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Resumo

A babesiose canina é causada por protozoarios intraeritrocitarios do género Babesia. Uma
das suas possiveis complicacbes é a pancreatite, igualmente reportada como complicagédo em caes
com Anemia Hemolitica Imunomediada (AHIM). No entanto, & pouco estudada a relagdo entre os
processos hemoliticos agudos (de etiologia imunomediada ou ndo imunomediada) e a pancreatite.

Os niveis séricos de lipase acido éster 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGR), lipase
1,2-diglicerideo (1,2-DiG), proteina C-reativa (CRP) e haptoglobina (Hp) foram avaliados em caes
com babesiose da regido centro de Portugal. A espécie mais prevalente foi B. canis, conforme
verificado previamente na regido norte do pais. Os resultados obtidos, na determinagdo de lipase
DGGR e lipase DiG, sugerem a ocorréncia de pancreatite como complicagao relativamente frequente
da babesiose canina. Oito (21,6%) dos animais infetados apresentaram valores de lipase DGGR
sugestivos de pancreatite. A CRP manifestou ser um biomarcador muito sensivel de babesiose. De
acordo com os resultados obtidos, deve-se suspeitar de pancreatite nos animais infetados por
Babesia spp., principalmente na presenca de hemodlise moderada a grave.

Palavras-chave: anemia hemolitica, babesiose, hemodlise, lipase DGGR, lipase DiG,

pancreatite
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Abstract

Canine babesiosis is caused by intraerythrocytic protozoa of Babesia spp. One of its possible
complications is pancreatitis, also reported as a complication in dogs with Immunomediated Hemolytic
anemia (IMHA). However, the relationship between acute hemolytic processes (whether immuno-
mediated or not) and pancreatitis is scarcely studied.

Serum lipase 1,2—o-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid ester (DGGR), lipase 1,2-diglyceride
(1,2 DiG), C-reactive protein (CRP) and haptoglobin (Hp) were evaluated in dogs with babesiosis from
central Portugal. The most prevalent species was B. canis, as previously observed in northern
Portugal. The results obtained in the determination of lipase DGGR and lipase DiG suggest the
occurrence of pancreatitis as a relatively common complication of canine babesiosis. Eight dogs
(21,6%) out of the 37 infected animals presented serum levels of lipase DGGR compatible with
pancreatitis. C-reactive protein proved to be a biomarker with high sensitivity in babesiosis. According
to the results obtained, pancreatitis should be suspected in animals infected with Babesia spp.,

especially in the presence of moderate to severe hemolysis.

Keywords: babesiosis, hemolysis, hemolytic anemia, lipase DGGR, lipase DiG, pancreatitis
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1. Introdugao

A babesiose canina € uma doenca emergente, com distribuicdo mundial, causada por
protozoarios intraeritrocitarios de diferentes espécies do género Babesia (Solano-Galego et al., 2008;
René-Martellet et al., 2013). A morfologia do parasita no interior dos eritrocitos permite reconhecer
duas formas, as “grandes” (3-5 ym) e “pequenas” (1-3 ym) babesias (Uilenberg et al., 1989; Irwin,
2009). As espécies das “grandes” babesias que parasitam o cdo sdo Babesia canis, Babesia vogeli,
Babesia rossi (Solano-Gallego & Baneth 2011; Imre et al., 2013; Schaarschmidt et al., 2013) e
Babesia grande da Carolina do Norte (Birkenheuer et al., 2004; Cardoso et al., 2010). No grupo das
“pequenas” babesias encontram-se Babesia gibsoni (Criado-Fornelio et al., 2003), Babesia conradae
(Kjemtrup et al., 2006; Ayoob et al., 2010) e Babesia microti-like (Zahler et al., 2000).

No cdo, a manifestacdo clinica da infecdo por agentes de Babesia pode variar entre
assintomatica a grave ou mesmo fatal. O fator principal que determina o quadro clinico apresentado
pelo animal é a viruléncia da espécie (Irwin, 2009; Salem & Farag, 2014). Contudo, outros fatores
associados ao hospedeiro como a idade, raga, localizagdo geografica, resposta imunitaria e
existéncia de doencgas ou infegbes concomitantes também podem influenciar a apresentagéo clinica
(Gopegui et al., 2007; Schnittger et al., 2012; Daste et al., 2013-57).

A babesiose canina pode ser classificada como ndo complicada ou complicada. Na forma nao
complicada, os sinais clinicos sao consequéncia direta da anemia hemolitica resultante de diversos
mecanismos envolvidos na destruicdo de eritrocitos. Na babesiose complicada ocorre envolvimento
de outros o6rgédos, com desenvolvimento de complicagbes que incluem anemia hemolitica
imunomediada (AHIM), hemoconcentragdo, insuficiéncia renal aguda, disfungéo cerebral, sindrome
de dificuldade respiratéria aguda, hepatopatia, pancreatite (Mohr et al., 2000), distarbios
hemostaticos, choque, hipoglicemia (Matijatko et al., 2009), disfuncdo cardiaca (Jacobson, 2006) e
rabdomidlise (Ayoob et al., 2010).

