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CAPITULO |
REVISAO DE LITERATURA
1 A LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo doencas endémicas e constituem enfermidades
zoonoticas, com ampla distribuicdo mundial e sdo transmitidas, principalmente, pela
forma vetorial a partir da picada do vetor, principalmente Lutzomyia longipalpis. Nas
Américas, a enfermidade possui como agente causador o protozoario Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, de ciclo digenético (OMS, 2015).

E considerada uma doenca negligenciada e chega a afetar milhdes de
pessoas ao redor do mundo, principalmente individuos carentes e residentes em
paises em desenvolvimento, como o Brasil (OMS, 2015). Existem cerca de 12 a 15
milhdes de individuos infectados com Leishmania spp. (BRASIL, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose pode se
manifestar nas formas cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV), sendo esta
altima popularmente conhecido como calazar (OMS, 2015). Os agentes etiolégicos
dessa doenca sdo protozoarios do género Leishmania, que pertencem a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (DAWIT; GIRMA; SIMENEW, 2013).

A incidéncia anual da leishmaniose no mundo é de 0,7 a 1,2 milhdes de casos
de LC e 0,2 a 0,4 milhdes de casos de LV, e o numero de 0Obitos entre 20 a 30 mil
pessoas por ano (OMS, 2015). No Brasil, a maior incidéncia de casos de LV ocorre
na regido nordeste do pais (BRASIL, 2013).

Os caninos domésticos sao 0s principais reservatérios urbanos da
enfermidade nas Américas, pois estdo em contato direto com os seres humanos, e
ainda, apresentam intenso parasitismo na pele (BRANDAO - FILHO; DANTAS-
TORRES, 2006). A Similaridade entre a evolugdo da leishmaniose e o
desenvolvimento sistémico da doenga faz dos caninos um bom modelo experimental
para a doenga em seres humanos (ALVES et al., 2010).

A leishmaniose é uma doenca de grande relevancia na saude publica pela
alta taxa de mortalidade, principalmente em idosos, pacientes portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e em criancas desnutridas e estd em alta expansao
geogréfica (CRAFT; EZRA; OCHOA, 2010).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda para fins de controle da
doenca, a saber: diagndstico e tratamento precoce de pacientes humanos, combate
ao vetor biologico e identificacdo e eutanasia de reservatorios caninos infectados.
Dentro desse contexto, milhares de cées soro reagentes (positivos) sédo eliminados
todos os anos no Brasil (COSTA, 2011).

1.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral € transmitida no Brasil por meio de dipteros da
espécie Lutzomyia longipalpis e L. cruzi que ao sugar o sangue de um individuo
infectado, inocula o parasito em sua corrente sanguinea (GONTIJO; MELO, 2012).

O Brasil é responsavel por 90% dos casos de LV da América Latina (SHAW,
2003). E somando se a india, Etiépia, Suddo, Nepal e Bangladesh, correspondem ha
mais de 90% da incidéncia anual de LV no mundo (OMS, 2015).

Mais de 50.000 ébitos acontecem todos os anos devido a gravidade da LV
(OMS, 2015), ocupando assim, o segundo lugar, ficando atrds apenas da malaria,
dentro do ranking de mortalidade causada por enfermidades parasitarias (EZZATI;
LOPEZ; MATHERS, 2007).

A LV ou calazar, é resultante da infeccdo por L. donovani e L. infantum. No
Brasil, a forma visceral é associada ao parasito L. infantum, conhecido como L
chagasi ou L. infantum chagasi (DIRO; VAN GRIENSVEN, 2012). A LV tem se
expandido do ambiente rural em direcdo as areas urbanas, mais frequente em
criangas menores de dez anos (BRASIL, 2013).

Os fatores que auxiliam no surgimento da LV podem ser divididos em fatores
relacionados ao parasito e ao hospedeiro. Entre os fatores relacionados ao
hospedeiro: a capacidade do mesmo em desenvolver resposta imune eficaz contra o
parasito, evolucdo, genética, estado nutricional entre outros (ENGWERDA;
STANLEY 2007). Os fatores relacionados ao parasito incluem: a carga parasitaria e
caracteristicas genéticas do parasito (MAIA; CAMPINO, 2008; MATLASHEWSKI;
ZHANG, 2010).

A evolucdo e o desenvolvimento sistémico da LV apresentam similaridades
entre as espécies canina e humana. A doenca promove manifestacdes clinicas
variaveis e inespecificas dependendo da resposta imunoldgica individual e do
sistema acometido (GODQY, 2015).
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A LV é uma doenca cronica grave, potencialmente fatal para os humanos,
cuja letalidade pode alcancar 10% quando n&o se institui o tratamento adequado,
sendo considerada a principal forma da doenca causada no Brasil (GONTIJO;
MELO, 2012).

1.2 Leishmaniose Cutanea

Ja a LC pode ser causada por varias espécies dermotropicas de leishmanias,
que séo divididas em espécies do Velho Mundo, tais como: L. tropica e L. major e
espécies do Novo Mundo, tais como: L. amazonensis, L. mexicana, L. naiffi, L.
braziliensis e L. guyanensis (REEDIJK; SCHALLIG; VRIES, 2015).

De acordo com o parasito infectante, a LC pode assumir trés manifestactes
clinicas diferentes: a leishmaniose cutanea localizada (LCL), essa forma clinica é
mais frequentemente associada aos parasitos L. major e L. tropica no Velho Mundo,
enquanto no Novo Mundo, associa-se a L. mexicana, L. amazonensis, L.
braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013).

A lesdo caracteristica dessa enfermidade € geralmente, indolor, Unica, e se
localiza em areas mais expostas da pele, de formato arredondado de base infiltrada
e fundo avermelhado e granuloso (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013). Esse tipo de
lesdo tende a cura espontanea, sendo, no Brasil, mais frequentemente associada a
infecgéo por L. braziliensis (BRASIL, 2013).

Ja a leishmaniose cutanea difusa (LCD) se caracteriza por lesdes do tipo
nodulares ndo ulceradas na pele. Depois da lesdo priméria inicial, ocorre
disseminacdo das lesGes para outras areas da pele, possivelmente, pela
disseminacdo do parasito por via linfatica ou hematogénica e por falha na ativacéo
da resposta imune celular (BRASIL, 2013; CHOI; LERNER, 2001).

A leishmaniose mucocutanea (LMC) pode se desenvolver anos apds a cura
clinica da lesdo cutanea ou a partir da picada de flebotomineos infectados com L.
braziliensis em individuos que néo tenha histérico de leséo cutanea prévia. Tem por
caracteristica o envolvimento das membranas e mucosas devido a disseminagao
hematogénica e linfatica do parasito ou por extenséo direta de lesdes cutaneas nas
proximidades dessas mucosas (CHOI; LERNER, 2001).
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1.3 Ciclo da doenca

O ciclo da Leishmania spp. envolve dois hospedeiros diferentes: a fémea do
flebotomineo infectada e um mamifero vertebrado (TEIXEIRA, 2013). Possuem um
ciclo heteroxénico, alternando entre formas extracelulares flageladas, promastigotas
(Figura A), que podem ser encontradas no intestino do inseto vetor e formas
intracelulares, sem flagelo, amastigotas (Figura B), que se multiplicam dentro de
macréfagos ou células dendriticas do hospedeiro vertebrado (NIETO, 2011).

Figura A: Morfologia da Leishmania sp promastigota.

Fonte: (Solano Gallego; Baneth, 2012)

Figura B: Morfologia da Leishmania sp amastigota.

Fonte: (Solano Gallego et al., 2009)
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No repasto sanguineo, a fémea do vetor ingere as formas amastigotas que
estdo nos macrofagos da pele do hospedeiro vertebrado infectado. Os vetores
possuem pecas bucais curtas e realizam hematofagia e sua proboscide penetra na
pele do hospedeiro lacerando capilares e cortando os tecidos e assim, se alimentam
do sangue que se acumula em pocos (ANDRADE, 2007).

Os danos teciduais gerados por esse tipo de alimentacdo, permitem a
liberacdo de macrofagos e das formas amastigotas dos tecidos para o sangue,
possibilitando a infeccdo do vetor no momento do repasto. Para que ocorra o
desenvolvimento do parasito dentro do vetor, acontecem modificacfes daquele até a
chegada no interior do intestino do vetor (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

As formas amastigotas alteram se para promastigotas prociclicas, com
flagelos externos, e replicam por divisdo binaria simples. Apds alguns dias a
replicagdo diminui e os parasitos mudam para uma forma alongada e de grande
mobilidade, os promastigotas nectomonas (Figura C) (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Figura C: Desenho esquematico dos morfotipos de Leishmania, da esquerda pra direita:
promastigota prociclica, promastigota nectomona, promastigota haptomona, promastigota
paramastigota e promastigota metaciclica.

Fonte: Lawer e colaboradores (1990) (Desenho de Paulo Pimenta).

Logo em seguida, os parasitos sao liberados no epitélio do intestino do inseto
e se dividindo por divisdo binaria, logo se aderem as microvilosidades presentes no
intestino. Essas formas movem-se para a porcao anterior do intestino, quando

atingem a valvula estomodeal os promastigotas nectomonas transformam se em
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promastigotas leptomonas, formas que sdo mais curtas e continuam a replicacao
(DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Por fim, os parasitos se diferenciam em formas promastigotas metaciclicas,
qgue sao infectantes para os hospedeiros vertebrados quando inoculadas na pele e
s&o fagocitadas por neutréfilos causando a apoptose dessas células (DOSTALOVA;
VOLF, 2012; PETERS; SACKS, 2009; TEIXEIRA, 2013).

Na interacdo da célula com o hospedeiro ocorre a internalizagcdo do parasito
em um vacuolo (parasitéforo) onde ele se diferencia na forma amastigota. Logo apés
a fusdo do vacuolo com o lisossomo, inicia-se o processo de replicagdo. Com o
rompimento da célula hospedeira, ha uma liberacdo de parasitos que podem infectar
novas células e assim iniciar um novo ciclo de replicacdo (TEIXEIRA, 2013).

A lesdo causada por espécies dermotropicas permanece na pele e, quando
se trata de parasitos viscerotropicos, as lesfes serdo encontradas em varios 6rgaos
como: figado, rim, medula 6ssea e baco. O ciclo recomega com um novo repasto
sanguineo (PONTE SUCRE, 2003).

1.4 O vetor

Existem cerca de mais de 400 espécies de Lutzomyia descritas, porém a
grande maioria delas sem importancia na epidemiologia das leishmanioses. Das
espécies descritas, apenas 44 sdo vetores conhecidos ou suspeitos de transmitir
Leishmania para o homem (DUNCAN; YOUNG, 1994).

A Leishmaniose Visceral (LV) é transmitida no Brasil pelo inseto fémea da
espécie Lutzomya longipalpis comumente conhecido como “fleb6tomo” (CHAVES,
1996; MIRANDA, 2008). No Brasil, duas espécies de vetores, até o momento, estdo
relacionadas com a transmisséo da doenga, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi,
sendo a primeira a principal espécie transmissora, enquanto que a segunda foi
encontrada somente no estado do Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2013).

Os flebotomineos s&o insetos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (READY, 2013). Sdo de pequeno porte,
apresentam v6o em pequenos saltos, coloragdo clara, intensa pilosidade e tem
atividade noturna e crepuscular (BRASIL, 2014).

Os reservatorios sdo infectados a partir da picada das fémeas dos
flebotomineos durante o repasto sanguineo (CAMARGO et al, 2007; FEITOSA et al.,

2000). Os que se alimentam em diferentes espécie animais, porém, 0s canideos
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silvestres (raposas e marsupiais) e os cdes domésticos sdo 0s principais
reservatérios do parasito. O flebotomineo esta bem adaptado ao ambiente
peridomiciliar e se alimenta de uma variedade de hospedeiros como galinhas,
suinos, gatos, bovinos, equinos, macacos, entre outros (BARATA et al., 2005).

