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AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA EM CAES COM INFECCAO
NATURAL POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, SUBMETIDOS
A TRATAMENTO EXPERIMENTAL

RESUMO - A Leishmaniose Visceral Canina € uma doenca que tem como
agente etiolégico no Brasil a espécie do protozoario Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi, endémica em varias regides, transmitida pelo inseto-vetor
Lutzomyia longipalpis. O cdo doméstico é considerado o mais importante
reservatorio do parasita. O objetivo deste trabalho foi avaliar a carga parasitaria
em céaes naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum chagasi
submetidos a tratamento experimental. Para tanto utilizou-se 18 céaes
sintométicos, naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi de
ambos os sexos, idades variadas submetidos a protocolo de tratamento com
alopurinol 10 mg/kg a cada 12h horas, domperidona 1 mg/kg a cada 24 horas,
durante doze meses, associado com a vacina inativada, trés doses com
intervalo de 21 dias, por via subcutanea, na diluicdo de duas partes do
liofilizado para uma do diluente. Os animais foram submetidos & avaliacédo
clinica, testes hematolégicos, bioquimicos, imuno-histoquimica de pele e
monitoramento através da Reacdo em Cadeia da Polimerase, nos momentos
zero (MO0), seis meses (M6) e doze meses (12M). Houve remisséo significativa
dos sinais clinicos em 100% (18/18) dos cdes nos momentos pés-tratamento,
bem como normalizacdo e melhora dos parametros hematologicos e
bioguimicos. Na imuno-histoquimica da pele, houve reducdo significativa e
eliminacdo dos parasitos na pele entre os momentos. Na PCR foi detectado
DNA do parasita nas amostras de pele e medula 6ssea apds doze meses de
tratamento, embora com reducao significativas entre os momentos pré e pés-
tratamento. Os resultados deste trabalho concluem que o tratamento com
alopurinol e domperidona associado com a vacina inativada, promove a
remissdo dos sinais clinicos e reducdo da carga parasitaria em animais com
leishmaniose visceral.

Palavras-chaves: Lutzomyia longipalpis, alopurinol, vacina



PARASITE LOAD EVALUATION IN DOGS NATURALLY INFECTED WITH
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi SUBMITTED TO
EXPERIMENTAL TREATMENT

ABSTRACT - The Canine Visceral Leishmaniasis is a disease whose
etiological agent in Brazil is the species of Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi, endemic in several regions, transmitted by insect-vector Lutzomyia
longipalpis. The domestic dog is considered the most important parasite
reservoir. This study aimed to evaluate the parasite load in dogs naturally
infected with Leishmania (L.) infantum chagasi submitted to experimental
treatment. For this purpose we used 18 asymptomatic dogs naturally infected
with Leishmania (L.) infantum chagasi of both sexes, various ages submitted to
treatment protocol with allopurinol 10 mg / kg 12h hours, domperidone 1 mg / kg
every 24 hours during twelve months, associated with inactivated vaccine, three
doses at 21 days interval by the subcutaneous route at a dilution of lyophilized
to two parts of a diluent. The animals were submitted to clinical evaluation,
blood tests, biochemical, immunohistochemistry of skin and monitoring through
the Polymerase Chain Reaction in moments zero (MO), six months (M6) and
twelve months (12M). Were observed significant remission of clinical signs in
100% (18/18) of the dogs in the post-treatment times, as well as standardization
and improvement of haematological and biochemical parameters. In
immunohistochemistry the skin, there was a significant reduction and
elimination of parasites in the skin between times. PCR detected DNA of the
parasite in skin samples and bone marrow after twelve months of treatment,
with significant reduction between the pre- and post-treatment. The results of
this study conclude that the treatment with allopurinol and domperidone
associated with inactivated vaccine, to promote remission of clinical signs and
reduction of parasite burden in animals with visceral leishmaniasis.

Keywords: Lutzomyia longipalpis- allopurinol — vaccine
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1 - INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose de importancia em
Saude Publica em varios paises, causada no Novo Mundo pela espécie de
protozoario Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (LAINSON; RANGEL,
2005; LAINSON, 2010). E transmitida pelo mosquito-pélvora do género
Lutzomyia. Os c&es no ambiente urbano representam um importante
reservatorio doméstico no ciclo de transmissdo da leishmaniose visceral
(ALVAR, et. al. 2004; VERCOSA, et.al. 2008; OTRANTO; DANTAS-TORRES,
etal., 2013;).

No Brasil a LVC esta amplamente distribuida nas zonas rural, peri-urbana e
urbana e possui alta incidéncia, devido a mudanca no padrao epidemiologico
de transmissao (COSTA-VAL et al., 2007; GONTIJO; MELO 2004; WHO 2010).
Com a urbanizacdo da doenca, as estragéias de controle sdo baseadas na
realizacdo do tratamento de humanos infectados e a eutanasia de céaes
porotadores da LV (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Porém medidas de
controle da doenca até agora implementadas foram incapazes de eliminar a
transmissdo e impedir a ocorréncia de novas epidemias (GONTIJO; MELO
2004).

As manifestacfes clinicas da doenca em cades variam de acordo com a
patogenicidade da cepa do parasita, que difere entre as espécies, e com as
respostas imunolégicas celulares do hospedeiro. As lesdes de pele sdo os
sinais clinicos mais comuns, podendo ocorrer dermatite esfoliativa, papular,
nodular, ulcerativa e alopécica (CIAREMELLA; CORONA, 2003; NOLI;
AUXILIA, 2005;). Ja aos sinais sistemicos incluem linfoadenopatia,
oftalmopatia, problemas atriculares, epitaxes e atrofia muscular. Além disso,
alteracbes nos exames laboratoriais como trombocitopenia, anemia
arregenerativa (BANETH, 2006;), aumento dos valores de uréia, creatinina,
fosfatase alcalina (FA) e alanina aminotransferase (ALT) s&o frequentemente
relatados.

Embora o tratamento de LV em caes ja tem sido realizado ha muito tempo
na Europa (ALVAR et. al., 1994; BANETH et al., 2001; NOLI; AUXILIA, 2005),
mas no Brasil poucas pesquisas tém sido execultadas para avaliar a eficacia

de diferentes protcolos terapéuticos.
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A utilizacdo de farmacos na LVC tem demonstrado a reducdo do
parasitismo cuténeo, eliminagdo dos sinais clinicos, e principalmente, a
recuperagcdo da resposta imunoldgica que controla a infec¢do, diminuindo a
capacidade infectante do inseto-vetor, e o0 nimero de casos de LV em céaes e
humanos, principalmente em areas endémicas (RIBEIRO, et al.,, 2002,
SOLANO-GALLEGO et al, 2009 MAROLI et al., 2010; OLIVA et al., 2010;
BANETH, 2013; ROURA et al., 2013).

As restricbes com 0 uso da terapia antimonial em cées, com a hipotese do
surgimento da resisténcia parasitaria (BANETH; SHAW, 2002; GOMEZ-
OCHOA, et al.,, 2009), o alto custo, a toxicidade, e a proibicdo, no Brasil,
confirmam a necessidade de buscar alternativas para o controle da LV
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Tendo em vista essa problematica, este
estudo teve como objetivo avaliar a carga parasitaria em caes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) infantum chagasi submetidos a

tratamento experimental.
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2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca cronica e fatal decorrente do
parasitismo por diversas espécies de protozoarios, do género Leishmania sp,
gue acometem diferentes espécies de mamiferos domeésticos e silvestres e o
homem, vetores e reservatérios, constituindo uma das doengas de importancia
mundial (PIMENTA et.al., 2003; MICHALICK;GENARO, 2005; PALTRINIERI, et
al., 2010; WHO, 2010).

No Brasil o processo migratorio de caes infectados de regides endémicas
para areas ndo endémicas, mudancas no habitat natural de hospedeiros e
vetores, através do desmatamento para construcdo de residenciais e industrias
(XIMENES et al., 2007 ; VERCOSA, et.al., 2008; COLOMBO et.al. 2011 ), tem
mudado o perfil de ocorréncia da LV apresentando em algumas cidades
brasileiras a urbanizagéo doenca.

Neste contexto, o cdo assume grande importancia como reservatério
(ALVAR et al., 2004; BANETH, 2008; VERCOSA et.al.,, 2008; GRAMICCIA,
2011), devido a alta prevaléncia da doenca nestes animais, pelo exacerbado
parasitismo cutdneo e pela sua proximidade ao homem (ALVES, 2006;
DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; DANTAS-TORRES, 2007;
VERCOSA et.al., 2008).

2.1 — Agente Etioldgico, Vetor e Transmissao

A LV é causada por um protozodrio pertencente a ordem Trypanosomatida,
familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ASHFORD, 2000; LAINSON;
RANGEL, 2005; LIMA et.al., 2010; COLOMBO et.al. 2011; GRAMICCIA, 2011;
LAURENTI, 2013) com 21 espécies consideradas como patogénicas
(ASHFORD, 2000).

No novo mundo, 0 agente etiolégico da LV era denominado Leishmania
chagasi e no velho mundo, Leishmania infantum chagasi (FEITOSA, 2006).
Contudo, pesquisas comprovaram que do ponto de vista bioquimico e genético
trata-se da mesma espécie, havendo a distincdo apenas quanto a
nomenclatura (GOTIJO; MELO, 2004; KULHS, et al., 2011).
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Sendo assim, Lainson e Shaw (2005) propuseram uma nova classificacao
do subgénero Leishmania, dividindo Leishmania (L.) infantum em duas
subespécies: L. (L.) infantum infantum (Velho Mundo) e L. (L.) infantum chagasi
(Novo Mundo).

No Brasil, a principal forma de transmissao ocorre por meio picada das
fémeas dos vetores flebotomineos no momento do repasto sanguineo, na qual
a Lutzomyia longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005) é o principal vetor, além
de outras espécies como além de Lu. migonei no estado de Pernambuco
(CARVALHO et al., 2010) e Lu. cruzi nos estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul (DOS-SANTOS et al., 1998; PITA-PEREIRA et al., 2008;
MISSAWA et al., 2010) que sao considerados vetores secundarios.

