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NOGUEIRA, F.S. Avaliacdo Clinico-Laboratorial de cées naturalmente
infectados por leishmaniose visceral, submetidos a terapia com anfotericina B.
Botucatu, 2007. Tese de Doutorado, 108p. Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

Constituiu objetivo desta pesquisa avaliar experimentalmente os efeitos
decorrentes do tratamento de cées naturalmente infectados por Leishmania
spp., com anfotericina b em associa¢do ao alopurinol e prednisona, avaliando
as lesbGes hepatica e renal, e principalmente a eficacia deste protocolo para o
controle da doenca por meio da sorologia, pesquisa de parasitos, e
manifestagdes clinicas. Para tanto, foram utilizados 20 cé@es adultos, machos e
fémeas, soropositivos pelo teste ELISA. Todos os cées foram tratados com
anfotericina b na dose de 0,5 mg/kg a cada 3 dias durante 16 aplicagdes,
associado ao alopurinol na dose de 10 mg/kg/12horas durante 18 meses e
prednisona 0,5 mg/kg/24 horas durante 8 semanas. O experimento foi realizado
durante 18 meses, sendo que as variaveis foram analisadas em momentos
diferentes. Os animais foram monitorados quanto a lesédo renal e hepética por
meio da concentracdo seérica de uréia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), e alanina aminotransferase (ALT) em 7 momentos: MO — antes do
tratamento, M1 — 14 dias, M2 — 28 dias, M3 — 42 dias, M4 — 56 dias, M5 — 12
meses e M6 — 18 meses. Os caes foram submetidos a exame fisico rotineiro a
cada 3 meses, e classificados em assintomaticos, oligossintomaticos e
sintomaticos. Da mesma forma, nos momentos supramencionados, procedeu-
se a analise do proteinograma, ou seja, da concentracdo sérica de proteina
total, albumina, globulina e relacdo albumina/globulina. A pesquisa de
anticorpos anti-leishmania e a analise imunoistoquimica, foram realizadas -
antes do inicio da terapia e decorridos 18 meses. A pesquisa de formas
parasitarias através da avaliacdo citopatolégica do aspirado de linfonodo, foi
efetuada a cada 6 meses. O protocolo terapéutico promoveu remissao total dos
sinais clinicos em quinze animais, entretanto dois caes apresentaram recidiva
do quadro clinico e trés vieram a 6bito. O efeito imunomodulador da anfoterina
b, foi demonstrado pela soroconversdo e normalizacdo do proteinograma. O
efeito leishmanicida da terapia foi comprovado pela auséncia de parasitos no
exame citopatolégico de aspirado de linfonodo e na imunoistoquimica. O
protocolo terapéutico promoveu aumentos significativos e progressivos da
concentracdo seérica de uréia e creatinina, que foram restabelecidos apds a
utilizacdo da anfoterina b. A concentracdo das enzimas hepaticas alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase nao apresentou alteracdes
significativas durante a terapia.
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NOGUEIRA, F.S. Clinical-Laboratory assessment of dogs naturally infected
with visceral leishmaniosis, subjected to amphotericin B-based therapy.

ABSTRACT

The goal of this research was to experimentally assess the effects of the
treatment of dogs infected by Leishmania spp., with amphotericin B associated
to allopurinol and prednisone , evaluating renal and liver lesion and, mainly, the
effectiveness of such protocol in controlling the disease by means of sorology,
parasite detection and clinical manifestation. Twenty adult, male and female,
ELISA-seropositive dogs were therefore used. All dogs were treated with 16
administrations of amphotericin B, each dosed at 0.5 mg/kg and given in 3-day
intervals, associated to allopurinol dosed at 10 mg/kg/12 hours for 18 months
and prednisone dosed at 0,5 mg/kg/24 hours for 8 weeks. The experiment was
carried out for 18 months and the variables analysed at distinct times. All
animals were monitored in respect of renal and liver lesion through their serum
concentrations of urea, creatinine, aspartate aminotransferase and alanine
aminotransferase in 7 moments: MO — before treatment, M1 — 14 days, M2 — 28
days, M3 — 42 days, M4 — 56 days, M5 — 12 months and M6 — 18 months. All
dogs were submitted to routine physical examination every 3 months and
classified as asymptomatic, oligosymptomatic and symptomatic. Likewise, at
the same moments proteinogram analysis was also carried out using serum
concentration of total protein, albumin, globulin and albumin/globulin ratio.
Antileishmania antibody detection and immunohistochemical analysis were
carried out at 2 times — before the therapy and 18 months after its start. Every 6
months a cytopathological evaluation of the lymphoid aspirate was carried out in
search of parasitic bodies. The therapeutic protocol promoted complete
remission of clinical signals in fifteen animals, however two dogs showed
relapse and three came to die. Amphotericin B immunomodulatory effect was
demonstrated through seroconversion and proteinogram normalization. The
leishmanicidal effect of the therapy was confirmed by the absence of parasite in
the lymphoid aspirate cytopathological exam and in immunohistochemical
analysis. The therapeutic protocol caused significant and progressive increases
on the serum concentration of urea and creatinine, which were re-established
after amphotericin B was administration. ALT and AST liver enzyme
concentration did not show significant changes during the therapy.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a Leishmaniose visceral (LV) vem merecendo atencao
especial por parte dos clinicos veterinarios e profissionais da saude publica,
tendo em vista ser uma antropozoonose e apresentar um aumento significativo
do numero de casos humanos e caninos.

Até 1998, ndo havia referéncia de casos autéctones de leishmaniose
visceral no homem e em cées no Estado de S&o Paulo, sendo restrita somente
as regioes Norte e Nordeste do pais. No entanto, LUVIZOTTO et al.,, 1999
detectaram um foco da doenca na regido da alta noroeste do Estado de Sé&o
Paulo, no municipio de Aracatuba, e posteriormente verificaram também a
presenca em municipios circunvizinhos.

O programa para o controle da leishmaniose visceral no Brasil, proposto
pela Fundacdo Nacional de Saude, visa o tratamento gratuito da populacdo
humana, o controle do reservatério doméstico através da eliminacdo de caes
soropositivos, e o0 controle de vetores que é realizado através do uso de
inseticidas (Ministério da Saude, 2006).

O inicio deste programa remonta a década de 50 e teve como objetivo,
quebrar os elos epidemiologicos da cadeia de transmissdo da doenca. No
entanto, ainda ndo se dispunham de métodos diagndsticos mais sensiveis e
especificos; a prevaléncia da doenca humana e canina era menor;
desconhecia-se a imunopatologia, bem como, a presenca de outros
reservatorios e, a doenca apresentava-se restrita ao ambiente rural e silvestre
(GONTIJO et al., 2004).

O enfoque dado para eutanasia dos cédes, tem demonstrado ser ineficaz
e despendioso (DYE, 1996; DIETZE, et al, 1997, COSTA, 2001;
COURTENAY, et al., 2002).

Segundo COSTA (2001) a eliminacdo de caes soropositivos, dentre as
medidas de controle da leishmaniose, € a que apresenta menor suporte
técnico-cientifico, uma vez que existem varios pontos conflitantes nesta acao.
Entre eles, o autor cita: a inexisténcia de correlagao espacial entre a incidéncia
cumulativa de leishmaniose humana com a soroprevaléncia dos caes
acometidos; a grande velocidade do crescimento populacional da espécie

canina; a baixa eficiéncia dos testes soroldgicos utilizados em inquéritos
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epidemiolégicos; e a demonstracdo de que outros reservatorios podem servir
de fontes de infec¢céo da doenca (COSTA, 2001).

DIETZE et al. (1997), avaliaram a importancia do cdo na manutengao do
ciclo epidemiologico da doenca e seu papel na transmissdo da leishmaniose
humana, adotando a eutanasia como medida de controle. Nao foi observada
diminuic&o significativa em analise estatistica, quando tal medida foi adotada e
concluiram que outros reservatérios podem contribuir na transmissdo e na
manutencdo do ciclo do parasito, inclusive o préprio homem, sendo que
medidas direcionadas somente na eliminacdo do cdo, nao trazem beneficio
algum.

Outros autores (DEANE, 1962; COSTA et al.,, 2000; OTERO et al.,
2000) demonstraram a importancia do homem soropositivo e com doenca ativa
na transmissdo do agente etiologico, servindo de fonte de infeccdo para o
vetor; embora existam poucos estudos em pacientes assintomaticos.

Assim, COSTA et al. (2000) pesquisaram o papel de individuos
assintomaticos para LV como carreadores da doenca em area endémica. O
ensaio de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) detectou DNA parasitario
de Leishmania chagasi no sangue de 8 dos 108 individuos que coabitavam
com pacientes diagnosticados positivos e tratados para a doenga. Todos 0s
individuos PCR positivos foram positivos para o teste intradérmico, porém
apresentaram baixos niveis de anticorpos, demonstrando menor sensibilidade
aos testes soroldgicos utilizados no diagnostico de infecgcdes assintomaticas.
Segundo estes autores, mesmo uma pequena propor¢cdo de individuos
assintomaticos e considerados como fonte infectiva para vetores, contribuiriam
substancialmente para a manutencao da doenca em areas endémicas.

BRAGA et al. (1998) apontaram a baixa sensibilidade dos métodos
diagnosticos para explicar a ndo reducdo da incidéncia de calazar humano e
canino. De acordo com os autores, a utilizacdo da técnica de reacdo de
imunoflorescéncia indireta (RIFI) utilizando eluato de papel de filtro apresenta
uma sensibilidade muito baixa quando comparada com o método ELISA no
soro.

Apbs 5 anos de atividades de controle do reservatorio canino, utilizando

a RIFI de eluato para detectar cdes infectados, foi observado reducéo de 0,5 a
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1% da prevaléncia da LV canina e nao houve necessariamente uma
interrupcdo de transmissdo ao homem (OLIVEIRA LIMA et al., 1996).

Além da sensibilidade, o tempo decorrido entre a colheita de sangue e a
eliminacdo do céo infectado, pode ser responsavel pela manutencdo da
transmissdo da infeccdo (BRAGA et al.,, 1998). Para tal assertiva duas
estratégias de controle foram realizadas, uma com o diagnéstico pelo método
ELISA e eliminacéo rdpida do céo e outra baseada no programa realizado pelo
Ministério da Saude (MS) com diagnéstico pelo método RIFI de eluato e
eliminacdo tardia. Os resultados mostraram, apds 10 meses de estudo,
diminuicdo da prevaléncia canina em 9% na area baseada no programa do MS
e de 27% quando o diagnéstico foi realizado pelo ELISA, com eliminagéo
rapida do reservatorio. Outro dado interessante é que quando comparado 0s
testes ELISA e RIFI nos dois grupos estudados, o teste ELISA apresentou
maior sensibilidade.

De uma maneira pratica, as medidas de controle da doenca até agora
implementadas foram incapazes de eliminar a transmissao e impedir a
ocorréncia de novas epidemias (Ministério da Saude, 2006).

Ainda que o tratamento de cdes com a doenca seja realizado ha muito
tempo no Velho Mundo, no Brasil poucos estudos estdo sendo conduzidos para
verificar a sua eficacia.

A reducdo do parasitismo cutaneo, eliminacdo das manifestacOes
clinicas, e principalmente, a recuperacdo da resposta imunocelular
controladora da infeccdo, poderiam levar a uma redugdo da capacidade
infectante dos flebotomineos e, consequentemente a uma reducdo da
prevaléncia nas espécies canina e humana, principalmente em areas
endémicas (GRADONI et al., 1998; ALVAR et al., 1994, BANETH et al., 2001;
RIBEIRO, et al., 2002).

As limitacbes com a terapia antimonial em cdes, como a hipbtese de
inducdo de resisténcia parasitaria, o alto custo, a toxicidade, e a proibicdo, no
Brasil, do uso deste farmaco em animais, demonstram a necessidade de
buscar alternativas terapéuticas mais acessiveis e de maior eficacia.

Assim, constituiu objetivo desta pesquisa avaliar experimentalmente os
efeitos decorrentes do tratamento de caes naturalmente infectados por

Leishmania spp., com a anfotericina b em associacdo ao alopurinol e
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prednisona, avaliando em especial as alteracdes clinicas e laboratoriais, quanto
a lesdo hepatica e renal, e principalmente a eficacia deste protocolo para o

controle da doenca.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A leishmaniose foi “sugerida” pela primeira vez em 1903 por WILLIAM
LEISHMAN e DONOVAN, que descreveram separada, mas simultaneamente,
a ocorréncia de parasitos em esfregacos de baco e figado, de necrépsia de
pacientes da india e Masdras. Inicialmente acreditavam ser uma forma
involutiva de Trypanosoma, porém, ROSS em 1903 homenageando o0s
descobridores, denominou o parasito de Leishmania donovani.

Nas Ameéricas, o registro do primeiro caso da doenca ocorreu em 1913,
quando MIGONE, no Paraguai, observou a presenca de “corpusculos” de
Leishmania em material de necrépsia de um paciente que havia trabalhado na
construcdo da estrada de ferro Sdo Paulo — Corumba no Brasil (ALENCAR et
al., 1991).

Atualmente, é considerada como sendo uma das seis endemias
prioritarias no Mundo e estad presente em paises do Velho e Novo Mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990).

A leishmaniose visceral ou também conhecida como calazar (Kala-azar),
febre dum-dum, febre de Assam, esplenomegalia tropical, doenca negra, é uma
doenca infecciosa causada por protozoarios flagelados, pertencentes a ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e ao Género Leishmania (DEANE e
GRIMALDI, 1985).

Agrupados no complexo Leishmania donovani, atualmente sao
reconhecidas 3 espécies como agente etiologico da doenca: Leishmania
(Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) infantum encontradas no
Velho Mundo, e Leishmania (Leishmania) chagasi no Novo Mundo (ROSS,
1903).

A Leishmania chagasi apresenta ampla distribuicdo no Novo Mundo,
ocorrendo na Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia, Paraguai, Venezuela,
Guatemala, Guadalupe, Honduras, Martinica, México e El Salvador, sendo 90%
dos casos concentrados no Brasil (BRANDAO-FILHO e SHAW, 1994).

No Brasil, Carlos Chagas, suspeitou da doenga ja& em 1911 as margens
do rio Amazonas. Em 1934, Penna, demonstrou, na cidade de Salvador, a
presenca de parasitos semelhantes a Leishmania donovani, em preparados

histolégicos de figado, quando pesquisava a febre amarela (CHAGAS, 1937).
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Avaliando as caracteristicas morfolégicas do parasito in vivo, no hospedeiro
vertebrado, e in vitro em cultura, assim como, o estudo da etiopatogenia dessa
enfermidade, foi sugerido tratar-se de nova espécie do género Leishmania, que
foi denominada de Leishmania chagasi em homenagem a Carlos Chagas
(CHAGAS, 1937).