Em medicina humana, a pancreatite é considerada uma complicagcdo da hemdlise aguda com
diferentes etiologias, tais como anemia hemolitica imunomediada, exposi¢cao a toxicos, processos
infeciosos, deficiéncia em glucose—6—fosfato desidrogenase, anemia hemolitica microangiopatica,
doencga de Wilson, hipofosfatemia (Druml et al., 1991), outros processos imuno-mediados (Bréchignac
et al., 1996; Masoodi, 2014) e complicagdes hemodialiticas (Walker et al., 1981; Abtahi et al., 2007).
Em animais de laboratdrio, a pancreatite esta também descrita como consequéncia de hemdlise
massiva (Saruc et al., 2003; Saruc et al., 2007).

Em caes a pancreatite aguda tem sido descrita como uma complicagdo da babesiose (Mohr
et al., 2000; Mathé et al., 2006; Matijatko et al.,2009). Mecanismos como a anemia hemolitica
(Watson, 2015), lesbes de isquémia e reperfusdo, choque hipotensivo, hemoconcentragéo, produgéo
de citoquinas pro-inflamatérias (Ayoob et al., 2010), processos imunomediados e vasoconstri¢cdo local
tém sido relacionados com o desenvolvimento de pancreatite aguda em cdes com babesiose (Mohr et

al., 2000). A pancreatite foi também reportada como complicagcdo em caes com AHIM, assim como o



aumento do valor sérico da lipase pancreatica especifica canina (cPLI), mesmo na auséncia de sinais
clinicos de pancreatite (Warman et al., 2008 cit. por Watson, 2015; Neves et al., 2013). No entanto, a
relagdo entre os processos hemoliticos agudos (de etiologia imunomediada ou ndo imunomediada) e
a pancreatite encontra-se ainda pouco documentada no céo.

Os objetivos do presente estudo consistiram na avaliagdo dos niveis séricos de lipase acido
éster 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGR), lipase 1,2-diglicerideo (1,2-DiG), proteina C-reativa
(CRP) e haptoglobina (Hp) em caes com babesiose. Foi igualmente pretendido avaliar a relagéo entre
a presencga de hemolise e AHIM em céaes infetados por Babesia spp. com os niveis séricos de lipase
DGGR, lipase DiG, CRP e Hp.

2. Materiais e métodos

2.1. Animais e amostras

Procedeu-se a analise retrospetiva dos dados clinicos dos animais incluidos no estudo
referentes a identificacdo, histéria e sinais clinicos, bem como aos resultados de exames
complementares de diagnéstico (realizados em fungdo do quadro clinico e disponibilidade dos
proprietarios), tratamento instituido e sobrevivéncia.

Foram incluidos no estudo quarenta e trés caes que se apresentaram a consulta em trés
centros de atendimento médico-veterinario dos distritos de Aveiro e Coimbra (regido centro de
Portugal) — Hospital Veterinario do Baixo Vouga, Hospital Veterinario Universitario de Coimbra e
Policlinica Veterinaria de Aveiro, entre Novembro de 2011 e Maio de 2015, com suspeita clinica de
babesiose.

Amostras de sangue periférico obtidas por puncdo da veia cefalica ou jugular foram
recolhidas em todos os animais no momento da apresentagdo ao centro de atendimento médico-
veterinario. Aproximadamente 1 mL de sangue total foi recolhido para tubos com acido etilodiamino
tetra-acético (EDTA) e 2 mL para tubos sem anticoagulante. Os tubos sem anticoagulante foram
submetidos a centrifugacado (4000g, 5 min, temperatura ambiente), 10 minutos apds a recolha, para
separagdo do soro. As amostras de sangue total em EDTA e de soro foram utilizadas para a
realizacdo de exames complementares de diagnostico de acordo com o quadro clinico apresentado
pelo animal e com a disponibilidade dos proprietarios. As amostras remanescentes foram

armazenadas a -20°C, até posterior analise.



2.2. Confirmagao da infegao por Babesia spp.

Foi diagnosticada babesiose, em 37 cédes, com base nos sinais clinicos apresentados (febre,
apatia, anorexia, palidez muco-cutanea, ictericia e hemoglobindria) e na observagédo microscépica de
merozoitos intra-eritrocitarios de Babesia spp. em esfregagos sanguineos corados com Hemacolor®
(Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha). A confirmagédo da infecdo e determinagao da
espécie de Babesia infetante foi realizada, em todos os animais, através das técnicas de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciagdo de ADN. Seis cdes com anemia e com suspeita clinica
de babesiose, mas com resultado negativo na técnica de PCR para infecdo por Babesia spp. foram
também incluidos no estudo.

A extracdo de ADN das amostras de sangue total em EDTA foi realizada no laboratério da
Escola Universitaria Vasco da Gama (EUVG), através de um kit comercial (E.Z.N.A.® Blood DNA Mini
Kit, Omega Bio-Tek, Norcross, GA, EUA), respeitando as instru¢des do fabricante.

A amplificacdo de ADN de Babesia spp. foi realizada no Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT), como descrito por Maia e col. (2015). A PCR foi realizada no termociclador Bio-Rad®
T100 (US), com as sequéncias iniciadoras PIRO-A (5-AAT ACC CAA TCC TGA CACAGG G-3") e
PIRO-B (5'-TTA AAT ACG AAT GCC CCCAAC-3'). Uma amostra de ADN gendémico de Babesia spp.
foi usada como controlo positivo e 4gua bidestilada como controlo negativo.

