Rio et al., 2013). Neste
contexto pretende-se elaborar um estudo de determinacdo da ocorréncia de

Leishmaniose no Lobo Ibérico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. OLOBO IBERICO
2.1.1. DISTRIBUICAO

Inicialmente (século XX) o Lobo Ibérico distribuia-se por toda a Peninsula
Ibérica, excluindo unicamente a faixa litoral mediterranica, onde previamente se
extinguira. No entanto, em meados do século XX, observou-se uma regresséo lenta
na sua distribuicdo geografica, devido a pressdes humanas quer de uma forma
direta quer indireta. Apesar de em 1950 a populacdo lupina ainda ocupar a
totalidade do territério portugués, a partir dos anos 60 sofreu um rapido declinio
(Alvares, 2011). A década seguinte representou um periodo negro na historia do
lobo em Portugal pois 0 acesso generalizado a armas de fogo, a construgdo de
novas redes viarias, a fragmentacdo/destruicdo do habitat e a progressiva
humanizagcdo vieram acentuar ainda mais a reducdo dos efetivos populacionais
portugueses (Nunes, 2000). Adicionando o0 sucessivo aumento do numero de
cacadores e o exterminio das suas presas selvagens (veado e cor¢o), que se deram
nas épocas seguintes, as pressfes previamente existente obteve-se, assim uma
espécie lupina a beira da extingdo nos anos 80 (Nunes, 2000).

A situacdo manteve-se até meados da década de 80, altura em que Portugal
ratificou a Convencdo de Berna passando, assim, o lobo a gozar do estatuto de
protecdo total em 1988, através de uma lei nacional: Lei de Protecdo do Lobo
Ibérico. No entanto, a Lei foi aprovada apenas em 1990. Embora negligenciando
alguns aspetos importantes, o diploma veio regulamentar a protecdo da espécie,
estabelecendo as disposicdes para a sua preservacdo efetiva. De entre essas

disposicées, figuram aquelas que responsabilizam diretamente o Estado Portugués:

eAdotar uma politica de ordenamento do territério que nao desfigure os
habitats da espécie e possibilite a recuperacdo, onde ela for possivel,

nomeadamente pela reintroducéo de presas naturais do lobo;

ePromover acdes de sensibilizacdo de opinido publica com vista a

erradicacao de infundados temores e a modificacéo de atitudes e comportamentos;



elndemnizar os cidaddos que venham a ser considerados como diretamente
prejudicados pela agdo do lobo, prevendo-se mesmo um prazo maximo de 60 dias

apos a apresentacao da queixa para se efetuar o pagamento;

eDotar as entidades responsaveis pela Lei de Protecdo do Lobo Ibérico dos
meios necessarios ao cabal cumprimento da sua missédo (Decreto-Lei n°® 139/90 de
27 de Abril, DR n°97 — | Série; Lei de Protec¢cdo do Lobo Ibérico, Lei n°90/88 de 13
de Agosto, DR. n°187 — | Serie)

Embora a legislagéo tenha significado o fim de uma era durante a qual a
espécie atingiu o limiar da extincédo (Figura 1), a realidade é que a aplicacdo pratica
das medidas preconizadas pelos diplomas legais se mostrou dificil, morosa e em
muitos casos, conflituosa. Sendo o pagamento de indemnizacbes 0 aspeto mais
visivel da politica nacional de conservacdo do lobo, a morosidade do processo,
recheado de entraves burocraticos, caréncia de verbas especificas e falta de meios
humanos, despoletou o0 atraso ou mesmo auséncia do pagamento das
indemnizacdes, e consequentemente o desejo perverso por parte dos lesados que

revoltados tentam prejudicar a espécie por meios ilicitos (Moreira, 1998).

...........
--------------

gasiites 30" s 60" : 80' 1997

Figura 1. Evolugdo da distribuicdo do Lobo Ibérico em Portugal ao longo do
século XX (Adaptado de Alvares, 2011).

Ao contrario do que se verifica em Espanha, onde o Lobo Ibérico se distribui
por uma area de cerca de 100 000 km? (1/5 do pais), em Portugal ocupa apenas

uma area com extensdo aproximada de 20,000 km?, correspondente as serras mais



agrestes, com menor densidade populacional humana e importante atividade
agropecudria situadas na metade norte de Portugal (Nunes, 2000; Alvares, 2011).
Em Portugal, o efetivo populacional encontra-se dividido em dois nucleos
distintos separados entre si pelo rio Douro, estimando-se que a totalidade da
populacdo lupina ronde os 300 individuos. A subpopulacdo a norte do Rio Douro
distribui-se numa &rea de cerca de 12.500km? (densidade média de 1,6 a 3,0
lobos/100km?) e estima-se que possua entre 45 a 54 alcateias. A sua distribuicdo
abarca parte importante dos distritos de Viana do Castelo e Braga, uma pequena
porcdo do distrito do Porto, e a quase totalidade dos distritos de Vila Real e
Braganca (Figura 2) (Nunes, 2000; Alvares, 2011). A subpopulacdo a sul do Rio
Douro, é estimada entre 6 a 9 alcateias, e encontra-se distribuida numa area de
cerca de 3.800km? (densidade média de 0,5 a 1,3 lobos/100km?), e tem vindo a
demonstrar uma crescente instabilidade reprodutora e um elevado nivel de

fragmentacdo (Alvares, 2011).

0 35 70 140

- Alcateias Confirmadas ‘;2 Area de presenca irregular
- Alcateias Provaveis . Area de distribuicao

Figura 2. Situacdo atual do lobo em Portugal
(Adaptado de Alvares, 2011).

De acordo com os resultados do Censo Nacional do Lobo 2002/2003, o

namero de alcateias portuguesas varia entre as 45 e 55 para a subpopulacdo a

5



Norte do Douro, ndo ultrapassando as 10 para a subpopulagdo a Sul do mesmo,
pelo que com base na biologia da espécie, estima-se que o efetivo populacional
varie entre os 200 e os 400 individuos (ICN, 2006).

Apesar da area de distribuicAo mundial se encontrar bastante reduzida e
fragmentada relativamente a original, esta espécie parece estar a recuperar em
grande parte a sua area de distribuicdo europeia, nomeadamente em algumas
regides Espanholas. Em Portugal, a tendéncia populacional parece ser, no que se
refere a subpopulacdo do Norte do Douro, de estabilidade, com ligeiros
aumentos/decréscimos a nivel local, sendo que para a subpopulacdo a Sul do
Douro, a tendéncia deverd ser de declinio (ICN, 2006).

2.1.2. MORFOLOGIA

O Lobo Ibérico (Canis lupus signatus) € uma subespécie do lobo-cinzento
(Canis lupus). Mede em média, 70cm e pesa entre 25 e 40kg (Costa, 2010). Esta
subespécie apresenta manchas avermelhadas na regido caudal das orelhas e
manchas mais claras no focinho e garganta. Os olhos séo obliquos e cor de topazio.
Embora faca lembrar um cdo de raca pastor alemao, é na realidade mais magro,
com o peito mais estreito, membros mais compridos e almofadas plantares mais
desenvolvidas. Possui a regido anterior do corpo bem desenvolvida e uma regiao
lombar forte e ligeiramente arredondada. A cabeca é volumosa e alongada, de
aspeto macico com orelhas triangulares, rigidas e relativamente curvas (Costa,
2010).

Esta subespécie (Canis lupus signatus) distingue-se das restantes por
apresentar um tronco em geral de cor castanha amarelada, mais ou menos escuro
nos flancos e muito negro no dorso. As faces sdo cinzento escuro com um trago
branco sujo e o focinho de cor ruivada. Caracteristicamente possui no dorso uma
lista negra que se prolonga até a cauda e os membros dianteiros apresentam uma
faixa longitudinal negra (Figura 3, pagina 7), sendo a restante pelagem normalmente
avermelhada, variando individualmente para tonalidades mais claras ou escuras
(Carreira, 2010; Costa, 2010).



Figura 3. Canis lupus signatus (Adaptado de Anénimo, s/d).

2.1.3. REPRODUCAO

A alcateia, unidade social tipica desta espécie, € constituida por animais
com grau de parentesco relativamente préoximo. Em Portugal as alcateias sao
geralmente compostas por um par reprodutor, 1 a 3 lobos juvenis (< 2anos de idade)
e 4 a 6 crias que nascem em cada ano (Petrucci-Fonseca, 1990).