Desde entdo, a transmissdo da doengca vem sendo descrita em Varios
municipios, de todas as regides do Brasil, exceto na regido Sul. Hoje
representa um grande potencial expansor, onde do total de 5500 municipios do
Brasil, 1600 (29%) ja estdo acometidos pela doenca (Ministério da Saude,
2006).

No Estado de S&o Paulo, segundo o Grupo de Estudos em
Leishmanioses, da Coordenadoria de Controle de Endemias, da Secretaria de
Saude, em 2007, observou-se a expansao da doenca para outras regides do
Estado, destacando-se a transmissdo da leishmaniose visceral canina nas
regides Metropolitanas de S&o Paulo e de S&o Jodo da Boa Vista, e que 53,2%
dos municipios encontram-se em situacdo de vulnerabilidade (Boletim
Epidemiolégico Paulista, 2007).

No Brasil, a Lutzomyia longipalpis € o vetor implicado na disseminacao
e transmissdo da doenca. Recentemente, a Lutzomyia cruzi foi incriminada
como vetor no Estado do Mato Grosso do Sul (Ministério da Saude, 2006).

Sao insetos pequenos, medindo de 1 a 3 mm de comprimento,
apresentam o corpo coberto de pélos, e uma coloracao castanho claro ou cor
de palha. S&o facilmente reconhecidos pelo seu comportamento, ao voar em
pequenos saltos e pousar com as asas entreabertas. Adaptados a diversos
ambientes, desenvolvem-se em ambientes terrestres umidos e ricos de matéria
organica e com baixa incidéncia luminosa. Com habitos crepusculares,
somente a fémea alimenta-se de sangue para maturacdo dos ovos (DEANE e
DEANE, 1955).

Conhecidos popularmente por mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre
outros, sdo encontrados preferencialmente em éareas de florestas, matas
secundarias, sopé das serras, margens dos rios, cavernas, abrigos de
pequenos roedores e de outros animais (DEANE, 1962; MARZOCHI et al.,
1985). No entanto, no ambiente domeéstico, podem ser encontrados no

peridomicilio, em galinheiros, chigueiros, canil, e também no intradomicilo.
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A presenca do parasito na natureza depende também de um
reservatorio, onde mamiferos pertencentes a Familia Canidae, principalmente o
cdo doméstico, é apontado como a principal fonte de infeccdo para os
flebotomineos, quer pela alta prevaléncia da doenca neste animal em area
endémica, quer pela grande quantidade de parasitas presentes na pele do
mesmo. Sao implicados ainda na transmissao, em ambiente silvestre, o chacal,
Canis aureus, o lobo, Canis lupus, e a raposa, Vulpes vulpes (BADARO e
DUARTE, 1996).

Ainda podemos citar os roedores, edentados, marsupiais, procionideos e
primatas que também sédo considerados reservatérios da doenca no ambiente
silvestre (DEANE e DEANE, 1955).

Exista ou ndo acometimento clinico, o parasitismo cutédneo intenso,
mantém o ciclo da doenca no ambiente silvestre e domiciliar (MOLINEUZ e
KILLICK-KENDRICK, 1987).

Na auséncia de fleb6tomos, a doencga pode ocorrer possivelmente pela
presenca de outros ectoparasitas de cdes como Ctenocephalides felis e
Rhipicephalus sanguineus, dada a frequéncia e a intensidade com que ambos
ocorrem nos animais (LINARDI e NAGEM, 1973).

A infeccdo dos hospedeiros invertebrados se d4 quando estes, ao
picarem um animal infectado ingerem juntamente com o0 sangue, formas
amastigotas livres ou que estdo dentro dos macrofagos. Estas amastigotas,
num periodo de aproximadamente trés dias ap0s o repasto sanguineo, sofrem
sucessivas divisbes e mudam progressivamente para formas promastigotas,
também denominadas de nectomonas. As nectomonas se dirigem para a
porcdo toracica do intestino médio e valvula cardiaca, se fixando nas
microvilosidades das células epiteliais e se dividindo para dar origem, cinco
dias apods a infeccdo, as haptomonas. Posteriormente, algumas haptomonas
invadem es6fago e faringe, sofrendo nova mudanca para formas
paramastigotas metaciclicas infectantes, que durante um novo repasto
sanguineo infectam outro hospedeiro vertebrado (BATES, 1994).

Em condi¢bes naturais, os fleb6tomos inoculam baixo numero de
paramastigotas metaciclicas, que € exposta a acdo de enzimas produzidas

pelo inseto, e que dependendo da imunocompeténcia individual, pode lancar
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mao de mecanismos de controle da acdo destas enzimas, facilitando assim sua
instalagéo no hospedeiro (FERRER, 2002).

Apés a inoculagdo do parasita na pele, ocorre uma resposta inflamatoria
local sendo inicialmente encontrados neutrofilos, eosinéfilos, macréfagos,
células “killer” (NK) e posteriormente linfécitos (DAY, 2004). As células NK
desempenham papel fundamental na resisténcia da infecgédo pelo hospedeiro,
pois ainda na pele, produzem rapidamente interferon gama (IFN-y) e
interleucina (IL-12), importantes indutores da producgéo de 6xido nitroso pelos
macrofagos. A producdo de Oxido nitroso e superoxido sdo 0S mecanismos
mais eficientes de destruicdo parasitaria.

O estabelecimento de uma resposta imune protetora ou nao, exige
também antigenos apropriados presentes nas células, a inducdo e a
proliferacéo de células T e a ativacdo de macrofagos eficientes no controle da
infeccdo. As subpopulacdes de células T que expressam a molécula de CD4
(células T auxiliares: T helper = Th) podem ser subdivididas em linhagens Thl
e Th2, e sao distinguiveis pelas citocinas produzidas e pelos efeitos
imunologicos que elas comandam. As células Thl produzem principalmente as
interleucinas 2 (IL-2) e 12 (IL-12), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-y
(IFN- y) que pode iniciar a imunidade celular mediada e citotoxicidade. As
células Th2 mediam a imunidade humoral, através da producdo predominante
das interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13, e apresenta comportamento antagonista as
células Thl. O tipo de resposta imune produzida (Th ; ou Th 3) é determinada
principalmente pelas citocinas produzidas ap6s o encontro dos macrofagos
com o antigeno (NOLI,1999; PINELLI, et al.,1999; BELKAID, 2000; DAY, 2004).

De acordo com FERRER, (2002); a citocina IL — 4 é a mais importante a
este respeito, pois ela regula a producdo da IL — 12, e esta influencia na
atuacao das células NK.

O periodo de incubacdo ou pré-patente em animais naturalmente
infectados pode variar de 3 meses a 7 anos, levando a diferentes
apresentacdes clinicas da doenca: forma aguda, sub-aguda, crbénica e
regressiva (ALENCAR, 1959; SLAPPENDEL e FERRER, 1990 GENARO,
1993).

Em areas endémicas, nem todos os animais que sao infectados com

Leishmania desenvolvem a enfermidade (BERRAHAL et al., 1996), no entanto
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o percentual de caes resistentes a enfermidade ndo esta totalmente
estabelecido (FERRER, 1999).

A leishmaniose canina se caracteriza pela sua enorme variabilidade de
sintomas clinicos e dos tipos de lesdes apresentadas, devido basicamente a
fatores individuais relacionados exclusivamente ao tipo de resposta
imunoldgica desenvolvida, grau de infestacdo, tempo de evolucdo da
enfermidade e aos 6rgaos afetados (FERRER, 1995). Assim, em alguns casos
observamos frequentemente diagndésticos falsos ou tardios dificultando assim
seu controle em areas endémicas.

Apesar da grande variabilidade de sinais clinicos, existem animais
infectados, que se apresentam aparentemente saudaveis e que sao
classificados como assintomaticos.

Em um estudo baseado no exame clinico de caes infectados por
Leishmania infantum na ilha de Elba, Italia, MANCIANTI et al. (1988)
classificaram clinicamente os animais em: assintométicos — cdes com auséncia
de sinais clinicos; oligossintométicos — cdes que apresentavam até 3 sinais
clinicos da doenca; e sintomaticos — cdes que apresentavam todos ou mais de
3 sinais clinicos da enfermidade.

O aspecto clinico dos animais foi correlacionado com a infectividade
para flebotomineos em um estudo realizado na Colémbia, por TRAVI et al.
(2001), com 20 cées sorologicamente positivos. Os animais foram submetidos
a sucessivos xenodiagnosticos e acompanhados por PCR, cultivo, puncéo
aspirativa com agulha fina (CAAF), e histopatolégico de fragmentos de pele,
retirados da regido abdominal e face interna da pina. De acordo com as
manifestacdes clinicas apresentadas, os animais foram classificados em
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. A infecciosidade
apresentada pelos caes foi avaliada por meio de porcentagem de flebétomos
infectados e a intensidade da infeccdo determinada pelo numero de
promastigotas presentes no intestino do vetor. Os autores observaram
diminuicao significativa da infecciosidade e do encontro de parasitos ha CAAF,
PCR e cultivo dos animais que foram classificados como oligossintomaticos e
assintomaticos. Com relagdo as amostras de pele coletadas, observou-se uma
quantidade maior de parasitos nas amostras, quando estas foram coletadas da

regido da pina, indicando maior infecciosidade para o vetor.
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Durante o curso da doenca pode haver proliferacdo generalizada do
parasito, colonizando érgaos linféides e néo linféides (linfonodos, baco, medula
0ssea, figado, rim, pancreas, intestino, testiculo, pulméo, olhos, articulacado...) e
inducdo de uma reacdo granulomatosa com numero variavel de formas
amastigotas (BURACCO et al., 1988). Ocorre ainda proliferacédo de linfécitos B,
histiocitos, macrofagos, plasmdcitos, resultando em linfoadenopatia
generalizada e algumas vezes hepatoesplenomegalia (FERRER, 2002).

FEITOSA et al. (2000), estudando 215 cdaes soropositivos para
leishmaniose visceral, observaram que 81% dos animais apresentaram
linfoadenopatias, sendo os linfonodos popliteos os mais afetados.

A multiplicacdo de parasitos no figado, especialmente nas células de
Kupffer, pode causar além da hepatomegalia, hepatite difusa crénica com os
seguintes sinais clinicos: vOmitos, anorexia, perda de peso e ictericia
(NOLI,1999).

Além da proliferacdo parasitéria e celular, ocorrerd& uma producédo de
grande quantidade de imunocomplexos que irdo se depositar na parede dos
vasos e, posteriormente formacdo de processos inflamatérios degenerativos e
necroticos em diversas regides do organismo, constituindo o componente mais
patogénico da enfermidade (LOPEZ et al., 1996; FERRER, 2002; NOLI, 1999).

As alteracBes dermatoldgicas estdo presentes na maioria dos casos,
sendo que o0s sinais mais comuns sdo: dermatite descamativa seca com ou
sem alopecia; dermatite ulcerativa, com localizacdo predominante em
saliéncias 6sseas e margem interna da pina; dermatite nodular; hipergueratose
nasal e digital; pélos opacos, além de uma dificuldade de cicatrizacdo
(FONDATI et al., 2004).

Na Grécia, um estudo envolvendo 158 cées naturalmente infectados
para leishmaniose visceral, as lesdes dermatoldgicas mais freqientemente
observadas, foram dermatite esfoliativa (64,1%), acompanhada de dermatite
piogranulomatosa e adenite sebacea em 50% dos casos (KOUTINAS et al.,
2004).

FONDEVILA et al. (1997) e DAY (2004), estudando a resposta imune
cutanea, observaram nas lesdes alopécicas localizadas, aumento significativo
de linfécitos T e aumento moderado de células de Langerhans e de

queratinécitos, que podem influenciar positivamente no tipo de resposta
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mediada por células, enquanto nas lesfes nodulares granulomatosas,
observaram grande quantidade de macréfagos parasitados e populagédo
reduzida de células imunocompetentes.

A onicogrifose € uma das caracteristicas mais marcantes e pode ser
considerado um sinal patognomdénico por alguns autores (FERRER, 1999;
SLAPENDELL, 1999; GENARO, 1993). Ocorre uma estimulacdo da matriz
ungueal pela presenca do parasito, embora ndo se possa descartar a
possibilidade do crescimento resultar da apatia do animal doente, que reduz os
movimentos, impedindo assim o desgaste natural. A freqiéncia desta
ocorréncia varia de 47 a 64% dos casos (GENARO, 1993).

As alteracdes oculares como blefaroconjuntivite, ceratoconjuntivite seca
ou ndo, uveite, conjuntivite folicular e membranosa e panoftalmite, dentre
outras, sdo decorrentes, principalmente, do depdsito de imunocomplexos
(FERRER, 1999). Os exames histopatoldgicos do trato uveal, revelam infiltrado
linfohistioplasmocitario perivascular, além da observacdo de amastigotas.
Nesses casos, a imunoistoquimica demonstra também a participacdo das
subpopulacdes de linfécitos CD4+ e CD8+ na patogénese das alteracdes
oculares (ROZE, 1986).

Durante a evolugcdo da enfermidade, as primeiras estruturas oculares
que se alteram sd@o a conjuntiva e a Gvea, devido a sua maior vascularizagao.
As uveites granulomatosas associadas a presenca de amastigotas nos
macrofagos, ou linfoplasmocitaria de origem imunitaria freqientemente, sao
resistentes a terapia tépica e/ou sistémica que evoluem para quadros de
glaucomas e endoftalmites com consequente perda do globo ocular
(KOUTINAS, 2004; ROZE, 1986).

Em um estudo retrospectivo no hospital da Universitad Autbnoma de
Barcelona entre 1993 -1998, observou-se uma prevaléncia de 24,4% das
lesBes oculares em animais soropositivos, sendo a uveite anterior seguida de
blefarite e da ceratoconjuntivite as mais freqiientes (PENA, et al., 2000).

A ceratoconjuntivite seca (KCS) em cées positivos para leishmaniose se
explica pela deficiéncia da producdo lacrimal, ocasionada pela presenca de
infiltrado inflamatério na glandula lacrimal, com obstrugcdo dos ductos

secretores, e pela diminuicdo dos reflexos secretérios. (ROZE, 1986).
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Outro estudo avaliou a prevaléncia de afeccdes oculares e lesdes da
glandula lacrimal meibomiana e da membrana nictitante, mostrando também a
presenca de infiltrado inflamatorio e de formas parasitarias (ROURA et al.,
2005).