O vetor desenvolve se na sua fase larval em solo umido rico em matéria
organica. O acumulo de matéria organica gerada pelos animais domésticos, ligadas
as mas condicdes sanitarias e locais com pouca incidéncia luminosa séo adequados
para o desenvolvimento da fase larvar. Ja na fase adulta, abrigam se nos mesmos
locais do criadouro, porém somente as fémeas s@o hematdfagas obrigatérias
(FELIPE et al., 2011).

Ha indicios de que o periodo de maior transmissao ocorra durante e logo
apos a fase chuvosa, pois ocorre um aumento consideravel na densidade
populacional do inseto. O habito do vetor costuma ser vespertino e noturno, ficando
em repouso no periodo matutino em lugares sombreados e Umidos e que estejam
protegidos do vento e de predadores naturais, como o intra e peridomicilio (BARATA
et al.,2005; LAISON; RANGEL, 2007; MAIA- ELKHOURY et al., 2008).

O flebotomineo L longipalpis € um vetor de grande importancia nos ambientes
urbanos e tem seu papel central do processo de transmissdo da doenca e sua ampla
distribuicdo no pais (MORAES CORREIA et al., 2007). Dessa forma, muito se tem
buscado a respeito do desenvolvimento de novas ferramentas que auxiliem no

controle e prevencéao da infeccédo do vetor pelo parasito (OLIVEIRA, 2016).

1.5 Hospedeiros e Reservatorios

Os hospedeiros vertebrados da Leishmania spp sdo mamiferos pertencentes
a sete ordens distintas: Didelphimorphia (marsupiais), Pilosa (tamanduas e
preguicas), Cingulata (tatus), Rodentia (roedores), Primata (macacos e humanos),
Carnivora (cades e gatos principalmente) e Chiroptera (morcegos) (JANSEN;
ROQUE, 2014).

Seres humanos e outras varias espécies de animais sdo considerados como
hospedeiros naturais de Leishmania spp. Os hospedeiros invertebrados séo
chamados vetores, sao insetos de diversas espécies de flebotomineos (OMS, 2015;
REY, 2001)
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De forma geral, o cédo (Canis familiaris) desempenha o papel mais importante
na transmissao urbana de L. infantum chagasi para o homem, permanecendo 0s
demais canideos responsaveis pela manutencéo, principalmente, do ciclo silvestre
do parasito (ALVAR et al., 2004).

Ja no ambiente silvestre, as raposas (Dusicyonvetulus e Cerdocyonthous) e
os marsupiais (Didelphis albiventris) séo reservatorios da Leishmania spp. No Brasil,
as raposas sao encontradas infectadas nas regides Nordeste, Sudeste e Amazonica.
Os marsupiais didelfideos foram encontrados infectados no Brasil (Brasil, 2006). Sao
capazes de transportar o protozodrio do ecétopo silvestre/doméstico, e assim
amplificarem a cadeia de transmissao em espacos intra urbanos (WERNECK, 2008).

A epidemiologia da doenca depende da triade formada pelo homem, vetor e
reservatorio (MELO, 2004). A infeccdo canina geralmente precede o aparecimento
de casos humanos sendo mais prevalente que a doenca humana. Em ambito
doméstico, a maioria dos cdes com sorologia positiva ndo apresenta sinais clinicos
(assintomaticos), atuando, no entanto, como reservatorios e podendo servir de fonte
de infec¢éo para os flebotomineos (ALVAR; MORENO, 2002).

Um estudo sobre a dindmica de transmisséo da LV enfatizou duas variaveis a
serem consideradas dentro dos programas de controle, a sazonalidade da variagéo
da populacédo de flebotomineos e a quantidade de cées infectados (MONTEIRO et
al., 2005).

E fundamental conhecer o tamanho da populacdo canina para que assim,
haja uma maior efetividade ao planejamento e a avaliacdo dos resultados de acdes
desencadeadas no sentido da protecéo e preservacdo da saude de animais e seres
humanos. E necessario estabelecer relaces entre o nimero de cdes e os casos de
doencas em humanos para, dar continuidade as acdes dos programas de Vigilancia
Epidemioldgicas (ALVES, 2005).

As acoes de vigilancia visam alertar os servicos e a classe médica veterinaria
quanto ao risco da transmissédo da LVC, divulgar a populagédo sobre a ocorréncia da
doenca na regido, os sinais clinicos e os servicos para o diagnostico e medidas
preventivas para eliminacédo dos provaveis criadouros do vetor (BRASIL, 2004).

Na area de investigacdo deverdo ser desencadeadas a busca ativa de caes
sintométicos para coleta de exames. Apos a confirmacgéo da doenca, coletar material
para exame soroldgico em todos os cdes da area a fim de avaliar a prevaléncia

canina e desencadear as demais medidas (BRASIL, 2004).
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Em 2015, dos caes examinados no Tocantins, 7.765 apresentaram a doenca.
Segundo a Secretaria Estadual de Saude (SESAU), foram diagnosticados 8.706
cdes com calazar no estado do Tocantins no ano de 2016. As cidades de Palmas,
Araguaina e Gurupi obtiveram os maiores niumeros de casos sendo que os dados
incluem os registros das clinicas particulares (SESAU, 2017).

Entre 2007 e 2014 foram diagnosticados 19.716 animais Soropositivos
durante os inquéritos sorologicos realizados em Araguaina. Observou-se uma
ocorréncia do maior niumero de cdaes infectados em 2009 com 2.644 animais
reagentes. Em 2011 ocorreu a maior prevaléncia de infe¢do canina correspondendo
a 54,5% (SESAU, 2017).

De acordo com os dados do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) em
Araguaina no ano de 2016, foram 2.342 casos confirmados e em 2017, de janeiro a
abril foram registrados 819 casos (ASCOM, 2016; SESAU, 2017).

1.6 Ciclo de transmisséo

A transmissao vetorial pode acontecer de trés maneiras: ciclo domiciliar — céo
parasitado € a principal fonte para o vetor L. longipalpis, funcionando como
reservatério e o vetor posteriormente infectara o homem; ciclo peridomiciliar — as
raposas vao buscar alimentos, as galinhas mantem L longipalpis no peridomicilio, o
inseto se infecta ao se alimentar nas raposas e assim, transmite o protozoario no
repasto sanguineo no céo; ciclo silvestre — ocorre entre L. longipalpis e as raposas
no Sudeste e Nordeste do Brasil, os cdes e os homens se infectam ao penetrar
neste ecotopo (REBELO, 1999).

Diversos fatores de risco estdo envolvidos no curso do desenvolvimento da
doenca: desmatamentos, mudancas climaticas, transformacfes ambientais e
urbanizacdo podem gerar efeitos sobre os vetores, influenciando assim na
sobrevivéncia do mosquito (OLIVEIRA, 2016; OMS, 2015).

J4 os fatores sociais como condi¢cdes socioecondmicas desfavoraveis,
moradia, desnutricdo e migracdo populacional também afetam diretamente os
reservatorios e os humanos, contribuindo para a transmisséo e infecgcdo dos novos

reservatorios e hospedeiros (OMS, 2015).

1.7 Sinais clinicos no cao
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E uma sindrome clinica cuja apresentacio varia desde formas assintomaticas
a quadro classico sintomatico representado por anemia, febre, perda de peso,
alopecia, linfoadenomegalia, onicogrifose, tosse seca entre outros (FEITOSA et al.,
2000; OLIVEIRA, 2016). Deve ser considerado suspeito de leishmaniose visceral
todo individuo com febre e esplenomegalia, desde que descartado os diagndsticos
diferenciais mais frequentes na regiao (BRASIL, 2014).

A doenca grave se caracteriza por febre continua e prolongada,
hepatoesplenomegalia, perda de peso, palidez cutaneomucosa devido a
pancitopenia e hipergamaglobulinemia. Evolui com comprometimento do estado
geral, desnutricdo, edema de membros inferiores, ascite, hemorragias e ictericia. O
Obito, geralmente, decorre por infeccdes bacterianas e/ou sangramentos (ROCHA,
2015).

Lesdes oculares como blefarites, edema de cdrnea, ceratoconjuntivite,
formacdo de sinéquia e lesdes em corpo ciliar e iris podem estar associado ao
depdsito de imunocomplexos nessas regides, podendo ser corroborado pela
presenca de anticorpos especificos antileishmania em varios tecidos intra oculares,
significando lesdes de origem imunopatoldgica (CIARAMELLA et al., 2005).

No trato gastrointestinal pode ser observado melena e diarreia crénica, devido
as ulceragcbes na mucosa intestinal e géstrica. Essas inflamacgdes podem alcangar
desde a mucosa até a muscular da submucosa. Colite ulcerativa e erosiva também
podem estar presentes (LUVIZOTTO, 2006).

Os pulmdes apresentam quadro de pneumonia intersticial cronica e difusa
com infiltrado linfoplasmocitario (LUVIZOTTO, 2006). A LVC pode manifestar lesdes
osteoproliferativas de diafises dsseas com sinais de atrofia muscular e osteoliticas
(CIARAMELLA; CORONA, 2003).

No coragdo pode ocorrer miocardite multifocal com inflamacgao
linfohistioplasmocitaria acentuada, degeneracao das fibras miocardicas e necrose. A
presenca e envolvimento do parasito como sendo a causa de tais lesbes ja foi
evidenciada por técnicas de imunomarcacao (FERRARI et al., 2006).

A desordem imunoldgica pode originar doengas oportunistas concomitantes a
LVC como cistites, pneumonias bacterianas, piodermites, demodicose,
malasseziose, dermatofitoses e co-infecgdes com outros agentes, como babesia e
dirofilaria (LUVIZOTTO, 2006).
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A infeccdo causada eleva a produgdo de imunocomplexos que ficam
circulantes até se depositarem nos tecidos. A deposi¢cdo dos imunocomplexos nos
vasos sanguineos causa as principais complicagcbes da leishmaniose como
vasculite, uveite, glomerulonefrite e poliartrite (GREENE, 2006; NELSON; COUTO,
2006). As manifestacdes clinicas da LVC variam conforme o periodo de incubacéo,
podendo ser de um més a sete anos (COUTO; NELSON, 2006; GREENE, 2006;
MIRO et al., 2008).

1.8 Diagndéstico

As técnicas utilizadas para o diagnostico da doenca compreendem exames
parasitolégicos, moleculares e imunol6gicos. Métodos parasitolégicos incluem o
esfregaco de medula 6ssea, aspirado de baco, figado, linfonodos e o0 isolamento em
cultura e/ou em animais susceptiveis. Estes ndo sdo considerados exames de
eleicdo, pois a observacdo do parasito pode ser influenciada, por exemplo, pela
pratica de quem faz a leitura do material e a ndo observagéo do parasito ndo exclui a
possibilidade do animal estar infectado (BRASIL, 2004). Dentre os métodos
moleculares, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) constitui uma boa alternativa,
permitindo identificar e ampliar seletivamente sequéncias de DNA do parasito a
partir de diferentes tecidos, incluindo medula éssea, aspirado de linfonodo, pele e
sangue (FEITOSA; IKEDA-GARCIA, 2007).

Quanto aos exames imunolégicos, destacam-se o0s testes soroldgicos, que
incluem as técnicas de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). A IFI tem sido a mais utilizada pela alta sensibilidade
(98-100%) e especificidade (80-100%), porém possui reacao cruzada com agentes
de outras doencas. O teste de ELISA € o mais utilizado para imunodiagnostico de
leishmaniose visceral. E um teste rapido, de facil execucdo e leitura, sendo um
pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que o IFl. O teste é sensivel,
permitindo a deteccdo de baixos titulos de anticorpos, mas é pouco preciso na

detecc¢do de casos subclinicos ou assintomaticos (IKEDA-GARCIA et al., 2003).