A maturidade sexual desta espécie é atingida com cerca de 2 anos de idade,
altura em que abandonam a alcateia em busca de parceiro e novo territorio para se
estabelecerem. O acasalamento ocorre em Fevereiro-Margo e o parto ocorre apos
cerca de 2 meses de gestacdo. As crias nascem com os olhos fechados e, até as 3
semanas, tém os seus movimentos bastante limitados. A proximidade de um curso
de agua e uma baixa perturbacdo humana séo fatores que parecem determinar a
escolha do local de cria, a medida de vao crescendo os locais onde os lobachos
permanecem sdo cada vez mais distantes do local de nascimento (Petrucci-
Fonseca, 1990).

Em geral, todos os individuos da alcateia participam na criacdo dos
lobachos, pelo que durante a época de dependéncia das crias (Maio a Outubro) a
area utilizada pela alcateia é geralmente maior e os animais utilizam mais

intensamente o local onde nascem as crias, que se situa normalmente no centro, ou
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proximo do centro, da éarea vital. Por volta dos finais de Outubro, inicios de
Novembro, os lobachos sédo quase do tamanho dos restantes membros da alcateia e
comecam a acompanhar o grupo de caca, sendo nesta altura que se verifica um
aumento da area utilizada pela alcateia que deixa de estar dependente do local de

criacao (Petrucci-Fonseca, 1990).
2.1.4. ESTATUTO DE CONSERVACAO

Segundo a UICN (International Union for Conservation of Nature), o lobo
apresenta a nivel Mundial, desde 1996, o estatuto de “Baixo Risco”, com indicagao
de dependente de conservacdo para a Peninsula Ibérica. A nivel da Comunidade
Europeia, o lobo é considerado uma espécie prioritaria para a conservacao segundo
a Diretiva de Habitats (Mech & Boitani, 2008; Boitani, 2000). Em Portugal o lobo
tornou-se a primeira espécie protegida por legislacdo especifica, no final da década
de 1980. A Lei 90/88 de 13 de Agosto, posteriormente regulamentada pelo Decreto-
Lei 139/90 de 27 de Abril, previu a total protecédo deste carnivoro em Portugal, sendo
proibido o seu abate ou captura, a destruicdo ou deterioracdo do seu habitat e a sua
perturbacdo, em especial durante os periodos de reproducdo e dependéncia das
crias (Artigo 1°, alineas a, b e c). Este Decreto-Lei contempla, ainda, a compensacao
financeira aos proprietarios dos animais domésticos atacados pelo lobo em toda a
sua area de distribuicdo nacional. Porém, esta medida de conservacdo ja se
verificava desde 1975, mas apenas na area do Parque Nacional da Peneda-Gerés
(SNPRCN, 1990).

Tendo em conta a drastica reducao da distribuicdo nas ultimas décadas, o
reduzido tamanho populacional (inferior a 250 individuos maduros), e a existéncia de
varias ameacas a sua sobrevivéncia, o lobo encontra-se classificado no Livro
Vermelho dos Vertebrados de Portugal com o estatuto de espécie “Em Perigo De
Extincdo” (EN) ha mais de duas décadas (SNPRCN, 1990; Queiroz et al., 2005).
Este canideo encontra-se ainda protegido por convencdes e diretivas internacionais
ratificadas pelo Estado portugués (Diretiva 92/43/CEE transportada para a jurisdi¢céo
interna pelo decreto-Lei n® 140/99, de 24 de Abril, com a redag¢ao dada pelo Decreto-
Lei n® 49/2005, de 24 de Fevereiro). Esta espécie encontra-se ainda incluida no
Anexo Il da CITES (Convencédo sobre o Comeércio Internacional de Espécies de

Fauna e Flora Selvagens Ameacgadas de Extingdo) e no Anexo Il da Convencéo de



Berna (Convencdo Relativa a Conservacdo da Vida Selvagem e dos Habitats
Naturais da Europa) (ICN, 2006).

2.1.5. RECUPERACAO/PRESERVACAO DA ESPECIE
2.1.5.1. PROGRAMA SIGNATUS

Fundado em 1987, contribui através de uma abordagem multidisciplinar para
a realizacao de um plano de conservagao do lobo em Portugal. Utiliza a investigacdo
aplicada para promover e realizar projetos e estudos técnico-cientificos, no ambito
da biologia e antropologia, conducentes a um melhor conhecimento do lobo e das
interagcbes Homem-Lobo. Utiliza a educagéo ambiental na divulgacao de informacéao
correta acerca deste predador e promove medidas praticas de conservacao de forma
a colaborar para uma verdadeira politica de conservacao, ndo s6 deste canideo mas

também do Patriménio Natural Portugués em geral (Lobo, 2009).
2.1.5.2. CENTRO DE RECUPERACAO DO LOBO IBERICO (CRLI)

Criado em Mafra, no ano de 1987, com o objetivo de providenciar, em
cativeiro, um ambiente adequado para efetivos lupinos que ndo possam viver em
liberdade, atualmente o CRLI ocupa cerca de 17 hectares de terreno, num
arborizado e isolado vale, caracterizado por uma boa cobertura vegetal e topografia
heterogénea, proporcionando aos lobos residentes bons abrigos e condi¢cdes de
refugio. Os efetivos podem ser observados através da existéncia de torres de
observacdo, situadas em pontos estratégicos. O CRLI ao mesmo tempo que
providencia os melhores cuidados tenta proporcionar a realizacdo de estudos,
sobretudo na area do comportamento social que, associados a investigacdes
realizadas na Natureza servem de base para campanhas de divulgacdo, que

procuram informar o publico sobre a verdadeira natureza do lobo (Lobo, 2009).



2.1.5.3. ASSOCIACAO DE CONSERVACAO DO HABITAT DO LOBO
IBERICO (ACHLI)

A ACHLI é uma associacdo, sem fins lucrativos, criada a 9 de Marco de
2006 por um grupo de empresas relacionadas com a implementacdo de projetos
eodlicos (Edlica da Cabreira, S.A., Edlica da Arada — Empreendimentos Eodlicos da
Serra da Arada, S.A. e Edlica de Montemuro, S.A., nas Serras da Freita, Arada e
Montemuro). Tem como missao contribuir para a preservacao da paisagem natural e
cultural de areas sensiveis em territorio nacional, em particular nas areas onde se
detete a presenca do Lobo Ibérico e € levada a cabo através do desenvolvimento de
projetos que procuram representar mais-valias para a conservagdo do habitat do
Lobo Ibérico. Todos os projetos tém em consideracdo o estado atual das alcateias
para as areas onde estdo previstos, assim como a sua envolvente socioecondémica,
aspeto muitas vezes determinante para o sucesso da sua implementagdo (ACHLI,
2011)
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2.2. LEISHMANIOSE

A Leishmaniose € um conjunto de sindromes complexas e multifacetadas
causadas por vérias espécies do género Leishmania, transmitidas por insetos
vetores que afetam tanto o ser humano como animais domésticos e silvaticos, e que
apresenta uma ampla distribuicdo geografica, estando presentes em todos os
continentes com exce¢cdo da Antartida (Figura 4) (Desjeux, 2004).

Figura 4. Paises com elevado risco de ocorréncia da Leishmaniose visceral e cutdanea no Mundo (Adaptado de
WHO, 2013).

As formas clinicas da doenca refletem complexas intera¢des da viruléncia da
espécie/estirpe infetante com a resposta do hospedeiro, podendo resultar em
infecdo assintomatica; lesdes cutaneas confinadas a pele ou envolvimento
secundario de metastases na mucosa nasal ou orofaringea; e em casos mais graves
e, por vezes, fatais, a afecdo de 6rgdos do sistema mononuclear fagocitico (Singh et
al., 2005).

Atualmente sabe-se que a doenca pode ser provocada por mais de vinte
espécies de protozodrios pertencentes ao género Leishmania (Bafiuls et al., 2007) e
a infecdo pode ser transmitida aos seres humanos por cerca de trinta espécies
diferentes de fleb6tomos (Chappuis et al., 2007).

A leishmaniose apresenta-se, assim, como um problema epidemiolégico
complexo, com crescente importancia em Saude Publica, devido sobretudo ao facto
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de ser negligenciada quer a sua vigilancia quer o seu controlo sanitario (Desjeux,
2004).