Outras manifestacbes oculares sdo referidas como a hiperemia
conjuntival com quemose, hifema e afec¢cdes corneanas, como a ceratite
superficial ou profunda (ROZE, 1986).

As lesOes renais associadas a infec¢des por leishmaniose visceral nos
cées, sao decorrentes do depdsito de imunocomplexos nos glomérulos e por
ativacdo do complemento, causando geralmente a morte do animal (FERRER,
1999).

Em um estudo, na Italia, envolvendo 41 caes soropositivos para
leishmaniose, foram realizadas eletroforeses de proteinas da urina e biopsia
renal. As lesBes descritas foram compativeis com glomerulonefrite
membranoproliferativa, membranosa, mesangial e focal. Na eletroforese de
proteinas, a maioria dos animais (95,1%) apresentaram proteinuria nao seletiva
com presenca de albumina, transferrina e 1IgG (ZATELLI et al.,2003). Segundo
0s autores, a avaliacdo quantitativa da proteina urinaria e da taxa de creatinina
sérica, e qualitativa por eletroforese, representam um papel importante no
diagnostico das lesdes renais da leishmaniose.

A anorexia normalmente € vista em animais que ja apresentam
comprometimento renal, geralmente como resultado de uma azotemia crbnica
(KONTOS e KOUTINAS, 1993).

Além da diminuicdo do consumo de alimento, a competicdo hospedeiro-
parasita por alguns nutrientes essenciais tal como o triptofano, associada a
perda substancial de proteina urinaria, pode contribuir para o emagrecimento e
caquexia, em pelo menos 25% dos casos (KOUTINAS et al., 2004).

Além da perda de peso, encontramos em uma porcentagem alta dos
cdes infectados, uma atrofia muscular preferencialmente em musculos
esqueléticos mastigatérios e temporal (FERRER, 1999; KOUTINAS et al.,
2004; SLAPENDELL, 1990). VAMVAKIDIS et al. (2000) demonstrou que além
da presenca de parasitos, observa-se necrose e atrofia de fibra muscular,
infiltrado mononuclear, vasculite neutrofilica, imunocomplexos e anticorpos

séricos anti-miofibrilas. Segundo NOLI (1999), devido a atrofia muscular
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particularmente da regido da cabeca, 0os animais adquirem um aspecto mais
envelhecido.

Sinais clinicos de diateses hemorragicas podem ser observados em
animais com leishmaniose visceral, bem como petéquias dispersas pelo corpo,
hematuria, e principalmente epistaxes (FERRER, 1999).

Com o objetivo claro de determinar a etiopatogenia das epistaxes,
JUTTNER et. al. (2001), evidenciaram lesdes ulcerativas e inflamatérias na
mucosa nasal de animais soropositivos e com historico recente de
sangramento nasal.

Na analise laboratorial, em animais com comprometimento crénico renal
e/ou hepatico, podem ser observados quadros de azotemia, aumento de
alanina aminotransferase e fosfatase alcalina (SLAPPENDEL e FERRER,
1990).

Ocorre também uma elevacdo das proteinas plasmaticas totais e na
eletroforese sérica observa-se uma inversdo da relagdo albumina/globulina,
com aumento da fragcdo gama, caracterizando uma hipergamaglobulinemia,
com diminuicdo da albumina em alguns casos (ALENCAR, 1959; KEENAN et
al., 1984). Segundo NOLI (1999), a hipoalbuminemia pode ser secundaria ao
comprometimento hepdético, a proteindria observada no paciente nefropata,
além da desnutricdo em animais com anorexia.

O diagnostico da LVC representa um desafio real ao clinico veterinario,
pela presenca de animais assintomaticos, pela diversidade da sintomatologia
clinica apresentada e pela dificuldade em se obter uma prova diagndstica que
ofereca 100% de sensibilidade e especificidade (FERRER, 1999; NOLI, 1999).

Segundo GRANDONI (2002), o diagnéstico da LVC é dificil, uma vez
que mais de 50% dos cdes com infeccdo estabelecida e comprovada séo
aparentemente assintomaticos. Quando os sinais clinicos estao presentes, sdo
variaveis e mimetizam outras enfermidades.

A identificacdo do parasita pode ser realizada especificamente em
material obtido de medula éssea, baco, figado, linfonodo e pele, tanto pela
histopatologia; esfregacos confeccionados por puncdo aspirativa (CAAF) e
corados por Giemsa, Leishman, ou pandtico rapido; como pela semeadura em
meios de cultura e inoculagdo em animais de laboratério (GENARO et al.,
1993; EVANS, 1990).
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A visualizacdo de formas amastigotas em esfregacos de CAAF de
linfonodo ou medula 6ssea, representa o método de eleigdo para o diagnostico
de uma infeccdo estabelecida e disseminada na LVC, com 100% de
especificidade. Entretanto, a sensibilidade do exame microscopio pode ser
baixa, pois depende basicamente da coleta, do profissional e principalmente da
amostra obtida, que pode apresentar baixa densidade populacional de
parasitas (GRADONI, 2002).

Para FERRER (1999), a leishmaniose canina mimetiza outras doencgas
infecciosas e imunomediadas e, apesar do exame parasitologico de esfregacos
de medula éssea e linfonodo ser rapido, facil, de baixo custo, ndo traumatico, e
extremamente especifico, possui baixa sensibilidade (60% para medula 6ssea
e 30%, para linfonodo), necessitando do emprego de técnicas
imunocitoquimicas, altamente sensiveis e especificas.

Na avaliacdo citopatoldgica do linfonodo, numa fase inicial da
enfermidade, ocorre a predominancia de neutréfilos, eosindfilos, macréfagos
reativos e escassa reacdo linféide. Com a evolucdo do quadro e a intensa
multiplicacdo parasitaria, ocorrera uma proliferacdo acentuada de linfocitos,
presenca de macréfagos integros e degenerados, e uma plasmocitose,
observando-se plasmacitos repletos de imunoglobulinas que sdo denominados
de corpusculos de Russell ou células Mott (GRADONI, 2002).

No diagnostico sorolégico da LVC, anticorpos especificos devem circular
no sangue e serem detectados apOs alguns meses do contato do cdo com o
protozoario (LAMOTHE, 2002). A grande producdo de anticorpos causada pelo
parasitismo faz dos métodos sorolégicos uma ferramenta importante, seja pelo
diagnéstico individual da infeccdo e da enfermidade ou na aplicacdo de
inquéritos epidemioldgicos. No entanto, estes métodos apresentam como
desvantagens a possibilidade de reagcbes cruzadas com outros
tripanossomatideos que sao prevalentes em algumas regibes (GENARO,
1993).

Diversas técnicas sorodiagnésticas sdo utilizadas na busca de
anticorpos  especificos da doenga, principalmente a reagdo de
imunoflorescéncia indireta (RIFI), ensaio de ELISA, reagcdo de fixagdo de
complemento, teste de aglutinacéo direta e Western blotting (GRADONI, 2002).



Fabio dos Santos Nogueira 19

No entanto todas as técnicas apresentam suas limitagdes, principalmente
quanto a especificidade e sensibilidade (GENARO, 1991).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizada a partir da
década de 60 (GENARO, 1993), é o “teste ouro” no diagnostico soroldgico da
LVC, tanto no Brasil como em outros paises, pois € o método recomendado
pelo Manual Internacional de Testes Diagnésticos para Epizootias (OIE, 2000)
e pelo Manual de Vigilancia e controle da Leishmaniose Visceral no Brasil
(Ministério da Saude, 2006). A especificidade desse teste é prejudicada devido
a presenca de reacOes cruzadas com Tripanossoma cruzi e com a
Leishmaniose Tegumentar (COSTA et al.,, 1991). A utilizacdo de formas
amastigotas de Leishmania donovani como antigeno, aumenta
significativamente a sensibilidade, sem que o teste perca a especificidade,
resultando num diagndstico mais precoce frente a animais assintomaticos ou
oligossintométicos (FERNANDEZ-PEREZ et al., 1999). Este teste ¢é
amplamente utilizado em levantamentos epidemiolégicos visando a detecgdo
da LVC (COSTA et al., 1991; GENARO, 1991).

A sensibilidade da RIFI foi comparada com esfregacos de puncao
aspirativa de linfonodos. Segundo os autores, a sensibilidade para identificar
animais soropositivos pelo método RIFI foi de 93,3% enquanto para a PAAF de
linfonodo foi de 50%, com um total de 36,7% de animais considerados
suspeitos (MOREIRA et al., 2007).

O Ensaio Imunoenzimético (ELISA) introduzido por HOMMEL et al.
(1978) € uma metodologia que permite a realizacdo de grande numero de
exames em curto espaco de tempo, apresentando alta sensibilidade, porém, se
0os antigenos utilizados néo forem purificados, podem ocorrer reacdes
cruzadas. Segundo GENARO, 1988; este teste tende a se consagrar como
método de escolha para o diagndstico sorolégico da LVC.

Estudos em &reas endémicas demonstraram maior sensibilidade deste
método em relacdo a RIFI, quando utilizado soro e sangue total de cées,
coletados em papel de filtro (EVANS et al., 1990).

PARANHOS-SILVA et al. (1996) num inquérito epidemioldgico canino,
envolvendo 148 amostras, 46 positivas e 102 negativas, compararam as
técnicas de imunoflorescéncia indireta e o ensaio de ELISA quanto a

sensibilidade e a especificidade, e os melhores resultados foram obtidos com o
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ensaio de ELISA, que apresentou 78% de sensibilidade e 100% de
especifidade.

Nos ultimos anos vém sendo utilizado um método extremamente
sensivel e especifico, a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), que permite
a identificacdo do parasita em uma variedade de materiais clinicos como:
medula éssea, linfonodo, sangue periférico, bidpsias de pele e na urina. Com
essa técnica € possivel identificar e ampliar seletivamente o DNA do cineplasto
do parasita. Infelizmente, suas limitacbes para uso em inquéritos
epidemiolégicos se baseiam no custo alto, pouca disponibilidade de reagentes,
de equipamentos e pouca adaptabilidade do método ao campo (GRADONI,
2002; NOLI, 1999).

QUINNELL et al. (2001), avaliaram a sensibilidade e a especificidade da
técnica de PCR em 126 caes naturalmente infectados para LVC, comparando
com o teste ELISA e com a resposta linfoproliferativa que ocorre durante a
infecgdo. Segundo os autores, a sensibilidade da PCR em amostras positivas
foi alta (98%), enquanto nas amostras colhidas logo ap6s a infeccdo, a
sensibilidade foi de somente 68%.

Com relacdo ao diagnostico das alteracdes histopatolégicas dos
diferentes 6rgdos, nos poucos estudos existentes, foi verificada a associagédo
entre a presenca dos parasitas e um processo inflamatério granulomatoso
caracterizado pela presenca de células mononucleares (GEORGE et al., 1976,
FERRER, 2002).

A técnica de imunoistoquimica realizada em biopsias de pele, assim
como em esfregacos e cortes histolégicos de figado, baco, linfonodo e medula
0ssea, aumentam sensivelmente a acuracia do diagnostico, sendo
constantemente utilizadas em animais que foram submetidos a diversos
protocolos de tratamento, bem como para demonstrar a infecciosidade para
flebotomineos (FERRER et al., 1992).

A técnica de imunoistoquimica foi correlacionada com o proteinograma
de cdes naturalmente infectados para LV, em amostras de pele retirada da
regido da pina. Formas parasitarias foram observadas em 18,3% dos animais,
sendo que em 91,2% destes, a relacdo Alb/Glob se apresentou inferior a 0,6.

Os animais gque mostraram maior positividade na imunoistoquimica foram os



Fabio dos Santos Nogueira 21

que obtiveram menor relacdo Alb/Glob (0,4) demonstrando maior
infecciosidade para flebotomineos (RIBEIRO et al., 2004).

Todas as técnicas jA mencionadas para o diagndstico da LVC, variam
quanto a sensibilidade, especificidade, praticidade e viabilidade. Assim, eleger
uma Unica técnica a ser utilizada na rotina clinica, dependera principalmente do
objetivo a ser alcancado, ou seja, concluir diagnéstico de animais infectados,
acompanhamento do desenvolvimento da enfermidade, e monitoramento dos
animais submetidos ao tratamento.

Nos ultimos anos, o tratamento canino tem sido realizado no Brasil e em
outros paises, como medida adicional para o controle da doenca com
implicacdes diretas na prevaléncia humana (ALVAR et al. 1994; RIBEIRO et al.,
2002; MORITZ et al., 1999; BANETH et al., 2001; FERRER, et al., 1995).

Segundo GRADONI et al. (1998), o tratamento de cées assintomaticos e
oligossintomaticos resulta em altas taxas de recuperacdo clinica, bem como
impede o desenvolvimento da doenca.

A eliminacdo do parasito nos 6rgédos e tecidos, especificamente na pele,
tem sido considerada a melhor forma de controle da doenca (VOULDOUKIS et
al., 1996).

As drogas de escolha utilizadas freqientemente para o tratamento da
LVC, séo: antimoniato de metil glucamina, anfotericina B e alopurinol. Varios
outros compostos incluindo pentamidinas, aminosidinas, miltefosinas,
metronidazol, e cetaconazol, estdo sendo investigados como agentes anti-
leishmania em cées, porém, sem apresentar ainda resultados satisfatorios
(BANETH et al., 2001).

Antes de iniciar qualquer terapia, recomenda-se a realizacdo de uma
avaliacdo laboratorial do paciente por meio de hemograma, bioquimica sérica
para perfil renal e hepético, exame de urina, e proteinograma para comparacao
e avaliagdo da eficacia do tratamento (NOLI, 1999).

Os derivados antimoniais sdo as drogas de escolha para o tratamento
tanto da leishmaniose visceral humana como da canina ha 66 anos e suas
limitacdes incluem toxicidade, resisténcia parasitaria, e alto custo (BANETH et
al., 2002).

Os antimoniais bloqueiam o metabolismo parasitario através da inibicao

seletiva das enzimas leishmaniais que s&8o necessarias para a atividade
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glicolitica e da via oxidativa dos acidos graxos, com consequente inibicdo da
sintese de ATP e da replicacdo do seu DNA (TASSI, et al., 1994; BANETH,
2002; FERRER et al., 1995; NOLI, 1999).