1.9 Tratamento

Existe um numero limitado de agentes farmacologicos utilizados no

tratamento da LVC, entre eles, aminosidina, alopurinol, pentamidina, anfotericina,
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antimoniais pentavalentes, espiramicina, domperidona, metronidazol e associagdes
entre eles (OMS, 2015).

A miltefosina foi recentemente lancada para uso veterinario nos paises do
mediterraneo. Apesar de o0 tratamento recuperar o animal clinicamente, com
diminuicdo da carga parasitéria e dos titulos de anticorpos circulantes observados na
maioria dos cées tratados, porém, ndo garante que esses estejam livres da infecgcédo
(BRASIL, 2014; OMS, 2015).

Nos paises da Unido Européia € comum o tratamento dos cées infectados
como uma alternativa a contribuir no controle da LV pelo fato de reduzir
significativamente a carga parasitaria e a infectividade de cdes para o0s
flebotomineos (MIRO et al., 2008).

No Brasil, o tratamento é defendido pela Associacdo Nacional dos Clinicos
Veterinarios de Pequenos Animais (ANCLIVEPA) e era proibido pelo Ministério da
Saude (MS). O MS juntamente com o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), por meio de uma Portaria Interministerial n°® 1426 proibiu o
tratamento da LVC com produtos de uso humano ou néo registrados pelo MAPA
(BRASIL, 2014).

N&o existe nenhum tratamento de leishmaniose que permita alcancar a cura
parasitolégica. Os tratamentos disponiveis conseguem apenas atingir a cura clinica,
com remissdo dos sintomas e diminuicdo do titulo de anticorpos dos animais
(BANETH; SHAW, 2002; CIARAMELLA; CORONA, 2003; MIRO et al., 2008).

Em uma nota técnica conjunta do MS/MAPA (001/2016) foi autorizado o
registro do produto importado Milteforan® que tem como principio ativo a miltefosina.
A nota ressalva que o tratamento da LVC néo se configura uma medida de saude
publica para o controle da doenca. O animal tratado ainda configura como

reservatorio, ndo sendo assim, a resolugéo total do problema (CRMV-RS, 2016).

2 MILTEFOSINA

A miltefosina (MT) pertence a classe das alquilfosfocolinas, sdo ésteres de
fosfocolina de alcoois alifaticos de cadeia longa. As alquilfosfocolinas estéo
estruturalmente relacionadas ao grupo dos alqui-lisofosfolipideos, analogos
sintéticos de lisofosfatidilcolina ou lisolectina sem o esqueleto de glicerol (DORLO et
al., 2012).
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O nome quimico da MT é hexadecil 2- (trimetil azanium) fosfato de etila,
também conhecido como hexadecilfosfocolina. Sua formula empirica € C1H4sNO4P
e o peso molecular igual a 407,57 g/mol (Figura D). E um composto anfifilico e
zwitteridnico devido ao grupo amino quartenario carregado positivamente (carregado
permanentemente) e ao grupo fosforil carregado negativamente (DORLO et al.,
2012).

Figura D: Estrutura molecular da Miltefosina

Fonte: Fernandes, 2016.

2.1 Mecanismo de acéo

Originalmente, a MT foi desenvolvida para o tratamento de cancer de mama e
outros tumores solidos (BLITTERSWIJK; VERHEII, 2008; OLLIARO; SUNDAR,
2007).

E possivel que este farmaco atue na leishmania semelhante a sua atuacdo
nas células tumorais, induzindo a apoptose e alterando as vias de sinalizac¢ao celular
mediada por lipideos (ARTHUR; BITTIMAN, 1998).

A MT é um leishmanicida toxico para as leishmanias pois aumenta a ativacao
dos linfécitos T e macrofagos, importantes na destruicdo do parasito (BANETH,;
SHAW, 2002). J&a é usado ha varios anos na terapéutica da leishmaniose humana,
tendo sido introduzida recentemente uma formulacéo especifica para uso veterinario
(VIRBAC, 2016).

Devido a estrutura quimica, a MT possui uma alta afinidade por membranas, e
assim os primeiros alvos moleculares deste farmaco se encontram em nivel de
membrana plasmatica (BLITTERSWIJK; VERHEII 2008).

Existe uma multiplicidade de propostas de mecanismos potenciais da MT.

Sugere-se que a MT apresenta mais de um sitio molecular de agéo (DORLO, 2012).
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Danos a membrana flagelar, inibicdo da sintese de fosfatidilcolina, interferéncia com
o metabolismo alquilfosfolipidio, biossintese de glicosilfosfatidilinositol, modulacao
da homeostase de calcio e inducdo da apoptose tem sido relatados como possiveis
mecanismos de acdo (KEDZIERSKI, 2009).

2.2 Farmacocinética

Apdés a administracdo oral, a absorcdo da droga € completa no trato
gastrointestinal, com biodisponibilidade absoluta de 94% em cdaes. Atinge a
concentracdo maxima entre um periodo de 4 a 48 horas e apresenta meia vida de
159 horas para a sua eliminacdo (MAYNARD et al., 2006)

2.3 Vantagens

Por se tratar de um farmaco com administracdo por via oral, desponta se
como a melhor alternativa para o tratamento da LV (JHA et al., 1999). Experimentos
in vivo e in vitro mostraram eficacia deste farmaco no tratamento de infeccdes
causadas por L. donovani (CROFT; SNOWDON; YARDLEY,1996; LE FICHOUX et
al.,1998).

Nos estudos em humanos, verificou-se que a eficacia da miltefosina era
semelhante a dos antimoniais pentavalentes, podendo ser particularmente Util
qgquando ocorre resisténcia aos antimoniais (CHATTERJEE; SUNDAR 2006;
MOHEWBALI et al., 2007).

2.4 PrecaucOes e Cuidados

A sua utilizacdo requer cuidados e que o proprietario tenha conhecimento
das regras de boa utilizagéo do produto. Devem ser tomadas precaucoes, tais como,
utilizacdo de luvas durante a manipulacdo, armazenamento em local apropriado,
evitar contato com as mucosas e nado deixar criangas e gravidas manipularem o
produto (MAYNARD et al., 2006).
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2.5 Efeitos Adversos

Os principais efeitos adversos ocorrem no trato gastrointestinal, com isso, 0s
animais podem apresentar vomitos, diarreias e inapeténcia. Surgem durante 0s
primeiros dias de tratamento principalmente, podendo ser, na maioria das vezes,
auto-limitantes (CHATTERJEE; SUNDAR, 2006; GROUSSON; MEDAILLE;
VISCHER, 2007; MOHEBAL et al., 2007).

Este farmaco pode aumentar os niveis sanguineos de transaminases, elevar
a uréia e creatinina (FISCHER et al., 2001). A miltefosina ndo deve ser administrada
a cadelas gestantes ou em aleitamento pois € teratogénica (GROUSSON;
MEDAILLE; VISCHER, 2007).

2.6 Excrecao

A MT nao tem excrecdo renal, e por isso pode ser utilizada em cées que
tenham a funcé@o renal comprometida. A miltefosina € parcialmente excretada pelas
fezes (GROUSSON; MEDAILLE; VISCHER, 2007).

2.7 Dosagem

Tem que ser administrada junto com o alimento, geralmente misturadas na
racdo ou diretamente na boca do animal. A dose diaria é de 2mg/kg, durante 28 dias
(MAYNARD et al., 2006; GROUSSON; MEDAILLE; VISCHER, 2007).

3 MEDIDAS PREVENTIVAS

O desenvolvimento de vacinas anti-LVC é uma das alternativas na tentativa
de controlar a crescente expansao da doenca (MAROLI et al.,, 2001; REIS et al.,
2006). No mercado brasileiro ha uma vacina Leish-tec® (Hertape Calier S.A) que é
recombinante e preconiza 0 exame soroldgico antes da vacinacdo para
comprovacdo da soronegatividade e o protocolo vacinal compreende trés
vacinacgdes no intervalo de 21 dias e revacinacdo anual. Uma das vantagens deste
tipo de vacinas recombinantes, relaciona-se ao fato de empregar antigenos
caracterizados, em que suas propriedades imunogénicas das diferentes por¢cdes da

molécula possam ser identificadas e caracterizadas (REIS et al., 2006).
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O antigeno A2, no caso do género Leishmania que atualmente é considerado
0 antigeno melhor caracterizado, demonstrou ser capaz de induzir uma resposta
imune protetora contra LVC. Esse antigeno € um fator de viruléncia de Leishmania,
associado a capacidade de visceralizacdo dos parasitos (ZANIN et al., 2007).
Entretanto, as vacinas ainda n&o tém sido utilizadas como medidas de controle pelo
Ministério da Saude Brasileiro (BRASIL, 2014).

Na Europa vem sendo comercializada a vacina CaniLeish®, e resultados
promissores tém sido observados. A vacina surge nesse contexto como uma
alternativa para o controle da doenca (ALVAR; MORENO, 2002; GONTIJO; MELO,
2012).

Outra alternativa utilizada para o controle e protecdo individual sdo os
compostos que apresentam um efeito repelente sobre o vetor e inseticida. Neste
cenario, os piretroides sintéticos sdo os produtos mais utilizados, gerando poucos
efeitos toxicos em cées e boa eficicia contra o vetor (BRASIL, 2014).

Diferentes produtos distinguem-se sobre os modos de aplicacdo sobre os
animais. Ha os produtos de liberacdo lenta, como as coleiras, spot-on e spray ou
seja, formulacdes que apresentam diversas maneiras de liberar o inseticida,
fornecendo uma protecdo completa em diferentes épocas e exigindo distintos
tempos de aplicagcbes (BRASIL, 2014).

As coleiras impregnadas com deltametrina demonstraram n&o sO6 uma
reducdo na taxa de alimentacdo dos flebotomineos como também uma diminuicao
do seu tempo de vida, o que leva a uma diminuicdo da taxa de propagacédo da
doenca (ZANIN et al., 2007).

A apresentacao sob a forma de coleiras tem como vantagem a facil utilizacao,
e longa duracéo de acdo de 4 a 8 meses. O aumento da taxa de sucesso é também
devido ao fato de se diminuir o grau de esquecimento por parte dos proprietarios
(MAROLI et al., 2001).

Foi demonstrado que o uso de produtos spot-on (tépico) a base de permetrina
(65%), em um estudo realizado numa area endémica de LV, promoveu reducdo da
incidéncia de infeccdo no grupo tratado. Testaram no Brasil o uso de cortinados
impregnados com deltametrina como barreira fisica em comparagéo aos cortinados
nao tratados. Os achados apontaram que esta estratégia aumentou o efeito como
barreira fisica, bem como a mortalidade de flebotomineos (COURTENAY;
QUINNELL, 2009).
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Uma outra op¢ao proposta para caes foi 0 uso tépico pour-on (aplicacdo no
dorso do animal) a base de duas formulacdes de deltametrina (concentrado para
emulsdo e concentrado em suspensdo) com o qual foi observado uma protecéo e
efeito repelente por até 8 meses. Estes achados mostraram que esta pratica
ofereceu potencial protecdo, semelhante a utlizacdo de coleiras de céo
impregnadas com deltametrina (COURTENAY; QUINNELL 2009).

As estratégias de controle sdo executadas por meio da vigilancia de casos
humanos, vigilancia e controle de casos caninos (eutanasia de animais
soropositivos), controle quimico vetorial e acdes de educacdo em saude
desenvolvidas na comunidade e em escolas (BRASIL, 2014; OMS, 2015). Ac¢bes de
vigilancia e controle do calazar em Araguaina, tem sido desenvolvidas
rotineiramente, bem como o envolvimento da comunidade em acdes preventivas
(ASCOM, 2016).