2.2.1. ETIOLOGIA

A diferenciacdo em espécies do género Leishmania tem sido problemética
com o decorrer dos anos, e sujeita a variadas mudancas taxonOmicas, visto a
morfologia do parasita, ndo ser um critério Util para a sua diferenciacdo. Assim,
atualmente o modelo taxonomico aceite € baseado na identificacdo de isoenzimas. A
técnica de eletroforese efetuada a um determinado grupo de isoenzimas permite
individualizar zimodemes, que sdo um conjunto de parasitas com o mesmo perfil
enzimatico (Campillo et al., 1999). Como a taxonomia varia consoante o autor,
considera-se apenas importante referir as espécies existente no Velho e Novo
Mundos (Tabela 1) (Greene, 2006).

Tabela 1. Espécies de Leishmania existentes (Adaptado de Greene, 2006).

Velho Mundo Novo Mundo
Leishmania donovani Leishmania chagasi (sin. L.infantum)
Leishmania infantum Leishmania mexicana

Leishmania tropica Leishmania amazonensis
Leishmania aethiopica Leishmania braziliensis
Leishmania major Leishmania panamensis

Leishmania peruviana
Leishmania guyanensis
Leishmania lainsoni
Leishmania naiff

Leishmania shawi

A espécie Leishmania donovani, para além de ndo originar doenca no
canideo, é considerada a espécie que mais frequentemente origina a leishmaniose
visceral no Homem. A espécie Leishmania infantum é considerada o agente
etiolégico causador de doencga no canideo em Portugal, bem como em outros paises
da Europa do Sul (Rolédo et al., 2005).

O Observatério Portugués das Leishmanioses (ONLeish) com base em

estudos de prevaléncia de Espanha, Franca, Italia e Portugal, revelou que cerca de
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2,5 milhdes de caes estao infetados com L. infantum. Apresentou também dados,
obtidos em estudos de seroprevaléncia realizados em Portugal, que indicam
algumas regifes do pais como endémicas, designadamente Tras-os-Montes e Alto
Douro, a sub-regido da Cova da Beira, os concelhos da Lousa e de Evora, a regiéo
de Lisbhoa e Setubal e o Algarve. Adicionalmente em quase todo o territério
continental ja foram detetados casos de leishmaniose canina, como ilustra a Figura 5
(ONLeish, s/d).

Apesar do reservatorio principal da L. infantum ser o céo (Canis familiaris), a
leishmaniose canina ja foi detetada em canideos selvagens como por exemplo
Chacal (Canis aureus), Raposa vermelha (Vulpes vulpes) e Lobo (Canis lupus)
(Satre et al., 2008). No entanto, ndo h&4 nenhum estudo que relate a prevaléncia de
L. infantum, em lobos em cativeiro, em zonas endémicas na Europa (Satre et al.,
2008).

o Cancelho de Mesao Frio

15% em 1989 o Concelho da Lousa

6,2% em 1994
0 Cancelho de Santa Marta
de Penaguido

9,4% em 1989

0 Concelhos de Santarém
2 Alcanena
10,3% em 2006

€ concelho de Alijé
10% em 1986/87
12,4% em 1988/89
18,7% em 2000

© oistrito de Lisboa
5,2% em 1981
19,2% em 2003

(D Distrito de Setibal
7,8% em 1981/86

21,3% em 2003

0 Cancelho de Tabuaco
6,5% em 1996

Q Concelho de Peso da Régua
10% em 1989

20,4% em 1999

(D Concelho de Evora
3,9% em 1991
9,4% em 1999/00

O Regido da Cova dz Beira
Cancelhos do Funddo, Covilhd
e Belmonta
12,5% em 2005

(B Concelho de Loulé

7% em 1994

@ Distrito de Faro
7% em 1993/94

Figura 5. Mapa da prevaléncia de infecdo por L. infantum em Portugal. (Adaptado de
ONLeish, s/d).
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2.2.2. TRANSMISSAO

Os Unicos vetores biologicos aceites na transmissdo das espécies de
Leishmania sdo os flebotomos (Dantas-Torres, 2011). Estes sao dipteros
hematéfagos pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia Phebotominae. Na
infecdo canina estdo envolvidos dois géneros: o género Phlebotomus no Velho
Mundo e o género Lutzomyia no Novo Mundo. Na Europa, estes insetos exibem
atividade crepuscular e noturna, que se estende desde o final da Primavera até ao
final do Outono (Paltrinieri et al., 2010). Os flebotomineos (Figura 6, pagina 15) séo
insetos muito pequenos que medem entre 2 a 3 mm que dependem da ingestéo de
sangue para a maturacdo dos seus ovos, sendo apenas as fémeas hematéfagas.
Essa ingestdo ocorre geralmente durante a noite com um pico de alimentacéo entre
a 3h30 e as 5h30. Nos climas temperados, a maturacdo dos flebétomos € muito
lenta durante as épocas frias; por outro lado, durante as épocas mais quentes
poderdo existir dois ciclos completos de desenvolvimento (Ciaramella & Corona,
2003). Apesar de nos ultimos anos terem surgido novos debates acerca do papel
vetorial das carragcas e pulgas na L. infantum, ndo existem ainda provas que
comprovem o seu envolvimento no ciclo de transmissdo (Coutinho et al., 2005;
Dantas-Torres, 2011).

A transfusdo sanguinea, a transmissao vertical e a transmissao venérea,
apesar de ainda pouco claras, ja foram descritas como meios de transmissdo néo
convencionais de Leishmaniose (Figura 8, pagina 16) (Owens et al., 2001; Rosypal
et al., 2005; De Freitas et al., 2006; Tabar et al., 2008; Pangrazio et al., 2009; Silva
et al., 2009; Boggiatto et al., 2011).
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Figura 6. Phlebotomus spp. (Adaptado de
http://ruby.fgcu.edu/courses/davidb/50249/web/fly1.ht

m).

2.2.3. CICLO DE VIDA

O ciclo biologico inicia-se quando o fleb6tomo ingere sangue do hospedeiro
infetado, ingerindo também as formas amastigotas (Figura 7A, péagina 16). Os
fleb6tomos alimentam-se principalmente em zonas de pele onde o pelo € mais
escasso ou mesmo glabras, tal como a cabeca, focinho, pavilhées auriculares e em
areas inguinais e perineais (Solano-Gallego et al., 2011). Ap6s a picada do
fleb6tomo no hospedeiro infetado, os parasitas desenvolvem-se em formas
promastigotas extracelulares (Figura 7B, pagina 16) no intestino do fleb6tomo
durante aproximadamente 1 semana (Weese & Fulford, 2011), dai migram em
direcdo ao probdscide, onde védo subsequentemente ser transferidas para o
hospedeiro vertebrado (Ciaramella & Corona, 2003).

O ciclo de transmissdo fica completo quando o fleb6tomo infetado se
alimenta de outro hospedeiro vertebrado suscetivel, as formas promastigotas séo
inoculadas na pele do hospedeiro final e sdo fagocitadas por macréfagos
convertendo-se em amastigotas, dando-se posteriormente a replicacdo do parasita

(Figura 8, pagina 16) (Solano-Gallego et al., 2011).
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1.Ciclo classico da Leishmaniainfantum

Figura 8. Métodos convencionais e ndo convencionais de transmissdo de Leishmania infantum
(Adaptado de Solano-Gallego et al., 2011).

2.2.4. SINAIS CLINICOS

E importante perceber que a Leishmaniose canina, sendo uma doenca
sistémica, possui grande variabilidade clinica, quadro sintomatolégico este particular
e unico para cada animal infetado. Nao obstante, pode considerar-se que as formas
progressivas, de curso cronico e implicacdo viscero-cutanea, sdo a apresentacao
clinica mais frequente na Bacia Mediterranica (Campillo et al., 1999).

Estudos de populacdes em areas endémicas mostram que uma parte da
populacdo canina desenvolve doenca sintomatica, outra fracdo infecéo

assintomatica e que uma terceira é resistente a infegdo (Maia et al., 2007).
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A Leishmaniose visceral, sendo uma doencga cronica, apresenta sinais
clinicos que podem desenvolver-se 3 meses a 7 anos apds a infecdo. A
manifestacdo clinica inicial corresponde a uma alteracdo do estado organico do
animal, com perda de peso progressiva, apesar de ligeira, acompanhada de astenia,
apatia e em casos extremos anorexia e febre (Figura 9), pelo que € denominada de

sindrome geral inespecifica, de instalacdo insidiosa e evolucao progressiva (Greene,

2008).
40

/

Figura 9. Canideo com perda de peso extrema, astenia
e apatia (Fotografia original).