2.3 - Ciclo Bioldégico

O ciclo biolégico é do tipo heteroxeno, onde a infecgdo do hospedeiro
invertebrado por Leishmania (L.) infantum chagasi normalmente ocorre através
da picada de flebotomineos do género Lutzomyia (DANTAS-TORRES, 2012;
BELO et al, 2013), popularmente conhecidos como mosquito palha,
cangalhinha, birigui ou tatuquiras (ALVES; FAUSTINO, 2005). No Brasil, a
principal espécie é a Lutzomyia longipalpis, a qual as fémeas dessa espécie ao
realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado ingerem células
parasitadas com as formas amastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi,
diferenciam no tubo digestivo para as formas promastigotas, estas por sua vez
migrardo para as glandulas salivares do mosquito, que durante um novo
repasto sanguineo serdo inoculadas em um outro hospedeiro (BRASIL, 2006)..

Apos a alimentacdo do vetor, as promastigotas serdo fagocitadas por
células do sistema mononuclear fagocitario. No interior dos macrofagos
diferenciam-se em formas amastigotas, que se multiplicam por divisédo binaria.
Os macréfagos, repletos de amastigotas, rompem-se liberando essas formas,
que serdo fagocitadas por novos macréfagos em um processo continuo
(MICHALICK, 2005; PALTRINIERI, et al., 2010).

2.4 - Imunopatogenia
A patogenia da infeccdo canina é influenciada por diversos fatores

envolvendo a relacdo parasito-hospedeiro, status imunolégico (MARTINEZ,
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et.al. 2009; REIS et.al., 2009; GRIMALDI et al. 2012) e nutricional do individuo.
(CAMARGO, 2006; MARCONDES et.al. 2011).

A condicdo imunoldgica dos hospedeiros vertebrados em controlarem a
infecc@o esta relacionadas a dois fatores principais: habilidade da Leishmania
sp em resistir as acdes macréfagos ativados e a inibicdo de resposta imune
celular do hospedeiro (TORRES-NETO, et al.,, 2008). Além disso, aspectos
inerentes ao vetor, como sua capacidade vetorial e exposi¢cdo continua do
hospedeiro mamifero a saliva devido a repetidas picadas do inseto vetor
(COURTENAY et. al.,, 2002; MORENO; ALVAR, 2002; VINHAS et al., 2007)
também exercem importancia no sucesso da infeccao.

Apés a inoculacdo das formas promastigotas, o parasitismo dos macrofagos
inicia-se na pele, onde desencadeia uma reacdo inflamatéria com presenca de
células mononucleares (MORENO et. al., 1999) seguido da disseminacédo do
parasito por via hematica e linfatica para todo o organismo, particularmente
baco, linfonodos, figado, e medula 6ssea (MORENO et al., 1999; PETERS,
2008).

Numa infeccdo por L. (L.) infantum chagasi, as células do sistema
mononuclear fagocitario infectadas atuam como células apresentadoras de
antigenos, estimulando os linfocitos (CD4+) T auxiliares do tipo 1 (Tal), ou T
auxiliares do tipo 2 (Ta2) (REIS, et.al., 2009).

A ativacao linfocitos Tal esta associada a resposta imune celular
(FREITAS; PINHEIRO, 2010; CORTESE, 2013) com producdo de citocinas
pré-inflamatérias tais como o interferon gama (IFN-Y), o fator de necrose
tumoral (TNF) e a supressao da sintese da IL-12 com eliminacdo da infeccéo
(FREITAS; PINHEIRO, 2010; CORTESE, 2013), enquanto que a producédo de
IL-4, (PINELLI et al, 1995) IL-10, TGF-B e prostaglandina PGE, (BOGDAN;
ROLLINGHOFF, 1998) estimulam Ta2 com producéo de anticorpos (SEDER,
1994; BARCELLAR; CARVALHO, 2005; REIS et al., 2006; MAIA; CAMPINO,
2008; MESQUITA JUNIOR et al.,, 2010) encontra-se associada a doenga
clinica; LOPEZ et al, 1996, CIARAMELLA; CORONA, 2003; ROZE, 2005;
BANETH, 2006; SONODA, 2007; SOLANO-GALLEGO et al, 2009;
SARIDOMICHELAKIS, 2009).

A continua producdo de anticorpos em excesso causa uma

hipergamoglobulinemia crénica, resultando na formacdo e deposicdo de
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imunocomplexos que podem causar glomerulonefrites, poliartrites, vasculites,
assim como producdo de auto-anticorpos contra plaguetas e células da série
vermelha (PALTRINIERI et al., 2010).

2.5 - Sinais Clinicos

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca cronica, fatal e
sistémica, podendo permanecer em um quadro assintomatico ou apresentar
uma doenca progressiva com sinais clinicos variados (BRACHELENTE et.al.
2005; SOLANO-GALLEGO et. al.,, 2004; MARCONDES et.al. 2011). Sendo
assim de acordo com a sintomatologia apresentada os animais podem ser
classificados como sintomaticos e assintomaticos (BLAVIER et.al, 2001;
MINISTERIO DA SAUDE, 2004; ALEXANDRE-PIRES, 2010).

Entre os principais sinais clinicos na LVC destacam-se as dermatopatias,
caquexia (TAFURI et. al., 2001; SOLANO GALLEGO et.al, 2009;
FIGUEIREDO, 2009; QUEIROZ et. a.l. 2011), oftalmopatias (BRITO et. al.
2004; LEITE et. al. 2010), epistaxe, hepatoesplenomegalia, anemia,
linfadenopatia, emaciacéo e onicogrifose (CIARAMELLA et al., 1997; FERRER,
1999; BONATES, 2003; LIMA et al.,, 2004.; 2004; LANGONI et al., 2005;
LINHARES et al., 2005; ALVES; FAUSTINO, 2005; KRAUSPENHAR et al.,
2007).

As dermatopatias estdo presentes em 60-90% dos cdes com LV(FERRER
et al., 1988; ALVAR et al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003; BANETH, 2006),
podendo ocorrer. dermatites esfoliativa, seborréica, papular, nodular e
ulcerativa; pustulas; despigmentacdo nasal; hiperpigmentacdo; alopecia;
hiperqueratose e descamacéo (ALVAR et al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003;
BANETH, 2006; COSTA-VAL, 2004; FONDATI ; FONDEVITA; 2004; SOLANO-
GALLEGO et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005).

Apds as dermatopatias e a hipertrofia dos linfonodos popliteos, os pré-
escapulares e os submaxilares (BANETH, 2006; LIMA et. al., 2004; SILVA, ET
al., 2012; ATHANASIOU, et al. 2013; MARCONDES, et al.,, 2013; NOLI;
SARIDOMICHELAKIS, 2014), constituem o achado clinico mais comum em
pacientes com LVC (ALVAR et al., 2004; AMUSATEGUI et al., 2003; FERRER,
2002; LIMA et al., 2004; MARCONDES, et al., 2013).
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Glomerulonefrites, em consequéncia de lesdes tubulares e glomerulares
resultantes da deposicdo de imunocomplexos (ALVAR et al., 2004,
LUVIZOTTO, 2006) com o comprometimento da capacidade funcional normal
do orgao, provocando um quadro de proteindria, e sindrome nefrética ou
insuficiéncia renal cronica tem sido observada (FERRER, 1999; BONFANTI,
ZATELLI, 2004).

L. (L.) infantum chagasi pode ainda desencadear lesGes hepaticas,
induzindo alteracBes na morfologia dos hepatocitos e conseqientemente no
metabolismo do 6rgdo (ALVAR, et al, 2004), e uma desorganizacdo na
estrutura celular bacgo, com a hiperplasia da polpa branca e polpa vermelha do
orgdo determinando esplenomegalias em graus variados (ALVAR et al., 2004).

2.6 - Alteracdes Hematimétricas e Bioquimicas

No hemograma, as alteragdes mais comuns encontradas s&o
trombocitopenia, anemia, linfopenia, (RIBEIRO, 2004; BANETH, 2006;) alguns
animais apresentam leucocitose com desvio a esquerda regenerativo enquanto
outros apresentam leucopenia ou mesmo perfil leucocitario normal
(AMUSATEGUI et al., 2003; COSTA VAL, 2004).

No exame bioquimico pode apresentar niveis aumentados de uréia,
creatina normal ou aumentada (FREITAS, 2012). Achados laboratoriais de
hiperproteinemia, leucopenia associada a linfopenia ou leucocitose também
séo descritos (SONODA, 2007).

2.7 — Diagnéstico.

O diagndstico preciso para LVC representa um grande desafio, uma vez
que muitos caes infectados apresentam-se assintomaticos ou com sinais
clinicos semelhantes a outras doencas (FERRER, 2002; ALVAR et al., 2004),
sendo necessario a realizagdo do diagnostico laboratorial quer seja por
métodos parasitologicos, sorolégicos e moleculares (IKEDA; FEITOSA, 2007,
MOREIRA et.al. 2007; PALTRINIERI et al., 2010; GRAMICCIA, 2011; SOLCA,
et.al. 2012) isolados ou associados (ASSIS, et al., 2010).
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2.7.1 - Exame Parasitologico

Os exames diretos sdo fundamentados na demonstracdo de formas
amastigotas de L. (L.) infantum chagasi em esfregacos de aspirados de medula
0ssea, baco, figado, linfonodos. (ALVAR et al.,, 2004; PALTRINIERI et al.
2010) ou citologia esfoliativa. A especificidade deste método pode ser
considerada 100%, pois, uma vez encontrado o parasito, confirma-se a
infeccdo ALVAR et. al. 2004, GOTIJO; MELO, 2004; SARIDOMICHELAKIS et
al. 2005; RODRIGUEZ-CORTES et. al. 2010).

A técnica de Imuno-histoquimica (IHQ) é outro método parasitologico de
diagnostico que detecta indiretamente o parasitismo tecidual (FERRER et al.,
1988; TAFURI et al., 2004; COSTA et al, 2008; MOURA et al.,, 2008;
QUEIROZ et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011; TOPLU e AYDOGAN, 2011).
Além de possuir boa sensibilidade e especificidade no diagndstico, ainda tem a
vantagem de permitir uma andlise quantitativa, a qual pode ser utilizada para
acompanhamento da evolucdo da doenca e de tratamentos especificos em
animais infectados (TAFURI et al. 2004).