O trabalho de borrifacdo ndo € realizado apenas nas residéncias em que
ocorreram casos de leishmaniose, mas em um raio que favoreca o controle do inseto
transmissor. O controle quimico € apenas uma das acfes do programa e que a
principal acdo ainda € a limpeza e/ou a manutencdo nas residéncias por parte dos
proprietarios (ASCOM, 2016).

Sao realizados mutirdes de limpeza nos bairros periféricos e uma constante
visita dos agentes de endemias e agentes de salde nas residéncias observando a
limpeza do local e orientando os proprietarios como medida de acdo preventiva
(ASCOM, 2016).

As estratégias, juntamente com a conscientizagdo e engajamento da
populacéo local sdo prerrogativas essenciais para a prevencéo da leishmaniose. E
necessario que ocorra todos 0s esclarecimentos a respeito da doenca para que
assim, o combate a doenca seja efetivo e gere resultados na diminuicdo das
estatisticas dos casos de leishmaniose tanto humano quanto canino no municipio e

no Estado.



27

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVAR, J.; CANAVACATE, C.; MOLINA, R.; MORENO, J.; NIETO, J. Canine
leishmaniasis. Adv. Parasitol., v. 57, n. 1, p. 1-87, 2004.

ALVES, G. B. B.; PINHO, F, A.; SILVA, S. M. M. S.; CRUZ, M. S.P.; COSTA, F. A. L.
Cardic and pulmonar alterations in symptomatic and asymptomatic dogs infected
naturally with Leishmania Leishmania chagasi. Brasilian Journal of Medical
Biological Research. 43(3): 310-315. 2010.

ALVES, M. C. G. P. Dimensionamento da populacdo de caes e gatos do interior do
Estado de Sao Paulo. Rev. de Saude Publica, Sdo Paulo, v. 39, n. 6, 2005.

ANDRADE, B. B. Role of sand fly saliva in human and experimental leishmaniasis:
current Insights. Scand J Immunol, [s.l.], v. 66, n. 2-3, p.122-127, aug. 2007.

ARTHUR, G.; BITTMAN R. The inhibition of cell signaling pathways by
antitumor ether-lipids. Biochem. Biophys. Acta, v. 1390, p. 85-102, 1998.

ASCOM; 2016. Prefeitura de Araguaina. Disponivel em:
<http://www.araguaina.to.gov.br/portal/paginas.php?p=not&not=noticias&id=2030>
Acesso em: 22 set 2017.

BANETH, G. SHAW, S.E. (2002) Chemotherapy of canine leishmaniosis, Veterinary
Parasitology, 106 (4), 315-324.

BANETH G, SOLANO-GALLEGO L. Leishmaniases. In: Greene CE. Infectious
diseases of the 44 dog and cat. 4 a ed. Philadelphia: Elsevier Saunders, 2012.
p.735-748.

BARATA, R.A. Aspectos da ecologia e do comportamento de flebotomineos em area
endémica de leishmaniose visceral, Minas Gerais. Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, 2005. 38(5): 421- 25.



28

BLITTERSWIJKI, W. J.; VERHEII, M. “Anticancer Alkylphospholipids:
Mechanisms of Action, Cellular Sensitivity and Resistance, and Clinical, 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual de
Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana. 2. ed. Brasilia: Editora do
Ministério da Saude, 2013. 180 p

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiologica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose
visceral / Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento de
Vigilancia Epidemiologica. — 1. ed., 5. reimpr. — Brasilia: Ministério da Saude,
2014.120 p.: il.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, 2004,122p.

CAMARGO, J.B.; TRONCARELLI, M.Z.; RIBEIRO, M.G.; LANGONI, H.
Leishmaniose visceral canina: aspectos de saude publica e controle. Clinica
Veterindria, Sdo Paulo, ano 12, n.71, p.86-92, 2007.

CHAVES, K. M. Estudo Dirigido sobre as Leishmanioses. Ministério da Saude,
Fundacéo Nacional de Saude, Coordenacgéo de Minas Gerais. Belo Horizonte,
Janeiro de 1996.

CHOI, C. M.; LERNER, E. A. Leishmaniasis as an emerging infection. The Society
for Investigative Dermatology, [s.l], v. 6, n. 3, p.175-182, dec. 2001.

CIARAMELLA, P.; PELAGALLI, A.; CORTESE, L.; PERO, M. E.; CORONA, M.;
LOMBARDI, P.; AVALLONE, L.; PERSECHINO, A. Altered platelet aggregation and
coagulation disorders related to clinical findings in 30 dogs naturally infected by
Leishmania infantum. The Veterinary Journal, v. 169, n. 3, p. 465-467, 2005.

CIARAMELLA, P. CORONA, M. (2003). Canine leishmaniasis: therapeutic aspects.
Compendium, v. 25, p.370-375.

COSTA, C. H. N. How effective is dog culling in controlling zoonotic visceral
leishmaniasis? A critical evaluation of the science, politics and ethics behind this
public health policy. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
Uberaba, v. 44, n. 2, p. 232-242, 2011.

CRMV-RS. NOTA TECNICA N° 11/20161 Assunto: Confirmacé&o de Caso
Autéctone de Leishmaniose Visceral em um Paciente Humano em Porto
Alegre. Disponivel em: http://www.crmvrs.gov.br/PDFs/NT_Leishmaniose_Poa.pdf.
Acesso em: 05 dez 2016.

CROFT, S.L.; SNOWDON, D.; YARDLEY, V. The activities of four anti-cancer
alkyllysophospholipids against Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma brucei. J. Antimicrob. Chemother, v. 38, p.1041-1047, 1996.



29

DANTAS- TORRES, F. BRANDAO - FILHO, S. P. Visceral leishmaniasis in Brazil:
revisiting paradigms of epidemiology and control. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Séao Paulo, v. 48, n. 3, p. 151-156, jun. 2006.

DAWIT, G.; GIRMA, Z.; SIMENEW, K. A review on biology, epidemiology and public
health significance of leishmaniasis. Journal of Bacteriology & Parasitology, [s.l.],
v. 04, n. 02, p.1-7, 2013.

DORLO, T. P. C.; BALASEGARAM, J. H. BEJINEN, P. J. de VRIES, “Miltefosine: A
review of its Pharmacology and Therapeutic Efficacy in the Treatment of
Leishmaniasis,” J. Antimicrob. Chemother., vol. 67, no. 11, pp. 2576-2597, 2012.

DOSTALOVA, A.; VOLF, P. Leishmania development in sand flies: parasite-vector
interactions overview. Parasites & Vectors, [s.l.], v. 5, n. 1, p.276-288, 2012.

ERZA, N.; OCHOA, M. T.; CRAFT, N. Human immunodeficiency virus and
leishmaniasis. Journal of Global Infectious Diseases, [s.l.], v. 2, n. 3, p.248-257,
2010.

FEITOSA, M.M.; IKEDA, F.A.; LUVIZOTTO, M.C.R.; PERRI, S.H.V. Aspectos
clinicos de caes com leishmaniose visceral no municipio de Aracatuba — S&o Paulo
(Brasil). Clinica Veterinaria, Sdo Paulo, ano 5, n.28, p.36-44, 2000.

FELIPE, .M.A.; AQUINO, D.M.C.; KUPPINGER, O.; SANTOS, M.D.C.; RANGEL,
M.E.S.; BARBOSA, D.S.; BARRA, A.; WERNECK, G.L.; CALDAS, A.J.M.
Leishmania infection in humans, dogs and sand flies in a visceral
leishmaniasis endemic area in Maranhao, Brazil. Memérias do Instituto Oswaldo
Cruz, v.106, n. 2, p. 207-211, 2011.

FERNANDES, K. S. Estudo das Alteracfes da Miltefosina com Membranas de L
Leishmania amazonenses e Macréfagos Peritoneais. Tese (Doutorado em Fisica)
— Universidade Federal do Goias, Goiania, 2016.

FERRARI, H.F; RIBEIRO, D.; LUVIZOTTO, M.C.R. Miocardite Associada a
Leishmania sp em cao - Relato de caso. In: 10 FORUM SOBRE LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA, 2006, Jaboticabal. Anais do Forum de Leishmaniose Visceral
canina 2006. p.48.

FISCHER, C.; VOSS, A.; ENGEL, J. Development status of miltefosine as first oral
drug in visceral and cutaneous leishmanisis. Med. Microbiol. Immunol., v. 190:p.
85-87, 2001.

GODOQY, K. C. S. Andlise dos indicadores de lesdo miocardica em cdes do com
leishmaniose visceral naturalmente infectados. 2015. Dissertagao (Mestrado),
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

GONTIJO C. M. F, MELO M. N. Leishmaniose visceral no Brasil: quadro atual,
desafios e perspectivas. Revista brasileira de epidemiologia, 2004; 7(3): 338-349
interactions overview. Parasites & Vectors, [s.l.], v. 5, n. 1, p.276-288, 2012.



30

GREENE, C. E. Infectious diseases of the dog and cat. 3. Ed. Saint Louis: Saunders
Elsevier, 2006.p. 685-698.

IKEDA-GARCIA, F. A. FEITOSA, M.M. Métodos de diagndéstico da Leishmaniose
visceral canina. Clinica Veterinéria, v. 71, p. 34-42, 2007.

IKEDA-GARCIA, F. A.; CIARLINI, P. C.; FEITOSA, M.M.; GONCALVES, M.E.;
LUVIZOTTO, M.C.R.; LIMA, V.M.F. Perfil hematoldgico de caes naturalmente
infectados por Leishmania chagasi no municipio de Aragatuba, Sdo Paulo: estudo
retrospectivo de 191 casos. Clinica Veterinaria, v. 47, p. 42-47, 2003.

JHA, T.K; SUNDAR, S; THAKUR, C.P; BACHMANN, P; KARBWANG, J; FISCHER,
C; VOSS, A; BERMAN, J. Miltefosine, an oral agent for treatment of Indian visceral
leishmaniasis. N. Engl. J. Med., v. 341, p. 1795- 1800, 1999.

KEDZIERSKI, L.A. “Leishmaniasis: Current Treatment and Prospects for New Drugs
and Vaccines.,”. Curr. Med. Chem., vol. 16, no. 5, pp. 599-614, 2009.

LAISON, R.; RANGEL, E. F. Lutzomyia longipalpis and the eco-epidemiology of
American visceral leishmaniasis, with particular reference to Brazil: a review.
Memorias Inst. Oswaldo Cruz. 2005; v.100, n.8, p. 811-27. leishmaniasis.
Immunology and Cell Biology, [s.], v. 85, p. 138-147, 2007.

LE FICHOUX, Y.; ROUSSEAUS, D.; FERRUA, B.; RUETTE, S.; LELIEVRE, A;;
GROUSSON, D.; KUBAR, J. Short- and long- term efficacy of
hexadecylphosphocoline againt established Leishmania infantum infection in
Balb/c mice. J. Antimicrob. Chemother, v. 42, p. 654-658, 1998.

LUVIZOTTO, M.C.R. Miocardite Associada a Leishmania sp em cao - Relato de
caso. In: 10 FORUM SOBRE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA, 2006,
Jaboticabal. Anais do Forum de Leishmaniose Visceral Canina, 2006. p.48.

MAIA, C.; CAMPINO L. Methods for diagnosis of canine leishmaniasis and
immune response to infection. Vet Parasitol. 2008. Dec;158(4):274-87.

MAIA-ELKHOURY A.N.S.; ALVES W.A.; SOUSA-GOMES M.L.; SENA J.M.; DE,
LUNA E. A. Visceral leishmaniasis in Brazil: trends and challenges. Cad. Saude
Publica. 2008;24(12):2941-7.

MAYNARD, L., WOERLY, V., SANQUER, A.; MEDAILLE, C. (2006). Clinical efficacy
of miltefosine oral solution in the treatment of canine leishmaniasis [abstract]. In
Proceedings of the 31st annual world congress of the World Small Animal
Veterinary Association, Praque, Czech Republic, 11-14 October.