De acordo com FERRER et al. (1995) e DENEROLLE (1996), o uso do
antimoniato de n-metil glucamina por via subcutanea ou intravenosa durante 30
dias, associado ao uso do alopurinol como terapéutica de caes infectados,
promoveu a recuperacao clinica e imunoldgica, porém, em alguns animais nédo
ocorreu a eliminagéo total do parasito.

No Brasil, IKEDA (2004) avaliou clinica e laboratorialmente, 14 animais
infectados naturalmente para leishmaniose visceral e submetidos a diferentes
protocolos de tratamento. O antimoniato de n-metil glucamina, quando
associado ao alopurinol, promoveu melhora clinica, auséncia de parasitos no
linfonodo e medula 6ssea, com 85% dos animais negativos em “imprints” de
baco e figado ao final do estudo.

Recentemente, a utilizacdo do antimoniato em c&es no Brasil, foi
proibida pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria por meio de um
parecer técnico n°. 299/2004 da Advocacia Geral da Unido onde “fica proibido o
uso do Antimoniato de N-metil Glucamina para o tratamento da Leishmaniose
canina, quando o mesmo for de distribuicdo do Ministério da Saude (BRASIL,
2004b)”".

A anfotericina b foi primeiramente descrita, em 1956, por Gold e

colaboradores, quando estudavam cepas de Streptomyces nodosus, no Vale

do Rio Orenoco, na Venezuela (BENNETT, 1996). Sua estrutura quimica foi
elucidada em 1970 e é classificada como sendo um antibiotico poliénico
macrolideo, que contém sete ligacbes duplas na posicdo 3-amino-3,6-
didesoximanose ligada ao anel principal por ligacdo glicosidica (LAMOTHE,
2001).

Apresenta-se sob a forma de um pé amarelado, inodoro, insolivel em
agua e estavel em suspensdo a 22° Celsius durante 24 horas, mesmo em
presenca de luz. Devem ser armazenados em geladeira, com temperatura que
pode variar de 4° a 8° Celsius. Para aumentar sua hidrossolubilidade, associou-
se a este antibidtico, o desoxicolato de sodio com o intuito de facilitar o uso
desse farmaco quando administrado pela via parenteral (NETO 1985). Apos a

reconstituicdo do pd, com agua estéril para injecdo, a solucdo permanece
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estavel, quando protegida da luz, por 24 horas em temperatura ambiente, ou
durante sete dias sob refrigeracdo (PLUMB, 1999).

No organismo, apresenta forte especificidade a membrana plasmatica
de fungos e protozoarios, pela maior afinidade da droga ao ergosterol (o esterol
da membrana dos parasitas) do que ao colesterol, que é o principal esterol
encontrado na membrana plasmatica de células animais (RANG et al., 2001).

Apos ligar-se a membrana plasmatica do parasita, forma um canal i6nico
que ird interferir na permeabilidade e nas func¢des de transporte celular, tendo
como consequéncias a perda de ions intracelulares e de pequenas moléculas
(BENNETT, 1996; HARVEY e CHAMPE, 1998; RANG et al., 2001). Com a
saida destes ions, principalmente do potassio, hA o comprometimento do seu
metabolismo podendo levar ao seu rompimento e morte celular (BURDMANN
etal., 1996; SCOTT et al., 2001).

A atividade imunomoduladora da anfotericina b sobre linfocitos,
mondcitos e leucocitos polimorfonucleares assim como sua resposta sobre 0s
hospedeiros tem sido reconhecida e estudada (YAMAGUCHI et al., 1993).

Vérias pesquisas demonstram que altas concentracdes de anfotericina b
inibbem a funcdo das células B, T e polimorfonucleares, que pode estar
relacionado com a toxicidade pelo desoxicolato de sodio, presente em algumas
preparacoes clinicas (MARMER et al., 1981; WALLS e KEY, 1982).

Um efeito imunoadjuvante sobre os linfocitos (NAIR e SCHWARTZ,
1982) e, um efeito imunoestimulante favorecem as fun¢des dos macréfagos e
polimorfonucleares na fagocitose, quimiotaxia e atividade microbicida
(PERFECT et al., 1987; WOLF e MASSOF, 1990).

CHIA e Mc MANUS (1990) observaram que a anfotericina b pode
estimular a producéo de TNFa em macréfagos murinos, suprimindo a resposta
humoral e auxiliando na resposta imunecelular.

Entretanto, ESCOBAR et al. (2001) n&o verificaram atividade
imunomoduladora, e sugeriram que o efeito da droga estaria diretamente
relacionado com a atividade microbicida.

Devido a sua baixa solubilidade em agua, a anfotericina b ndo é bem
absorvida quando administrada por via oral ou intramuscular (BEAM, 1992). A
anfotericina b é organodepositaria, permanecendo armazenada no figado, no

pulmdo, no baco e nos rins, onde sofre metabolizacdo lenta, permitindo
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concentracfes séricas fungistaticas ou fungicidas por até 48 horas (SMITH,
2000; NETO et al., 1985; FARIAS e GIUFFRIDA, 2002). E excretada muito
lentamente pelos rins, sendo encontrados tracos da droga por longos periodos,
de semanas a dois meses apos o término da sua administracdo (PLUMB, 1999;
RANG et al., 2001).

Os possiveis efeitos adversos estéo relacionados com a dose utilizada,
onde podemos destacar principalmente a nefrotoxicidade causada pela intensa
vasoconstriccdo renal, com posterior reducdo do fluxo sanguineo (BRAGATIN
e CUCE, 1983; MONTEIRO at al., 1993; TAVARES, 2002). Assim, niveis
séricos aumentados de creatinina e uréia séo normalmente observados durante
a terapia.

SANTIN (2003) submetendo caes clinicamente sadios a terapia com
anfotericina b, observou um aumento progressivo e estatisticamente
significativo, das médias dos valores de uréia e da creatinina do soro destes
animais.

A avaliacdo da concentracdo sérica de creatinina é freqlientemente
interpretada como uma medida importante para verificar o ritmo de filtracdo
glomerular, e a sua concentracdo plasmatica esta inversamente proporcional
ao ritmo de filtragdo glomerular (HENNEMANN et al., 1997).

A uréia é a principal forma de eliminacdo dos grupos amino derivados
dos aminoacidos e responde por mais de 90% dos componentes nitrogenados
da urina. Sua producdo € realizada no figado e entdo é transportada pelo
sangue até os rins, onde é excretada em sua maior parte através da urina, no
entanto pequena quantidade €é degradada pelas bactérias no intestino
(HARVEY e CHAMPE, 1998). A uréia é livremente filtrada pelos glomérulos e,
sua retencao esta relacionada a diminuicdo da filtracdo glomerular (MEYER e
HARVEY, 1998).

BURDMANN et al., 1996 relatou insuficiéncia renal ndo oligurica, logo
apos o inicio do uso desta droga, ocasionando quadro histopatologico de
necrose tubular toxica aguda, necrose e calcificacdo dos tubulos proximais e
distais e, vacuolizacdo inespecifica de pequenas e médias artérias e arteriolas.

Durante a terapia prolongada, alguns animais podem ainda apresentar

nauseas, vOmitos, diarréia, flebites localizadas, febres, tremores
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(AMUSATEGUI et al.,, 1998) além de alteracdes hepaticas como ictericia
(VALLADARES, et al., 1997; LAMOTHE, 1997).

A dose descrita em varios regimes terapéuticos foi desenvolvida
empiricamente, baseando-se nos limites de toxicidade e em dados obtidos em
trabalhos cientificos (DAVIS, 1981). Para SCOTT et al. (2001), a dose de
anfotericina b utilizada é 0,5mg / kg de peso vivo, diluida em solucdo de glicose
a 5% e administrada em dias alternados.

Segundo RUBIN et al. (1989) as lesdes glomerulares foram mais
freqientemente observadas quando a administracdo ocorreu em “bolus”,
guando da comparacdo com a aplicacéo de forma lenta.

MALIK et al. (1996) demonstraram que a administracao da anfotericina b
na forma livre, por via subcutdnea de forma lenta, diluida em solugcdo de
dextrose a 5%, reduziu a nefrotoxicidade sem interferir na eficacia.

Outros autores também verificaram a importancia da diluicdo com
solugédo de dextrose a 5% via intravenosa, para reduzir os efeitos colaterais
(SLAPPENDEL e FERRER, 1990; NOLI, 1999; LAMOTHE, 2001)

A droga encapsulada em lipossomas surge como alternativa de
tratamento, uma vez que o principio ativo fica protegido de eliminacdo e/ou
degradacdo rapida in vivo. A liberacdo lenta no interior da célula alvo
proporciona a reducao da concentracdo da droga quando comparada a forma
livre e, 0 aumento da biodisponibilidade potencializa a acdo e reduz os efeitos
secundarios indesejaveis (VALLADARES, et al., 2001).

Considerada durante muito tempo, como sendo a droga de segunda
escolha no tratamento da LVH, nos ultimos anos, este potente leishmanicida
vem sendo amplamente utilizado nos casos resistentes a terapia com 0s
antimoniais ou mesmo em pacientes imunocomprometidos HIV positivos. Isto é
de extrema relevancia, tendo em vista que também se observa na leishmaniose
canina, uma significativa diminuicdo da resposta imune, o que confere a
espécie canina modelo pratico para avaliar a resposta terapéutica (OLIVA et
al., 1995).

OLIVA et al. (1995) conduziu os primeiros estudos em cées, utilizando a
anfotericina b associada a outras apresentacdes. A utilizagcdo da anfotericina b
lipossomal em 13 cdes naturalmente infectados para LV promoveu uma

resposta clinica satisfatéria, com diminuicdo da linfo e esplenomegalia e
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melhora das lesbes de pele, porém a cura parasitolégica ndo foi conseguida,
que foi atribuida & baixa dose utilizada ou a depressao grave das funcbes das
células T, células estas, fundamentais para o sucesso da quimioterapia.

Atualmente, a anfotericina vem sendo utilizada no tratamento da LVC
tanto na forma livre como em formulacdes lipidicas ou lipossomais (LAMOTHE,
2001).

A aplicagdo intravenosa rapida de anfotericina b, na dose de 0,5-0,8
mg/kg/ duas vezes por semana, foi utiizada em 30 cées soropositivos e
sintomaticos para LV. Notou-se uma acentuada melhora clinica em 80% dos
animais, sem observar rescidivas do quadro clinico quando a terapia de
manutencdo foi suspensa. Houve diminuicdo significativa dos niveis de
anticorpos séricos, com normalizacdo da concentracdo de proteina total e
aumento dos valores de albumina. Ainda que durante o tratamento observou
aumentos na concentracdo sérica de creatinina, estes foram transitérios e
voltaram aos parametros de normalidade quando a terapia foi suspensa
(LAMOTHE, 1997).

Em outro estudo o farmaco foi associado com cetoanalogos e
dexametasona e administrado em um animal assintomatico com diagnostico
soroldgico de leishmaniose visceral, diminuicdo da relacdo albumina/globulina,
e positividade da pele na imunocitoquimica. A droga foi administrada por via
intravenosa na dose de 0,8 mg / kg de peso vivo / duas vezes por semana,
durante 16 aplicacdes e diluida com solucdo glicosada a 5% com aplicacdes
alternadas de dexametasona. Foi prescrito o uso de cetoanalogos para
minimizar os possiveis efeitos nefrotdxicos. Ainda que alteracfes nas taxas de
uréia e creatinina tenham sido verificadas, o animal manteve-se em bom
estado de salde com resultados negativos na imunocitoquimica apés a terapia
(VEADO et al., 2003).

A utilizacdo de cetoanalogos tem sido proposta nos protocolos de
tratamento das insuficiéncias renais, pois além de captar o nitrogénio da
circulacado, transforma-os em aminoacidos essenciais, fornecendo assim um
suporte nutricional além de diminuir a concentracéo sérica de uréia e creatinina
(BORGES, et al., 2002).

Um estudo conduzido em 67 animais, utilizando como protocolo doses

sucessivas de anfotericina b (0,2 mg / kg no 1° dia; 0,3 mg no 2° dia; 0,4 mg no
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3° e nos 27 dias posteriores) promoveu resposta clinica em 95% dos animais
com desaparecimento dos sintomas, melhora do proteinograma, e diminuic&o
dos titulos de anticorpos, com posterior rescidiva do quadro em 17% dos
animais (DELGADO, 2000).

Outras apresentacdes da anfotericina b estdo sendo investigadas, como
a emulséo lipidica utilizada por LAMOTHE (2001) onde a droga foi diluida em
uma mistura contendo 80% de solucéo fisiolégica e 20% de solucao lipidica a
10%. Neste estudo, 19 cées infectados naturalmente e com sintomatologia
tipica da doenca, foram submetidos ao protocolo terapéutico utilizando de 1 a
2,5 mg/kg de anfotericina b diluida na mistura, associada a infusdo de solucéo
salina e manitol e monitorados através de exame parasitoldgico, soroldgico e
molecular (PCR). Observou-se remissao dos sintomas em 89% dos animais,
porém, 2 animais vieram a oObito durante o estudo. Efeitos colaterais
consistiram de aumentos séricos transitérios de creatinina em todos os cées,
com anorexia, vomitos e febre. A auséncia de positividade na PCR de medula
Ossea foi evidenciada em 82,3% dos animais.

Outro farmaco utilizado em associagcdo com antimoniais e anfotericina b
no tratamento da LVC é o alopurinol, que € um analogo da purina e seu
mecanismo de acdo esta relacionado com a sintese protéica. Segundo NOLI,
(1999), as leishmanias ndo s&o capazes de sintetizar purinas, necessitando
dos hospedeiros, portanto atua no RNA parasitario, incorporando-o e
estimulando a sintese de proteinas anormais, exercendo um importante efeito
leishmaniostatico.

Utilizado na dose de 10 a 20 mg / kg / v.o. / bid, ndo apresenta efeitos
colaterais, é de facil administracdo, proporciona melhora clinica evidente e
pode ser utilizado por um periodo de tempo indeterminado, com vantagens
devido ao baixo custo e por ndo representar risco de resisténcia parasitaria
(BANETH, 2002; FERRER, et al., 1992; LAMOTHE, et al., 2001). Como
desvantagens sao citadas a interrupcao do tratamento por parte do proprietario
apos a melhora clinica, a pouca efetividade quando utilizada de maneira
isolada (LAMOTHE, 2001) e a possibilidade do desenvolvimento de urdlitos de
xantina (LING, et al., 1991).