2.7.2 - Métodos sorolégicos

Dentre os métodos sorologicos, que detectam anticorpos IgG anti- L. (L.)
infantum chagasi a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), ensaio
imunoenzimético (ELISA), Fixacdo de Complemento (FC), teste de aglutinacao
direta, imunocromatografico rapido (IKEDA; FEITOSA, etal. 2007;
REITHINGER; DAVIES, 2002; ASSIS et al., 2008; GRIMALDI JR et al. 2012),
tem sido utilizado no diagnéstico da infeccéao.

Apesar da alta sensibilidade e especificidade a RIFI (LUVIZOTTO et. al.,
2009), reacbes cruzadas com triponossomiase (ALVES; BEVILACQUA, 2004;
BANETH; AROCH, 2008), erlichiose, babesiose e anaplasmose (LIRA, 2006)
tem sido relatada, dificultando a aplicagdo desta técnica em regides endémicas
para LVC (SUNDAR; RAI 2002, PORROZZI et al. 2007, MADEIRA et al. 2009).

O teste ELISA é considerado um importante avanco tecnoldgico para o
diagnéstico da LVC, pois permite a avaliacdo de um grande numero de
amostras em um curto espaco de tempo.

Atualmente a imunocromatografia, a através da tecnologia Dual Path

Platform (DPP), tem sido utilizado para o diagndéstico da infeccdo um teste
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rapido, apresentando alta sensibilidade para cdes com sinais clinicos e alta
especificidade para cdes sem expressao clinica para LV (GRIMALDI JR. et al.
2012).

2.7.3 - Métodos Moleculares

Nas ultimas décadas os métodos moleculares tém mostrado ser uma
ferramenta de grande valia no diagnostico da infeccdo, com sensibilidade e
especificidade altas proximas a 100%, principalmente para deteccdes em caes
assintomaticos. Neste contexto, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
apresenta alta sensibilidade (80 a 93%) e especificidade 100% (NOLI, 1999;
MARTIN-SANCHEZ et al., 2004; MAIA; CAMPINO, 2008)) na detecgcédo de DNA
de L. (L.) infantum chagasi em amostras de medula 6ssea, sangue periférico,
aspirado de linfonodos e biopsia cutanea, e também do vetor (FERRER,1999;
SOLANO-GALLEGO et al. 2007, TAVARES et al. 2003, GONTIJO, 2004,
LUVIZOIT, 2005, MANNA et al. 2008, MARTINS, 2008; QUARESMA et
al.,2009; QUEIROZ, 2010).

Com o surgimento Reacdo em Cadeia Polimerase em Tempo Real
(gPCR), tornou-se possivel mensurar a carga parasitaria a partir de tecidos
infectados de maneira mais precisa, possibilitando as aplica¢des tanto para o
diagnostico da LVC quanto para a avaliacdo do sucesso de tratamento
quimioterapico em modelos experimentais (PENNISI et al. 2005, FRANCINO et
al. 2006, MANNA et. al. 2008).

Esta técnica oferece muitas vantagens no diagndstico e
acompanhamento de animais em tratamento para LVC, especialmente, em
areas endémicas, onde uma grande parte da populacéo canina € exposta, mas
somente uma pequena parte destes cdes desenvolvem a forma clinica da
doenca (FRANCINO et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2001)

MANNA et. al. (2008) utilizaram a qPCR para monitorar o tratamento de
caes naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi , observando que
antes da terapéutica 83,0% dos caes, apresentaram uma alta carga parasitaria
variando de 1000 a 10.000 parasitas/pl em aspirados de linfonodos, seguido
por em 61,0% em amostras bidpsias de pele.
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A combinacdo da PCR com métodos sorolégicos quantitativos tem sido
recomendada para a confiabilidade do diagnostico da LVC (SOLANO-
GALLEGO et. al. 2009). Além disso, a associacdo da gPCR com a sorologia
abre novas perspectivas para a avaliacdo das relacdes existentes entre a carga

parasitaria e a producédo de anticorpos no hospedeiro (ALVES et al. 2009).

2.5 — Tratamento

O tratamento da LVC representa um desafio para o médico veterinario,
devido a extrema complexidade de sua patogenia que se expressa pela
variedade nos sinais clinicos. Desta forma a condicao clinica do paciente € um
fator que influencia na escolha do melhor protocolo terapéutico (ALVAR, et. al.,
2004). Por outro lado o sucesso no tratamento ainda é topico em discussao em
funcao do critério de cura ou simplesmente remisséo dos sinais clinicos.

Desta forma o tratamento da LVC tem sido descrito na tentativa de
remissdo dos sinais clinicos e reducdo na capacidade infectante dos
animais (RHALEN, et. al., 1999; MARTINEZ-SUBIELA; CERON, 2005; NOLI,
AUXILIA, 2005; IKEDA-GARCIA et al., 2007; IKEDA-GARCIA et al., 2010;
SILVA, 2007; GOMEZ-UCHOA et al., 2009; CIARLINI et al., 2010; TRIGO et
al., 2010; NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 2014).

Os farmacos que existem disponiveis para o tratamento na Europa
Antimoniato de meglumina (NOLI; AUXILIA, 2005; MAROLI et al., 2010 e

OLIVA et al., 2010; BANETH, 2013; ROURA et al., 2013), Estibogluconato de

Sadio, Desoxicolato de Anfotericina B convencional ou encapsulada em
lipossomas, o Sulfato de Aminosidina, o Alopurinol, Domperidona (GOMEZ-
OCHOA, et.al. 2007), Pentamidina e, recentemente, o Ester defosfatidilcolina
do hexadecanol, associados ou ndo com vacinas (RIBEIRO, 2001; BANETH,;
SHAW, 2002; ALVAR et al., 2004; MIRO, 2005; NIETO et. al., 2005), sendo
utilizados isoladamente ou em associagcdo.Todos os farmacos conhecidos
contra a leishmaniose podem conduzir a uma remissdo permanente ou

temporaria dos sinais clinicos (OLIVA et al., 2010).

O antimoniato de meglumine é o farmaco de escolha para o tratamento
da LVC na Europa (NOLI ; AUXILIA, 2005). O uso do antimonial em céaes ja

tem sido demonstrado por pesquisas que poderia ser utilizado como medida de
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controle da doenca canina, uma vez que preveniu o desenvolvimento da
doenca em 90% dos cdes assintométicos (MARCIANTI, et.al. 1988) ou a
eliminac&o total dos parasitos da pele (JOAO et.al. 2006). Por outro lado, em
periodos reduzidos, os cdes se mantiveram nédo infectantes para 0s
flebotomineos pelo menos quatro meses apoés tratamento (ALVAR, et.al. 1994).

O Alopurinol € um anélogo da hipoxantina e é administrado oralmente,
sendo hidrolisado pelo parasita numa molécula idéntica a inosina. E
incorporado no lugar do ATP durante a sintese do acido ribonucleico (RNA) de
Leishmania, interrompendo a sintese protéica normal (NOLI; AUXILIA, 2005;
RIBEIRO, 2007). Devido a esse mecanismo de atuagao, possui uma atividade
leishmaniostatica, baixa toxicidade (RIBEIRO, 2007; MANNA et al., 2009), além
de possuir de baixo custo e a possibilidade de administracdo oral (BANETH,
2002; BARR, 2005; IKEDA-GARCIA, 2010).

Quando administrado isoladamente num periodo minimo 60 dias induz
gradativamente a remissdo dos sinais clinicos, e diminuicdo do nivel de
anticorpos especificos circulantes. (KOUTINNAS et.al. 2001; VERCAMMEN
et.al. 2002; IKEDA-GARCIA, 2010).

A utilizacdo do Antimoniato de meglumina associado ao alopurinol
aumenta a eficacia do tratamento, assim como, a diminuicdo das taxas de
recorréncias (NOLI, 1999) e apresentaram xenodiagnostico negativo em 85%
destes animais. (MIRO, 2005).

A domperidona, um antagonista dos receptores de dopamina, provoca a
liberacdo de serotonina, que por sua vez estimula a producédo de prolactina
(GOMEZ-OCHOA et al., 2009; OLIVA et al., 2010), e producéo de linfécitos Tal
e de IL-2, IL-12, INF-y e TNF-q, levando a ativacdo dos macrofagos seguida da
diminuicdo da populacdo de Ta2. A administragdo de domperidona em cées
saudaveis na dose de 0,5 mg/kg/dia durante 30 dias aumentou 0 grau e a
duracdo da atividade fagocitica até 30 dias ap0Os o final da administracdo do
farmaco (GOMEZ-OCHOA et al., 2012). Segundo Gémez-Ochoa et al. (2009) a
domperidona pode ser integrada como farmaco imunomodulador em protocolos
de eficacia provada tal como o antimoniato de meglumina/alopurinol.

O tratamento diario com alopurinol e domperidona induziu a uma queda

da infectividade do agente etiol6gico nos cades tratados, sendo essa uma
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medida possivel de ser aplicada em areas de transmissdo (IKEDA-GARCIA,
2010). Ja que Domperidona possui um mecanismo de ativar os linfécitos T que
secundariamente ativam os macrofagos melhorando a resposta imune celular
(RIBEIRO, 2007; GOMEZ-OCHOA, et.al. 2007, GOMEZ-OCHOA, et.al. 2009).

A utilizacdo de imunomoduladores associada a outros farmacos tem sido
sugerida, entretanto pouco utilizado no tratamento da LVC (NOLI, 1999;
ALVAR et al., 2004). Estes farmacos tém atuacdo tanto no eixo celular como
humoral, diminuindo a formac&o de complexos antigenos-anticorpos, além da

ativacdo de macrofagos (ALVAR et al., 2004).

A vacina contra a LVC associada ou ndo a outros farmacos tem
mostrado o mesmo indice de cura em relacdo ao tratamento padréo, reduzindo
o volume de farmacos e consequentemente reduzindo os efeitos colaterais
(MAYRINK et. al., 2006).