MAROLI, M., MIZZONI, V., SIRAGUSA, C., DORAZI, A., GRADONI, L. (2001).
Evidence for an impact on the incidence of canine leishmaniasis by the mass use of
deltamethrin impregnated dog collars in southern Italy, Medical and Veterinary
Entomology, 15, 358-363.



31

MATHERS, C. D.; EZZATI, M.; LOPEZ, A. D. Review Measuring the burden of
neglected tropical diseases: the global burden of disease framework. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 1, n. 2, p. 114, 2007.

MCGWIRE, B. S.; SATOSKAR, A. R. Leishmaniasis: clinical syndromes and
treatment. Qjm, [s.l.], v. 107, n. 1, p.7-14, june. 2013.

MELO, H. Condutas em doencas infecciosas. Rio de Janeiro: Medsi, 2004. P569-
577.

MIRANDA, G. M. D. Leishmaniose visceral em Pernambuco: a influéncia da
urbanizacéo e da desigualdade social. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publica)
— Centro de Pesquisas Ageu Magalh&es, Fundacé&o Oswaldo Cruz, 2008.

MIRO, G., CARDOSO, L., PENNISI, M.G., OLIVA, G., BANETH, G. (2008). Canine
leishmaniosis —new concepts and insights on an expanding zoonosis: part
two, Trends in Parasitology.

MOHEBAL, M., FOUTUB, A., HOOSHMAND, B., ZAREI, Z., AKHOUNDI, B.,
RAHNEMA, A., RAZAGHIAN, A.R., KABIR, M.J.; NADIM, A. (2007). Comparison of
miltefosine and meglumine antimoniate for the treatment of zoonotic leishmaniasis
(ZCL). PubMed.

MONTEIRO. E.M.; SILVA, J.C.F.; COSTA, R.T.; COSTA, D.C.; BARATA, R.A;;
PAULA, E.V.; MACHADO-COELHO, G.L.L.; ROCHA, M.F.; FONTES-DIAS, C.;
DIAS, E.S. Leishmaniose Visceral: Estudo de Flebotomineos e Infeccdo Canina em
Montes Claros, Minas Gerais. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical. 38:147 — 152, 2005.

MORAES-CORREIA, V.R.; MONTEIRO, A.M.V.; CARVALHO, M.S.; WERNECK,
G.L. Uma aplicacédo do sensoriamento remoto para a investigacao de endemias
urbanas. Cadernos de Saude Publica 2007; 23 (5). Rio de Janeiro.

MORENO, J.; ALVAR, J. Canine leishmaniasis: epidemiological risk and the
experimental model. Trends Parasitol, v. 18, n. 9, p. 399-405, 2002.

NELSON, R. W.; COUTO, C. G. Medicina interna de pequenos animais. 3. Ed. Rio
de Janeiro: Elsevier, 2006. P. 1265-1266.

NIETO, A. Mechanisms of resistance and susceptibility to experimental visceral
leishmaniosis: BALB/c mouse versus syrian hamster model. Vet Res, [s.l.], v.
42,n.1, p.39-52, 2011.

OLIVEIRA, C. B. DA S. Atividade dos constituintes da saliva de flebotomineos
na infeccdo por Leishmania e sua possivel utlizagdo no controle da
Leishmaniose: umareviséo / Cibele Beatriz da Silva Oliveira. - Natal, 2016.
Disponivel em: <http://monografias.ufrn.br/jspui/handle/123456789/3364> Acesso:
em: 31 jul 2017



32

OMS. 2015. Leishmaniasis fact sheet no. 375. World Health Organization, Geneva,
Switzerland. Disponivel em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/.
>Acesso em: 28 de Jul 2017.

PETERS, N. C.; SACKS, D. L. The impact of vector-mediated neutrophil recruitment
on cutaneous leishmaniasis. Cellular Microbiology, [s.l.], v. 11, n. 9, p.1290-1296,
sept. 2009.

PONTE-SUCRE, A. Physiological consequences of drug resistance in
Leishmania and their relevance for chemotherapy. BioMed Central, v, 14, n. 2,
oct. 2003.

QUINNELL R. J, COURTENAY O. Transmission, reservoir hosts and control of
zoonotic visceral leishmaniasis. Parasitology. 2009 Dec;136(14):1915-34.

RANGEL, E. F.; LAINSON, R. (Org.). Flebotomineos do Brasil. Rio de Janeiro: Fio
Cruz, 2003. 360 p.

READY, P. D. Biology of phlebotomine sand flies as vectors of disease agents.
Annual Review of Entomology, [s.l.], v. 58, n. 1, p.227-250, jan. 2013.

REBELO, J.M.M. Fleb6tomos vetores das leishmanioses. Manual para técnicos
e profissionais da area de saude. Universidade Federal do Maranh&o. 1999, Séo
Luis. 32p.

REIS, A.B.; MARTINS-FILHO, O.A.; TEIXEIRA-CARVALHO, A.; CARVALHO, M.G,;
MAYRINK, W.; FRANCA-SILVA, J.C.; GIUNCHETTI, R.C.; GENARO, O.,
CORREAOLIVEIRA, R. Parasite density and impaired biochemical / hematological
status are associated with severe clinical aspects of canine visceral leishmaniasis.
Research in Veterinary Science, v. 81, n. 1, p. 68-75, 2006.

REY, L. Parasitologia, 22 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001.

ROCHA, Ana Maria Sampaio. Prevaléncia da Leishmaniose visceral canina na
terra indigena Xakriab4a, norte de Minas Gerais, Brasil. 2015.

ROQUE, A. L. R.; JANSEN, A. M. Wild and synanthropic reservoirs of
Leishmania species in the Americas. International Journal for Parasitology:
Parasites and Wildlife, [s.l.], v. 3, n. 3, p. 251-262, dec. 2014.

SESAU, 2017. Disponivel em: < http://conexaoto.com.br/2017/05/20/sesau-registrou-
no-estado-quase-9-mil-casos-de-calazar-em-caes-e-230-em-humanos-para-ong-
eutanasia-nao-e solucao.> Acesso em: 20 jul 2017.

SOLANO-GALLEGO L.; KOUTINAS A.; MIRO G.; CARDOSO L.; PENNISI MG.;

FERRER L.; BOURDEAU P.; OLIVA G.; BANETH G. Directions for the diagnosis,
clinical staging, treatment and prevention of canine leishmaniosis. Vet Parasitol.

2009, 165 (1-2): 1-18. 10.1016/j.vetpar.2009.05.022.


http://conexaoto.com.br/2017/05/20/sesau-registrou-no-estado-quase-9-mil-casos-de-calazar-em-caes-e-230-em-humanos-para-ong-eutanasia-nao-e%20solucao
http://conexaoto.com.br/2017/05/20/sesau-registrou-no-estado-quase-9-mil-casos-de-calazar-em-caes-e-230-em-humanos-para-ong-eutanasia-nao-e%20solucao
http://conexaoto.com.br/2017/05/20/sesau-registrou-no-estado-quase-9-mil-casos-de-calazar-em-caes-e-230-em-humanos-para-ong-eutanasia-nao-e%20solucao

33

SUNDAR, S.; CHATTERJEE, M. (2006). Visceral leishmaniasis —current
therapeutic modalities, Indian J. Med. Res, 123, 345-352.

SUNDAR, S.; P. L. OLLIARO, “Miltefosine in the Treatment of Leishmaniasis: Clinical
Evidence for Informed Clinical Risk Management,” Ther. Clin. Risk Manag., vol. 3,
no. 5, pp. 733-740, 2007.

STANLEY, A.; ENGWERDA, C. Balancing immunity and pathology in visceral
leishmaniasis. Inmunology and Cell Biology, [s.l], v. 85, p. 138-147, 2007.

TEIXEIRA, D. E. The cell biology of Leishmania: How to teach using animations.
Plos Pathog, [s.l.], v. 9, n. 10, p. 1003594, oct. 2013.

VAN GRIENSVEN, J.; DIRO, E. Visceral leishmaniasis. Infectious Disease Clinics
of North America, [s.l.], v. 26, n. 2, p.309-322, june. 2012.

VIRBAC BRASIL, 2016. Disponivel em: https://br.virbac.com/home/espaco-
leishmaniose.html. Acesso em: 05/02/17.

VISCHER, C., GROUSSON, D.; MEDAILLE, C. (2007). Preliminary safety study of
the combination therapy of miltefosine and allopurinol in dogs [abstract]. In
Proceedings of the 32" annual world congress of the World Small Animal Veterinary
Association, Sydney, Australia, 19-23 August.

VRIES, H. J. C.; REEDIJK, S. H.; SCHALLIG, H. D. F. H. Cutaneous leishmaniasis:
recent developments in diagnosis and management. Am J Clin Dermatol, [s.l.], v.
16, n. 2, p.99-109, feb. 2015.

WERNECK, G. L. Forum: geographic spread and urbanization of visceral
leishmaniasis in Brazil. Introduction. Cad. Saude Publica. 2008;24(12):2937-40.

YOUNG, D. G.; DUNCAN, M. A. Guide to the identification and geographic
distribution of Lutzomyia sandflies in Mexico, the West Indies, Central and South
America (Diptera: Psychodidae). Gainesville, Associated Publishers American
Entomological Institute, p. 881, 1994. 881, 1994.

ZANIN F. H.; COELHO, E. A.; TAVARES, C. A.; MARQUES-SILVA, E. A.; SILVA, C.
M.; REZENDE, S. A.; GAZZINELLI, R. T.; FERNANDES, A. P. Evaluation of imune
responses and protection induced by A2 and nucleoside hydrolase (NH)
DNAvaccines against Leishmania chagasi and Leishmania amazonensis
experimental infections. Microbes and Infection, v. 9, n. 9, p. 1070-1077, 2007.

ZHANG, W. W.; MATLASHEWSKI, G. Screening Leishmania donovani-specific
genes required for visceral infection. Molecular Microbiology, [s.l.], v. 77, n. 2,
p.505-517, june. 2010.


https://br.virbac.com/home/espaco-leishmaniose.html
https://br.virbac.com/home/espaco-leishmaniose.html

34

CAPITULO I

MILTEFOSINA NO TRATAMENTO DE CAES COM LEISHMANIOSE: EFEITOS
HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca infecciosa causada por um
protozoario, pertencente ao género Leishmania. E uma antropozoonose de
elevada importancia devido ao aumento na taxa de mortalidade humana nas
regides consideradas endémicas, ao grande numero de cées infectados e ao
intenso parasitismo desses animais. A liberacdo da miltefosina (Milteforan®), pelo
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), para tratamento dos
animais ocorreu em outubro de 2016; esse medicamento € utilizado nos EUA e
na Europa h& véarios anos e com bons resultados. Realizou-se avaliagdo de 20
cées, sendo 10 animais pertencentes ao grupo 1 (G1), submetidos ao tratamento
com a miltefosina, e o grupo 2 (G2), com 10 animais sem tratamento. Os dados
foram coletados em dois momentos chamados de (M1) e (M2), sendo pré e pos
tratamento respectivamente. Objetivou-se avaliar os efeitos hematologicos e
bioquimicos sérico em resposta ao tratamento, na observancia de possiveis
efeitos sobre estes parametros. As principais alteracbes hematologicas
encontradas foram: hemoglobina, hemacias e hematocrito abaixo das referéncias
que caracterizaram anemia. Na hematologia, houve diferenca estatistica
significativa entre o pré e pés tratamento nos valores de hematdcrito e plaquetas
ocorrendo um aumento na média dos mesmos. Nos exames bioquimico séricos,
houve alteracdes significativas para os parametros: alaninoaspartatotransferase
e globulinas, causando diminuicdo dos valores médios, albumina e relacao
albumina/ globulina aumentaram seus valores. Os cées que receberam o
tratamento com a miltefosina apresentaram uma melhora clinica e nao foi
observado efeitos hepatotdxicos e nefrotéxicos.