Os amplimeros foram separados por eletroforese em gel de agarose e enviados para
sequenciacao de ADN, para determinagao da espécie infetante.

A sequenciacao foi realizada em laboratério comercial (Stabvida®, Portugal), utilizando como
indicadores de sequenciagdo as mesmas sequéncias iniciadoras utilizadas na amplificagdo de ADN.
A anadlise das sequéncias nucleotidicas obtidas foi elaborada através da comparacgao pela ferramenta
on-line BLAST (do Inglés Basic Local Alignment Search Tool), com sequéncias depositadas no
GenBank (disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Um nivel de homologia igual ou superior a

95% foi aceite como indicativo de elevado grau de confianga.

2.3. Ocorréncia de anemia, AHIM e hemolise

O grau de anemia foi definido com base no valor do hematdcrito, determinado no momento da
apresentacao ou apos corregdo da desidratacdo. Valores de hematdcrito entre 37% e 54% foram
considerados normais para a espécie. Valores inferiores permitiram a classificagdo da anemia como
ligeira (30% - 36%), moderada (20% - 29%), grave (13% - 19%) ou muito grave (< 13%) (Willard &
Tvedten, 1999).

Os animais com anemia no momento do diagndstico ou apoés correcao da desidratacao, ou

com hematécrito decrescente, que apresentaram simultaneamente auto-aglutinagcdo em solugao



salina e/ou esferocitose foram considerados como tendo AHIM (Piek et al., 2012). Devido a falta de
informacao clinica ndo foi possivel fazer esta classificagdo em quatro animais infetados.

O grau de hemdlise (GH) foi avaliado na totalidade das amostras (n=43), classificadas em 4
categorias: GHO — sem hemdlise, GH1 — hemdlise ligeira, GH2 — hemodlise moderada e GH3 —

hemolise grave, de acordo com uma escala subjetiva e por comparagao entre amostras.

2.4. Determinacgao da concentragio sérica de Lipase DGGR e Lipase DiG

A concentragdo sérica de lipase DGGR foi realizada por um método colorimétrico em que o
DGGR foi usado como substrato, previamente validado em cées (Graga et al., 2005). A concentracao
sérica de lipase DiG foi determinada por um método colorimétrico, previamente validado em caes
(Walter et al., 1992), em que o 1,2-diglicerideo (1,2 DiG) foi usado como substrato.

A determinacao da lipase DGGR e da lipase DiG foi realizada no Laboratério Interdisciplinar
de Analises Clinicas InterLab UMU da Universidade de Mdurcia, num analisador bioquimico (Olympus
AUGB00 Automatic Chemistry Analyzer, Olympus Europe GmbH, Hamburg, Alemanha). Concentragdes
séricas de lipase DGGR <120 UI/L e de lipase DiG entre 20 e 200 mg/dL foram consideradas normais

para a espécie.

2.5. Determinagao da concentragio sérica de CRP e Hp

A concentragao sérica da CRP foi determinada por um método imunoturbidimétrico humano
(CRP OSR 6147 Olympus Life and Material Science Europe GmbH, Lismeehan, O’Callaghan’s Mills,
Co., Irlanda), previamente validado em caes (Gentilini et al., 2005). A concentrac&o sérica da Hp foi
determinada por um método colorimétrico comercial (Tridelta Phase range haptoglobin kit, Tridelta
Development Ltd) previamente validado em caes (Martinez-Subiela e Cerdn, 2005). A determinacao
da CRP e Hp foi realizada no Laboratério Interdisciplinar de Analises Clinicas InterLab UMU da
Universidade de Murcia, num analisador bioquimico (Olympus AU600 Automatic Chemistry Analyzer,
Olympus Europe GmbH, Hamburg, Alemanha).

Concentragbes séricas de CRP < 12 yg/mL e de Hp < 3,0 g/L foram consideradas normais

para a espécie.



2.6. Outros critérios

A presenca de azotemia, no momento do diagndstico ou apds corre¢cao da desidratagao, foi
determinada em 28 dos 37 animais infetados. Animais com valores séricos de creatinina iguais ou
superiores a 1,4 mg/dL foram classificados como azotémicos.

Foram também considerados o periodo de internamento, a realizacdo de transfusao

sanguinea e a taxa de sobrevivéncia.

2.7. Analise Estatistica

Os dados obtidos dos animais que constituem a amostra foram armazenados no software
Excel® 2013 (Microsoft corporation, EUA). Para a analise estatistica utilizou-se o programa informatico
SPSS Statistics® 20.0 (IBM corporation, EUA).

As diferengas entre variaveis foram determinadas através do teste estatistico de Kruskal-
Wallis. Nos casos em que foi necessario efetuar comparagdes multiplas foi utilizado o teste de Mann-
Whitney U. Em todos os casos, valores de p < 0,05 foram considerados como estatisticamente

significativos.

3. Resultados

3.1. Confirmagao de infe¢ao por Babesia spp.

Dos 37 animais infetados com Babesia spp., 30 cées (81,1%) estavam infetados com a
espécie Babesia canis e sete caes (18,9%) com Babesia vogeli.