A vacina é administrada num total de trés doses com intervalos de vinte
e um dias e induz uma resposta imunitaria celular caracterizada por atividade
de linfécitos Thl no periodo de trés semanas ap6s a primeira dose, que
consequentemente reduz a carga parasitaria de L. (L.) infantum chagasi nos
macrofagos conforme demonstrado in vitro (MORENO et. al., 2012).

A escolha do protocolo de tratamento sera baseado com as condi¢cdes
do estado geral do paciente, levando em sempre em consideracdo que para a
determinacao do seu estado clinico se fazem necessarios, além da avaliacéo
através de exames laboratoriais que possam avaliar a fungéo renal, a funcdo
hepética, as proteinas séricas, além da sorologia especifica para Leishmaniose
Visceral confirmadas pelo diagnéstico parasitologico (JOAO et al., 2006; MIRO
et al., 2005; RIBEIRO, 2006; IKEDA-GARCIA, 2010).
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4 - OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL.:
Avaliar a carga parasitaria em caes naturalmente infectados com
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi submetidos a tratamento

experimental.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Avaliacdo clinica dos animais naturalmente infectados com Leishmania

(Leishmania) infantum chagasi submetidos a tratamento experimental;

- Avaliar o parasitismo cutaneo de caes com infeccéo natural por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi através da técnica da imunohistoquimica

submetidos ao tratamento experimental;

- Monitorar através da Reacdo da Cadeia em Polimerase (PCR) os animais
com infeccéo natural por Leishmania (Leishmania) infantum

chagasi submetidos ao tratamento com alopurinol, domperidona e vacina.
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ARTIGO 1

AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DE CAES (Canis familiaris)
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL
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AVALIA(;AO CLINICA E LABORATORIAL DE CAES NATURALMENTE
INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL

Clinical and laboratorial evaluation of naturally infected dogs with Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi submitted to experimental treatment

RESUMO: A leishmaniose visceral € zoonose, causada pelo protozoario da
espécie Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. O cédo doméstico é
considerado o0 mais importante reservatorio do parasita. A obtencdo de
conhecimentos detalhados dos parametros clinicos e laboratoriais séo
fundamentais para o monitoramento de pacientes em tratamento. O objetivo
deste trabalho foi a avaliacdo clinica e laboratorial cdes naturalmente
infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi submetidos a protocolo de
tratamento. Utilizou-se sangue total e soro de 18 caes naturalmente infectados
por Leishmania (L.) infantum chagasi, coletados antes e ap0ds tratamento.
Foram analisados os valores do eritrorama, leucograma, plaquetas e
quantificadas as concentracbes séricas de Fosfatase Alcalina, Alanina
Aminotransferase, Ureia e Creatinina. Todos 0s animais apresentaram pelo
menos um sinal clinico sugestivo para leishmaniose visceral no momento zero.
Os achados mais frequentes nos exames laboratoriais foram: anemia
normocitica normocrémica 39% (7/18), trombocitopenia 50% (9/18) e
leucopenia em 17% (3/ 18) dos cées. Nao foi encontrado alteracbes nos
valores da funcdo renal e nem hepéatica no momento zero. Apés seis e doze
meses de tratamento, houve melhora clinica e normalizacdo nas taxas do
hemograma, e a funcdo orgéanica do figado e dos rins permaneceu inalteradas.
Pode-se concluir que o tratamento com alopurinol, domperidona e vacina
promoveu remissao dos sinais clinicos em todos os animais e que os valores
hematimétricos e bioquimicos podem ser utilizados para o prognostico e
acompanhamento de animais submetidos a tratamento para Leishmaniose
visceral.

PALAVRAS-CHAVES: Leishmaniose - quadro clinico - hemograma
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Abstract - Visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by species of protozoan
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. The domestic dog is considered the
most important parasite reservoir. Obtaining detailed knowledge of the clinical
and laboratory parameters are central for monitoring patients in treatment. This
study aimed to evaluate clinical and laboratorial dogs naturally infected with
Leishmania (L.) infantum chagasi submitted to treatment protocol. Blood and
serum samples were used from 18 dogs naturally infected with Leishmania (L.)
infantum chagasi, collected before and after treatment. The values of
erythrocyte, white blood cell count, platelet were analyzed and serum
concentrations of alkaline phosphatase, alanine aminotransferase, Urea and
Creatinin were measured. All animals showed at least one clinical sign
suggestive of visceral leishmaniasis at the time zero. The most common
findings in laboratory tests were normochromic normocytic anemia 39% (7/18),
thrombocytopenia 50% (9/18) and leukopenia in 17% (3/18) of dogs. No
changes were found in the values of hepatic or renal function at time zero. After
six and twelve months of treatment, there was clinical improvement and
normalization in blood count rates, but the organic function of the liver and the
kidneys remained unchanged. It can be concluded that treatment with
allopurinol, domperidone vaccine and remission of clinical signs in all animals
and the hematimetric and biochemical values can be used for prognosis and
monitoring of animals in treatment for visceral leishmaniasis.

KEYWORKS: Leishmaniasis- clinical picture- blood count
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1 - INTRODUCAO

No Brasil a espécie de protozoario Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi é a responsavel pela infeccdo da Leishmaniose Visceral em mamiferos
(IKEDA-GARCIA et al., 2010), principalmente no homem e em caninos
domésticos (MAIA et.al., 2010).

A infeccdo canina pode produzir uma variedade de sinais clinicos, que
dependem da resposta imune do hospedeiro, quer seja pelo parasitismo da
Leishmania sp nas células do sistema fagocitico mononuclear, bem como pela
deposicdo de imunocomplexos em varios 6rgaos (ALVAR et al., 2004).

Sendo assim, o0s cdes podem apresentar-se infectados por L. (L.)
infantum chagasi, sem, entretanto exibir sinais clinicos por um longo periodo,
desta forma participando na cadeia epidemioldgica de transmissdo como fonte
de infeccdo (MORENO; ALVAR, 2002; CASTRO et al., 2012) ou podem evoluir
para a forma clinica podendo culminar com a morte do animal (MANCIANTI et
al., 1988).

Entre os sinais clinicos, mais frequentes destacam-se as oftalmopatias,
dermatopatias, onicogrifose, hepatoesplenomegalia e linfoadenopatia (GOMEZ-
OCHOA et. al., 2007; PALTRINIERI et.al., 2010; CASTRO et al.,, 2012;
LAURENTI et al., 2013). Embora ndo estejam necessariamente presentes em
todos os animais (REIS et al.,, 2006), alguns achados clinicos laboratoriais
podem ser encontrados como a anemia, trombocitopenia, e alteracdes nas
funcbes renal e hepética (ALMEIDA et al., 2005).

Por outro lado, o tratamento da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
representa um desafio para o médico veterinario, devido a extrema
complexidade de sua patogenia que se expressa pela variedade nos sinais
clinicos. Desta forma o tratamento da LVC tem sido descrito na tentativa da
remissdo dos sinais clinicos e reducdo na capacidade infectante dos
animais (CIARLINI et al., 2010; TRIGO et al., 2010).

Neste contexto considerando a variedade de farmacos utilizados, a
condicéo clinica do paciente, o protocolo terapéutico, a cura ou remissao dos
sinais clinicos continua sendo um problema para medicina veterinaria.

Sendo assim, em funcdo da auséncia de trabalhos versando sobre o

monitoramento de animais submetidos ao tratamento no nordeste brasileiro,
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area com grande incidéncia da LVC, o objetivo deste trabalho foi a avaliacdo
clinica e laboratorial de caes naturalmente infectados por Leishmania

(Leishmania) infantum chagasi submetidos a tratamento experimental.

2 - MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 18 cédes domiciliados, de ambos os sexos, de raca e
idade variadas, provenientes da Regido Metropolitana do Recife, atendidos no
servico ambulatorial do Hospital Veterinario (HV) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE, registrado sob o protocolo de niamero 077/2014.

Todos os animais apresentavam quadro clinico sugestivo de LVC e
apresentavam-se sororreagentes a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e ao teste Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e confirmados pelos testes
parasitologicos (bidpsia de medula Ossea, aspirado de linfonodos e citologia

esfoliativa) pesquisa das formas amastigotas da L. (L.) infantum chagasi.

Avaliacéao Clinica

Os animais foram avaliados do ponto de vista clinico, seguindo as
normas semioldgicas observando as alterac6es organicas sugestivas de LVC
(FERRER, 1999). Foram considerados aptos ao tratamento aqueles animais
gue mostraram boa condicdo corporal e auséncia de patologias associadas.

ApOs o processo de triagem, os animais foram mantidos domiciliados, e
permaneceram durante todo o periodo experimental com uma coleira
parasiticida a base de deltametrina, substituida a cada quatro meses, bem

como aplicagdo mensalmente permetrina “pour-on”.

Protocolo de Tratamento

Os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento para LVC com
Alopurinol na dose de 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a

cada 24 horas, por via oral, durante todo o periodo do experimento, associado
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a aplicacao de trés doses da vacina inativada e de subunidade, sendo uma
fracdo glicoprotéica purificada, com intervalo de 21 dias, por via subcutanea, na
diluicdo de duas partes do liofilizado para uma do diluente, sendo realizadas
avaliacdes clinicas e laboratorial nos momentos zero (M0), seis meses (M6) e

doze meses (12M).

Analises Hematimétricas e biogquimicas

As amostras de sangue foram coletas nos tempos: momento zero (MO0),
e apdés o tratamento, seis meses (M6) e doze meses (12M), por meio de
puncao da veia cefélica, para as determina¢cdes hematimétricas e o soro para
realizacdo dos testes bioquimicos. Os parametros avaliados no hemograma
nos animais submetidos ao tratamento foram: o eritrograma, o leucograma e a
contagem total de plaquetas obtidos através de um contador automético da
marca Rocher® (modelo POCH 100 IV) e a concentracao da ureia, creatinina,
alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) foram realizados por
meio de metodologia cinética, através dos kits comerciais Labtest Diagnostica®

e realizado de acordo com o fabricante.