A eficacia clinica e parasitologica do alopurinol foi avaliada em 5 cées

sintomaticos, com titulos de anticorpos anti-leishmania, alteracbes no
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proteinograma e positivos no cultivo. A infectividade dos animais para
flebotomineos foi verificada por meio de xenodiagnéstico. Apos a terapia, foi
observada melhora clinica em todos os animais, com diminuicdo significativa
dos titulos soroldgicos, restabelecimento do proteinograma, no entanto 4 caes
ainda permaneceram positivos no cultivo. Ainda que os animais tenham
permanecido positivos ao final do estudo, foi demonstrado através do
xenodiagnoéstico, que a terapia promoveu uma diminuicdo estatisticamente
significativa da infectividade para flebotomineos, representando sem duvida,
uma medida adicional no controle da doenca, principalmente em areas
endémicas (BANETH et al., 2001).

Segundo CAVALIERO et al. (1999) a utilizagao do alopurinol na dose de
10 mg / kg / bid promoveu uma melhora clinica em 9 dos 10 cdes com
sintomatologia e sorologia positiva. A recuperacao clinica foi observada dentro
de um periodo de 2 a 6 meses de terapia e nenhuma recaida foi observada em
20 meses, no entanto apdés o tratamento ser suspenso, 4 animais
apresentaram recidiva.

Caes infectados e tratados com alopurinol na dose de 20 mg / kg / dia
tiveram 78% de chance de sobrevida por mais de 4 anos, desde que uma
insuficiéncia renal severa ndo existisse quando do inicio da terapia
(SLAPPENDEL e TESKE, 1999).

A utilizacdo de imunossupressores, em especial os glicocorticéides, na
terapia da leishmaniose tem sido amparada com objetivo de deprimir a
imunidade humoral através da reduc@o na producdo de anticorpos e restringir
os efeitos causados pelo depdésito de imunocomplexos nos 6rgaos e tecidos
(DENEROLLE, et al., 1996).

Na leishmaniose canina, a prednisolona ou prednisona foi utilizada na
dose de 0,5 a 2 mg / kg / dia por um periodo que pode variar de 1 semana a 1
més com reducdo progressiva da dose para evitar os riscos de uma
insuficiéncia adrenocortical aguda (DENEROLLE, et al., 1996).

NOLI (1999) descreveu o uso de prednisolona na dose diaria de 1 mg /
kg em associagdo ao alopurinol quando esta contraindicado o uso do
antimoniato ou anfotericina b em cdes com LV apresentando insuficiéncia

renal.
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3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar experimentalmente o efeito terapéutico da anfotericina b

associada ao alopurinol e a prednisona em cées naturalmente portadores de

leishmaniose visceral, num periodo de 18 meses.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar as manifestagdes clinicas antes e apos o tratamento.

e Avaliacéo do perfil renal e hepatico antes e durante a terapia, por

meio da dosagem sérica de uréia, creatinina, alanina aminotransferase e

aspartato aminotransferase.

e Andlise do proteinograma.

e Pesquisa direta do parasito e avaliacao citologica em linfonodo.

e Pesquisa de anticorpos pelo método ELISA.

e Avaliar o potencial de infectividade na biopsia de pele através da

técnica de imunoistoquimica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local

O presente estudo foi aprovado pela Camara de FEtica em
Experimentacdo Animal (COBEA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP - Botucatu, e desenvolvido na cidade de Andradina — SP,
que estd localizada na regido Noroeste do Estado de S&o Paulo, regido
endémica para leishmaniose visceral canina.

As amostras de fragmento de pele para o exame de imunoistoquimica
foram encaminhadas para o Laboratério de Patologia Geral da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Para a pesquisa de anticorpos anti-leishmania, foi utilizado o Laboratorio
de Imunologia do Curso de Medicina Veterinaria UNESP — Campus Aracatuba.

Os exames bioquimicos e a puncdo aspirativa com agulha fina de
linfonodo foram realizados no laboratério da Clinica Veterindria Mundo Animal,

que esta localizada na rua Séao Paulo 1331, Centro — Andradina — SP.

4.2 Animais

Vinte cdes adultos, machos e fémeas, de racas variadas, com peso vivo
variando entre 3 a 55 kg, apresentados a Clinica Veterinaria, com
manifestagdes clinicas compativeis com leishmaniose visceral, foram incluidos
neste estudo.

O diagndstico soroldgico foi realizado pela pesquisa de anticorpos anti-
leishmania pelo teste imunoenzimatico (ELISA).

Antes do inicio da terapia, os animais foram submetidos a exame fisico
rotineiro (Mc CURNIN e POFFENBAGER, 1991) e conforme as manifestacdes
clinicas apresentadas foram classificados em oligossintomaticos e
sintomaticos, de acordo com classificacdo preconizada por MANCIANTI et al.
(1988).

Como critério de inclusdo, todos os animais deveriam apresentar
manifestacbes clinicas da doenca, ndo possuir alteracdes séricas que

pudessem indicar leséo renal e/ou hepatica, e principalmente responsabilidade
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e condicdo financeira por parte do proprietario, para a manutencdo do
tratamento.

Foram excluidos do estudo, os animais assintomaticos, soronegativos
pelo teste ELISA, ou que apresentassem doencas concomitantes que
pudessem interferir no tratamento ou na evolucdo do quadro clinico.

Foi realizado exame parasitolégico de fezes pelo método de WILLIS, e
0S caes que apresentaram parasitoses intestinais foram tratados com
medicac&o de uso veterinario & base de febendazole', na dose de 50mg / kg de
peso / dia / durante 3 dias seguidos. Os animais que apresentavam
ectoparasitas externos foram tratados com fipronil® tpico. Todos os cdes foram
imunizados contra cinomose®, hepatite, adenovirus tipo 2, parainfluenza,
parvovirose, coronavirose, leptospirose, e raiva.

Por questdes éticas e para evitar a possibilidade de re-infeccbes, e
existéncia de fonte infectiva, os animais receberam um colar & base de
deltametrina®, com reposicéo a cada 4 meses durante todo o estudo.

Os cées foram alimentados com racdes comerciais balanceadas
variadas® e agua ad libidum, e mantidos em domicilio durante todo o estudo.

Todos os proprietarios foram orientados sobre os riscos do tratamento e
da prevencédo da doenca, tendo seus cées incluidos no estudo apés assinarem
termo de concentimento livre e esclarecido.

Para a execucéo da experimentacéo, formou-se um grupo unico, no qual

cada animal foi o controle de si proprio.
4.3 Protocolo Terapéutico

Para todos os animais, foi utilizado o protocolo terapéutico com
anfotericina b® na dose de 0,5 mg / kg de peso vivo / a cada 3 dias, perfazendo
48 dias e, totalizando 16 sessoes.

O farmaco foi diluido em solucéo glicosada’ a 5% na dose de 10ml / kg

de peso vivo, e revestido com papel aluminio, para evitar a biodegradacéo

! panacur Plus® comprimidos — Hoechst Roussel Vet.

2 Front Line® Spot on - Merial

% Duramune Max® — Fort Dodge Satde Animal

* Scalibor® - Intervet

> Pedigree Champ® - Waltham; Premier®; Frolic® adulto
® Fungizon® - Bristol Myers Squibb
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decorrente da fotossensibilidade e, aplicada por via intravenosa lenta, durante
1 hora.
Foi adotada como terapia leishmaniostatica, o uso do alopurinol® na
dose de 10 mg / kg / de peso vivo / bid / v.0., durante 18 meses.
A prednisona® foi utilizada na dose de 0,5 mg / kg / de peso vivo / sid /
v.0., durante 2 meses, reduzindo-se a dose nas duas ultimas semanas.
Em alguns animais, durante os momentos de observacao, quando a
concentracdo sérica de creatinina foi superior a 2,5 mg/dl, iniciou-se terapia
adjuvante com cetoanalogo® na dose de um tablete para cada 5 kg de peso

Vivo, até o restabelecimento dos parametros de normalidade.

4.4 Variaves Mensuradas

- Bioquimicas:
e Proteinas totais (Pt)
e Albumina (Alb)
e Globulina (Glob)
e Relacdo Albumina — Globulina (Alb/Glob)
e Creatinina (Creat)
e Uréia (U)

¢ Alanina aminotransferase (ALT)

Aspartato aminotransferase (AST).

- Pesquisa de anticorpos anti-leishmania pelo teste imunoenzimatico (ELISA)

- Citopatologia Aspirativa de linfonodo (CAAF)

- Imunoistoquimica de biopsia de pele (IHQ)

- Avaliagdo de Sinais Clinicos.

" Solugdo Glicosada® -

8 Alopurinol® - Apotex

% Meticorten® - Schering Plough
10 Ketosteril ® - Frenesius Kabi
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QUADRO 1 - Variaveis estudadas submetidas a escores

Variavel Descricao Valor
Animais classificacao dos caes 1 — assintomaticos
segundo sinais clinicos 2 — oligossintomaticos
3 — sintomaticos
Ensaio de ELISA resultado do teste de 1 — negativo
ELISA 2 — suspeito
3 - positivo
IHQ resultado da 1 — negativo
imunoistoquimica 2 - positivo
CAAF Linfonodo resultado do exame 1 — negativo
citolégico 2 — suspeito
3 - positivo

4.5 Momento de Mensuracdes das Variaveis

O experimento foi realizado durante 18 meses, sendo que as variaveis
foram analisadas em momentos diferentes.

Durante a aplicagdo da anfotericina b, foi avaliado o perfil renal e
hepatico por meio das variaveis bioquimicas (Creat. / U / ALT / AST) e
estabelecido nos momentos: MO — antes do inicio do tratamento; M1 — ap6s 14
dias do inicio do tratamento; M2 — apés 28 dias; M3 — ap6s 42 dias; M4 — apos
56 dias; M5 — 12 meses da aplicacdo e M6 — decorridos 18 meses do inicio do
protocolo.

O proteinograma que constou da mensuracdo de proteina total (Pt);
albumina (Alb); globulina (Glob.), e relagdo albumina — globulina (Alb/Glob), foi
realizado a cada 3 meses do inicio do tratamento. Da mesma forma, nos
momentos supramencionados foi realizada a avaliacdo clinica dos cées, e
estabelecido um escore conforme descrito no quadro 1.

A pesquisa de anticorpos anti-leishmania e a andlise imunoistoquimica,
foram realizadas em 2 momentos - antes do inicio da terapia e decorridos 18

meses do inicio do tratamento.
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A avaliacdo citopatolégica do aspirado de linfonodo, foi efetuada a cada

6 meses, utilizando um escore conforme descrito no quadro 1.

4.6 Procedimento Experimental

Apo6s o diagndstico sorologico positivo para leishmaniose visceral pelo
teste imunoenzimatico (ELISA) os animais foram novamente trazidos a Clinica
Veterinaria, e ap0s serem contidos em uma mesa cirdrgica, procedeu-se a
coleta das amostras.

Foi realizada antissepsia da regido da veia cefalica, onde se procedeu a
colheita de 5ml de sangue venoso que foi acondicionado em frascos sem
anticoagulante para analise bioguimica.

Para a puncdo aspirativa de linfonodo com agulha fina (CAAF), foi
determinado para todos os animais do grupo, o linfonodo popliteo. Apos
tricotomia e antissepsia da regido correspondente, foi realizada a aspiracao de
material do linfonodo com o auxilio de uma seringa de 10 ml e do citoaspirador
de Valeri'! e confeccionado esfregaco em laminas.

Com o auxilio de uma tesoura curva de ponta fina, foi retirada uma
amostra de 0,5 cm de comprimento de pele da borda interna da orelha, a qual
foi acondicionada em frasco estéril contendo formol*? tamponado a 10 %.

Apos as coletas dos dados no momento MO, procedeu-se a aplicacdo do

farmaco.
4.7 Métodos Utilizados
4.7.1 Variaveis Bioguimicas:
¢ Proteina Total (Pt), Albumina (ALB), Alanina aminotransferase (ALT),

Aspartato aminotransferase (AST), e Uréia (U) séricas: as dosagens foram

realizadas pelo método colorimétrico®® por reac&o cinética.

! Citoaspirador de Valeri -
2 Formol® - Quimica
13 Labtest®
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e Creatinina (Creat): foi realizada pelo método colorimétrico por reacéo
cinética®.
¢ Globulina: foi obtida pela diferenca da concentracdo de albumina com

a de proteina total.

Para analise estatistica e discussao, foram utilizados valores de referéncias

segundo KANEKO et al. (1997).

Quadro 2 — Valores de referéncia de bioquimica sérica

Uréia 10 — 28 mg/dL
Creatinina 0,5-1,5mg/dL
Alanina aminotransferase 21 -102 U/L
Aspartato aminotransferase 23 - 66 U/L
Proteinas Totais 54-7,1¢g/dL
Albumina 2,6 -3,3¢g/dL
Globulina 2,7-4,4g/dL

4.7.2 Puncao Aspirativa com Agulha Fina (CAAF) de Linfonodo

Foi utilizada a puncéo aspirativa de linfonodo popliteo com agulha fina
conforme técnica descrita por COWELL e TYLER (1989), e realizado esfregaco
em laminas. Os esfregacos foram corados pelo Diff Quick ®° e examinados
posteriormente em microscopio 6ptico com objetiva de 100x, em imersao.

Os esfregacos foram examinados com o objetivo de identificar formas
amastigotas no citoplasma dos macrofagos ou livres, como também avaliar os
tipos celulares predominantes e, a reatividade das células do Sistema
Fagocitico Mononuclear.

Os animais foram considerados positivos (quando foram visualizadas
formas parasitarias em esfregaco), suspeitos (auséncia de formas parasitarias,
porém reacao linfo-histioplasmocitaria), e negativos (auséncia de parasitos e/ou

reacao linfdide).

14 Creatinina cinética-CELM®
> Hematocor ® - Biolog
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4.7.3 Teste Imunoenziméatico de Elisa

A pesquisa de anticorpos anti-leishmania no soro dos animais foi
realizada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA), segundo a técnica descrita por
LIMA et al., (2003).

Os animais foram considerados positivos (com altos titulos de anticorpos
anti-leishmania), negativos (com baixos titulos de anticorpos) e suspeito (com
valores de absorbancia no limite de referéncia para a caracterizacdo da

doenca).

4.7.4 Técnica de Imunoistoquimica

Os fragmentos de pele fixados em formol tamponado a 10% foram
submetidos as técnicas rotineiras de inclusdo em parafina e realizada a reacéo
de imunoistoquimica visando detectar amastigotas imunomarcadas, segundo
TAFURI et al., (1999).