Foi possivel identificar a raca de 33 caes, sendo 22 animais (66,6%) de raga pura e 11 caes
(33,3%) de raca indeterminada. A raca Podengo Portugués foi a mais representada, correspondendo
a 12 caes (36,4%) infetados. Em relagéo ao género, identificaram-se 21 machos (56,8%) e 16 fémeas
(43,2%). Foi possivel determinar a idade no momento do diagnéstico em 34 casos, tendo variado
entre os dois meses e os 14 anos (média 3,8 anos; desvio padréo 3,4 anos).

O periodo de manifestacao da babesiose foi possivel determinar em 33 animais. A maioria
dos casos foi diagnosticada durante os meses de outono (n=11; 33,3%) e inverno (n=11; 33,3%).
Sete casos foram diagnosticados na primavera (21,2%) e apenas quatro nos meses de verao
(12,1%).



Os seis animais ndo infetados por Babesia spp. eram todos de raga pura, sendo quatro
machos e duas fémeas, com idades compreendidas entre um e seis anos de idade (média 3,6 anos).

3.2. Ocorréncia de anemia, AIHM e hemolise

Dados relativos ao valor do hematécrito dos animais infetados no momento da apresentagéo
estavam disponiveis em 33 animais. Vinte seis animais (78,8%) apresentavam anemia e sete (21,2%)
apresentavam valores de hematécrito normais. O valor médio do hematdcrito foi de 25,5% (desvio
padrédo 11,2%), tendo variado entre 5% e 50%.

No grupo dos animais com AHIM (n=13), o valor médio do hematdcrito foi de 19,5%, tendo
variado entre 5% e 36%. Conforme apresentado na Tabela 1, seis (46,2%) destes animais
apresentaram hemdlise moderada ou grave. No grupo de animais infetados sem AHIM, sete dos 20
animais analisados ndo apresentavam anemia no momento do diagnéstico. Neste grupo o valor
médio do hematdcrito, no momento de apresentacéo, foi de 29,5%, variando entre 8% e 50%. A
grande maioria destes animais (n=18; 90%) n&o apresentava o soro hemolisado ou apresentava
hemdlise ligeira.

Tabela 1. Caracterizagdo do grau de anemia e grau de hemdlise nos caes da amostra

Grau de Anemia Grau de Hemolise
AHIM A L M G MG 0 1 2 3
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Presente 0 3(231) 3(23,1) 5(384) 2(154) 0 7(53,8) 3(23,1)  3(23,1)
(n=13)
Infetados Ausente
7(350) 7(350) 3(150) 1(50)  2(10,0) 12(60,00 6(30,00 2(10,0) 0
(n=20)
Nao classificada nd nd nd nd 0 1(250) 1(250)  2(50,0)
(n=4)
N&o Ausente 0 3(500)  3(50,0) 0 0 5(83,3) 0 1(16,7) 0
Infetados (n=6)

AHIM — anemia hemolitica imunomediada; A - ausente; L — ligeira; M — moderada; G — grave; MG — muito grave;

nd — nao definido

Dos 37 animais infetados, 26 (70,3%) ndo apresentavam hemolise (GHO) ou apresentavam
hemdlise ligeira (GH1), e 11 (29,7%) animais apresentavam hemolise moderada (GH2) ou grave
(GH3) (vide tabela 1).



Quando os 13 caes infetados e com AHIM sdo considerados, sete (53,8%) apresentavam
hemdlise ligeira (GH1), e seis cées (46,2%) apresentavam hemodlise moderada (GH2) ou grave (GH3)
(tabela 1). Dos 20 animais infetados sem AHIM, 18 (90%) ndo apresentavam hemolise (GHO) ou
apenas hemdlise ligeira (GH1), e apenas dois animais (10%) apresentavam hemolise moderada
(GH2) ou grave (GH3) (vide tabela 1).

Todos os animais nao infetados analisados apresentavam anemia, sendo que em trés casos
(50,0%) classificada como ligeira e em trés casos (50,0%) como moderada. Nenhum dos animais
apresentava AHIM. O valor médio do hematécrito foi de 27,7%, variando entre os 20 e os 36%.
Apenas um dos animais apresentava o soro hemolisado (GH2) (vide tabela 1).

3.3. Determinagao da concentragao sérica de Lipase DGGR, Lipase DiG, CRP e Hp

Dos 37 animais infetados, oito caes (21,6%) apresentaram valores séricos de lipase DGGR
acima do intervalo de referéncia, seis (16,2%) dos quais apresentaram também aumento da lipase
sérica DiG. A concentragao de CRP estava aumentada em todos os animais infetados (100%) e a Hp
aumentada em 15 cées (40,5%).

No grupo dos animais infetados com AHIM secundaria a infegdo por Babesia spp. (n=13),
seis cdes (46,2%) apresentaram a concentracdo sérica de lipase DGGR acima dos valores de
referéncia, cinco (38,5%) dos quais também apresentaram um aumento da concentragcdo de lipase
DiG. Em seis animais (46,2%), a Hp estava aumentada.

No grupo dos animais infetados com Babesia spp., mas sem AHIM secundaria (n=20),
apenas dois animais (10%) apresentaram os valores de lipase DGGR acima do intervalo de
referéncia e um cado (5,0%) o valor sérico de lipase DiG aumentado. Nove cées (45,0%)
apresentaram um aumento da Hp.