Anélise Estatistica

As analises dos dados clinicos utilizou-se o teste Q de Cochran, para a
avaliacdo da evolucdo do peso dos animais e valores hematimétricos
(eritrograma, leucograma e plaquetas) e bioquimica sérica (ALT, FA, Uréia e
Creatinina) utilizou-se o teste paramétrico ANOVA de um fator.

O programa estatistico utilizado para os dados obtidos foi o Software
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos Dados Clinicos

Dos animais que iniciaram o tratamento, 100% (18/18) apresentavam
sinais clinicos sugestivos da LVC, linfoadenopatia, hepatoespleniomegalia,
oftalpatias, dermatopatias, onicogrifoses. Os achados clinicos obtidos
assemelham-se aos reportados por outros autores na avaliacdo clinica pré-
tratamento (FERRER, 2002; COSTA VAL, 2004; ALMEIDA et al., 2005;
AGUIAR, et al, 2007; CASTRO, etal., 2012; FREITAS, etal., 2012;
ATHANASIOU, et al, 2013).

O quadro clinico nos cédes portadores de LV tem sido descrito como
bastante variado, devido a influéncia da prépria resposta imune em controlar a
replicacdo do parasita (SILVA, 2007; ALMEIDA, et.al., 2010; ALEXANDRE
PIRES, et.al., 2010; IKEDA-GARCIA, et. al. 2010; CASTRO, et.al., 2012).

Os sinais clinicos mais frequentes observados no momento zero (MO)
foram a dermatopatias 89% (16/18), sendo a dermatite descamativa a mais
frequente 83% (14/18) seguido da dermatite ulcerativa 61% (11/18) e
onicogrifose 61% (11/18). Estudos realizados por Aguiar, et al. (2007) e Freitas,
(2012), sobre o quadro clinico, as dermatopatias estavam presentes 100% dos
caes.

Também no MO a linfoadenomegalia foi observada em 72% dos animais
(13/18). Este dado se aproxima aos de Silva, et al (2012) e Athanasiou, et al
(2013) onde relataram em seus estudos no momento zero, a linfoadenomegalia
estava presente em 75% e 100% dos caes respectivamente. A proliferacdo de
macréfagos e do parasita nos 6rgdos linfoides é o principal responséavel pela
linfoadenomegalia, comum em pacientes com LVC, podendo em alguns casos
ser generalizada (NOGUEIRA, 2007; MARCELLO, 2009).

As lesBes oftdlmicas foram encontradas em 56% (10/18) dos caes.
Também descritas por Paltrinieri et al. (2010) e Marcondes; Rossi (2013) como
sinais comuns encontrados em animais infectados por Leishmania (L.) infantum
chagasi. Estas alteracbes parecem estar associadas a deposicdo de

imunocomplexos, tanto circulantes, que se depositam sobre as células
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endoteliais, e presenca inflamacgfes granulomatosas ou difusas associadas a
presenca do parasito (SAUQUILLO, 2005).

O emagrecimento foi observado em 28% (5/18) dos animais, semelhante
ao descrito Baneth, et al. (2006) em 22%, sugerindo que esses animais
encontravam-se em uma fase mais avancada da doenca.

A atrofia da musculatura esteve presente em 22% (4/18) nas regides da
cabeca (fossa temporal e musculos mastigatorios). Ferraro et al. (2012),
apontaram que a presenca do parasita desencadeia eventos inflamatérios e
necroticos na fibra muscular, e que s&o responsaveis pela perda da
musculatura, e ndo s6é apenas decorrente de catabolismo e perda progressiva e
de peso.

Houve remissao significativa e progressiva dos sinais clinicos entre os
M6 e M12 em realacdo MO: dermatite descamativa (p < 0,01), dermatite
ulcerativa (p < 0,0001), onicogrifose (p < 0,01), linfoadenopatia (p < 0,05),
oftalmopatia (p < 0,001), emagrecimento (p < 0,001), atrofia muscular (p>0,05)
e mucosas hipocoradas (p < 0,05).

A melhora clinica verificada durante o tratamento ja tem sido relatada
em pesquisas realizadas com diferentes protocolos por Nogueira, (2007) que
evidenciou melhora em 75% dos animais tratados com anfotericina b; Ikeda-
Garcia et al. (2011) obteve 100% a remissdo dos sinais clinicos utilizando
antimoniato de meglumine e alopurinol; e GOMEZ-OCHOA et al. (2007) com
86% de melhora clinica em animais tratados com domperidona.

A administracdo do Alopurinol em associa¢cdes com outros farmacos por
longo prazo tem demonstrado uma boa opc¢éo, devido sua baixa toxidade e
significante diminuicdo na taxa de recaidas devido a sua atuacdo
leishmaniostatico (NOLI; AUXILIA, 2005; SILVA 2007).

Embora tenha ocorrido a melhora clinica e ganho de peso em 100%
(18/18) dos animais, alguns sintomas persistiram no M12: linfoadenopatia 33%
(6/18), onicogrifose e oftalmopatia 11% (2/18). Ao término do periodo de
avaliacdo, 67% (12/18) dos cédes tornaram-se assintométicos e 33% (6/18)
permaneceram sintomaticos. Por ser uma doenca caracterizada pelo
comprometimento de células do sistema macrofagocitario, a presenca de
parasitos em orgédos linféides, em especial nos linfonodos, ou alteracdes da

celularidade, sdo esperados em animais infectados (BOGDAN et al. 2000).
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Sinais Clinicos

MO

M6

M12

Linfadenomegalia
Atrofia de Musculatura
Mucosas hipocoradas
Lesdes Oftalmicas
Emagrecimento
Dermatite descamativa
Dermatite ulcerativa

Onicogrifose

72% (13/18)
229% (4/18)
289% (5/18)
569% (10/18)
28% (5/18)
839% (14/18)
619% (11/18)

619% (11/18)

72% (13/18)
AUSENTE
AUSENTE
56% (10/18)
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE

619% (11/18)

33% (6/18)
AUSENTE
AUSENTE
119% (2/18)
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE

11% (2/18)

Momento zero (M0), Seis meses de tratamento (M6) e Doze meses de tratamento (M12).

Analise Hematimétrica

No MO, o eritrograma dos animais demonstrou que 39% (7/18)
apresentaram anemia do tipo normocitica normocréomica e 50% (9/18)
apresentaram também numero de plaquetas abaixo dos valores de referéncia.

A ocorréncia de anemia € bastante comum na LVC, podendo ser
relacionada a perda sangue ou lise das hemacias e diminuicdo na producéo de
eritrocitos, decorrente de hipoplasia ou aplasia medular ocasionada por
mecanismos imunomediados em resposta a infec¢do pelo parasita, induzindo a
presenca de infiltrado linfocitario, plasma e macréfagos (FEITOSA et al., 2000;
IKEDA et al., 2008; COSTA-VAL, et al., 2007; TEMIZEl et al., 2011;).

A leucopenia ocorreu em 17% (3/ 18) dos cées. Essa alteracdo tem sido
descrita como um achado clinico comum, podendo variar para leucocitose em
animais com LVC, e que pode estd relacionando a outras patologias
associadas (SHAW, 2009; CIARLINI, et al., 2010; NOLI; SARIDOMICHELAKIS,
2014).

Os valores médios para as contagens totais dos leucécitos parecem nao
ter interferéncias significativas com o tratamento ou com a evoluc¢do da doenca.
O infiltrado inflamatorio e o parasitismo medular parecem néo influenciar
negativamente as células precursoras dos leucécitos e plaquetas, como se
supde que ocorra com as hemécias (COSTA VAL, 2004; SILVA, et.al., 2011).
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Os valores do eritrograma, leucograma e plaguetas entre 0s momentos
M6 e M12 foram maiores que os valores no MO, ao nivel de confianca de 5% (p
< 0,001; teste ANOVA), porém ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas (p < 0,0001) entre os momentos avaliados. Entretanto o aumento
dos valores do eritrograma, leucograma e plaguetas pos-tratamento
provavelmente estdo associados a uma menor carga parasitaria do animal
guando comparada ao momento zero.

Com a evolucdo dos parametros hematimétricos nos momentos pos-
tratamento houve desaparecimento do quadro anémico entre os M6 e M12.
Ikeda-Garcia et al (2008) utilizando o protocolo de tratamento com antimoniato
de meglumine em sete cées, todos 0s animais anémicos apresentaram uma
resposta eritrocitico regenerativa, evidenciado por um aumento no numero de
células progenitoras eritroides na medula 6ssea, e pela presenca de rubricitos
e metarrubricitos no sangue periférico.

Essa melhora clinica também é reportada em estudos com outros
farmacos anti-Leishmania, como anfotericina B, aminosidina, antimoniato de
meglumine e alopurinol (NOGUEIRA, 2007; IKEDA-GARCIA, et al., 2008;
CIARLINI, et al.,, 2010; SILVA, et al. 2011; ATHANASIOU, 2014; NOLI;
SARIDOMICHELAKIS, 2014).

Tabela 2: Comparacéao entre os resultados obtidos no hemograma pré e pGés-
tratamento de cdes com LV.

VARIAVEL MO M6 M12
Eritrograma* 5,30+ 1,57a 8,66 + 8,89%a 11,29 + 4,78a
(x 10%/dI)
Leucograma** 9,30 £ 3,71a 8,66 + 8,89a 11,29 + 4,78a
(x 10%/dI)
Plaquetas*** 209,59 + 120,57b 242,46 + 109,12b 255,52 + 112,44b
(x 10%/dI)

Valores de referéncia: * 5,5 a 8,5 x 10%dl ** 6,0 a 17,0 x 10°/dl *** 200 a 500 x 10°/dl (GARCIA-
NAVARRO, 2005)
Letras minUsculas na mesma linha em diferentes momentos nao houve diferenca significativa

Andlise Bioquimica

Os valores médios e desvio padrdo das variaveis uréia, creatinina, ALT e
FA estdo expresso na (tabela 3). No MO 100% (18/18) dos animais
apresentaram valores considerados normais segundo KANEKO et al., (1997),

utilizados como critério de inclusédo para o presente estudo.
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Nos M6 e M12 todos o0s animais permaneceram sem alteracdes. As
concentragbes séricas de ALT, FA, ureia e creatinina ndo apresentaram
diferencas significativas (p<0,0001) entre os momentos MO, M6 e M12. No
entanto os parametros bioquimicos séo Uteis para avaliar, sobretudo a funcao
renal e hepatica ao mesmo tempo em que nos permite obter informacdes
acerca do desenvolvimento da resposta imunitaria, bem como
acompanhamento das funcdes orgéanicas de animais em tratamento para LV
(MOREIRA, 2010; VIEIRA NETO, et al., 2011)

Tabela 3: Comparacédo dos resultados obtidos da bioquimica sérica de cada
momento de cdes com LV submetidos a protocolo de tratamento experimental.