As principais lesdes ocorrem a nivel renal, hepatico, 6rgaos linfoides e
dermatoldgico, contudo também se podem encontrar lesdes oculares, 0sseas e
articulares e ao nivel do sistema nervoso central (Campillo et al., 1999; Elliott &
Grauer, 2007).

A nivel renal origina-se uma nefropatia crénica proliferativa que afeta os
glomérulos, tubulos renais e ainda tecido intersticial, constituindo uma das lesbes
mais caracteristicas da leishmaniose. Tais lesdes fazem com que se verifigue um
aumento progressivo dos parametros de funcdo renal (ureia, creatinina e proteinuria)
(Campillo et al., 1999; Elliott & Grauer, 2007).

A prevaléncia de lesGes cutaneas em cdes com leishmaniose sintomatica
varia entre 0os 56% e 0s 90%. A sintomatologia dermatolégica normalmente ocorre
isolada, sem outros sinais 6bvios de doenca sistémica. Nunca se deve, contudo,
assumir que um animal com sintomatologia exclusivamente dermatolégica ndo tem
envolvimento visceral, ja que o parasita se dissemina pelo organismo antes de as
lesBes de pele generalizarem (Greene, 2006). O quadro lesional cutaneo tem como

lesdo basica a dermatite crénica proliferativa, que também se pode manifestar como
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dermatite descamativa-pustular, ulcerativa ou nodular (Campillo et al., 1999). Estas
lesdes podem variar em caracter e extensao, mas raramente séo pruriticas. A maior
parte dos animais desenvolve alopécias progressivas e simétricas, principalmente
localizadas na face, na regido periocular e perilabial (Figura 10), que se estendem
posteriormente por todo o corpo. Frequentemente, 0os animais apresentam feridas
ulcerativas e de dificil cicatrizacdo. A estas lesdes estd geralmente associada uma
dermatite exfoliativa e uma seborreia seca generalizada. Em casos mais
progressivos, alguns animais desenvolvem ulceracdes no nariz e nos pavilhdes
auriculares. O nariz pode ainda apresentar processos degenerativos como
hiperqueratose caracteristica (Figura 11, pagina 19) ou entdo fissuras, que também
podem ser encontradas nas almofadinhas plantares (Greene, 2006).

Menos frequentemente podem aparecer ulceras mucocutaneas, noédulos
cutaneos, ou desenvolver-se erupcoes pustulosas (Greene, 2006). A descoloracao
pode ocorrer no exterior das narinas, sem haver sinais de ulceragdo, e em alguns

casos pode-se estender as membranas mucosas (Blavier et al., 2001).

Figura 10. Alopécia simétrica na regido periocular (Fotografia

original).
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Figura 11. Hiperqueratose

Nasal (Fotografia original).

Frequentemente ocorre linfoadenopatia generalizada, que se manifesta com
aumento do tamanho e consisténcia dos linfonodos superficiais, especialmente os
popliteos, pré-escapulares e submandibulares (Campillo et al, 1999).

As unhas normalmente tém um crescimento mais acelerado — onicogrifose
(Figura 12) (Greene, 2006).

Figura 12. Onicogrifose (Fotografia original).

Apesar de aparecerem com menor frequéncia, as lesdes a nivel ocular
também sao muito caracteristicas. As palpebras apresentam frequentemente
blefarite. As conjuntivites também sdo frequentes. A conjuntiva apresenta-se com
ingurgitamento vascular, quemose e exsudados ou secre¢fes mucopurulentas
(Figura 13, pagina 20) (Sauquillo, 2005). Frequentemente observam-se processos
inflamatérios nas glandulas lacrimais, mais propriamente nos acinos glandulares, o
que leva a uma diminuicdo quantitativa do liquido lacrimal, e consequentemente a
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xeroftalmia e queratoconjuntivite seca (Figura 13). Sendo a Uvea um tecido
altamente vascularizado, surge frequentemente comprometida no decurso da
doenca, dai que a uveite € uma patologia ocular frequente. A Leishmaniose pode
ainda provocar o aparecimento de cataratas, como consequéncia de uveite e da
ocorréncia de sinéquias da iris com o cristalino, ou como resultado de altera¢gfes na
composicdo do humor aquoso/vitreo, estruturas fundamentais para o0 metabolismo

do cristalino (Sauquillo, 2005).

Figura 13. Queratoconjuntivite

seca e secrecao
mucopurulenta (Fotografia
original).

Deve considerar-se que 0s animais também podem apresentar-se com
sintomatologia articular e 6ssea, entre os quais claudicagdo de um ou VAarios
membros, atrofia muscular (principalmente nos musculos temporais), inflamacédo a
nivel articular, crepitacdo e dor articular (Giménez & Menéndez, 2005).

A nivel hepatico, a lesdo mais caracteristica que se encontra € a hepatite
cronica proliferativa. Por norma os niveis séricos das enzimas hepaticas (ALT e ALP)
nado se encontram muito elevadas, no entanto se a elevacdo das enzimas for
acentuada denota lesé@o hepatica grave, encontrando-se, assim, o animal em estadio
terminal da doenca (Campillo et al., 1999).

A nivel gastrointestinal, a diarreia € um dos sinais mais comuns em animais
com leishmaniose. Esta ocorréncia tem sido maioritariamente associada a
insuficiéncia renal crénica ou insuficiéncia hepatica, que se podem desenvolver no

decurso da doencga (Adamama-Moraitou et al., 2007).
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O periodo terminal da doenca, que pode aparecer entre 3 a 8 meses apos a
infecdo, caracteriza-se pelo agravamento do quadro clinico, sendo muito destacada
a emaciacdo e o estado caquético do animal, em que se podem observar com
facilidade as apodfises espinhosas das vértebras e as costelas. Frequentemente
instala-se uma insuficiéncia renal grave, que na maioria das ocasifes € a causa
direta de morte. Também se podem presenciar situaces de disfuncdo hepatica e
complicacbes por infecbes secundarias, originando broncopneumonias e
gastroenterites. Todos estes processos podem ocorrer e determinar a morte do
animal (Campillo et al, 1999; Greene, 2006).

O quadro sintomatico da Leishmaniose canina acompanha-se de uma série
de alteracdes hematoldgicas e bioquimicas, muito variadas na sua apresentacéo e
intensidade. As alteracdes bioquimicas mais consistentes sdo a hiperproteinémia
(com valores entre 8-12g/dl), associada a hiperglobulinémia e hipoalbuminémia,
resultando numa diminuicdo do racio albumina/globulina para valores inferiores a 0,5
(Greene, 2006).

2.2.5. DIAGNOSTICO

O leque sintomatoldgico juntamente com os dados epidemiolégicos da
regido, anamnese, exame fisico e alteracbes bioquimicas sdo, muitas vezes
suficientes para o estabelecimento do diagnostico da doenca (Campillo et al, 1999).

No entanto, o seu diagnéstico também pode ser complicado em animais em
fase latente e/ou com sintomatologia incomum. Nestes casos, é sempre conveniente
a realizacdo de métodos especificos e com elevada sensibilidade para a obtencéo

de um diagnostico definitivo (Quadro 1, pagina 22) (Campillo et al, 1999).
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Quadro 1. Meios de diagnéstico de Leishmaniose mais comuns (Adaptado de Solano-Gallego et al.,
2011).