5. Andlise Estatistica

Para as variaveis quantitativas foi utilizada a analise de medidas
repetidas (ANOVA) na comparacdo das médias dos momentos. Para analise
das proporc¢des foi utilizado o teste do qui-quadrado e para analise dos escores
foram utilizados os testes de Wilcoxon quando comparados dois momentos e
de Friedman, quando foram comparados mais de dois momentos. O nivel de
significancia utilizado foi de 5% (FISHER, et al., 1993).
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6. RESULTADOS

6.1 Animais

As racas dos caes incluidos no estudo foram: Rottweiller (n: 3), Poodle
(n: 4), SRD (n: 4), Teckel (n: 2), Dogue Aleméao (n: 1), Cocker Spaniel (n: 1),
Pinscher (n: 1), Doberman Pinscher (n: 2), e Retriever do Labrador (n: 2).

6.2 Sinais Clinicos

Os animais estudados foram submetidos a exame clinico e classificados
de acordo com MANCIANTI et al. (1988) em: oligossintométicos — cédes que
apresentavam até 3 sinais clinicos da doenca; e sintomaticos — caes que

apresentavam todos ou mais de 3 sinais clinicos da enfermidade.

QUADRO 3 - Numero absoluto e percentual de caes oligossintométicos e
sintomaticos, de acordo com as manifestacdes clinicas observadas no inicio do

projeto.

Classificacao n : absoluto %
oligossintomaticos 8/20 40%
Sintomaticos 12/20 60%

Foram considerados oligossintomaticos 8 animais (40%) que
apresentavam sintomatologia clinica (Quadro 4) da doenca, como
linfoadenopatia (75%), alteragBes dermatoldgicas (50%), onicogrifose (25%), e
emagrecimento (37,5%). As alteragcdes dermatoldgicas descritas foram:
dermatite, descamacao e alopecia em saliéncias 0sseas, preferencialmente na
altura da articulacdo Uumero-radio-ulnar. A linfoadenomegalia (Figura 2C) foi

mais evidente nos linfonodos popliteos e em cervicais superficiais.
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QUADRO 4 - Manifestacdes clinicas detectadas no exame fisico dos animais

oligossintomaticos, antes do tratamento.

N: Peso ldade Sexo Manifestagdes Clinicas
1 20 kg 5a M Linfoadenopatia e descamacéo em saliéncias 6sseas.
3 48 kg 9a F Linfoadenopatia e onicogrifose.
6 5kg 3a F Linfoadenopatia, emagrecimento.
8 28 kg 5a M Linfoadenopatia e emagrecimento.
12 18 kg 2a M Linfoadenopatia e alopecia em saliéncias 6sseas.
15 17 kg 3a M Linfoadenopatia e onicogrifose.
16 38 kg 3a F Dermatite em saliéncias 6sseas, emagrecimento.
20 55 kg 2a M Descamagéo em regido de pina e saliéncias 6sseas.

Nos doze animais sintomaticos (60%), as manifestacdes clinicas
(Quadro 5) foram: alteracdes dermatolégicas (83,3%), linfoadenomegalia
(75%), onicogrifose (Figura 2A) - 58,3%, emagrecimento (Figura 2A) - 50%,
atrofia  de musculatura (33,33%), alteragbes oftalmoldgicas (16,66%),
esplenomegalia (16,66%), alteracdes locomotoras (8,3%), episoddios de
hematoquesia (8,3%). As alteragcbes dermatologicas observadas foram
traduzidas por dermatite ulcerativa e necrotica na regido de pina e saliéncias
0sseas, descamacéao e rarefacdo pilosa generalizada (Figura 2D), dermatoses
no plano nasal, e alopecia peri-ocular. A atrofia da musculatura esquelética
(Figura 2A) foi preferencialmente na regido da cabeca (fossa temporal e
musculos mastigatorios). No comprometimento oftalmico, as lesdes descritas

foram de: uveite (Figura 2B), edema corneal, e blefarite.

QUADRO 5 — Manifestacfes Clinicas detectadas no exame fisico dos animais

sintomaticos, antes do tratamento.

N:  Peso | Idade | Sexo Manifestacdes Clinicas

2 42kg 8a F Alopecia e descamacdo em regiéo de pina, atrofia de musculatura

temporal, claudicacdo de membros posteriores, onicogrifose.

4 44 kg 7a M Alopecia generalizada, descamacao cutanea, linfoadenopatia,
emagrecimento, atrofia de misculos mastigatérios e temporal, blefarite,

esplenomegalia.
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5

10

11

13

14

17

18

19

10 kg 7a F Uveite com hifema, dermatite em regido de pina, dermatite em saliéncias
6sseas, linfoadenopatia.
9 kg 6a F Uveite, descamacao e dermatite necrotica em regido de pina,
linfoadenopatia, dermatite em plano nasal, onicogrifose, esplenomegalia.
8 kg 4a M Descamagcéo cutanea generalizada, linfoadenopatia, emagrecimento,
ulceragdes em saliéncias dsseas.
7 kg 2a M Linfoadenopatia, hematoquesia, atrofia de musculatura temporal,
onicogrifose.
47 kg 3a F Epistaxe e palidez de mucosas, onicogrifose, linfoadenopatia.
5 kg 5a F Dermatite em plano nasal, blefarite, descamacao generalizada,
onicogrifose.
30 kg 5a F Emagrecimento, onicogrifose, descamacao generalizada, alopecia
localizada.
3 kg la M Emagrecimento, dermatite em plano nasal, linfoadenopatia.
40 kg 7a F Alopecia generalizada, linfoadenopatia, atrofia de musculatura temporal,
emagrecimento.
8 kg 3a M Descamagcéo generalizada, onicogrifose, emagrecimento, linfoadenopatia.
Manifestacdes Clinicas
90% -
80% -
70% -
60% -
Percentual 20%
u ‘
40% - -
-
30% - s —
|
20% - —
I
10%- —— i
v—
0% -
Oligossintomaticos Sintométicos
Classificacao
B Linfoadenomegalias B Dermatopatias m Oftalmopatias
O Emagrecimento @ Onicogrifose O Mioatrofias
FIGURA 1 - Percentual de Manifestacbes Clinicas de animais

oligossintomaticos e sintomaticos, antes do tratamento.
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C D

FIGURA 2 — ManifestagBes Clinicas da Leishmaniose Visceral Canina. (A)
Emagrecimento; Onicogrifose (B) Blefarite, Alopecia peri-ocular, Uveite, Edema
Corneal; (C) Linfoanedopatia acentuada; (D) Descamacédo cutanea, Rarefacéo

pilosa, Atrofia de musculatura esquelética temporal.

A diminuic&do dos sinais clinicos pdde ser observado com 3 meses do
inicio do tratamento, independente dos animais serem sintomaticos ou
oligossintomaticos, com a remissdo completa de todos os animais sendo
observada com 9 meses de tratamento, onde todos se mostraram
assintométicos (Figura 3B e 3D). No entanto, em 2 animais (n:18; n:10),
considerados inicialmente sintomaticos, foi verificada recidiva do quadro apos
18 meses do protocolo. Durante o estudo, 3 animais (n:2; n:5; n:7) vieram a

Obito, verificado apds 9 meses de terapia.
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C D

FIGURA 3 — Manifestacdes Clinicas pré e pos-terapia. A) Atrofia de
musculatura esquelética temporal, emagrecimento, e alopecia peri-ocular antes
do inicio da terapia; (B) Remissdo dos sinais clinicos 18 meses do inicio da
terapia; (C) Descamacdo cutanea generalizada e rarefacdo pilosa; (D)

Remissao dos sinais clinicos 18 meses do inicio da terapia.

6.3 Puncao Aspirativa com Agulha Fina (CAAF) de Linfonodo

Na avaliacdo da puncédo aspirativa de linfonodo popliteo com agulha fina
(CAAF) e corado por Diff Quick®, foram identificadas formas parasitarias livres
e/ou no interior de macrofagos (Figura 4C) em 75% dos animais (15/20) antes
do inicio da terapia. A analise citolégica mostrou reacdo linfocitaria intensa
(FIGURA 4B) com predominio de linfoblastos, plasmécitos, macréfagos e
corpusculos de Russel. A auséncia de parasitos, porém com alteracdo na
celularidade, foi evidente em 15% das amostras - 3/20 (cdes n:1, n:3, e n:8) e

estes foram considerados suspeitos, enquanto que em 2 animais (n:15, n:16) ,
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ainda que sorologicamente positivos, ndo foram evidenciadas amastigotas
tipicas, nem reacao linfoplasmocitaria. Dos cées positivos no exame citolégico,
80% eram sintomaticos em MO, e mesmo nos 20% dos oligossintomaticos, a
principal manifestacao clinica observada foi linfoadenomegalia.

Nos momentos avaliados, houve uma reducdo na identificacdo de
formas amastigotas no exame citoldégico, que foi significativa a andlise
estatistica aos 12 meses do tratamento, ndo evidenciando o parasito, e que se
extendeu até os 18 meses. Somente em um animal (cdo n:10), 9 meses apos o
inicio da terapia, foi detectado o parasito no esfregaco de linfonodo, ao mesmo
tempo em que houve recidiva dos sinais clinicos. Os dois animais (caes n:18;
n:19) que foram considerados suspeitos no final do periodo de
observacédo(11,76%), um deles apresentou recidiva do quadro clinico e o outro

era clinicamente assintomatico.

A

FIGURA 4A - Auséncia de formas parasitarias e/ou reacgao linféide
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FIGURA 4B - Reacdo Linfohistioplasmocitaria

C

FIGURA 4C - Formas amastigotas livres e no interior de macréfago

FIGURAS 4 — A, B, C — Caracterizagdo citologica da puncdo aspirativa de
linfonodo com agulha fina, coradas pelo método Diff Quick.



Fabio dos Santos Nogueira 44

6.4 Teste Imunoenzimatico (ELISA)

Como o critério de inclusdo dos animais participantes do estudo foi
baseado no diagnéstico sorologico, inicialmente todos os caes eram
soropositivos. Decorridos 18 meses da terapia, 64,70% (11/17) dos animais
nao apresentaram titulo de anticorpos anti-leishmania detectados pelo teste e
foram considerados negativos, porém 23,52% (4/17) — cdes (n:10; n:18; n:19;
n:20) - ainda permaneceram positivos, e 11,76% (2/17) — cées (n:15; n:16) -
considerados suspeitos. Deve-se ressaltar que trés animais foram a obito antes
do final do estudo. Dos animais soropositivos aos 18 meses, dois animais (caes
n:10; n:18), também apresentaram recidiva do quadro e resultado positivo no
exame citologico de linfonodo.

6.5 Imunoistoquimica

Na avaliacdo imunoistoquimica de bidpsia de pele da pina, foi observado
antes do tratamento, positividade em 40% (8/20) das amostras dos céaes, e
quando correlacionada com os sinais clinicos observou-se que destes, 87,5%
eram sintomaticos.

Apés o tratamento, um animal (cdo n:10), apresentou imunoistoquimica
positiva (FIGURA 5), identificando formas amastigotas imunomarcadas na pele.
Este animal apresentou recidiva clinica da doenca apdés 18 meses, além de

positividade no linfonodo e na sorologia.
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FIGURA 5 — Reacdo de imunoistoquimica positiva para Leishmania sp. na

bidpsia de pele, coletada da regido da pina (400x)

TABELA 1 — Mediana, 12 e 32 quartil, entre colchetes, referentes aos escores

das variaveis segundo 0 momento.

Momento Elisa CAAF linfonodo IHQ Manifestacdes
clinicas
MO 3,0[3,0;3,0]A  3,0[2,5;3,0]B 1,0[1,0;2,0] 3,0[2,0;3,0]A
M1 1,0[1,0;2,2IB  2,0[1,5;3,0]C 1,0[1,0;1,0] 2,0[2,0;3,0]B
M2 1,0[1,0;2,0]A 1,0[1,0;2,0]C
M3 1,0[1,0;1,0]A 1,0[1,0;1,5]C
M4 1,0[1,0;1,0]C
M5 1,0[1,0;1,0]C
M6 1,0[1,0;1,0]C
P<0,001 P<0,001 P=0,06

Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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FIGURA 6 — Percentual de resultado positivo, negativo, e suspeito do teste
ELISA antes e apos a terapia. A porcentagem de animais que foram a ébito
também esta incluida.
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FIGURA 7 — Percentual de resultado positivo, negativo, e suspeito da Puncao
Aspirativa com agulha fina antes e ap0s a terapia.

FIGURA 8 — Percentual de resultado positivo e negativo da reagcdo de

imunoistoquimica antes e apdés a terapia.
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6.6 Perfil Renal e Hepatico

Os valores médios e desvio padrdo das variaveis creatinina, uréia,
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase, estdo expressos na
tabela 2. Em MO todos os animais apresentaram valores dentro dos limites de
normalidade, como critério de inclusdo. Durante os momentos de observacéo
houve aumento progressivo dos niveis de creatinina e uréia, estatisticamente
significativos, com pico maximo em M3 (2,44+0,74 e 128,6+44,3
respectivamente). Em M4 esses valores restabeleceram-se proximos aos
valores de M1 para creatinina (1,89+0,38) e M2 para uréia (112,1+38,1). Apds
12 meses do inicio do tratamento (M5), foi verificado valores nos limites de
normalidade para creatinina (1,25+0,20) e wuréia (52,1+12,3), que se
mantiveram até 18 meses pos-tratamento. Os valores maximos foram
verificados (Creat: 4,5 e U: 221) no céo (n:7) em M3 (Quadro 6 e 7).

Com relacdo a funcdo hepatica, foram observados aumentos
estatisticamente significativos progressivos de ALT e AST durante o0s
momentos MO a M5, porém dentro dos valores normais, com restabelecimento
dos valores basais no momento M6. Houve um aumento discreto de AST no
momento M3 (67,6+30,5).
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TABELA 2 — Valores médios e desvio padrdo referente as variaveis séricas

Creatinina (mg/dL),

Uréia (mg/dL),

Asparatato aminotransferase (UI/L) segundo momento.