VARIAVEL MO M6 M12

Alanina Aminotransferase 29,96 + 15,83* 37,67 £27,85% 29,42 +7,712

Fosfatase Alcalina 93,52 +139,94° 65,69 +40,93° 57,85+ 34,97°

Ureia 38,68 +12,03% 35091 +10,81%° 37,17 +22,26%

Creatinina 0,88 + 0,19%° 0,99 +0,27"° 0,91 + 0,24°

4 - CONCLUSAO

Apos a administracdo do tratamento utilizando associacfes de
alopurinol, domperidona e vacina, pode-se observar que houve a remissao dos
sinais clinicos em todos os animais. E que os valores hamatimétricos e
bioquimicos podem ser utilizados para o progndéstico e acompanhamento de

animais submetidos a tratamento para Leishmaniose visceral.
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AVALIACAO DA DENSIDADE PARASITARIA NA PELE DE CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL
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AVALIA(;AO DA DENSIDADE PARASITARIA NA PELE DE CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi SUBMETIDOS A TRATAMENTO EXPERIMENTAL

Evaluation of Parasite Density in naturally infected dogs skin with Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi submitted to experimental treatment

RESUMO A Leishmaniose Visceral Canina é uma doenca que tem como
agente etiolégico no Brasil a espécie do protozoario Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi, endémica em varias regifes, transmitida pelo inseto-vetor
Lutzomyia longipalpis. O objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade
parasitaria da pele de cdes com infeccdo natural por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi submetidos a tratamento experimental. Foram utilizados 18
amostras de pele de cdes com leishmaniose submetidos a protocolo de
tratamento experimental, avaliados antes (MO) e apds tratamento (M6 e M2).
Para identificagdo e quantificacdo de formas amastigotas de L. (L.) infantum
chagasi foi aplicada a técnica de imuno-histoquimica (IHQ). No momento zero,
66,7% (12/18) dos cées apresentaram imunomarcacao com 40% (7/18) e 28%
(5/18) desses animais apresentando alta e baixa densidades parasitaria
respectivamente. Apos seis meses de tratamento (M6), apenas 16,7% (3/18)
permaneceram positivos na IHQ e apds doze meses (M12) ndo foram
encontradas formas amastigotas de L. (L.) infantum chagasi na pele de
nenhum dos animais. Os resultados aqui obtidos pode-se concluir que a
associacao de farmacos utilizada foi efetivo na reducéo dos sinais clinicos e no
completo desaparecimento das formas amastigotas na pele dos animais com
infecgao natural por L. (L.) infantum chagasi.

Palavras-chaves: Caes, Imuno-histoquimica - carga parasitaria
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Abstract: The Canine Visceral Leishmaniasis is a disease whose etiological
agent in Brazil is the species of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi,
endemic in several regions, transmitted by insect vector Lutzomyia longipalpis.
This study aimed to evaluate the skin parasite density of dogs naturally infected
with Leishmania (Leishmania) infantum chagasi undergoing experimental
treatment. 18 skin samples of dogs submitted to experimental treatment
protocol were used, before (MO) and after treatment (M6 and M2). For
identification and quantification of amastigote forms of L. (L.) infantum chagasi
was applied immunohistochemical technique (IHC). At time zero, 66.7% (12/18)
of the dogs showed immunostaining with 40% (7/18) and 28% (5/18) of these
dogs with high and low parasite densities respectively. After six months of
treatment (M6), only 16.7% (3/18) remained positive in IHC and after twelve
months (M12) weren’t found amastigote forms of L. (L.) infantum chagasi in the
skin of any animal. The results obtained can be concluded that the drug
combination used was effective on reducing clinical signs and on the complete
disappearance of amastigotes in the skin of animals naturally infected by L. (L.)
infantum chagasi.

Keywords : Dogs — Immunohistochemical - parasitic load
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1 - INTRODUCAO

No Brasil a infeccdo natural ou experimental por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi em caninos domésticos pode produzir uma
variedade de sinais clinicos, na dependéncia da resposta imune bem como
pela deposicdo de imunocomplexos em varios 6rgdos (ALVAR et al. 2004),
levando o aparecimento de animais assintoméaticos e sintomaticos.

Nos caes com sintomatologia clinica, as dermatopatias, estdo presentes em
60-90% dos animais (AMUSATEGUI et al., 2003; ALVAR et al., 2004), podendo
ser observados diferentes tipos de lesdes em funcdo da idade e sua evolucdo
(FONDATI; FONDEVITA, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2004; ALMEIDA et
al., 2005; BANETH, 2006; CALABRESE, et al., 2010).

Do ponto de vista epidemiolégico, os cdes tem sido considerado
importantes reservatorios da infeccdo em funcdo do intenso parasitismo
cutaneo, independente de presenca de dermatopatia (DUTRA et al., 1985;
VERCOSA et al., 2008). Contudo o parasitismo cutaneo nao ocorre na mesma
intensidade nas diferentes fases de evolucdo da doenca, particularmente em
funcdo da resposta imune.

Por outro lado, vérios trabalhos tém sido realizados na tentativa da
padronizacdo do tratamento de cées infectados com L. infantum chagasi no
Brasil (MAYRINK et al., 2006; SILVA, 2012; CIARLINI et al., 2010; IKEDA-
GARCIA, et al., 2010), sendo evidenciado que na maior parte dos
casos ocorre a cura clinica, no entanto (IKEDA-GARCIA et al., 2007;
KOUTINAS et al., 2001; MIRO et al., 2009).

Neste contexto a quantificacdo do parasitismo em diversos tecidos tem
sido proposto no monitoramento da resposta aos diversos produtos com
atividade leishmanicida ou leishmaniostatica (MARY et al., 2006; ROMERO et
al., 2010).

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade parasitaria
da pele de cédes com infeccdo natural por Leishmania (Leishmania) infantum

chagasi submetidos a tratamento experimental.
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2 - MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 18 cdes domiciliados, de ambos os sexos, de raca e
idade variadas, provenientes da Regido Metropolitana do Recife, atendidos no
servico ambulatorial do Hospital Veterinario (HV) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE, registrado sob o protocolo de nimero 077/2014.

Todos os animais apresentavam quadro clinico sugestivo de LVC e
apresentavam-se sororreagentes a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e ao teste Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e confirmados pelos testes
parasitologicos (bidpsia de medula Ossea, aspirado de linfonodos e citologia

esfoliativa) pesquisa das formas amastigotas da L. (L.) infantum chagasi.
Avaliagao Clinica

Os animais foram avaliados do ponto de vista clinico, seguindo as
normas semioldgicas observando as alteracbes organicas sugestivas de LVC
(FERRER, 1999). Foram considerados aptos ao tratamento aqueles animais
gue mostraram boa condi¢do corporal e auséncia de patologias associadas.

ApOs o processo de triagem, os animais foram mantidos domiciliados, e
permaneceram durante todo o periodo experimental com uma coleira
parasiticida a base de deltametrina, substituida a cada quatro meses, bem

como aplicacdo mensalmente permetrina “pour-on”.

Protocolo de Tratamento

Os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento para LVC com
Alopurinol na dose de 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a
cada 24 horas, por via oral, durante todo o periodo do experimento, associado
a aplicacdo de trés doses da vacina inativada e de subunidade, sendo uma
fracdo glicoprotéica purificada, com intervalo de 21 dias, por via subcutanea, na
diluicdo de duas partes do liofilizado para uma do diluente, sendo realizadas
avaliacdes clinicas e laboratorial nos momentos zero (M0), seis meses (M6) e

doze meses (12M).
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Biopsias cutaneas

Para a identificacdo e quantificacdo de formas amastigotas de L. (L.)
infantum chagasi foi coletado fragmento de pele de oito milimetros (mm) de
cada animal, através de um punch da regido entre as escapulas sendo a pele
posteriormente suturada posteriormente. O material coletado foi imediatamente
fixado em formol a 10% tamponado com fosfato de sédio 0,01M e pH 7,3 por
no maximo 48 horas e, em seguida, armazenados em alcool a 70% até o

processamento.

Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ), foi realizada pela
estreptoavidina-peroxidase para deteccdo de formas amastigotas da L.
infantum, segundo Tafuri et al. (2004).0s fragmentos de pele fixados em formol
tamponado a 10% foram submetidos as técnicas rotineiras de inclusdo em

parafina e os cortes submetidos a IHQ.

Avaliacao da densidade de parasitos

A densidade parasitaria da pele foi avaliado através dos cortes
imunomarcados, nos momentos MO, M6 e M12. A andlise foi quantitativa
levando em consideracdo a média do numero de formas amastigotas
encontradas em cinco campos observados (440X) ao microscopio 6tico. Em
seguida, a densidade foi classificada em Baixa (<400), Média (=400) e Alta
(>400). Em cada reacéo foi realizado um controle positivo e um negativo para

as imunomarcacoes.

Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica da carga parasitaria entre os tempos M0, M6 e
M12 foi utilizado o Teste de Friedmann, Software BioEstat 5.0 considerando o
nivel significancia p= 0,002(AYRES et al., 2007).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais apresentavam pelo menos um sinal clinico para
leishmaniose visceral canina, sendo as dermatopatias, particularmente a
dermatite descamativa observada em 83% (14/18) dos cdes no momento zero

Este resultado esta em concordancia com Torres-Neto, et al (2008), que
observaram este tipo de dermatopatia na infeccdo canina por L. (L.) infantum
chagasi.