Parasitologicos

« Cito/Histologico
* Imucohistoquimica
* Cultura

Imunoldgicos Moleculares
‘ « PCR convencional
IFI,ELISA * PCR "nested"

* Qualitativo: Testes / * PCR tempo real
Rapidos

* Quantitativo:

2.2.5.1. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

O objetivo de um diagndstico parasitolégico € sempre a observacao direta ou
indireta da presenca do parasita através de amostras procedentes de um animal
infetado. Sdo métodos de especificidade elevada (~100%), no entanto de
sensibilidade reduzida (~80%), que se encontram condicionados por certos fatores
como a fase da doenca, a carga parasitaria e quantidade de amostras (Campillo et
al, 1999).

a) Métodos Diretos

A visualizacdo de uma Unica célula parasitada com as formas amastigotas
de Leishmania pelos métodos parasitologicos € patognomonica da existéncia de
infecdo (Maia, 2005).
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O método de eleicdo para a recolha de amostras é a biopsia por aspiracao
de ganglios linfaticos ou medula 6ssea (Campillo et al, 1999). A punc¢éo ganglionar &
normalmente realizada nos popliteos e pré-escapulares respetivamente, que apés
recolhido, o tecido ganglionar é corado com Giemsa. Este método possui uma
sensibilidade de cerca de 30% (Campillo et al, 1999). Em relacdo a puncao de
medula 0ssea, os locais preferenciais sdo o fémur, a crista iliaca e a jungéo costo-
condral. Dada a elevada concentracdo da forma parasitaria existente nestes tecidos,
considera-se um método mais sensivel (60%), no entanto de dificil execucao
comparativamente com o método anterior (Campillo et al, 1999).

A Puncdo Aspirativa de Agulha Fina (PAAF) no bago também tem sido
descrita, no entanto devido ao seu elevado grau de complicacdes e a necessidade
de monitorizacdo do paciente apds recolha faz com que seja posta de lado na
maioria dos casos. Também se podem realizar bidépsias de pele aquando da
presenca de lesdes cutaneas bem como realizar esfregacos com material subjacente

de ulceras existentes em animais infetados (Campillo et al, 1999).
b) Métodos Indiretos

Estes métodos sdo limitados pela baixa sensibilidade e pela sua
inconclusividade de resultados. Podemos destacar dois procedimentos: o isolamento
de Leishmania em meio de cultura e a inoculagcdo em animais de experimentacéo
(xenodiagnéstico). Em relagdo ao primeiro, os meios mais adequados para o
crescimento do parasita sdo os ndo definidos e bifdsicos como o NNN (Novy,
McNeal and Nicolle), semisélidos como agar-sangue semissolido de Locke, ou entéo
meios de cultura liquidos como o RPMI 1640. As leishmanias tendem a desenvolver-
se aproximadamente entre 6 a 15 dias com temperatura 6tima de 22°C a 25°C
(Campillo et al, 1999). Em relacdo ao segundo, é necessario a inoculacdo de uma
amostra de tecido, procedente do animal em estudo, em animais de laboratério. O
animal de eleicio € o hamster e a inoculacdo de amostra realiza-se
intraperitonealmente. E possivel a observacdo de formas amastigotas nos

macrofagos peritoneais ao fim de 3/4 semanas (Campillo et al, 1999).
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2.2.5.2. DIAGNOSTICO SEROIMUNOLOGICO

O objetivo destes métodos é verificar a existéncia de anticorpos especificos
anti-leishmania, geralmente do tipo IgG, no soro sanguineo. Atualmente sdo os
meétodos de diagndstico mais utilizados na pratica clinica. Apesar de serem métodos
serolégicos com elevada sensibilidade e especificidade, apresentam uma grande
limitagdo no que diz respeito a impossibilidade de diagnosticar a doenga quando
ainda nédo se verifica a producdo de anticorpos (Campillo et al, 1999). A
seroconversao demora cerca de 1,5 a 3 meses apos inoculacdo da forma infestante,
e, nesta altura, é impossivel encontrar anticorpos, 0 mesmo sucede em animais em
gue néo ocorre estimulagéo da resposta humoral e posterior producdo de anticorpos,
como é o caso dos animais assintomaticos (Campillo et al, 1999). Podem também
ocorrer falsos positivos através de reatividade cruzada em cdes com leishmaniose
cutanea, doenca de Chagas, Ehrlichiose, Rickettsiose e Toxoplasmose (Gomes,
2008). Face a estes problemas, variadas pesquisas cientificas avaliam o uso de
anticorpos monoclonais para o diagndéstico de leishmaniose visceral, apresentando
sensibilidade e especificidade de 90% e 100% respectivamente, no método de
ELISA competitivo. Estes anticorpos monoclonais séo direccionais contra epitopos
antigénicos, e apesar disso, a reactividade cruzada também pode ocorrer devido aos
epitopos compartilhados com a toxoplasmose (Gomes, 2008).

A imunofluorescéncia indireta (IFI) com a sua elevada especificidade (100%)
e sensibilidade (98,4%-99,5%) (Rosypal et al., 2003) permite a detecdo de
anticorpos pela incubacéo de diluicdes seriadas de soro a testar com um antigénio
de género Leishmania, em seguida adiciona-se um anti-anticorpo conjugado com
fluoresceina e posteriormente observa-se ao microscopio a fluorescéncia. A
existéncia de fluorescéncia amarelo-esverdeado sobre o parasita € indicativa de
positividade de infecdo (Figura 14, pagina 25). Por outro lado, a auséncia de
fluorescéncia, com manifestacdo de cor vermelha ou vermelho-acastanhado, é
considerada negativa. A maior diluicdo do soro, onde se verifica a emissao de
fluorescéncia, corresponde ao titulo de anticorpos (Maia, 2005). E considerado um
bom teste serologico, podendo ser utilizado como contraprova do método de ELISA.
Titulos de anticorpos na diluicdo de 1:64, consideram-se usualmente como positivos
(Rosypal et al., 2003).
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Figura 14. Leishmania infantum por imunofluorescéncia

indireta  (Adaptado de Instituto  Zooprofilattico
Sperimentale della Lombardia e dellEmilia Romagna
"Bruno Ubertini", s/d).

O método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), desenvolvido nos
anos 70 e muito difundido a partir dos anos 80 com 0s ensaios para anticorpos anti-
HIV, baseia-se na imobilizacdo de um dos componentes, antigénio ou anticorpo, em
fase sélida (componentes fixados), e na utilizagdo de um conjugado, que também
pode ser antigénio ou imunoglobulina, ligado a uma enzima. A adicdo de um
substrato logo apés leva a formacdo de um produto colorido, alteracdo de cor essa
posteriormente lida através da utilizacdo de um espectrofotometro, que determina a
relacdo entre a intensidade da cor e a quantidade do que estd a ser analisado na
amostra. E utilizado para a detecéo de antigénios (hormonas, drogas, marcadores
tumorais, alérgenos) e de anticorpos (contra bactérias, virus, fungos e protozoarios).

No método indireto, as placas sédo pré-incubadas com os antigenos contra
0S quais se quer detetar a producédo de anticorpos; atualmente compram-se placas
contendo alguns tipos de antigenos ja padronizados. Depois da pré-incubacgéo, as
placas devem ser lavadas para retirar os antigenos nao aderidos e incubadas com
solugcBes proteicas com o objetivo de bloquear os locais ndo ocupados pelos
antigenos (Faulkner, 2010; Moreira et al, 2011). Esta etapa é importante porque,
como estas placas apresentam capacidade de absorver proteinas, 0s anticorpos ou
outras moléculas presentes nos liquidos analisados podem associar-se a placa e
alterar os resultados (Faulkner, 2010). Apds o bloqueio, as amostras de soro sao
incubadas, por periodos de tempo e temperatura padronizados; em seguida, as

placas sédo lavadas para retirar os anticorpos nédo especificos e incubadas com
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anticorpos especificos para o primeiro anticorpo, marcados com uma enzima. Apés
uma Uultima lavagem, adiciona-se o0 substrato e o cromogeno sendo, por fim,
analisada a reagcdo enzimética (Faulkner, 2010; Moreira et al, 2011). A reacéo final
da acdo da enzima deve ser lida em espetrofotdmetro no comprimento de onda com
variacdo de 405 a 492nm (Tizard, 2009; Santarém et al., 2010).

Em relacdo a especificidade e sensibilidade é equiparavel ao método IFI
(Campillo et al., 1999), contudo, existem autores que afirmam que o método de
ELISA demonstra maior grau de sensibilidade que o método IFI, mas menor
especificidade (Tavora et al., 2007). No entanto, ELISA destaca-se como método de
eleicdo, por apresentar elevada especificidade/sensibilidade e pela facilidade e
versatilidade de emprego, quando comparado com outros métodos utilizados na
rotina para o imunodiagnostico de patologias (Moreira et al, 2011), geralmente
realizada em placas de 96 pocos (Figura 15), o que possibilita a utilizagdo de um

maior numero de amostras num Unico ensaio (Faulkner, 2010).
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Figura 15. Placas ELISA de 96 pocos (Adaptado de Anénimo s/d).