Palavras chave: leishmania, hemograma, miltefosina, bioquimica
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CAPITULO I

MILTEFOSINA NO TRATAMENTO DE CAES COM LEISHMANIOSE: EFEITOS
HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is an infectious disease caused by a protozoan
belonging to the genus Leishmania. It is an anthropozoonosis of enormous
importance due to the increase in the human mortality rate in the regions considered
endemic, the large number of infected dogs and the intense parasitism of these
animals. The release of miltefosine (Milteforan®) by the Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimenco (MAPA) for treatment of the animals took place in
October 2016; this drug has been used in the USA and Europe for several years and
with good results. A total of 20 dogs were evaluated, 10 of which belonged to group 1
(G1), treated with miltefosine, and group 2 (G2), with 10 animals without treatment.
The data were collected in two moments called (M1) and (M2), being at pre and post
treatment respectively. The objective was to evaluate the hematological and
biochemical effects of serum in response to treatment, observing possible effects on
these parameters. The main hematological changes were: low hemoglobin, red blood
cells and hematocrit that characterized anemia. In the hematology, there was a
significant statistical difference between the pre and post treatment in the hematocrit
and platelet values, with an increase on these values. In the biochemical exams,
there were significant alterations to the parameters: alaninoaspartatetransferase and
globulins, causing a decrease in mean values, albumin and albumin / globulin ratio
increased their values. Dogs receiving treatment with miltefosine showed clinical
improvement and hepatotoxic and nephrotoxic effects were not observed.

Keywords: leishmania, blood count, miltefosine, biochemistry
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca cronica progressiva, se
constituindo entdo de uma antropozoonose de elevada importancia devido ao
aumento na taxa de mortalidade humana em regides endémicas, ao grande numero
de cées infectados e ao intenso parasitismo que ocorre nesses animais
(CARVALHO NETA et al., 2007).

As leishmanioses sao classificadas em leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose cutdnea (LC), causadas por diferentes espécies do parasito. A
infeccdo, nas varias formas da doenca, caracteriza-se por parasitismo de células do
sistema fagocitico mononuclear da derme, mucosas ou visceras, como figado, baco
e medula 6ssea (QUINELL; COURTENAY,2009).

O Brasil esta entre os cinco paises do mundo mais prevalentes para LVC
(RONDON et al., 2008). A importancia das leishmanioses também se verifica no
impacto que produzem dentro da saude publica, notadamente pela alta incidéncia,
letalidade e pelas implicacbes econdmico-sociais que ocorrem pela deplecdo da
forca de trabalho (BORASCHI; NUNES, 2007).

Nos paises onde a LV é zoonética, como no caso do Brasil, os cées
desempenham um papel fundamental na epidemiologia e por isso, sdo considerados
0S principais reservatérios para a doenca humana. A presenca de formas
amastigotas na superficie da pele do animal é uma das causas da importancia desse
reservatorio devido a convivéncia dos humanos com esses animais de estimacao
em ambientes onde estédo presentes os vetores (ALVAR et al., 2004).

A apresentacdo clinica da leishmaniose em cdes é muito variada, mimetiza
outras doencas e deve ser incluida como diagndstico diferencial importante. Cerca
de 70% dos animais infectados podem ser assintomaticos, ou seja, ndo apresenta

alteracdes clinico patologicas da doenca. Somando-se a isto, o diagndstico é
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bastante complexo, principalmente neste grupo de animais (SOLANO-GALLEGO et
al., 2009).

Os cédes podem apresentar lesdes alopécicas, descamativas, nao
pruriginosas, localizadas ou generalizadas, decorrentes de dermatite esfoliativa,
ulcerativa, papular, nodular ou pustular. Os sinais clinicos mais frequentes
observados na LVC incluem dificuldade locomotora, perda de peso, polidipsia,
apatia, anorexia, vomito, diarréia, polifagia, epistaxe e melena. Dentre os achados
de exame fisico, merecem destaque a linfoadenomegalia, caquexia, hipertermia,
esplenomegalia, uveite e conjuntivite (SALZO, 2008).

Os achados laboratoriais mais frequentes sao anemia, trombocitopenia,
diminuicdo da relacdo A/G, hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiberglobulinemia,
azotemia e proteinuria (ALMEIDA et al., 2005; AMUSATEGUI et al., 2003; FEITOSA
et al., 2000; NOLI, 1999).

A deteccao precoce dos cées infectados é primordialmente fundamental para
gue se possa impedir a expansdo da doenca e acaba por ser uma prerrogativa
essencial para o controle da mesma (MAIA; CAMPINO, 2008; ORDEIX et al., 2005).

A eliminacdo do cao considerado positivo para leishmaniose, sendo
assintomatico ou nao, € o ponto mais delicado da relacao animal-tutor, influenciando
na atuacdo do veterinario, que se depara com a questado legal (leishmaniose € uma
doenca de notificacdo compulsoria, ou seja, obrigatéria) (TIBAGY et al., 2005).

Programas de controle estdo direcionados a eliminacdo dos reservatérios,
que sdo os caes e dos vetores (mosquitos), o que tem sido bastante discutido. Além
do diagnéstico precoce e o tratamento dos casos humanos, essas estratégias
parecem ser as mais importantes para reduzir os casos fatais (ROMERO;
BOELAERT, 2010).

Em 2016, em Nota Técnica conjunta, n° 001/2016, os Ministérios da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e o da Saude (MS) autorizaram o
registro do produto Milteforan®, principal droga utilizada no tratamento da LVC que
até entdo nao era utilizada no tratamento da doenca no Brasil (VIRBAC, 2016).

A presente pesquisa objetivou observar as alteragbes hematologicas e
bioquimicas dos cdes com leishmaniose em tratamento com a miltefosina no

Municipio de Araguaina — TO.

2 MATERIAIS E METODOS
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2.1 Aprovacdo do Comité de Etica (CEUA)

O projeto de pesquisa foi aceito e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Tocantins (UFT) sob o protocolo de
n° 23101.003786/2017-31.

2.2 Local

O experimento foi realizado em uma Clinica Particular do Municipio de
Araguaina no Tocantins. Os exames hematoldgicos, bioquimicos e parasitolégico
foram realizados no laboratério da mesma clinica. Os exames sorolégicos e de PCR

em laboratério conveniado. No periodo compreendido entre 01/08/17 a 01/11/17.

2.3 Animais

Foram utilizados 20 caes domésticos, Canis lupus familiaris, adultos, sem
distincdo de raca, sexo ou peso, sendo dez animais com diagndstico positivo e dez
com diagndstico negativo para leishmaniose, com idade variando de 1 a 12 anos.
Destes animais, oito eram machos e doze fémeas, provenientes da casuistica de

uma clinica veterinaria particular do Municipio de Araguaina- TO.

2.4 Triagem para composi¢ao dos grupos experimentais

O grupo experimental (G1) era composto pelos animais positivos nos testes
parasitolégico, sorolégico (ELISA) e molecular (PCR). J& os animais do grupo

controle (G2) foram escolhidos perante sorologia e parasitologia negativos.

2.4.1 Exame Parasitolégico

O exame parasitologico foi realizado por avaliagdo da medula 6ssea atraves
da puncédo da medula pelo osso esterno, foi realizado o esfregaco (3 laminas por
animal). A coloracao foi feita com corante rapido tipo Panético® e a observacédo das

laminas realizada em microscopia Optica com objetiva de imersdo (1000x),
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observando se toda a extensdo da lamina a procura de formas amastigotas no

interior de macrofagos ou livres.

2.4.2 Diagnéstico Sorolégico e Molecular (PCR)

Foi coletado 2mL de sangue da veia jugular e colocado em tudo sem
anticoagulante para exame sorolégico (Elisa) e encaminhado para laboratério de
referéncia. Para o exame molecular, era coletado 2 ml de medula éssea por puncao
em 0SSO esterno ou escapula, o contetdo transferido para tubo com anticoagulante

(EDTA) e encaminhado para laboratério de referéncia.

2.5 Exames hematoldgicos

O sangue foi coletado por puncédo venosa em jugular ou cefélica totalizando
5ml, em que 2mL foram transferidos para tubo com EDTA para realizagdo dos
exames hematologicos. Realizou se a analise das hemécias, hemoglobina,
plaguetas e leucdcitos totais. Para os exames hematologicos utilizou se um
analisador hematologico veterinario automatizado (Poch-100 IV Diff) Roche

Sysmex®.
2.6 Exames bioquimicos

Foi coletado 3mL de sangue e transferidos para tubo sem anticoagulante para
a realizacao dos exames bioquimicos. Realizou a analise dos seguintes parametros:
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia, creatinina,
proteinas séricas totais e fracOes. Para esses exames, utilizou-se o soro no

analisador automatico por fotometria de absorbéancia (Cobas c111) Roche®.

2.7 Tratamento com Miltefosina

Previamente a Miltefosina, utilizou-se a Ondansetrona na dose
1mg/kg/SID/VO e Ranitidina 2mg/kg/BID/VO nos primeiros trés dias de tratamento
com o intuito de evitar os efeitos colaterais relacionados aos transtornos
gastroentéricos. O protocolo de tratamento baseou se na utilizacdo da Miltefosina na

dose de 2mg/kg/SID/VO por 28 dias consecutivos.
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2.8 Coleta de dados

Os exames complementares (hematologicos e bioquimicos) foram realizados
em dois momentos (M1 e M2) no grupo experimental (G1). Sendo o Momento 1 (M1)
antes do tratamento com a Miltefosina (pré tratamento) e Momento 2 (M2) apds o
tratamento de 28 dias.

Para os animais do grupo controle (G2), os exames foram realizados apenas
uma vez, quando os animais foram a clinica para consultas de rotina, sem sinais
clinicos e sem queixas por parte do proprietario, sendo esses, considerados

saudaveis.

3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando se o software estatistico SAS 9.0 (SAS,
2012). Para testar a homogeneidade de variancias utilizou se o teste de Levene e
para testar a normalidade dos erros, usou se o Teste Shapiro-Wilk. As médias dos
grupos foram comparadas através do teste T de Student, adotando se o nivel de
significancia de 0,05 (a = 0,05). A fim de atender as pressuposi¢cdes necessarias
para realizacdo do Teste T, foi necessaria a transformacdo de algumas variaveis.
Assim, a transformacédo logaritimica na base natural mostrou se adequada para
normalizar e homogeneizar as variaveis, com excecao da uréia, em que a inversa do
logaritmo natural mostrou se adequada para que a variavel atendesse as

pressuposicoes para realizacao de testes paramétricos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacdo hematoldgica

As principais alteracdes encontradas foram: hemacia, hemoglobina e
hematdcrito abaixo das referéncias. Quanto aos resultados dos valores de
hemacias, 80% dos cdes apresentaram valores abaixo das referéncias no pré
tratamento (G1-M1), esse percentual decaiu para 60% logo apo6s o tratamento (G1-
M2), obtendo-se uma reducéo de 20% nos cées que apresentavam essa alteracgéo.

No parametro hemoglobina ndo houve alteracdes entre a porcentagem dos

animais que apresentavam-se com hemoglobina abaixo das referéncias. A
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porcentagem de cées que apresentaram hematocrito baixo decaiu em 10% apos a
utilizacéo da droga.

Quanto aos resultados de contagem de plaguetas, destacou-se o fato de 60%
dos animais do (G1-M1) apresentarem trombocitopenia e apds o tratamento (G1-
M2), esse percentual decaiu para 30%, equiparando se ao grupo controle (G2). Na
Tabela 1 encontra-se as médias dos valores encontrados nos exames

hematolégicos no (G1) nos dois momentos (M1-M2) e no G2.