Alanina aminotransferase (UI/L) e

Variavel
Momento Creatinina Uréia AST ALT
MO 1,07+0,30D 33,0+9,9D 25,0+7,9C 26,5+7,4C
M1 1,83+0,24B 79,6+25,6C 48,9+17,1B 51,9+22,7AB
M2 2,32+0,522 105,2+35,1B  64,1+23,2AB 68,0+28,1A
M3 2,44+0,742 128,6+44,3A 67,6+30,5A 64,5+29,6A
M4 1,89+0,38B  112,1+38,1AB  51,4+19,5B 55,6124, 7AB
M5 1,254+0,20C 52,1+12,3D 49,3+22,1B 45,1+21,7BC
M6 1,0940,26C 40,8+9,4D 38,8+12,1C 33,4+£10,2C

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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FIGURA 9 — Valores médios e desvio-padrao dos niveis séricos de Creatinina e

Uréia, durante os momentos de observacéo.
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FIGURA 10. Valores médios e desvio-padrao dos niveis séricos de Aspartato
aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT), durante o0s
momentos de observacao.

6.7 Proteinograma

Na avaliacdo do proteinograma, todos os animais mostraram valores
acima dos limites padrdes de proteina total antes da terapia (9,5+1,6), com
reducdo progressiva nos momentos subsequentes. Os valores foram
restabelecidos a normalidade em M4 (7,1+0,7), quando mantiveram-se
constantes até M6 (18 meses).

Com relacdo a albumina, nos momentos analisados, nao foi observado
diminuicdo ou aumento significativo a analise estatistica. Os niveis de globulina
estiveram acima dos de referéncia antes da terapia (6,3+1,6), com diminuicédo
progressiva durante os momentos, e estes correlacionados com a diminuicao
dos valores de proteina total.

A relacdo albumina/globulina apresentou diminuicdo significativa a

andlise estatistica nos valores médios das amostras antes da terapia (0,5+0,2),
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havendo aumento constante das médias durante os momentos subsequentes

ao tratamento.

TABELA 3 — Média e desvio-padrdo referentes as variaveis proteinas totais

(g/dL), albumina (g/dL), globulina (g/dL) e relacdo albumina/globulina segundo

momento.
Variavel
Momento Proteinas Albumina Globulina Relacao
Totais globulina/albumina
MO 9,5+1,6A 3,2+0,6A 6,3+1,6A 0,540,2C
M1 8,8+1,6A 3,310,5A 5,6+1,5A 0,640,2C
M2 8,0+£1,2B 3,210,4A 4,9+1,2B 0,7+0,2BC
M3 7,6+£0,9BC 3,210,4A 4,5+0,9BC 0,7+0,2AB
M4 7,1+0,7C 3,210,4A 3,940,6C 0,840,1A
M5 7,0+0,7C 3,1+0,3A 3,9+0,8C 0,8+0,2AB
M6 7,1+0,9C 3,2+0,3A 3,8+0,9C 0,8+0,2A

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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FIGURA 11 — Valores médios e desvio-padrao dos niveis séricos de proteina

total, albumina, globulina e relacdo Alb/Glob, nos momentos de observacao.
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7. DISCUSSAO

Durante décadas, o controle do reservatorio canino através da eutanasia
dos animais soropositivos para leishmaniose visceral, vem sendo realizado e
atualmente bastante discutido. Resultados insignificantes na reducdo da
prevaléncia da leishmaniose canina e humana séo descritos (DYE, C. 1996;
DIETZE et al., 1997; BRAGA et al., 1998; COSTA, 2001; COURTENAY et al.,
2002). De acordo com a maioria dos autores, a dificuldade dos métodos
diagnésticos em detectar a doenca em animais assintomaticos, a presenca de
outros reservatorios, a demora entre a coleta e a eliminacdo dos caes doentes,
bem como a recusa da populacdo a aceitar esta uUltima medida, sdo apontados
como fatores principais para o insucesso do controle da doenca. Por outro lado,
verifica-se também que as medidas mesmo quando bem utilizadas, séo
autolimitantes, ndo reduzindo a prevaléncia canina dado a alta taxa de
reposicao desta populacdo (CAMARGO-NEVES, 2004).

Sem duvida a recusa por parte dos prorietarios em entregar o animal,
que muitas vezes se apresenta de forma assintomatica, para realizar
eutanasia, e que exerce um papel social e afetivo dentro das familias, faz com
que a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) reconheca as limitacdes desta
medida. Assim, nos paises subdesenvolvidos a eutanasia se reserva para
animais sintomaticos, com recidivas, e quando o proprietario faz a opg¢ao por
esta medida.

A alta prevaléncia da doenca na espécie canina em areas endémicas,
bem como o intenso parasitismo cutaneo verificado nestes animais (BADARO e
DUARTE, 1996), torna-os o alvo principal para o controle da doenca.

O tratamento da leishmaniose visceral canina vem sendo realizado no
Velho Mundo h& mais de 50 anos, como forma curativa e como medida
preventiva da doenca. No Brasil, 0 método de controle terapéutico € visto ainda
com ceticismo pelos 6rgdos de Saude Publica, amparado na possibilidade de
resisténcia parasitaria, recidiva do quadro clinico de alguns animais, e pela alta
prevaléncia na populacdo humana.

O antimoniato que € considerado como droga de eleicdo, para o
tratamento da LVC e LVH, nos paises europeus, fica proibido no Brasil,

conforme nota técnica do Conselho Federal de Medicina Veterinaria através de
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um parecer de n°. 299/2004 da Advocacia Geral da Unido onde “fica proibido o
uso do Antimoniato de N-metil Glucamina para o tratamento da Leishmaniose
canina, quando o mesmo for de distribuicdo do Ministério da Saude. De acordo
com a nota técnica, destacamos o fato de que o desvio do medicamento para
outros fins pode configurar crime contra a Administracdo Publica, cujas penas
sao relativamente altas, (podendo chegar a 12 anos de recluséo), e portanto
constituindo em pratica ilicita por parte do profissional que desvia o
medicamento ou que indica o tratamento canino (BRASIL, 2004b). Lembramos
o fato de que, recentemente foi lancado no mercado europeu, 0 antimoniato
especifico para caes (Glucantime ®) pelo laboratério — MERIAL, com o objetivo
especifico de diminuir a prevaléncia da doenga na populacéo canina.

No entanto ndo h& relatos na literatura comprovando a resisténcia
parasitaria aos antimoniais ou mesmo da anfotericina b, em cées submetidos
ao tratamento.

No Brasil, a utilizacdo da anfotericina b para o tratamento de pacientes
humanos, nado é rotineira, sendo reservada para pacientes com resisténcia aos
antimoniais, devido particularmente a sua nefrotoxicidade. Véarias pesquisas no
Velho Mundo (LAMOTHE, 1999; DELGADO, 2000; LAMOTHE, 2001; OLIVA et
al., 1995) e no Brasil (VEADO et al., 2003), tém demonstrado sua eficacia na
populacao canina.

Embora MANCIANTI et al., (1988) classifiguem os animais clinicamente
em assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos, no presente estudo,
baseado no critério de inclusdo, ndo foram utilizados inicialmente, animais
assintomaticos. A sintomatologia clinica apresentada, tanto nos animais
classificados de oligossintomaticos (40%) quanto os sintomaticos (60%), foram
preferencialmente as linfoadenopatias; dermatopatias, que se traduziram por
dermatite ulcerativa e necrética na regido de pina e saliéncias 0Osseas,
descamacao e rarefacdo pilosa generalizada, dermatoses no plano nasal,
alopecia peri-ocular, e onicogrifose; emagrecimento; atrofia da musculatura
esquelética, preferencialmente na regido da cabeca (fossa temporal e
musculos mastigatorios); e oftalmopatias (uveite, edema corneal, e blefarite).

A prevaléncia dos sinais clinicos foi maior quando comparada ao
trabalho de KOUTINAS et al. (2004) que avaliaram os sinais clinicos em

animais infectados por Leishmania infantum na Grécia. Neste estudo, os
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autores concluiram que a sensivel diminuicdo dos sinais clinicos apresentados
guando comparados com outros trabalhos, se deva a maior consciéncia dos
proprietarios e veterindrios, e uma maior qualidade dos diagndsticos em
animais assintomaticos, evitando a cronicidade do caso. Entretanto FEITOSA
et al. (2000) ndo obtiveram a mesma prevaléncia em um estudo retrospectivo
de 215 animais infectados naturalmente, com valores préximos aos
encontrados neste estudo.

Frente as observacdes de BURACCO et al. (1988); FERRER (2002),
que durante o curso da doenca pode haver proliferacdo generalizada de
linfécitos B, plasmécitos, macrofagos, histiécitos, e do préprio parasito,
resultando em linfomegalia, no presente estudo, a linfoadenopatia foi verificada
em quinze animais, e n&o houve prevaléncia quanto aos linfonodos envolvidos.
Nos animais oligossintomaticos, tal manifestacdo, também foi a mais descrita,
onde do total de oito animais, seis apresentavam o aumento, podendo indicar
uma fase inicial da doenca. Entretanto, FEITOSA et al. (2000), observaram que
81% dos animais apresentaram linfomegalia e que os linfonodos mais afetados
foram os popliteos.

O aumento de volume de linfonodos superficiais ndo apresentou relagéo
direta com a observacéo microscopica de parasitos.

As lesdes dermatoldgicas também apresentaram uma maior prevaléncia
onde foram descritas alopecias e/ou descamacdo localizada e generalizada;
dermatite necrética de pina e descamacédo; dermatites em plano nasal e em
saliéncias 0sseas; e alopecia peri-ocular.

As dermatopatias estiveram presentes na maioria dos casos, quatorze
animais, e foram prevalentes em animais sintomaticos 10/12 (83,33%) quando
comparadas com animais oligossintomaticos 4/8 (50%).

A onicogrifose, que foi visualizada em 9/20 (45%) dos animais, também
€ uma caracteristica marcante da doenca e € considerada um sinal
patognoménico por alguns autores (FERRER e SLAPENDELL, 1988;
GENARO, 1993).

O emagrecimento verificado em 9/20 (45%) dos animais, segundo
KONTOS e KOUTINAS, 1993, normalmente € atribuido ao comprometimento
renal e hepatico, com quadros azotémicos ou ictéricos, e consequente

anorexia. Como todos os animais do estudo, inicialmente ndo apresentaram
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alteracbes da funcao renal e hepatica, tdo pouco a referéncia de anorexia, 0
emagrecimento pbéde ser atribuido ao comprometimento visceral, que é
frequiente nos animais infectados.

As atrofias da musculatura esquelética estiveram presentes em 4/20
(20%) e mais preferencialmente em regides da cabeca (fossa temporal e
musculos mastigatorios). VAMVAKIDIS et al. (2000), apontaram a presenca do
parasita e eventos inflamatoérios e necroticos na fibra muscular, responsaveis
pela perda da musculatura.

Nos animais com comprometimento oftalmico 2/20 (10%), a uveite foi a
alteracdo mais frequiente dentre as alteracBes oftalmologicas, associada a
edema corneal e blefarite respectivamente. Outros estudos (SLAPPENDEL,
1988; CIARAMELLA et al.,, 1997, KOUTINAS et al., 1999) apontam uma
prevaléncia maior de patologias oculares em cédes com LVC, variando entre 16
e 80,49%.

No presente estudo, os dois animais que apresentaram uveite nao
resistiram ao protocolo terapéutico e foram a ébito. Ainda que a nefrotoxicidade
do farmaco terapéutico possa ser atribuida, estes animais eram inicialmente
sintomaticos, com positividade na IHQ de pele e na CAAF de linfonodo,
demonstrando a severidade do quadro clinico. O mesmo foi referido por
KOUTINAS (2004), para cdes com uveite de area endémica, que apresentam
baixos titulos de anticorpos e deficiente resposta terapéutica.

Durante o estudo houve remisséo significativa e progressiva dos sinais
clinicos, mais evidente nos caes sintomaticos, que foi revertida 3 meses apés o
inicio do tratamento, em oligossintomaticos. A remissdo completa dos sinais
clinicos em todos os animais ocorreu com doze meses. Ao término do periodo
de observacdo, quinze animais 15/20 (75%) eram assintomaticos, e 2/20
animais (10%), que eram inicialmente sintomaticos, apresentaram recidiva dos
sinais clinicos. Durante o estudo, 3/20 animais (15%) vieram a &bito,
evidenciado aos doze e quinze meses do inicio da terapia.

A melhora clinica verificada durante o tratamento, vai ao encontro da
pesquisa realizada por LAMOTHE, (1997); que evidenciou melhora em 80%
dos animais tratados com anfotericina b; DELGADO, (2000) que obteve 95%
de melhora clinica; e LAMOTHE, (2001) com 89% de melhora clinica. A

auséncia de sinais clinicos poderia diminuir a infecciosidade para
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flebotomineos conforme os trabalhos de TRAVI et al. (2001) e COUTENAY,
(2002), que trabalharam com xenodiagndstico.

A recidiva do quadro foi verificada em dois animais, indicando uma
ineficiente resposta terapéutica, ou uma deficiente resposta imune celular.
Alguns autores (PINELLI, 1999; FERRER, 2002; BELKAID, 2000) apontam que
0 sucesso do tratamento esta diretamente ligado a recuperacdo da resposta
imune celular com supressdo da resposta humoral, associado a producao de
citocinas. KANE e MOSSER, 2001, verificaram o papel da citocina IL-10 com
a progressao e reativacdo da doenca, porém a IL-10 impediu a ativacdo de
outros macrofagos, reducédo de IL-12 e TNFa, essenciais para recuperacao
clinica. Segundo CHIA e Mc MANUS (1990), a anfotericina b pode estimular a
producdo de TNFa e auxiliar na resposta imune celular. FERRER (2002) refere
que além da imunocompeténcia individual, o namero de promastigotas
metaciclicas inoculadas pode interferir no restabelecimento da resposta imune
e no sucesso da terapia. Mesmo que a prevencdo através de colares
repelentes tenha sido utilizada, a possibilidade de reinfecgcdes ndo pode ser
descartada.

Os animais que apresentaram recidiva do quadro, inicialmente eram
sintométicos, e positivos quanto a presenca de parasitos pela IHQ e CAAF,
sugerindo grande infecciosidade.

Recidiva do quadro clinico também foi referida em outras pesquisas
(LAMOTHE, 1997; DELGADO, 2000; OLIVA et al., 1995).

A reativacao da doenca ocorreu apos 0 sucesso da terapia convencional
no homem (MAROVICH et al., 2001).

Todos os animais (100%) apresentaram anticorpos anti-leishmania no
teste imunoenzimético de ELISA antes do tratamento, e 18 meses apods a
terapia, houve soroconversao, e dos 17 animais que terminaram o estudo, 11
(64,70%) se mostraram negativos, 2 (11,76%) considerados suspeitos, e 4
(23,53%) ainda apresentavam titulo de anticorpos, sendo considerados
positivos.