O método de aglutinacdo direta € também uma técnica de elevada
sensibilidade e especificidade, e tem como vantagens o baixo custo empregue e a
auséncia de equipamento especifico para a sua realizacao (Campillo et al, 1999).

Podem, também, ser utilizados os “kits” de imunocromatografia rapida que
sdo bastante atrativos devido ao seu formato individual, de uso facil e rapida
resposta, o que permite ao Médico Veterinario dispor de informagdo muito
rapidamente. O aparecimento de duas linhas, uma de controlo e uma de teste
(independentemente da intensidade da coloracéo), representa um resultado positivo
(Figura 16, pagina 27) (Maia e Campino, 2008). Contudo, estes testes apenas
permitem uma avaliagcdo qualitativa (Solano-Gallego et al.,, 2011) e o seu

desempenho em termos de sensibilidade, sobretudo em cées infetados
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assintomaticos, € geralmente mais baixo que o dos testes de ELISA e IFI (Paltrinieri
et al., 2010; Gramiccia, 2011).

Figura 16. Teste rapido positivo para leishmaniose

canina (Fotografia original).

Outros meétodos serolégicos incluem técnica de imunotransferéncia
(Immunoblot), reatividade contra proteinas recombinantes, fixacdo do complemento,
hemaglutinacdo indireta, aglutinacdo direta das formas amastigotas ou

promastigotas, imunoeletroforese, entre outros (Rosypal et al., 2003).
2.2.5.3. TECNICAS MOLECULARES

Estas técnicas utilizam a biologia molecular na detecdo de fragmentos de
ADN do parasita nos tecidos do animal infetado, de forma a colmatar as limitacdes
encontradas nos métodos seroldgicos. A técnica mais utilizada é o PCR (Polymerase
Chain Reaction) pois apresenta um elevadissimo grau tanto de sensibilidade como
de especificidade, por estas razbes pode ser considerado o “gold-standard” na
detecdo de infecao das espécies de Leishmania (Gomes et al., 2008). No entanto os
falsos negativos continuam a poder tornar-se uma realidade quando existe uma
pequena quantidade de parasitas. O tecido de recolha de amostra de elei¢cdo € o
aspirado de medula 6ssea, seguido dos linfonodos e por fim o sangue (Rosypal et
al., 2003). Os trés protocolos mais comummente usados sdo o PCR convencional,
PCR “nested” e PCR em tempo real que pode proporcionar analise quantitativa
(Paltrinieri et al., 2010).
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2.2.6. TRATAMENTO

O tratamento de animais infetados para além de so6 ser parcialmente eficaz é
dificil, demorado e de elevado custo, observando-se na maioria dos casos apenas
uma remissdo da sintomatologia e nao a eliminacgao total do parasita. Regra geral os
animais recidivam entre 0s 6 meses e 0s 2 anos apos o final da terapéutica
instituida. Tais fatos pensa-se resultarem da localizacéo intracelular do parasita, do
alojamento das formas amastigotas em determinados tecidos, do desenvolvimento
de resisténcias farmacoldgicas e da necessidade de uma resposta imunitaria eficaz.
Como tal, € fundamental a obten¢édo de um diagnostico precoce e a aplicacdo de um
tratamento adequado (Campillo et al, 1999).

Em canideos que se encontrem seriamente doentes ou que desenvolvam
insuficiéncia renal grave, pode ser necessario restaurar os fluidos e o equilibrio &cido
- base antes da instituicdo de qualquer terapéutica (Greene, 2006). E necessario
monitorizar a resposta terapéutica mediante a evolucao da estadio clinico do animal
e 0s parametros bioquimicos e hematologicos medidos apds o tratamento instituido
normalmente a cada 3/6 meses (Campillo et al, 1999).

Os antimoniais pentavalentes sdo a primeira escolha no tratamento de
leishmaniose visceral canina. Estes inibem seletivamente as enzimas protozoarias
responsaveis pela glicose e oxidacdo dos acidos gordos bloqueando o metabolismo
do parasita (Greene, 2006). O antimoniato de meglubina (Glucantime®) e o
estibogluconato de sédio (Pentostam®) sdo os compostos antimoniais normalmente
administrados. Os antimoniais pentavalentes (Sb5+) sdo rapidamente excretados
pela urina e apenas uma pequena parte é reduzida para 0 seu composto toxico
(antimoniais trivalentes - Sb3"). Contudo, doses normais do farmaco raramente
causam toxicidade, a nao ser que a duracao do tratamento se prolongue por mais de
dois meses ou quando é administrado a pacientes com insuficiéncia renal, cardiaca
ou hepatica (Greene, 2006).

A miltefosina (Milteforam®) ¢é um alquilofosfolipido com atividade
anticancerigena, antimetabdlica e leishmanicida que induz uma alteracdo da
biossintese de glicolipidos e glicoproteinas membranares do parasita. Estudos
revelam eficacia de 93,9% frente a eficacias de 92,1% em animais tratados com
antimoniato de meglumina (Corrales, 2005).

28



O alopurinol € um anélogo da purina com atividade leishmaniostatica, que
provoca alteracbes na traducédo proteica e inibicdo da multiplicacdo do parasita
(Greene, 2006). E utilizado sobretudo na prevencdo de recidiva apos tratamento
leishmanicida (Rosypal et al., 2003). E facimente adquirido, barato e com baixos
efeitos adversos quando comparado com 0s antimoniais pentavalentes, por isso, em
casos de insuficiencia renal, o alopurinol é preferivel aos antimoniais (Greene, 2006).
Este composto € muitas vezes terapeutica coadjuvante dos antimoniais, visto
prolongar os periodos de remissao clinica e posterior aparecimento de recidivas,
deve, no entanto, ser continuado apés termino dos antimoniais (Greene, 2006).
Apesar do tratamento ser eficaz e promover remissao da sintomatologia existente,
0s canideos possuem formas parasitarias em circulacao durante e apds o tratamento
e conseguentemente permanecem como reservatorios activos e com elevado poder
infetante (Cavaliero et al.,1999).

A anfotericida B € um macrolito polieno utilizado principalmente como
farmaco anti-fungico mas possui também actividade anti-protozoaria, através do
mecanismo de alteracdo da permeabilidade da membrana celular. Contudo, é
extremamente nefrotoxico, causando vasoconstricdo renal e reducdo da taxa de
filtracdo glomerular (Greene, 2006).

A marbofloxacina é uma fluoroquinolona com actividade antibacteriana,
antineoplastica e antiparasitaria, que actua através da inibicdo da enzima
topoisomerase Il, enzima essa fundamental para a duplicagdo do ADN parasitério
(Vouldoukis et al., 2006).

A associacdo de metronidazol e espiramicina tem sido eficaz e bem tolerada
em animais infetados, sendo considerada um tratamento de segunda linha e muito
atil em animais ndo responsivos ou intolerantes ao tratamento classico (Pennisi et
al., 2005). Além desta é também frequente administrar enrofloxacina isolada ou em
combinacdo com o metronidazol. A enrofloxacina € uma fluoroquinolona e o seu
mecanismo de accdo é semelhante ao da marbofloxacina, a razdo pela qual é
utiizada é pelo aparecimento frequente de infecgbes bacterianas secundarias
sobretudo na pele e por interferir de alguma maneira na replicacdo do ADN do
protozoario. Por outro lado, o metronidazol, para além de ser um farmaco com
actividade antibacteriana, anti-protozoaria e anti-inflamatéria, também interfere com

a replicacdo do ADN parasitario (Bianciardi et al., 2004).
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A domperidona (Leisguard®) antagonista da dopamina benzimidazole tem
um efeito direto no sistema imunologico do animal, melhorando a sua resposta
celular, permitindo-lhe combater de forma eficaz a infecdo. Funciona de igual modo
em cées saudaveis e infetados. Podendo, assim, ser usada quer na prevencao quer
no tratamento de fases iniciais da doengca sem interferir com qualquer teste de
diagnéstico ou com outras terapias. Em cdes saudaveis, seronegativos, que nunca
exibiram sinais de infecdo, mas que vivem ou viajam para areas endémicas e,
portanto, estdo sujeitos a mdultiplas exposi¢cdes ao parasita, este farmaco reduz
drasticamente o risco de desenvolver infe¢do ativa e/ou doencga clinica por estimular
a imunidade celular do animal. Em cdaes ja infetados, seropositivos, ajuda a combater
de forma eficaz a leishmaniose nos seus estagios iniciais e controla a progressao da
doenca (Gomez-Ochoa et al., 2007).