Tabela 1. Principais valores hematimétricos absolutos dos cdes do G1 (com Leishmaniose) em dois
momentos (M1 e M2) e do G2 (sem Leishmaniose)

- . Teste T .
. . (G1-M1) Minimo (G1-M2) Minimo (G2) Minimo

Parametros Referéncias o . o . pareado o .
Média Méximo Média Méaximo Média Méaximo

(M1XM2)

Eritrécitos 5,5-8,5 4,69 2,92-8,04 5,28 3,12-8,76 0,0664(NS) 6,32 5,07-7,45
Hemoglobina 12-18 10,22 6,2-17,8 11,53 6,5-19,2 0,0524(NS) 14,24 10-17,9
Hematdcrito 37-55 31,40 18,7-50,3 35,77 20,9-58,9 0,0367* 42,68 35-50,3
Plaquetas 200-500 245,40(5,15) 29-802 346,50(5,63) 78-681 0,0306* 333,3 103-680
Leucécitos 7-17 11,83 5,6-27,7 12,41 6,3-21,2 0,4281(NS) 11,34 5,8 -15,3

Valores entre parénteses sdo as médias transformadas para validacdo das pressuposicdes
estatisticas.

Os valores do teste T pareado séo significativos quando menores que 0,05 (P<0,05). Os valores com
asterisco sao significativos. A sigla (NS) néo significativos.

Nos dois momentos do grupo 1 (G1l), os valores médios de eritrocitos,
permaneceram abaixo da referéncia. Obtendo se a média de 4,699 10%uL para
eritrécitos no pré tratamento (M1) e 5,283 10%/uL no pés tratamento (M2). Ocorrendo
uma elevacéo de 0,584 10°%/pL na média do pés tratamento (M2).

Mesmo com a elevacdo na média do pos tratamento, estatisticamente néo
houve diferencas entre os dois momentos analisados (p=0,0664). Permanecendo a
média abaixo das referéncias e inferior ao G2 (grupo controle).

Em consonéancia, diversos autores citam que na LVC a anemia pode ocorrer
por diversos mecanismos. A eritropoiese pode estar diminuida pelo carater crénico,
por perda de sangue, lise de hemacias e diminuicdo da massa eritrocitaria por

producdo de auto-anticorpos que consequentemente levara a sequestro esplénico
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(CIARAMELLA; CORONA, 2003; FELDMAN et al., 2000; IKEDA-GARCIA; FEITOSA,
2007; MATTOS-JR et al., 2004).

Observou-se nos dois momentos (M1 e M2) que as médias para o parametro
hemoglobina, permaneceram inferiores as referéncias e ao G2. A média elevou-se
em 1,31 g/dL do pré para o pos tratamento. Embora o aumento na média, ndo
configurou se como normalidade, continuando abaixo das referéncias. Para o
parametro hemoglobina, ndo houve difencas estatisticas (p= 0,0524) entre o pré e
pos tratamento da variavel analisada.

Dos parametros hematoldgicos avaliados, apenas hematdcrito (p=0,0367)
(Grafico 1) e plaquetas (p= 0,0306) obtiveram valores estatisticamente diferentes
pois (p < 0,05) no teste pareado entre o pré e pos tratamento dos animais com

leishmaniose.

Grafico 1 Representacédo dos valores de hematdcrito nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-
M2) pés tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncia: 37-55 %.

HEMATOCRITO

G1- M1 (PRE) G1-M2 (POS) (G2)

—¥— MEDIA (M2) MEDIA (G2)

%
INUWAUION]
CO0O00O0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1-M1(PRE) 18,7 20 32,9 29,6 50,3 24,4 29,8 32,8 33,1 42,4
G1-M2 (POS) 32,6 20,9 36,6 42,1 589 29,8 27,4 34,5 33,5 41,4
(G2) 50,3 35 37,3 37,3 42,2 45 49,1 38,1 44,2 483
== MEDIA (M2) 35,77
MEDIA (G2) 42,68
ANIMAIS

Nos valores de hematdcrito, notou se um aumento no valor da média nos pos
tratamento em 4,37%, contudo, ainda apresentando valor médio abaixo da
referéncia e do G2. Porém os valores de hematécrito pré e pos foram
estatisticamente diferentes entre si (p= 0,0367). Os animais em tratamento quando
comparados entre o0 antes e depois do tratamento melhoraram seu quadro

hematolégico culminando em melhora no quadro clinico geral dos animais.
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Braz et al. (2015) avaliaram 153 cdes com LVC e encontraram anemia em
69,9% deles e Medeiros et al. (2008) na avaliagdo de 154 cées positivos,
observaram quadro anemia em 60% deles, resultados semelhantes foram descritos
pela literatura (BUSH, 2004; COSTA-VAL et al., 2007).

A anemia observada neste estudo antes do tratamento pode ser classificada
como leve a moderada (hemacias — 4,70 x 106 /mm3 e hematdécrito — 31,40%),
concordando com outros autores que obtiveram valores médios de contagem de
heméacias e hematdcrito de 4,83 x 106 /mm3 e 30,37% e 4,50 x 106 /mm3 e 31,5%
(IKEDA-GARCIA et al., 2003; MATTOS JR et al., 2004). No pos tratamento a anemia
péde ser classificada como leve (hemacias — 5,28 x 106 /mm3 e hematocrito —
35,77%).

A constatacdo de anemia ha maioria dos animais € um achado ja esperado
em infec¢do canina por Leishmania spp. (FREITAS et al., 2012). Um estudo apontou
que a anemia pode se desenvolver nesses animais apés a hiperatividade do sistema
reticuloendotelial, pela falha na sintese de hemoglobina e por falhas na medula
(REIS et al., 2006).

Alguns dados da literatura mostram que a LVC pode levar a reducédo no
namero de plaquetas (Grafico 2) induzidas por vasculite e associadas a reacéo de
hipersensibilidade tipo 3, aumento da destruicdo plaquetaria e nefropatia e
hepatopatia (FELDMAN et al., 2000).

Grafico 2 Representagdo dos valores das plaquetas nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-
M2) pés tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncia para plaquetas:
200-500 x 103.
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PLAQUETAS
G1- M1 (PRE) G1-M2 (POS) (G2)
MEDIA (M1) === MEDIA (M2) MEDIA (G2)

X103

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1-M1(PRE) 415 338 29 122 142 152 84 802 135 235
G1-M2 (POS) 619 624 136 240 268 420 136 681 78 | 263
(G2) 319 172 103 196 206 275 465 672 680 245
MEDIA (M1) 245,4

—¥—MEDIA (M2) 346,5
MEDIA (G2) 333,3

ANIMAIS

Os valores encontrados para o parametro plaguetas sofreram diferenca
estatistica (p= 0,0306) culminando em aumento na média em 101,1 x 103, passando
de 245,4 para 346,5 e assim, obtendo média maior que a do grupo controle (G2). O
aumento na média para o parametro plaquetas foi a maior elevacdo observada nos
exames hematolégicos analisados. Com esse aumento, alguns sinais clinicos
relacionados principalmente com a trombocitopenia desapareceram.

No estudo de Medeiros et al. (2008), o valor médio de contagem de plaquetas
para caes reagentes esteve no limite minimo de normalidade, embora 53,1% destes
cées tenham apresentado trombocitopenia.

Segundo Luvizotto (2006) pode ocorrer acometimento de hemorragias devido
hiperglobulinemia, sequestro esplénico de plaquetas, vasculite por imunocomplexos,
aplasia, hipoplasia medular, uremia (dificultando a atividade plaquetaria) e epistaxe
(possivelmente por lesdes na cavidade nasal).

A ocorréncia de trombocitopenia em cées reagentes para LV pode decorrer
do aumento na destruicdo plaquetaria, aléem de disturbios de trombocitopoiese e
comprometimento do funcionamento renal e/ou hepatico (FELDMAN et al., 2000).

Outro mecanismo na diminuicdo do numero de plaquetas na LV pode estar
associado a presenca de imunoglobulinas anti-plaquetas ou aumento na destruicdo
plaquetéria, descrita em 63,3% dos cdes naturalmente infectados por L. infantum
(CIARAMELLA et al., 2005; FREITAS et al., 2012; TERRAZANO et al., 2006).
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Para a variavel leucécitos totais ocorreu um pequeno aumento na média do
pés tratamento, elevando a média em 0,58 x 10°/uL. Tanto os valores do pré quanto
do po6s tratamento mantiveram se dentro dos valores de referéncia em todos os
grupos (G1 e G2) e em todos os momentos do experimento e ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p= 0,4281). O aumento na média ndo foi significativo. No
presente estudo, todos os valores médios mantiveram-se dentro da normalidade,
corroborando com as descrigbes de Amusategui et al. (2003).

No estudo de Freitas et al. (2012), o valor médio dos leucécitos esteve dentro
dos limites de normalidade, o que pode ser atribuido ao processo crénico da doenca,
fato ja relatado por e Ikeda-Garcia et al. (2003) e Mattos-Junior et al. (2004). Por se
tratar de um processo crénico, a resposta leucocitaria se modifica de acordo com a
evolucéo da doenca (MEDEIROS et al., 2008).

Apesar do hemograma ser uma ferramenta de diagndstico laboratorial
complementar que pode auxiliar no diagnéstico e progndstico clinico da
leishmaniose visceral canina, esta deve ser utilizada com cautela, pois as alteragbes

observadas sdo comuns a outras doencas em caes (GEORGETTI et al., 2013).

4.2 Avaliacao bioquimico sérica

As médias dos parametros bioquimicos ALT, uréia e creatinina (Tabela 2)

permaneceram dentro da normalidade nos dois momentos assim como no G2.

Tabela 2: Principais valores bioquimicos dos cdes do G1 (com Leishmaniose) em dois momentos (M1
e M2) e no G2.

- - Teste T -
A U (G1-M1) Minimo (G1-M2) Minimo 2T Minimo
Parametros Referéncias P . 2T 2o pareado  (G2) Média ot
Média Maximo Média Maximo Maximo
(M1XM2)
ALT 10-88 44,43 13,4-129 48,4 16,4-173,1 0,5024(NS) 55,29 19,2-91,2
AST 23-66 48,4 31,8-76 11,53 10,2-44,4 0,0172* 40,12 20-86,1
UREIA 15-65 53,06 18,93-208 36,22 25,1-52,9 0,6639(NS) 29,16 21,44-43,61
CREATININA 0,5-15 0,58 0,4-0,8 0,66 0,4-0,8 0,193(NS) 0,77 05-1,2
PROTEINAS
TOTAIS 5.3-7.6 8,52 5,98-10,3 7,74 5,22-10,7 0,0505(NS) 6,01 5,1-6,8
ALBUMINA 2.3-38 2,26 1,38-3,54 2,68 1,7-3,73 0,0172* 3,09 2,15-3,78
GLOBULINAS 2.4-4.8 6,26 2,56-8,21 5,05 2,25-8,32 0,0097* 2,91 1,32-3,73

RELAGAO A/G 0.5-1.7 0,42 0,17-1,38 0,65 0,28-1,62 0,0022* 1,18 0,7-2,86
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Valores entre parénteses ao lado das médias sdo as médias transformadas para validacdo das
pressuposi¢Oes estatisticas. Os valores do teste T pareado séo significativos quando menores que p
< 0,05. Os valores com asterisco sao significativos. A sigla (NS) significa ndo significativos.