Nenhum dos animais nao infetados por Babesia spp. (n=6) apresentava um aumento dos
niveis séricos de lipase DGGR ou lipase DiG. A CRP estava aumentada em todos os animais, € a Hp
em quatro caes (66,7%).

Comparando o grupo de animais infetados com AHIM, o grupo de animais infetados sem
AHIM e os animais ndo infetados, verificaram-se diferengas, ainda que n&o significativas (p > 0,05),
no valor médio de lipase DGGR e lipase DiG (vide tabela 2), bem como no niumero de animais em

que estes parametros estavam acima dos valores de referéncia.



Tabela 2. Valores séricos de lipase DGGR, lipase DiG, CRP e Hp nos animais da amostra

Lipase DGGR (UI/L) Lipase DiG (mg/dL) CRP (pg/mL) Hp (g/L)
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
[min-max] [min-max] [min-max] [min-max]
Intervalo de referéncia [£120 UI/L] [20- 200 mg/dL] [<12 pg/mL] [<3 g/L]
AHIM
Presente 118,9+91,8 195,5 + 165,8 107,9 + 26,6 23+23
(n=13) [24,7-349,9] [48,9-546,5] [73,2-164,3] [0,01-5,6]
Ausente 67,5+43,5 108,9 + 80,0 107,7 £ 32,4 2,721
Infetados
(n=20) [15,1-161,0] [42,6-402,0] [12,4-135,8] [0,01-5,9]
Nao classificada 84,8+71,6 149,2 +122,3 106,3 + 29,0 2420
(n=4) [23,2- 349,9] [48,9-546,5] [37,3-164,3] [0,01-5,62]
= Ausente 55,7 £ 11,7 72,5+31,2 100,4 + 22,8 4,0+22
Nao Infetados
(n=6) [40,9-72,3] [29,4-116,3] [65,9-127,5] [0,01-6,13]

AHIM - anemia hemolitica imunomediada, DP — desvio padrdo, max — maximo, min — minimo

Dos 37 animais infetados, 26 (70,3%) ndo apresentavam hemolise (GHO) ou apresentavam
hemdlise ligeira (GH1), e 11 (29,7%) animais apresentavam hemdlise moderada (GH2) ou grave
(GH3). Dos 26 caes sem hemdlise ou hemdlise ligeira, trés animais (11,5%) apresentavam um
aumento da concentragéo sérica de lipase DGGR, dos quais dois caes (7,7%) apresentavam também
aumento da lipase DiG. Destes, nove animais (34,6%) apresentavam aumento da Hp. Dos 11 cées
com hemdlise moderada ou grave, cinco (45,5%) apresentavam a lipase DGGR acima do intervalo de
referéncia, dos quais quatro (36,4%) apresentavam também aumento da concentragdo sérica de
lipase DiG. Destes 11 animais, sete (63,6%) apresentavam os valores séricos de Hp acima dos

valores de referéncia (vide tabela 3).

Tabela 3. Valores de lipase DGGR, lipase DiG, CRP e Hp em cées infetados de acordo com o grau
de hemolise

Lipase DGGR (UI/L) Lipase DiG (mg/dL) CRP (ug/mL) Hp (g/L)

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
[min-max] [min-max] [min-max] [min-max]
Sem hemdlise  ou 65,6 +44,7 114,8 £ 105,3 103,1 £ 29,5 2,0+21
hemdlise ligeira (n = 26) [15,3-177,3] [42,6-494,4) [12,4-135,8] [0,01-5,6]
Hemdlise moderada ou 146,3 + 85,1 251,3+177,7 111,8 +31,6 3420
grave (n=11) [41,4-349,9] [90,5-615,4] [561,9-164,3] [0,01-5,6]

DP — desvio padrdo, max — maximo, min - minimo

Quando todos os animais infetados sdo considerados (n=37), os animais com hemdlise ligeira
(GH1) apresentaram valores séricos de lipase DGGR e lipase DiG significativamente inferiores em
relagdo aos animais com hemolise moderada (GH2) (p < 0,05), e também em relagdo aos cies com

hemolise grave (GH3) (p < 0,05). As concentragbes séricas de lipase DGGR e lipase DiG foram
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também significativamente (p < 0,001) superiores em cades com hemolise moderada ou grave (GH2 e

GH3), em relagao aos animais sem hemdlise ou com hemolise ligeira (GHO e GH1).

Quando os 13 caes infetados e com AHIM s&o considerados, sete (53,8%) apresentavam
hemdlise ligeira (GH1), e seis cades (46,2%) apresentavam hemodlise moderada (GH2) ou grave
(GH3). Dos sete animais com hemolise ligeira, apenas um (14,3%) apresentava um aumento da
concentragao de lipase DGGR e lipase DiG, enquanto cinco (83,3%) dos seis animais com hemdlise
moderada ou grave apresentavam aumento da lipase DGGR, quatro (66,7%) dos quais também
aumento da lipase DiG. A Hp estava aumentada em apenas um céo (14,3%) com GH1, e em cinco
(83,3%) dos caes com GH2 ou GH3.