Pensa-se que a prednisolona altere os recetores plaquetarios envolvidos na
agregacaoplaquetaria, de modo que o0s anticorpos anti-plaquetas ndo se possam
ligar aos mesmos. A prednisolona é frequentemente utilizada em dose sub-
imunossupressiva, de modo a controlar as lesdes imunopatolégicas, como
glomerulonefrite, queratite, uveite e poliartrite. No entanto, h4 que reter que a
administracdo de doses imunossupressivas no tratamento da leishmaniose é
perigosa, pois diminui a imunidade celular, imunidade esta importante no combate a

infecéo (Cortese et al., 2007) (Tabela 2, pagina 31).
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Tabela 2. Farmacos e combinagBes farmacoldgicas utilizadas no tratamento de Leishmaniose (Adaptado de
Cavaliero et al.,1999; Rosypal et al., 2003; Corrales, 2005; Pennisi et al., 2005; Greene, 2006; Vouldoukis et al.,
2006; Cortese et al., 2007; Gomez-Ochoa et al, 2007).

100mg/kg/SID/IV/3-4sem

Antimoniato de Meglubina IV/ISC/IM 50mg/kg/SID/SC/3-4sem

Estibogluconato de Sédio IV/SC 30-50mg/kg/4-6sem
Miltefosina PO 2-3mg/kg/dia/refeicéo/28d
Alopurinol PO 10-20mg/kg/SID/ad eternum

IV lento 5/10min

Anfotericida B (diluido em soro glucosado 10-20ml) 0,5-0,8mg/kg/Q3d -> 8-10mg/kg
Marbofloxacina SID
PO
75.000UI espiramicina/12,5mg
Metronidazol + Espiramicina metronidazol/kg/SID/3-4sem
PO
Metronidazol e/ou 20mg/kg/SID/enrofloxacina
Espiramicina 10mg/kg/SID/Metronidazol
PO
Domperidoma PO 1 mi/10 kg/BID/4sem,

2.2.6.1. IMUNOPROFILAXIA

Uma vacina eficaz deveria ser capaz de induzir uma resposta imunitaria
potente e duradoura. Atualmente podemos referir 3 tipos de vacinas, as de primeira,
segunda e terceira geracdo. De acordo com a OMS uma vacina sO podera ser
comercializada se ultrapassar as 3 fases de experimentacdo. A Fase | baseia-se na
comparacao de sujeitos vacinados e placebo de modo a avaliar a imunogenicidade e
seguranca vacinal. De seguida a Fase Il, onde se avalia a protecdo induzida pela
vacina em modelos experimentais e, por fim a, Fase lll onde se analisa a eficacia
vacinal contra a infecdo natural, utilizando-a numa populacéo reduzida de individuos.
Se a vacina ultrapassar estas 3 fases podera ser registada e industrializada na Fase
IV contra populagbes mais alargadas. Atualmente estdo a ser utilizadas vacinas
constituidas pelo parasita completo morto ou fracbes do mesmo, antigénios vivos

atenuados, péptidos sintéticos e imunogénicos expressos em virus ou bactérias.
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Todas elas tém-se revelado promissoras, contudo, ao passar para a fase seguinte
(Fase Ill) os resultados tornam-se insatisfatérios (Palatnick-de-Sousa, 2008).

As vacinas de Primeira Geragdo sdo vacinas mortas ou inativadas, isto € o
antigénio administrado morto, possuindo assim, uma distribuicdo reduzida, pois néo
existe qualquer replicagdo dentro do organismo, o que implica, consequentemente,
uma dosagem elevada e multipla (anualmente) (Palatnick-de-Sousa, 2008).

As vacinas de Segunda Geracdo sao vacinas vivas geneticamente
modificadas através da delecdo de genes. Estas vacinas tém como desvantagem o
poder de provocar infecdo ao sujeito, e sdo consideradas eticamente inaceitaveis
(Palatnick-de-Sousa, 2008).

As vacinas de Terceira Geracdo sdo vacinas de ADN mais estaveis, com
mais baixo custo de producdo e que possuem a flexibilidade de combinacdo de
multiplos genes numa simples vacina. O motivo pelo qual se acredita que produz
uma resposta imune forte € devido a ativacdo de uma resposta imune inata através
da replicacdo intensa no interior do organismo, levando a expressdo da proteina
recombinante por longos periodos de tempo. Contudo, até a data, ainda néo
atingiram a Fase Il dos estatutos experimentais (Palatnick-de-Sousa, 2008).

Em Portugal j& existe uma vacina contra a doenca (CaniLeish®) & base de
ESP (proteinas secretadas — excretadas) da Leishmania infantum (possuirem uma
maior capacidade de estimulacdo de linfécitos T quando comparadas com o
antigénio do parasita inteiro), adjuvadas por um extrato purificado de Quillaja
saponaria (QA-21) (elevada capacidade de estimular uma resposta imunitaria por
linfécitos Thl e ativar linfocitos T citotoxicos) (Rosa et al., 2007; Sun et al., 2009;
Moreno et al., 2012). A vacina é administrada em 3 doses intervaladas por 21 dias
induzindo assim, uma resposta imunitaria celular 3 semanas ap6s a primeira toma
(Moreno et al.,, 2012). A atividade parasiticida estimulada pela vacina é mantida
durante pelo menos um ano, pelo que a revacinacdo devera ser efetuada
anualmente de modo a manter a imunidade. Esta vacina devera unicamente ser
administrada em cées a partir dos 6 meses de idade, e todos os caes devem ser
testados serologicamente antes da administracdo da primeira dose. No caso de o
titulo ser baixo positivo devera ser realizado outro teste serolégico 3 meses mais
tarde. Se dai resultar um titulo negativo, a vacinacdo podera ser realizada; se o titulo

for positivo 0 cdo ndo deve ser vacinado. E recomendavel um intervalo de pelo
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menos 2 semanas entre a vacinacdo com CaniLeish® e a aplicacdo de outras
vacinas A informacdo sobre eficacia, em cées submetidos a exposi¢des naturais
multiplas em zonas com alta pressdo da infecdo, demonstrou que,
comparativamente com um céo nao vacinado, um céo vacinado, apresenta um risco
3,6 vezes menor de desenvolver uma infecdo ativa e um risco 4 vezes menor de

desenvolver uma doenca clinica (Virbac, 2011).
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3. COMPONENTE PRATICA
3.1.0BJETIVOS

Ao longo dos tempos, a fauna silvestre tem contribuido, direta ou
indiretamente, para a disseminacdo de doencas infeciosas transmissiveis quer ao
Homem quer aos animais domeésticos. A crescente atividade humana, aliada ao
aumento da densidade populacional e a facilidade de mobilidade de pessoas e
animais que se observa nos dias de hoje, vieram favorecer a (re)emergéncia de
diversas doencas um pouco por todo o mundo.

A monitorizacdo da presengca de patologias nos animais silvestres é

fundamental no controle das zoonoses emergentes e na conservagao das especies.

Neste contexto, com o intuito de avaliar o papel do Lobo Ibérico enquanto
reservatorio para Leishmania, foi averiguada a presenca de anticorpos IgG anti-
leishmania em Lobo Ibérico do Parque Nacional Peneda-Gerés através do método
ELISA.

3.2.MATERIAL E METODOS

Foram obtidas amostras de soro de Lobo Ibérico recolhidas previamente
pelo Instituto de Conservacao da Natureza e Biodiversidade no Parque Nacional da
Peneda-Gerés.

Todas as amostras foram testadas em duplicado. O valor do cut-off (0.156)
utilizado neste trabalho foi determinado pelas curvas ROC aferidas em estudos
prévios (Santarém et al., 2010).

3.2.1. O METODO UTILIZADO

A técnica de ELISA realizada neste trabalho foi adaptada de protocolos
previamente descritos, com pequenas modificacdes (Santarém et al., 2005).