Houve diferencas estatisticas entre o pré e pds tratamento para a enzima
AST (Gréfico 3) (p= 0,0172) que resultaram na diminuicdo da sua média. Por nao ter
ocorrido elevacdo da mesma, ndo houve alteracdes clinicas relacionadas a enzima
AST. A média dessa variavel ficou abaixo das referéncias e do G2. Na avaliacdo da
enzima ALT (p= 0,5024) ndo ocorreu diferencas entre o tratamento e a média
permaneceu dentro das referéncias assim como no grupo controle. Os animais nao
apresentaram sinais clinicos que levariam a suspeitas de hepatopatias. Apds a
realizacdo dos exames bioquimicos no pdés tratamento foi possivel notar que a droga
ndo causou elevacdo das enzimas hepéticas mensuradas, ndo apresentando assim

efeito hepatotoxico.

Grafico 3 Representacao dos valores de AST nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-M2) pos
tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncia: 23-66 u/L.
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AST
G1- M1 (PRE) G1-M2 (POS) (G2)
MEDIA (M1) === MEDIA (M2) MEDIA (G2)

u/L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1-M1(PRE) 69 76 63,8 659 47,8 41,9 36,8 385 31,8 441
G1-M2 (POS) 22,7 52,6 44,4 354 41,8 39,8 27,5 553 10,2 264
(G2) 24,8 86,1 258 757 43,5 31,4 20 27,2 29 37,7
MEDIA (M1) 51,56

—¥%—MEDIA (M2) 35,61
MEDIA (G2) 40,2

ANIMAIS

Houve uma diminuicdo significativa de AST em 15,95U/L entre o pré e pos
tratamento. Os valores encontrados entre o pré e pés tratamento para a enzima ALT
elevaram se em 3.97U/L permanecendo com as médias dentro da referéncia e
inferior ao G2.

Na analise laboratorial, podem ser observados em animais com leishmaniose,
aumento da alanina aminotransferase (ALT) (DIAS et al., 2008). Em dois animais do
presente estudo exposto, verificou se a elevacdo da enzima hepética ALT no pré
tratamento. Castro et al. (2012) observaram que os valores de ALT e AST
permaneceram dentro dos valores fisiologicos citados na literatura em cerca de 70%
dos cées, corroborando com nossos achados.

Em um pequena porcentagem de caes acometidos com a LVC é possivel que
ocorra acometimento hepdatico, ocasionando em perda de peso, apatia, vomitos,
anorexia, polidipsia e poliaria (AMUSATEGUI et al., 2003; NOLI, 1999). Alguns
autores afirmam ainda que, em relacdo a funcdo hepatica, os valores da fosfatase
alcalina (FAL), da alanina aminotranferase (ALT), e da aspartato aminotransferase
(AST) podem encontrar-se aumentados (GRADONI; TROTZ-WILLIAMS, 2003).
Contudo, a lesdo hepatica ndo €, normalmente, severa, tendo tendéncia a
normalizar apds o tratamento (CIARAMELLA; CORONA, 2003).

Na avaliacdo renal, os valores de uréia e creatinina respectivamente nao

diferiram estatisticamente entre os momentos avaliados, permanecendo com as
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médias dentro das referéncias para as variaveis analisadas (p= 0,6639 e 0,193). A
média dos valores de uréia decairam entre os momentos analisados e foram
maiores que a média do G2, a média da creatinina se elevou discretamente, porém,
inferior ao grupo controle.

A avaliagdo dessas variaveis implica que ndo ocorreu alteracbes renais
devido utilizacdo da droga, ndo causando efeito nefrotoxico, visto que os valores das
médias dos parametros uréia e creatinina avaliados ndo aumentaram o valor da
média para valores acima das referéncias. Os animais em tratamento nao
apresentaram sinais clinicos decorrentes de nefropatia.

Nos dados do estudo em questdo, as funcdes renais e hepéticas
mantiveram-se sem alteracdes, corroborando com Miré (2007) que também
observou manutencao das fungdes renal e hepaticas normais, permanecendo dentro
das referéncias, o que pode ser observado também no grupo experimental G2.

Segundo Vischer et al. (2007) a miltefosina ndo tem efeito nefrotéxico,
embora outros efeitos toxicos ndo tenham sido totalmente descartados. Tem sido
atribuido aos parametros renais valor prognostico. Este é reservado quando o0s
niveis de ureia e creatinina encontram-se persistentemente elevados, mesmo apos o
tratamento (CIARAMELLA; CORONA, 2003).

A deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos pode acarretar em nefrite
intersticial e glomerulonefrite membranoproliferativa, gerando comprometimento da
funcdo renal, e sendo, muitas vezes a principal causa da morte de cdes com
leishmaniose. A insuficiéncia renal pode estar presente em cées sem 0s sinais
clinicos sistémicos de leishmaniose (CIARAMELLA et al., 2005). A nefropatia pode
ser causada pelo infiltrado de células T CD4+ detectadas na regidao glomerular e
intersticial dos rins de cdes com LVC (COSTA, 2011).

4.3 Avaliacao das proteinas totais e fragcdes

Nos dois momentos os valores das proteinas totais apresentaram se acima
das referéncias e do G2. Nao foram encontradas diferencas estatisticas para a
variavel bioquimica proteinas totais (p= 0,0505) entre o pré e pos tratamento com a
droga.

As proteinas totais no pré tratamento estiveram acima dos valores de

referéncia caracterizando assim, hiperproteinemia, divergindo dos valores
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encontrados por Kiral et al. (2004) que caracterizaram hipoproteinemia em cées
sintomaticos para LVC.

Na LVC, a hiperproteinemia decorre da ativacao policlonal de linfocitos B e
consequente producdo elevada de anticorpos em que ha hipoalbuminemia e
aumento nos niveis de globulinas séricas, gamopatia (FELDMAN et al., 2000;
IKEDA-GARCIA et al., 2003).

As proteinas totais séricas podem estar elevadas devido a hiperglobulinemia,
entretanto, as vezes, pode se encontrar dentro dos parametros de normalidade
quando a hipoalbuminemia é severa, mesmo com aumento das globulinas séricas
(LAPPIN, 2004).

No pré tratamento os valores médios de albumina (Gréfico 4), apresentaram-
se abaixo do valor de referéncia caracterizando hipoalbuminemia, corroborando com
Medeiros et al. (2008). No pos tratamento os valores médios permaneceram dentro

dos niveis de referéncia assim como no G2.

Grafico 4 Representacdo dos valores de albumina nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-M2)
pos tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncias: 2.3-3.8 g/dL.

ALBUMINA
G1- M1 (PRE) G1-M2 (POS) (G2)
MEDIA (M1) === MEDIA (M2) MEDIA (G2)

X

G/DL

4
5
3
5
2
5
1
0,5
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1-M1(PRE) 1,51 1,66 1,38 2,27 3,04 1,79 1,93 2,65 2,83 3,54
G1-M2 (POS) 2,22 1,7 2538 3,4 3,73 239 21 273 256 3,65
(G2) 3,38 2,15 3,19 2,77 3,46 2,57 3,39 3,07 3,18 3,78
MEDIA (M1) | 2,26
== MEDIA (M2) 2,686
MEDIA (G2) 3,094

ANIMAIS

Houve diferencas estatisticas que geraram um aumento na meédia entre o pré
e pos tratamento no exame bioquimico da albumina (p= 0,0172). As medias do pos

tratamento e grupo controle (G2) permaneceram dentro das referéncias.
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Foi constatado por Freitas et al. (2012) hiperproteinemia, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia. Segundo Noli (1999), a hipoalbuminemia pode ser secundéaria ao
comprometimento hepatico, ocorrendo também devido a proteindria ou desnutricdo
nos casos de animais nefropatas e/ou anoréxicos.

Em casos em que a perda de proteinas € muito severa, como acontece no
caso de hemorragias frequentes ou de diarreia severa, pode observar-se
hipoproteinemia, ao contrario do habitual em animais com leishmaniose
(CIARAMELLA; CORONA, 2003).

No pré e pds tratamento, os valores médios das globulinas (Grafico 5)
apresentaram se acima dos valores de referéncia e do grupo controle (G2). Houve
diferencas estatisticas significativas que implicaram na diminuicdo da média das

globulinas entre o pré e pos tratamento (p= 0,0097).

Grafico 5 Representacao dos valores de globulinas nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-M2)
pos tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncias: 2.4-4.8 g/dL.

GLOBULINAS

—o—G1- M1 (PRE) G1-M2 (POS) (G2)
MEDIA (M1) —%—MEDIA (M2) —@— MEDIA (G2)

x//,/.’,J"""-“‘////‘\\\’-——./”’V

[ \

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

—o—G1-M1(PRE) 4,47 6,42 7,82 7,13 6,16 821 637 6 7,47 2,56
G1-M2 (POS) 3 566 832 39 3,87 725 51 367 7,54 2,25
(G2) 2,62 2,95 3,01 3,73 2,74 3,63 2,61 293 3,62 1,32
MEDIA (M1) 6,261

—¥=—MEDIA (M2) 5,056

—8— MEDIA (G2) 2,916

G/DL
OFNWAUITOD

ANIMAIS

Os niveis de globulinas mesmo no poés tratamento encontraram se com a
meédia acima das referéncias, assim como no pré tratamento, caracterizando uma
hiperglobulinemia corroborando ainda com Medeiros et al. (2008) e Freitas et al.

(2012) que também encontraram em seus estudos uma hiperglobulinemia.
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O achado clinico-laboratorial mais comum da LVC é a hiperglobulinemia,
causada pela ativagdo das células policlonais e producao de anticorpos (NOLI, 1999;
AMUSATEGUI et al., 2003).

4.4 Avaliacao da relagcao albumina/globulinas

No pré tratamento (M1) a média dos valores encontrados estiveram abaixo da
referéncia, ja no pés (M2) a relacdo albumina/globulina (grafico 6) mantiveram se

dentro da referéncia para a espécie, assim como no G2.

Grafico 6 Representacao dos valores da relagdo A/G nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-

M2) pés tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncias: 0,5-1,7 g/dL

RELACAO A/G

—o— G1 - M1 (PRE) G1-M2 (POS) (G2)
MEDIA (M1) === MEDIA (M2) —@=— MEDIA (G2)

3,5
23
= 2
o) 2 | &
IO e N— rr——

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

——G1-M1(PRE) 0,33 0,25 0,17 0,31 049 0,21 0,3 044 0,37 1,38

G1-M2 (POS) 0,74 03 0,28 0,87 09 032 041 0,74 033 1,62

(G2) 1,29 0,72 1,05 0,74 1,26 0,7 1,29 1,04 0,87 2,86
MEDIA (M1) 0,425
—¥— MEDIA (M2) 0,657
—8— MEDIA (G2) 1,182

ANIMAIS

Para o parametro relacdo (albumina/globulina), observou se diferencas
estatisticas também entre o pré e pés tratamento (p= 0,0022) gerando um aumento
na média da mesma.

Albumina e relagéo A/G aumentaram suas medias consideravelmente durante
o tratamento enquanto as globulinas que estavam aumentada antes do tratamento
decairam, normalizando assim, a relacao A/G.

Foi demonstrado que apds o tratamento os valores estiveram dentro das

referéncias. Um decréscimo na relacdo A/G pode estar presente devido a
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hipoalbuminemia que pode ser causada por perdas renais, desnutricdo e
acometimento hepatico (ALMEIDA et al., 2005; AMUSATEGUI et al., 2003).

5 CONCLUSAO

Nas condi¢gOes do presente estudo pode se concluir que o tratamento com a
miltefosina proporcionou uma melhora no quadro hematoldgico dos animais e em
decorréncia disso, os animais melhoraram seu quadro clinico pois a maioria dos
sinais eram decorrentes da anemia moderada. Os animais tratados com a droga
obtiveram remisséo dos sinais clinicos. O tratamento com a droga causou queda nos
valores da enzima AST e nado elevou ALT, ndo apresentando assim efeito
hepatotoxico. No quadro renal avaliado com as dosagens de uréia e creatinina pode

se concluir que a droga nao apresentou efeitos nefrotéxicos.
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