Dos 20 animais infetados sem AHIM, 18 (90%) n&o apresentavam hemolise (GHO) ou apenas
hemdlise ligeira (GH1), e apenas dois animais (10%) apresentavam hemdlise moderada (GH2). Dos
18 animais sem hemolise ou com hemodlise ligeira, apenas dois (10,0%) apresentavam aumento da
lipase DGGR, dos quais um (5,0%) também apresentava um aumento da lipase DiG. Nenhum dos
animais com hemolise moderada apresentava aumentos de lipase DGGR ou lipase DiG. A Hp estava
aumentada em oito (40%) dos animais com GHO ou GH1, e em um dos cdes com GH2.

No grupo de animais infetados com AHIM, as concentragdes séricas de lipase DGGR (p <
0,01), lipase DiG (p < 0,05) e Hp (p < 0,01) foram significativamente superiores nos individuos com
hemolise moderada ou grave (GH2 ou GH3) em relagao aos cdes com hemdlise ligeira (GH1).

No grupo dos caes infetados sem AHIM nao foram detetadas diferengas significativas nas
concentragdes de lipase DGGR, lipase DiG, CRP e Hp entre animais sem hemdlise ou hemodlise

ligeira (GHO e GH1) e animais com hemdlise moderada (GH2).

3.4. Outros critérios

Os valores séricos de creatinina nos animais infetados incluidos no estudo variaram entre 0,2
e 5,8 mg/dL, com um valor médio de 1,1 mg/dL (desvio padrdo 1,5 mg/dL). Quatro céaes
desenvolveram insuficiéncia renal aguda secundaria a infegdo por Babesia spp.

A duragédo média do tempo de internamento dos animais infetados da amostra foi de 3,6 dias
(desvio padrao 2,7 dias), tendo variado entre um e 10 dias de internamento. Em quatro casos nao foi
possivel recolher informacéo relativa ao tempo de internamento.

Dados relativos a realizacao de transfusdo de sangue total estavam disponiveis em 33 dos 37
animais infetados, tendo 10 cées (30,3%) recebido uma transfusao sanguinea.

Dados relativos a sobrevivéncia dos animais infetados foram recolhidos em 33 casos. Dois
animais (6,1%) morreram devido a complicagdes secundérias a babesiose.

No caso dos animais ndo infetados apenas um apresentava azotemia no momento do

diagndstico. Todos os animais foram hospitalizados, com uma duragao de internamento variavel entre



os trés e os 10 dias (média 4,7 dias). Foi realizada transfusdo sanguinea num animal e um deles nao

sobreviveu.

4. Discussao

4.1. Confirmacéao da Infegao por Babesia spp.

Apesar de ter sido realizado o diagndstico inicial por observagdo microscépica de esfregagos
sanguineos, que é considerada uma técnica simples, acessivel e Util em infe¢des agudas com
moderada ou elevada parasitemia (Irwin, 2009; Ayoob et al., 2010), procedeu-se a confirmagao por
PCR. Esta técnica apresenta elevada especificidade e sensibilidade, sendo particularmente vantajosa
em infegdes subclinicas ou perante parasitemia baixa. A sequenciacao dos amplimeros resultantes
permite ainda identificar a espécie do parasita por sequenciacao de ADN (Kjemtrup & Conrad, 2000).

Dos 37 animais infetados por Babesia spp., 30 caes (81,1%) estavam infetados com a espécie
B. canis e sete caes (18,9%) com B. vogeli. Em Portugal, no primeiro estudo elaborado a nivel
nacional com identificagdo molecular de Babesia spp., foram reportados sete casos de infegdo por B.
canis e um caso por B. vogeli (Cardoso et al., 2008). Num estudo posterior (Cardoso et al., 2010),
também na regido norte do pais, identificou 44 casos de infecdo por B. canis e um caso de infe¢ao
por B. vogeli. O maior numero de casos de infecdo por B. canis, verificada em ambos os estudos
citados e também no presente estudo, podera ser explicada pela maior patogenicidade
comparativamente a espécie B. vogeli ou pela maior prevaléncia do respetivo vetor (Cardoso et al.,
2010). De facto, a expanséo do vetor tem sido apontada como a explicagdo para o aumento do
numero de casos de infecao por B. canis em varios paises da Europa e da sua ocorréncia em areas
previamente ndo endémicas, conforme verificado nas ultimas décadas (Kubelova et al., 2011;
Paulauskas et al., 2014). A infecdo por B. vogeli estd também descrita em cades do sul de Portugal
(René-Martellet et al., 2015). A infegéo por Babesia microti-like esta também reportada no nosso pais
(Simoes et al., 2011).

Curiosamente, nos gatos, as prevaléncias em Portugal sdo inversas, estando descrito que a
infecdo por B. vogeli € mais prevalente que a infegdo por B. canis (Vilhena et al., 2013; Maia et al.,
2014).

No presente estudo verificou-se que a maioria das infe¢gdes que ocorreram nas estagcbes de
outono e inverno foram causadas por B. canis, enquanto as infe¢cdes por B. vogeli foram todas
registadas na primavera e verdo. Este facto podera ser explicado pela sazonalidade dos vetores de B.
canis e B. vogeli.