A dermatite descamativa tem sido um dos padrées dermatolégicos mais
visibilizadas na Leishmaniose Visceral Canina (LVC), estando associada a uma
maior imunidade a infecgdo (PAPADOGIANNAKIS et al., 2005), com a
participacdo das citocinas linfo-histiocitarias (SUTER et al. 1997).

Na avaliacdo da densidade parasitaria pela IHQ de pele do momento
zero, 66,7% (12/18) dos cées apresentaram imunomarcagao com 40% (7/18) e
28% (5/18) dos animais apresentando alta e baixa densidades parasitaria
respectivamente. (Figural: A; Tabela 1).

Esses resultados sdo superiores aqueles apresentados por Laurenti et
al., (2013) no qual encontraram o parasitismo cutédneo de 58,7% (14/24) e
Queiroz et al. (2011) que detectaram 44,4 % dos caes sintomaticos.

Apesar de ter sido estabelecido a importancia da pele na transmissao da
LVC, independentemente da presenca ou ndo de sintomatologia, em funcao da
alta carga parasitaria neste 6rgdo (ABRANCHES et al., 1991), ndo existe um
consenso para importancia deste érgao (LAURENTI et al.,2013)

A densidade parasitaria aqui observada pode ter sido causada por um
intenso infiltrado inflamatério, o qual ndo pode ser comparado com outros
estudos em funcéo da idade da leséo e sua evolucao, ja que todos 0s animais
apresentavam dermatopatias.

ApOs seis meses de tratamento (M6), apenas 16,7% (3/18)
permaneceram positivos na IHQ, sendo, entretanto observada a reducao
densidade parasitaria na pele desses caes e melhora clinica.

Este resultado € semelhante aqueles observados por lkeda-Garcia, et
al., (2010), que observaram este mesmo padrdo apos o tratamento de caes
com antimoniato de meglumine a alopurinol, assim como Koutinas et al.,

(2001), Manna, et al., (2009), que observaram o mesmo perfil.
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A densidade parasitaria reduzida apés o tratamento pode ser explicada,
ndo sO por acdo direta leishmaniostatica do alopurinol, mas também pela
eventual ativagcdo da imunidade mediada por células pela domperidona
(RIBEIRO, 2007; GOMEZ-OCHOA, et al., 2009; REIS, et al., 2009).

No M12 nédo foram encontradas formas amastigotas de L. (L.) infantum
chagasi na pele de nenhum dos animais avaliados (Figura 1: B).

Estes resultados foram superiores aqueles observados por Baneth et al.,
(2002); Manna, et al (2009); Silva, et al ( 2012); e Authanasiou, et al ( 2013)
que apods tratamento de animais com LVC, ndo foi possivel observar o
desaparecimento completo de formas amastigotas de L. (L.) infantum chagasi
na pele sim apenas a reducao.

E importante notar que o tratamento aqui utilizado, resultou na
diminuicao significativa na densidade parasitaria na pele entre os MO e M6
(p<0,05), bem como no M12 em relacdo ao MO (p<0,05), nos quais as formas
amastigotas de L.(L.) infantum chagasi estavam ausentes em todas as
amostras analisadas.

N&o obstante futuros trabalhos dever sem realizados para avaliar a

positividade da pele para os vetores flebotomineos.
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Figura 1: A — na seta vermelha imunomarcacdo de formas amastigotas de L. (L.) infantum

M12.(400X).
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Tabela 1: Resultados da quantificacdo da carga parasitaria nas amostras de pele de
cdes com LV antes (MO) e ap6s os tratamentos (M6 e M12). Método de imuno-
histoquimica.

ANIMAIS MO M6 M12
1 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
2 A AUSENTE AUSENTE
3 B AUSENTE AUSENTE
4 A AUSENTE AUSENTE
5 B AUSENTE AUSENTE
6 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
7 A AUSENTE AUSENTE
8 B AUSENTE AUSENTE
9 A AUSENTE AUSENTE
10 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
11 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
12 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
13 A B AUSENTE
14 A B AUSENTE
15 A B AUSENTE
16 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
17 B AUSENTE AUSENTE
18 B AUSENTE AUSENTE

Carga Parasitaria: Baixa < 400 (B), Média =400 (M) e Alta > 400 (A)

4 - CONCLUSAO

Baseado nos resultados aqui obtidos pode-se concluir que a associagao
de farmacos aqui utilizada foi efetivo na reducdo dos sinais clinicos e no
completo desaparecimento das formas amastigotas na pele dos animais com

infec¢do natural por L. (L.) infantum chagasi.
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ARTIGO 3

MONITORAMENTO POR PCR EM CAES NATURALMENTE INFECTADOS
POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi SUBMETIDOS A
TRATAMENTO COM ALUPORINOL, DOMPERIDONA E VACINA
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MONITORAMENTO POR PCR EM CAES NATURALMENTE INFECTADOS
POR Leishmania (Leishmania) infantum chagasi SUBMETIDOS A
TRATAMENTO COM ALUPORINOL, DOMPERIDONA E VACINA

Follow-up by PCR of naturally infected dogs Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi treated by allopurinol, domperidone e vaccine

Resumo: A leishmaniose visceral € uma importante endemia no Brasil,
causada pela espécie de protozoario Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi. E transmitida através da picada do mosquito Lutzomyia longipalpis, e
0 cdo doméstico é o principal reservatério urbano. O objetivo do presente
trabalho foi monitorar através da Reacdo da Cadeia em Polimerase (PCR) os
animais com infec¢do natural por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
submetidos ao tratamento com alopurinol, domperidona e vacina. Foram
utilizados 18 c&es domiciliados, de ambos o0s sexos e idades variadas,
submetidos ao protocolo de tratamento para leishmaniose visceral, com
Alopurinol 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a cada 24 horas,
por via oral, associado com trés doses da vacina inativada, e avaliados nos
momentos zero (MO), seis meses (M6) e doze meses (12M). Os caes no MO,
66,66% (12/18) apresentaram amplificacdo de fragmentos de DNA de 120
pares de base (pb) de L. (L.) infantum chagasi na pele e 100% (18/18) na
medula éssea. Apos seis meses de tratamento houve uma reducdo de 75% e
11,11% na positividade da pele e medula 6ssea respectivamente. No M12,
5,55% (1/18) e 88,88% (16/18) dos animais foram positivos a PCR na pele (p=
0, 0001 e medula 6ssea (p> 0,005) respectivamente. A PCR demonstrou ser
uma ferramenta Gtil no monitoramento de cdes com infeccdo natural por L. (L.)
infantum chagasi submetidos ao tratamento de alopurinol associado a
domperidona e a vacina inativada e de subunidade.

Palavras-chaves — PCR - Pele — medula 6ssea
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Abstract - Visceral leishmaniasis is an important endemic disease in Brazil,
caused by the species of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. It is
transmitted through mosquito bites Lutzomyia longipalpis, and the domestic dog
is the main urban reservoir. This study aimed to follow-up through the
Polymerase Chain Reaction (PCR) animals naturally infected by Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi submetted to treatment with allopurinol,
domperidone and vaccine. 18 pet dogs were used of both sexes and various
ages submited to the treatment protocol for visceral leishmaniasis, with
allopurinol 10 mg / kg every 12 hours and domperidone 1 mg / kg every 24
hours, orally, associated with three doses of inactivated vaccine, and evaluated
in moments zero (MO), six months (M6) and twelve months (12M). The dogs in
MO, 66.66% (12/18) showed amplification of 120 base pairs DNA fragments
(bp) L. (L.) infantum chagasi skin and 100% (18/18) in the bone marrow. After
six months of treatment were observed a decrease of 75% and 11.11% in skin
and bone marrow positivity respectively. At M12, 5.55% (1/18) and 88.88%
(16/18) of the animals were PCR positive in the skin (p = 0, 0001) and bone
marrow (p <0.005) respectively. PCR showed to be an useful tool in tracking
dogs naturally infected with L. (L.) infantum chagasi submitted to the treatment
of allopurinol associated with domperidone and the inactivated and subunit
vaccine.

Keywords — PCR — Skin - bone marrow
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1 - INTRODUCAO

Em areas endémicas para leishmmaniose Visceral (LV), os cédes tem
sido apontados como principal reservatorio urbano da Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi (FRAGA et al., 2012),podendo apresentar diferentes formas
clinicas a saber: assintomaticos ou polissintomaticos (CABRAL et al.,,
1998; MOLINA et al., 1994).

Sendo assim, além de diagndstico precoce e o tratamento adequado dos
casos humanos, o emprego de inseticidas de acéo residual e medidas de
saneamento do meio domeéstico para a reducdo da densidade vetorial e a
identificacdo e eliminacdo do reservatorio domeéstico tem sido recomendada
(ASHFORD et al, 1998).

Apesar da alta taxa de eliminacao de caes (ANDRADE et al.,
2007), ndo houve reducédo das taxas de prevaléncia na populacdo humana
(VIEIRA ; COELHO, 1998; COSTA ; VIEIRA, 2001).

Por outro lado, o tratamento da doenca canina tem sido descrito na
tentativa da remissdo dos sinais clinicos e principalmente reducdo na
capacidade infectante dos animais (NOLI; AUXILIA, 2005; IKEDA-GARCIA et
al., 2007; RIBEIRO, et al., 2008; GOMEZ-OCHOA et al., 2009; CIARLINI et
al.,2010; TRIGO et al., 2010; MIRO et al, 2011; TORRES, et al., 2011; SILVA,
et al., 2012; ARITI, et al., 2013; ATHANASIOU, et al., 2013).

Neste sentido uma variedade de testes parasitolégicos, soroldgicos e
moleculares tem sido utilizados para monitorar os animais ap6s o tratamento
(ALVAR et al., 1994; FERRER et al.,, 1995; BOURDOISEAU et al., 1997;
FERNANDEZ-PEREZ et al., 1999).

O objetivo do presente estudo foi monitorar através da Reacdo da
Cadeia em Polimerase (PCR) os animais com infeccdo natural
por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi submetidos ao tratamento

com alopurinol, domperidona e vacina.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 cédes domiciliados, de ambos os sexos, de raca e

idade variadas, provenientes da Regido Metropolitana do Recife, atendidos no
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servico ambulatorial do Hospital Veterinario (HV) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE, registrado sob o protocolo de niumero 077/2014.