Inicialmente as microplacas de ELISA foram sensibilizadas com 50ul de
antigénio de Leishmania na concentracdo de 10ug/mL em tampdo carbonato-
bicarbonato a 0,05M com 9,6pH. Apoés incubacdo noturna a 4°C, as placas foram
lavadas com PBS (Phosphate Buffered Saline) com 7,4pH e descartado o conteudo
remanescente. Posteriormente o bloqueio foi feito com a adi¢cdo de 200ulL/poco de
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e 3% de leite em p6 desnatado durante
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60 minutos a 37°C e, novamente, feitas trés lavagens com PBS-T a 0,1%. Em
seguida, foram adicionados 10uL/poco das amostras de soro em duplicado diluidas
a 1:1500 em PBS-T com leite em p6 desnatado. Apés 30min de incubacao a 37°C,
as placas foram lavadas com PBS-T e, em seguida, adicionado 100ul/poco de
imunoglobulina anti-lgG de cao conjugada com a peroxidase diluida a 1:5000 PBS-T
com 0,05% de leite em p6 desnatado. Apos incubacgdo de 30min a 37°C foram feitas
4 lavagens. A revelacao foi feita com 0,5mg/mL de OPD (ortofenilenodiamina) em
tampdo citrato fosfato com 5,1pH durante 10min a 37°C. Em ambiente escuro e a
temperatura ambiente interrompeu-se a reacao com a adi¢cdo de 50uL de HCL (4cido
cloridrico) 3M por poco e procedeu-se de imediato a leitura. Os resultados foram
obtidos com base na leitura da densidade 6tica (DO) em espectrofotometro com filtro
de 492 nm (Figura 17, pagina 36).
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Placa de ELISA com 96 pogos
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Figura 17. Método ELISA indireto (Adaptado de Faulkner, 2010).
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3.3.RESULTADOS

Das 42 amostras testadas para a presenca de anticorpos IgG anti-
leishmania, apenas uma (A10) foi considerada positiva (2,4%) por apresentar uma
densidade dtica (DO) 0,053 acima do cut-off proposto de 0.156 (Tabela 3 e Figura
18).

Tabela 3. Resultados finais obtidos através da subtragdo da absorvancia do branco a média de cada

amostra (C+- Controlo Positivo; C- - Controlo Negativo; Branco — Branco do Substrato; A — Amostra).

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
0,0025 0,0025 0,0025 -0,0005 -0,002 -0,004 -0,0025 0,081 0,018
A13 Al4 A15 A16 Al7 A18 A19 A20 A21
-0,0055 -0,007 -0,007 0,032 -0,002 -0,004 0,0545 -0,0025 0,0015
A22 A23 A24 A25
A26 A27 A28 A29 A30 A31 A32 A33
-0,003 0,0085 -0,0035 -0,0065 0,0235 0,0245 -0,003 -0,0035 0 -0,0015 0,009 0,039
A34 A35 A36 A37 A38 A39 A40 A41 A42
0,0025 0,001 -0,0005 -0,0065 -0,0055 -0,003 0,013 -0,003 -0,001
0,28 A
0,23 +
0,18 +
0,13 +
0,08 -
0,03 | IJ
55 - "W =} = -Iu.I—qu & I“HIH
| x o A X b O O X o B0 N K o B0 N L Lo 5 0 0
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Q

Figura 18. Resultados Finais (Linha vermelha- cut-off=0,156).
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3.4.DISCUSSAO

No presente trabalho estudou-se o papel do Lobo Ibérico como reservatério
para Leishmania recorrendo a detecdo de anticorpos IgG anti-leishmania através do
método ELISA.

Ap0s analise dos resultados apenas a amostra 10 teve DO 0,053 acima do
cut-off proposto de 0.156, conforme se pode observar na Figura 18, pagina 37,
podendo, portanto, ser considerada positiva, uma vez que segundo Santarém, et al
(2010) as amostras com absorvancia maior ou igual ao valor do cut-off devem ser
inicialmente consideradas reativas, e a amostra deverd ser repetida em duplicado
antes da avaliacédo final. Se em uma das repeticées se mantiver o resultado, devera
ser utilizado outro método de confirmacgéo, no entanto ndo foi possivel a realizacéo
da comprovacéo, ficando a veracidade da reacéo por apurar.

Assim, podemos apresentar dois cenarios possiveis: (1) amostra reativa que
apos novo teste continua a ser reativa; (2) amostra inicialmente reativa que apos
novo teste ndo apresenta qualquer tipo de reatividade.

A elevada proximidade do controlo positivo com a Unica amostra positiva
sugere a ocorréncia de alguma contaminacao originando, assim um falso positivo,
visto 0 método utilizado ser muito suscetivel a erros, nomeadamente de pipetagem
(Moreira et al, 2011). No entanto sdo dois cenarios hipotéticos que carecem de
confirmacédo, sendo que mais estudos necessitam de ser realizados (Dalit et al.,
2010).

Contudo, em estudos anteriores (Satre et al, 2008), foram descobertas trés
amostras positivas para L. infantum em lobos da mesma regido em estudo. Apesar
de se desconhecer o local de infecdo dos trés lobos positivos visto terem sido
permutados entre varias instituicdes antes do diagnostico da patologia, tais factos
comprovam a existéncia do parasita em lobos em Portugal, salientando, assim, a
necessidade da implementacdo de programas de vigilancia desta zoonose nesta
espécie de modo a evitar a disseminacdo da mesma através da realizacdo de novos
estudos. Também estudos em Espanha aferiram a presenca do parasita em
elevadas proporc¢des em carnivoros selvagens, mesmo em zonas nao endémicas. A
prevaléncia da infegdo indica a existéncia de infecdo em populagdes de carnivoros
selvagens, aparentemente saudaveis, e 0s resultados sao sugestivos de um ciclo

silvestre independente dos canideos domésticos (Sobrino et al., 2008).
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Os resultados obtidos sdo particularmente interessantes, uma vez que L.
infantum esta descrita em varias regides de Portugal, com prevaléncias que variam
entre 3,9-21,3% (OnLeish, s/d). A reduzida ocorréncia de L. infantum no presente
estudo em Lobo Ibérico comparativamente aos dados de cées do pais pode traduzir
quer uma reduzida circulagdo da doenca na regido em questdo, ou uma menor
suscetibilidade deste animal & doenca.

Almeida et al., (2011) reforca a importancia dos canideos silvestres no ciclo
de transmissdo em ambiente silvestre e em cativeiro. Mais estudos deveriam ser
realizados para avaliar a prevaléncia do parasita no Canis lupus signatus, pois nao
s6 seriam vantajosos do ponto de vista de salde veterinaria e publica como também
poderiam melhorar a compreensdo do ciclo silvestre e sua relacdo com o ciclo
doméstico (Del Rio et al., 2013).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A Leishmaniose apresentou uma clara tendéncia de expansao geografica
nas ultimas décadas. Fatores como alteracdes climatéricas, a implantacdo de
projetos agroindustriais, o rapido crescimento urbano agravado e uma progressiva
deterioracdo das condi¢cdes socioeconOmicas tém sido citados como responsaveis
pela expanséo e reemergéncia da Leishmaniose em varios paises.

Sendo a Leishmaniose uma zoonose emergente de caracter importante na
Saude Publica e a presenca do parasita e da doenca em territério portugués uma
realidade incontornavel, € necessario enfatizar a necessidade da implementacéo de
medidas preventivas que evitem a transmissao/propagacao da doenca ao homem,
bem como a investigacdo de todos e quaisquer reservatérios silvestres que possam
contribuir para a expansao da distribuicdo ndo sé da Leishmaniose, como também
de outros agentes patogénicos. A semelhanga com o que se verifica noutros paises
0S animais errantes/silvestres representam um papel cada vez mais demarcado na
propagacdo de varias doencas quer ao Homem quer aos nossos animais de
estimacao.

Lobo Ibérico é dos principais protagonistas da fauna silvestre em Portugal e
a sua proximidade filogenética com a espécie canina justifica que se pesquise a
possibilidade do mesmo funcionar como reservatorio de diferentes espécies do
género Leishmania.

Conclui-se, ap0s a realizacdo deste estudo e da bibliografia consultada, a
necessidade de estudos adicionais para avaliar a importancia do Lobo Ibérico na

transmissao e propagacao da Leishmaniose.
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