Babesia canis transmitida pelo vetor Dermacentor reticulatus apresenta patogenicidade variavel

(lonita et al., 2012). E caraterizada por ser a espécie mais amplamente distribuida na Europa, tendo
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sido documentada em estudos de diversos paises (René-Martellet et al., 2013). Babesia vogeli,
transmitida pelo vetor Rhipicephalus sanguineus (lonita et al, 2012), é considerada menos
patogénica (Cardoso et al., 2008). Apresenta uma distribuicdo mais vasta incluindo América (Sousa et
al., 2013), Africa (Salem & Farag 2014), Asia (Inokuma et al., 2004), Australia (Jefferis et al., 2003) e
Europa (René-Martellet et al., 2015).

4.2. Ocorréncia de anemia, AHIM e hemodlise

Independentemente da espécie do parasita, a anemia representa uma manifestagao clinica
transversal da babesiose, caraterizada pela ocorréncia de hemdlise intra e extravascular, como
consequéncia de diversos mecanismos envolvidos na destruigdo de eritrécitos (Mohr et al., 2000;
Ayoob et al., 2010; Solano-Gallego & Baneth 2011), entre os quais a ag¢ao directa do parasita, cuja
replicagdo no interior dos eritrocitos causa dano na membrana celular e consequente hemdlise
(Gopegui et al., 2007). Contudo, o grau de parasitemia ndo esta diretamente associado a gravidade
da anemia (Irwin, 2010), o que é explicado por vias indirectas de destruicdo de eritrécitos, como a
sintese de factores séricos hemoliticos (Gopegui et al., 2007), lesdo oxidativa eritrocitaria, aumento
da atividade eritrofagocitaria dos macrofagos e reagdes imunomediadas (Ayoob et al., 2010; Solano-
Gallego & Baneth 2011). Nesta ultima, s&o produzidos anticorpos direcionados a antigénios e outros
componentes da membrana de eritrécitos infetados e nao infetados promovendo a AHIM (Kirtz et al.
2012). Considera-se que a AHIM é secundaria em aproximadamente 25 % dos casos, sendo que a
sazonalidade da AIMH secundaria foi inclusivamente associada a épocas em que os caes estdo mais
expostos a parasitas, como Babesia spp. (Piek et al., 2012; Kidd et al., 2014).

Dos 33 individuos infetados e classificados quanto ao grau de anemia, 10 caes (30,3%)
apresentaram anemia ligeira, seis (18,2%) anemia moderada, seis (18,2%) anemia grave e quatro
(12,1%) anemia muito grave. Comparativamente, Kirtz e col. (2012) observaram que a maioria dos
caes estudados (n=113) apresentava anemia ligeira (63,8%) a moderada (31,9%).

No presente estudo, a prevaléncia de AHIM nos individuos infetados por Babesia spp. foi
39.4% (n=13). Este resultado € semelhante ao obtido no estudo de Mohr e col. (2000), no qual 30%

dos caes com babesiose apresentaram AHIM.

4.3 Determinagao da concentragio sérica de Lipase DGGR e Lipase DiG

O exame histopatolégico € considerado a técnica de referéncia para o diagnostico definitivo
de pancreatite (Watson, 2015; Xenoulis, 2015), no entanto devido ao seu carater invasivo, as biopsias

pancreaticas ndo sdo realizadas por rotina. Em alternativa a ecografia abdominal apresenta uma
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elevada sensibilidade, contudo carece de especificidade (Graga et al., 2005) e esta dependente da
subjetividade do clinico relativamente a interpretacdo dos achados imagiolégicos. A determinagéo da
atividade sérica da cPLI é considerada o teste com maior sensibilidade e especificidade (Xenoulis,
2015).

A determinacao da lipase DGGR é uma técnica validada em cdes que apresenta elevada
correlagao com a cPLI, tendo a vantagem de ser um método menos dispendioso e moroso (Graga et
al., 2005; Kook et al, 2014).

A determinagéo do valor sérico da lipase DiG no diagndstico da pancreatite canina apresenta
algumas limitagdes, uma vez que esta enzima é sintetizada no pancreas, mas também em outros
orgaos, o que compromete a sua especificidade. A sua concentragdo sérica pode também ser
influenciada pelo comprometimento da sua eliminagédo renal em animais azotémicos (Ruaux, 2003).

No presente estudo, os valores acima do intervalo de referéncia de lipase DGGR (n=8;
21,6%) e lipase DiG sérica (em 6 dos cdes com aumento da lipase DGGR; 16,2%) foram
considerados como sugestivos de pancreatite nos animais infetados por Babesia spp. Os resultados
obtidos estdo de acordo com os registados em estudos anteriores, que revelaram taxas de
prevaléncia de pancreatite em cées com babesiose entre 2,3 % e 33% (Mohr et al., 2000; Mathé et
al., 2006; Matijatko et al., 2009).

Contudo, os resultados podem ter sido condicionados por outras causas de pancreatite que
nao foram avaliadas no presente estudo. Adicionalmente, deve ser também considerada a hip6tese
de a prevaléncia de pancreatite ser superior a identificada no estudo, dado que existem registos de
animais com pancreatite nos quais a atividade sérica das enzimas pancreaticas se encontrava dentro
dos limites normais (Mohr et al., 2000; Ruaux, 2003). E igualmente possivel que, em alguns animais,
a pancreatite se ter desenvolvido posteriormente a recolha da amostra sanguinea.