Todos o0s animais apresentavam quadro clinico sugestivo de LVC e
apresentavam-se sororreagentes a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e ao teste Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e confirmados pelos testes
parasitologicos (bidpsia de medula 0ssea, aspirado de linfonodos e citologia

esfoliativa) pesquisa das formas amastigotas da L. (L.) infantum chagasi.

Avaliagao Clinica

Os animais foram avaliados do ponto de vista clinico, seguindo as
normas semioldgicas observando as alterac6es organicas sugestivas de LVC
(FERRER, 1999). Foram considerados aptos ao tratamento aqueles animais
gue mostraram boa condicdo corporal e auséncia de patologias associadas.

ApGs o processo de triagem, os animais foram mantidos domiciliados, e
permaneceram durante todo o periodo experimental com uma coleira
parasiticida a base de deltametrina, substituida a cada quatro meses, bem

como aplicagdo mensalmente permetrina “pour-on”.

Protocolo de Tratamento

Os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento para LVC com
Alopurinol na dose de 10 mg/kg a cada 12 horas e domperidona 1 mg/kg a
cada 24 horas, por via oral, durante todo o periodo do experimento, associado
a aplicacao de trés doses da vacina inativada e de subunidade, sendo uma
fracdo glicoprotéica purificada, com intervalo de 21 dias, por via subcutanea, na
diluicdo de duas partes do liofilizado para uma do diluente, sendo realizadas
avaliag@es clinicas e laboratorial nos momentos zero (M0), seis meses (M6) e

doze meses (12M).

Amostras Bioldgicas
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As amostras de pele foram obtidas apos o bloqueio anestésico na regido
do cotovelo esquerdo, por meio da administracéo de cloridrato de lidocaina na
dose de 7m/kg por via subcutanea a fim de promover anestesia local da regido
da coleta. Os fragmentos de pele foram coletados com auxilio de “punch” com
diametro de 8 mm. O material coletado foi congelado e mantido a temperatura
de -20°C para posterior extracao de DNA.

A puncdo de medula foi realizada com os animais sedados por via
intramuscular ketamina 11mg/kg e xilazina 1,1 mg/kg. Em seguida realizou-se a
assepsia da regido esternal, onde foi introduzida uma agulha
40X12mm acoplada em uma seringa de 20,0mL, seguindo-se a aspiracao da
medula 6ssea. De cada animal foi aspirada uma aliquota do conteudo, que foi
imediatamente transferido para tubos plasticos de polipropileno, congelado e

mantido a temperatura de -20°C para posterior analise.

Anélise Estatistica

Empregou-se o teste dos sinais para a comparagdo de cada tecido e
entre eles, em diferentes momentos, utilizando o programa software BioEstat
5.0 (AYRES, et al., 2007).

REAQAO EM CADEIA POLIMERASE (PCR)
Extracdo de DNA de tecidos

As extracfes de DNA das amostras de medula 6ssea e pele, foram
realizadas utilizando o kit “DNeasy Blood & Tissue Kit®” (Quiagen Inc., EUA)
de acordo com as instru¢des do fabricante.

Amplificagdo do Complexo Leishmania (Leishmania) donovani

Utilizou-se volumes de 25pl para cada reacéo, sendo: 2,5uL de Tampao
200mM Tris-HCI; 500mM KCI; pH 8,4), 1uL de MgCI2 (1,5 mM), 2uL de
dNTPs (10mM cada), 2,5uL de cada primer (10 pmol/uL), 0,125uL de
Tag polimerase (5U/uL), quantidade suficiente de &gua ultrapura para
completar 20uL e 5 uL de DNA (10ng/uL)
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A amplificacdo de fragmentos de DNA de 120 pares de base (pb) foram
conduzidas em termociclador com ciclos de: 1 ciclo D 94°C — 2 min, e 30 ciclos
D 94°C — 20 seg, A 60 °C — 20 seq, E 72°C — 30 segq, E final 72°C —5 min .

Para a PCR do complexo L. (L.) donovani foram utilizados primers MC1:
(5 -GTTAGC CGATGG TGG TCT TG —-3’)e MC2: (5 — CACCCATTTTTC
CGATTT TG — 3’) descritos por CORTES et al. (2004).

Como controle positivo foi utilizado DNA de c&o naturalmente infectado
por L. (L). infantum chagasi. Por sua vez, para o controle negativo foi utilizado
DNA de céo livre do parasito.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose a 2% corado com corante comercial Blue Green (LGC) em
tampéo de corrida TBE 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44M &cido borico;
12,49mM EDTA).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos animais que iniciaram o tratamento, 100% (18/18) apresentavam
sinais clinicos sugestivos, particularmente as dermatopatias 89% (16/18),
linfoadenomegalia em 72% (13/18), lesdes oftalmicas em 56% (10/18),
emagrecimento em 28% (5/18) e atrofia da musculatura em 22% (4/18) dos
animais.

O quadro clinico nos caes portadores de LV tem sido descrito como
bastante variado, devido a influéncia da prépria resposta imune em controlar a
replicacdo do parasita (SILVA, 2007; ALMEIDA, et al., 2010; ALEXANDRE
PIRES, et al., 2010; IKEDA-GARCIA, et al. 2010; CASTRO, et al., 2012) e
assemelham-se aqueles reportados por outros autores na avaliacao clinica pré-
tratamento de animais com leishmaniose visceral canina (FERRER, 2002;
COSTA VAL, 2007; ALMEIDA et al., 2005; AGUIAR, et al., 2007; CASTRO, et
al., 2012; FREITAS, et al., 2012; ATHANASIOU, et al., 2013).

Houve remissao significativa e progressiva dos sinais clinicos entre 0s
M6 e M12 em relagéo ao MO.

A administracdo do alopurinol em cdes com LV aqui utilizado né&o
proporcionou a cura parasitolégica, apenas a reducdo da carga parasitéria.

Este fato tem sido observado também em animais com LV tratados com
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antimoniais (CAVALIERO et al., 1999; PENNISI et al., 2005). Por outro lado a
domperidona tem mostrado ser efetivo na reducéo dos sinais clinicos (GOMEZ-
OCHOA et al., 2009)

Sendo assim a administracdo do alopurinol em associa¢cdes com outros
farmacos por longo prazo tem demonstrado uma boa opcao, devido sua baixa
toxidade e significante diminuicdo na taxa de recaidas devido a sua atuacgéo
leishmaniostatico (NOLI; AUXILIA, 2005; SILVA 2007).

Quando do  monitoramento da infeccdo dos cdes no
MO, 66,66% (12/18) dos animais apresentaram amplificacdo de fragmentos de
DNA de 120 pares de base (pb) de L. (L.) infantum chagasi na pele e 100%
(18/18) na medula éssea. Apés seis meses de tratamento houve uma reducao
de 75% e 11,11% na positividade da pele e medula 6ssea respectivamente
(Tabela 1). Houve diferenca significativa (p= 0,0005) entre os MO e M6 com
relagdo a pele.

A técnica da PCR foi escolhida para monitorar a infecgao por L.
(L.) infantum chagasiem cédes aqui tratados em fungao da sensibilidade na
deteccdo do DNA do parasito nas amostras bioldgicas (SOLANO-
GALLEGO et al., 2004, MANNA, et al. 2009; NOLI,
SARIDOMICHELAKIS, 2014), aliado a rapidez do diagnostico.

Os resultados aqui encontrados com relagcdo ao parasitismo na pele
podem ser decorrentes a diminuicdo densidade parasitaria, devido a acéo
leishmaniostatica do alopurinol, e possivelmente pelo estimulo da resposta
imunoldgica gerada domperidona e pela vacina (GOMEZ-OCHOA et al., 2009;
CABRERA et. al., 2012).

No que concerne ao monitoramento da infeccdo dos caes no M12, 5,55%
(1/18) e 88,88% (16/18) dos animais foram positivos a PCR na pele (p= 0,

0001 e medula 6ssea (p> 0,005) respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncia de positivos na PCR em diferentes amostras biologicas
de cées antes e apOs-tratamento
Amostras PCR (%)
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MO M6 M12
Pele 66,66% (12/18) 16,66% (03/18) 5,55% (01/ 18)
Medula Ossea 100% (18/ 18) 88,88% (16/18) 88,88% (16/18)

A carga parasitaria residual apés a administracdo dos farmacos, ja tem
sido mencionada (MANNA et al. 2009; ARITI et al 2013) onde ocorre a
remissdo dos sintomas e reducdo da carga parasitaria, mas nao a eliminacao
do parasita (MANNA et al. 2009; ARITI et al 2013), particularmente na pele.

Vale salientar a reducdo da carga parasitaria na pele entre MO e M12,
sugere a interrupcéo da transmissao de forma consideravel, concordando com
Travi (2014) sobre a viabilidade da terapéutica.

Por outro lado, os resultados aqui obtidos sdo semelhantes aqueles
observados por Athanasiou et al (2013) e Hernandez et al (2014) que relataram
diminuicdo de animais positivos na PCR de medula 6ssea pos tratamento.

Apesar da reducdo aqui observada, Ferrer (1997) assegura que O
tratamento de caes com LV s6 deve ser cessado quando a PCR da medula
Ossea resultar negativa por duas vezes consecutivos em um intervalo de 12

meses, o que néo foi obtido no presente estudo.

4 - CONCLUSAO

A PCR demonstrou ser uma ferramenta Gtil no monitoramento de caes
com infeccdo natural porL. (L.) infantum chagasi submetidos ao tratamento

de alopurinol associado a domperidona e a vacina inativada e de subunidade.
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Apéendice

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, )
Portador do RG

, CPF n° residente a

rua/Av.
_,bairro

: cidade/estado ,
CEP: , abaixo assinado atesto que entendi o conteudo deste
consentimento informado e concordo de livre e espontdnea vontade em
participar do estudo sobre Tratamento da Leishmaniose Visceral Canina
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submetendo meu animal a tal. Declaro ainda, que esclareci todas as minhas
duvidas com os responsaveis pela pesquisa e autorizo a publicacdo dos dados
e/ou fotos.
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