Como referido anteriormente, em humanos e em caes, a pancreatite esta descrita como
complicacdo de AHIM (Druml et al., 1991; Mohr et al., 2000; Neves et al., 2013; Watson, 2015) e de
outros processos imunomediados (Bréchignac et al., 1996; Masoodi, 2014). No presente estudo,
registou-se um aumento nos valores de lipase DGGR e lipase DiG nos animais infetados com AHIM
em relagdo aos animais sem AHIM, no entanto essas diferengas ndo foram estatisticamente
significativas.

Em medicina humana esta documentado o desenvolvimento de pancreatite como sequela de
distarbios hemoliticos agudos, principalmente na presenga de hemdlise massiva (Druml et al., 1991).
De forma similar, no presente trabalho os cdes com grau de hemdlise moderada a grave
apresentaram valores de lipase DGGR e lipase DiG significativamente superiores aos animais sem
hemolise ou com hemdlise ligeira. A lipase DGGR ¢é determinada através de um método colorimétrico,
no entanto, em cées a sua concentragdo sérica ndo € significativamente influenciada pelo grau de
hemolise da amostra (Graga et al., 2005). Estes dados sugerem que na amostra testada, o grau de
hemodlise representou uma variavel com influéncia no desenvolvimento de pancreatite enquanto
complicacdo da babesiose canina. Em condi¢bes patologicas como a hemdlise é ultrapassada a

capacidade de captacdo celular e plasmatica da hemoglobina, favorecendo o aumento da sua
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concentragcdo extracelular, que promove a sua agao enquanto proteina vasoativa, com capacidade
oxidativa e citotdxica (Pérez et al., 2015). Por norma, a hemopexina elimina o grupo heme, libertado
pela hemoglobina, evitando os seus efeitos nocivos, contudo, perante situacbes de excessiva
hemdlise intravascular, a capacidade de ligagdo da hemopexina ao grupo heme é excedida. Nestas
condi¢des, o grupo heme funciona como promotor inflamatério, induzindo libertagdo de citoquinas,
recrutamento de células inflamatérias e producdo de radicais de oxigénio que tém efeitos na
microvasculatura pancreatica promovendo a isquémia (Graga-Souza et al., 2002; Saruc et al., 2003;
Abtahi et al., 2007).

Contudo, Mhor e col. (2000) defendem que a hemdlise massiva é pouco frequente em casos
de babesiose canina. Resultados semelhantes foram obtidos no nosso estudo. Podemos concluir que
apesar da hemdlise contribuir para o processo de desencadeamento da pancreatite, ndo é a sua
causa exclusiva, dado que sao reconhecidos diversos mecanismos envolvidos na babesiose canina,

com repercussoes a nivel sistémico e consequente afegdo de varios érgaos.

4.4. Determinagao da concentragio sérica de CRP e Hp

Os processos inflamatdrios resultam em alteracdes profundas das concentragcdes plasmaticas
de proteinas de fase aguda, que estéo relacionadas com a gravidade dos processos patoldgicos e
permitem, por isso, identificar a presenga e extensao dos mesmos, bem como monitorizar a resposta
ao tratamento (Steel & Whitehead, 1994; Matijatko et al., 2007). A CRP é considerada uma proteina
de fase aguda “major’, com elevada sensibilidade em caso de infegdo por babesiose, enquanto
haptoglobina é considerada uma proteina de fase aguda moderada (Matijatko et al., 2007).

Nao se identificaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) nos valores da CRP
e Hp independentemente da presenca de infecao por Babesia spp., AHIM ou do grau de hemdlise.
Porém verificou-se que todos os animais apresentaram valores de CRP aumentados. Estes
resultados estdo em concordancia com o estudo de Matijatko e col. (2007), no qual todos os céaes
com infegdo por B. canis apresentavam valores séricos de CRP acima dos normais para a espécie.

A Hp é considerada um biomarcador que apresenta comportamento duplo, esta elevada em
processos inflamatérios e diminuida em situagdes de hemolise (Steel & Whitehead, 1994). No
presente estudo ndo se observaram diminuices significativas na sua concentragao nos caes com

grau de hemdlise superior.
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4.5. Outros critérios

O presente estudo apresentou uma taxa de mortalidade baixa (6,1%; n=2), no grupo dos
animais infetados.

Na Europa a taxa de mortalidade em caes infetados com Babesia spp. € mais elevada nos
casos em que ocorrem complicagdes secundarias a babesiose, entre as quais pancreatite (Matijatko
et al., 2012), verificando-se taxas de mortalidade variaveis entre 1,5% e 20%. No presente estudo

todos os animais com suspeita de pancreatite sobreviveram.

5. Conclusio

A espécie de Babesia mais prevalente na regido centro de Portugal foi B. canis, conforme
verificado previamente na regido norte do pais.

A CRP mostrou ser um biomarcador muito sensivel de babesiose, estando aumentada em
todos os animais infetados, no entanto inespecifico, uma vez que estava também aumentada em
todos os caes nao infetados analisados.

Os resultados obtidos sugerem a ocorréncia de pancreatite como complicagéo relativamente
frequente da babesiose canina. De acordo com os resultados obtidos, deve-se suspeitar de
pancreatite nos animais infetados por Babesia spp., principalmente na presenga de hemodlise

moderada a grave.
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