Os animais foram considerados suspeitos quando estes apresentaram
resultados “border line” de densidade Optica.

Segundo FERRER, et al. (1995); a avaliacdo da resposta imune é

baseada principalmente no titulo de anticorpos anti-leishmania e no
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proteinograma. Tem sido demonstrado que os titulos de anticorpos esta
correlacionado com a severidade dos sinais clinicos (FERRER et al., 1995).
Neste estudo ndo foi observada tal correlacdo entre a severidade do quadro
clinico com os resultados de ELISA, quando foi verificada a presenca de
animais assintomaticos que ainda permaneciam soropositivos. MANCIANTI et
al. (1988), também nédo evidenciou correlacdo com a sorologia e a severidade
do quadro.

Entretanto, de acordo com FERRER et al. (1995); apds a terapia se
observa uma diminuicdo lenta dos titulos de anticorpos e que muitos caes
ainda permanecem soropositivos, mesmo apo0s a cura clinica. A avaliacdo da
resposta terapéutica obtida pela normalizagdo do proteinograma e pela
diminuicdo dos titulos de anticorpos sao indicadores da boa resposta e
prognéstico favoravel.

A atividade da anfotericina b no controle da resposta humoral foi
demonstrada através da inibicio da funcdo das células B, T e
polimorfonucleares, que pode estar relacionada com a toxicidade pelo
desoxicolato de sodio, que esteve presente na preparacdo clinica utilizada
neste estudo (MARMER et al., 1981; WALLS e KEY, 1982).

BOGDAN et al. (2000); apontou a persisténcia de amastigotas em
fibroblastos de linfonodos, e que mesmo em estado de laténcia, poderiam
constantemente estimular uma resposta imune com titulos de anticorpos
mesmo apos o tratamento.

Segundo EVANS et al. (1990); MANCIANTI et al. (1995); GENARO,
(1988); PARANHOS-SILVA et al. (1996); o teste ELISA apresenta boa
sensibilidade e especificidade.

O balanco entre a resposta imune humoral e celular é apontado por
véarios autores (NOLI, 1999; PINELLI et al., 1999; DAY, 2004) como sendo fator
preponderante para a resisténcia do hospedeiro e o restabecimento clinico pos-
terapia. A diminuicdo dos titulos de anticorpos, verificado através da
soroconversao, possibilitou o desenvolvimento de uma resposta imune celular
forte que contribuiu no sucesso da terapia e na melhora clinica dos cées.

Por ser uma doenca caracterizada pelo comprometimento de células do

sistema macrofagocitario, o encontro de parasitos em 0Orgaos linféides, em
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especial nos linfonodos, ou alteracdes da celularidade, sdo esperados em
animais infectados.

No presente estudo, a auséncia de parasitos no linfonodo, que foi
verificado em 70% dos animais, demonstra o potente efeito leishmanicida da
droga.

MOREIRA, (2007), trabalhando com 89 cédes naturalmente infectados,
avaliou a sensibilidade das amostras na CAAF, em animais sintomaticos
(75,61%), oligossintométicos (32%), e assintomaticos (39,13%). A resposta
imune celular efetiva pode levar a uma maior destruicio de formas
amastigotas, dificultando sua visualizacdo no aspirado de linfonodo. Apds a
terapia, a diminuicdo dos niveis de anticorpos séricos e consequentemente a
redugdo da resposta imune humoral, verificado no teste de ELISA e do
proteinograma, podem ter contribuido para tal destruicdo (PINELLI et al., 1999).

GENARO, (1993); relata que a auséncia de parasitos no exame
parasitologico por puncdo em 6rgaos linfoides, em especial linfonodos e
medula 6ssea, em animais sorologicamente positivos, se deve a ocorréncia de
periodos de baixo parasitismo. No entanto, ainda que a técnica de CAAF
apresente uma especificidade alta (100%), e apesar da sensibilidade baixa
(FERRER, et al., 1995; GRADONI, et al., 1988) técnicas mais sensiveis como a
PCR podem verificar a auséncia de parasitos no linfonodo.

Uma das anormalidades bioquimicas marcantes verificadas em animais
com leishmaniose visceral é a disproteinemia, conseqiente a uma
hiperproteinemia associada a hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia
(AMUSATEGUI, et al. 1998; BANETH, 1998).

No nosso estudo, os niveis de proteina total estiveram acima dos
normais em todos os animais, independente de sua condi¢cdo clinica. No
entanto, os valores maiores foram registrados nos caes sintomaticos. A
elevacao dos valores de proteina total esta relacionada com o tipo de resposta
imune humoral, resultante de uma ativacao de linfocitos B (FERRER, 1995).

A diminuicdo da concentracdo sérica de albumina, verificada
normalmente em animais infectados (FERRER, 1999; GENARO, 2003;
SLAPENDELL et al., 1999), ndo foi observada neste estudo, sugerindo n&o
haver comprometimento hepatico no que tange a producdo de albumina ou

renal quanto a perda de proteina urinaria. Somente em dois animais que eram
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sintomaticos, houve diminuicdo da concentracdo sérica de albumina antes da
terapia. Assim, ficou evidenciado que as alteragcdes verificadas na
concentracdo sérica de proteina total, estaria relacionada com a globulinemia.

Durante o tratamento, observou-se uma diminuicdo estatisticamente
significativa progressiva durante os momentos na concentracdo sérica de
proteina total, que estava associada a diminuicdo dos niveis de globulina.
Conforme ja descrito por FERRER, (1995); a diminuicdo da resposta imune
humoral, verificada pela diminuicdo dos titulos de anticorpos, é acompanhada
pela recuperacao do proteinograma e melhora do quadro clinico.

A inversao da relacdo albumina / globulina, assinalada por RIBEIRO et
al. (2004), se mostra um bom parametro para avaliar a condi¢ao clinica, bem
COmMo 0 sucesso da terapia.

A diminuicdo significativa na relacdo albumina / globulina detectada
antes do tratamento, recuperou aos padrbes de normalidade nos momentos de
observacdo. Todos o0s animais que apresentaram 0S menores valores na
relacdo foram sintomaticos para o mesmo momento, indicando boa correlacdo
com a gravidade do quadro.

A infecciosidade dos animais utilizando a pesquisa de parasitas na pele
pela IHQ, também pode ser correlacionada com os valores obtidos da relacéo
albumina / globulina. De acordo com RIBEIRO et al. (2004); em um estudo
envolvendo 191 caes, foi verificado que nos animais onde foram encontrados
parasitos na pele, 91,2% se mostraram com relacao albumina / globulina menor
gue 0,6 e 0s que apresentaram maior positividade foram os que tiveram menor
relacdo (0,4), demonstrando maior infecciosidade para flebotomineos. Tal
correlacdo também pbde ser observada no nosso estudo, onde 87,5% dos
animais positivos na IHQ apresentaram valores menores que 0,6. Os animais
que apresentaram recidiva do quadro também foram positivos na IHQ e
apresentaram valores menores que 0,4 na relagdo albumina / globulina,
indicando seu potencial infectivo e gravidade do quadro.

A eficacia do protocolo em longo prazo no controle da doenca foi
avaliada através da resposta sorolégica (com a pesquisa de anticorpos anti-
leishmania), parasitolégica (CAAF de linfonodo e IHQ de pele), bem como a

remissao dos sinais clinicos dos animais infectados.
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No entanto foram avaliados também em curto prazo, os possiveis efeitos
nefro e hepatotoxicos que a droga causa nos animais.

Diversos autores (BAGATIN e CUCE, 1983; MONTEIRO at al., 1993;
TAVARES, 2002) relatam em animais submetidos a terapia com anfotericina b,
sinais de nefrotoxicidade causada pela vasoconstriccdo e posterior diminuicéo
do fluxo sanguineo renal. Durante a terapia prolongada, alguns animais podem
ainda apresentar nausea, vomito, diarréia, flebite localizada, febre, tremores
(AMUSATEGUI et al.,, 1998) além de alteracdes hepéticas como ictericia
(VALLADARES, et al., 1997; LAMOTHE, 1997).

A avaliacdo da concentracdo sérica de creatinina € frequentemente
interpretada como sendo uma medida importante para verificar o ritmo de
filtracdo glomerular, sendo que sua concentracao plasmética esta inversamente
proporcional ao ritmo de filtracdo glomerular (HENNEMANN et al., 1997). A
uréia € livremente filtrada pelos glomérulos e, em presenca de diminuicdo da
filtracdo glomerular ocorre sua retencdo (MEYER e HARVEY, 1998). Assim
niveis séricos aumentados de creatinina e uréia sdo normalmente observados
durante a terapia com anfotericina b.

Quadros de glomerulonefrites em animais infectados por leishmaniose
sdo comuns, contra-indicando a terapia (LAMOTHE, 2000). No presente
estudo, todos os animais apresentaram valores séricos normais de uréia e
creatinina antes da terapia.

Durante a administracdo da anfotericina b, observados nos momentos
(M1, M2, M3, M4), foram registrados aumentos significativos estatisticamente
progressivos na concentracdo sérica de creatinina e uréia. Estes resultados
sdo concordantes com os obtidos por outros autores (VEADO et al., 2003;
DELGADO, 2000; LAMOTHE, 2001) quando também foi notada variacdo nas
concentragfes seéricas. No entanto, j& em M4, notou-se uma diminuigdo dos
valores, aproximando aos valores basais, observados em M5.

BAGATIN (1983), refere que a nefrotoxicidade provocada pela droga
como sendo dose-dependente, porém nao foi verificada neste estudo, onde as
maiores médias foram obtidas em M3, tanto na concentracdo sérica de uréia
quanto de creatinina. SANTIN (2003), também né&o verificou tal dependéncia
quando avaliou laboratorialmente 10 cdes normais submetidos a terapia com

anfotericina b.
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A dose de 0,5 mg / kg referida em varios regimes terapéuticos foi
desenvolvida empiricamente, baseando-se nos limites de toxicidade e em
dados obtidos em trabalhos cientificos (DAVIS, 1981), sendo a utilizada neste
estudo.

No protocolo utilizado, houve um aumento, porém transitério das
concentracbes seéricas de uréia e creatina, conforme também verificado em
outros trabalhos (LAMOTHE, 1997; OLIVA, 1995), e os trés animais que vieram
4 obito no final do estudo, ainda que durante os momentos de observagao tais
aumentos foram evidentes, indicando nefrotoxicidade, estes eram sintomaticos
antes da terapia.

A utilizacdo de cetoandlogos € descrita em varios regimes terapéuticos
no controle da insuficiéncia renal, tanto na medicina humana (CHAUVEAU et
al., 1999) quanto na veterinaria (VEADO et al., 2003). No presente estudo, nos
animais (cédes n.2, n.4, n.5, n.7, n.10, n.14, n.16, n.18, n.20) que durante os
momentos de observacdo apresentaram valores de creatinina superiores a 2,5
mg/dl, foi instituida terapia adjuvante com cetoanalogos, permitindo um maior
controle das concentracdes séricas de uréia e creatinina.

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima que esta localizada no
citosol e é considerada hepatoespecifica, sendo 0 aumento sérico um indicador
sensivel e especifico de dano hepatocelular (KANEKO, 1997).

Algumas drogas, inclusive os glicocorticoides, em doses terapéuticas
podem levar a um aumento acima de 4 vezes nos valores normais de ALT
(KANEKO, 1997).

A aspartato aminotransferase (AST) que esta localizada na mitocondria
dos hepatocitos (60 a 80%) e o restante de forma soltuvel no citosol, € liberada
ap6s um dano celular severo, de maneira a ndo apenas alterar a
permeabilidade da célula. Consequentemente, a ALT sérica eleva-se mais
rapidamente e usualmente esta em niveis mais altos que a AST (COLES,
1992).

O aumento destas enzimas hepaticas implica na tentativa de
manutenc¢do da viabilidade e regeneracdo dos hepatdcitos, podendo ser usada
na interpretagdo do avanco da doenca. Um aumento acentuado da atividade
sérica da ALT e AST sugere um insulto hepatico difuso e severo,

especialmente se a ictericia estiver presente (KANEKO, 1997).
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Alteracbes na concentracdo sérica de ALT e fosfatase alcalina ocorreu
em 80 cées portadores de leishmaniose visceral, com elevagdes
respectivamente em 61 e 51% (SLAPPENDEL e FERRER, 1998).

N&o foram observadas alteracdes nas concentracdes seéricas de ALT e
AST em MO nos animais estudados, levando em consideracdo como critério de
inclusé@o a funcdo hepatica normal.

Durante a administracdo da anfotericina b, n&o foram verificadas
alteracdes nas médias das concentracdes séricas de ALT e AST dos animais
estudados durante os momentos. As maiores médias, porém dentro dos
parametros normais, foram observadas nos momentos (M2, M3, e M4), quando
estava associada a prednisolona.

Durante a administracdo ou posteriormente a terapia, nado foram
observados sintomas de nausea, vomito, flebite, e ictericia, descritos por outros
autores (AMUSATEGUI et al., 1998; VALLADARES, et al., 1997; LAMOTHE,
1997).

De acordo com DENEROLLE et al. (1996); NOLI, (1999); a utilizacdo de
glicocorticéides no tratamento da LVC, € amparada no intuito de deprimir a
imunidade humoral e consequentemente reduzir os efeitos causados pelo
depdsito de imunocomplexos nos érgéos e tecidos, particularmente em animais
com insuficiéncia renal.

Ainda que KANEKO, (1997); descreva a possibilidade dos
glicocorticodides provocarem aumentos na concentracdo sérica de ALT, e
consequentemente hepatopatias, ndo foram observadas tais alteracées no
presente estudo decorrente da administracéo deste farmaco.

As conclusdes dos trabalhos de GRADONI et al. (1998); ALVAR et al.
(1994); BANETH et al. (2001); RIBEIRO, (2002); demonstram que: a reducao
ou a auséncia do parasitismo cutaneo, a melhora da condigdo clinica e
principalmente a recuperagcdo da resposta imunecelular, controladora da
infeccdo, sdo apresentadas como ferramentas principais para avaliar a eficacia
do tratamento, considerando ainda que poderia ocorrer uma reducdo da
capacidade infectante para flebotomineos e conseqientemente uma
diminuicdo da prevaléncia da doenca canina e humana em areas endémicas
De acordo com BANETH et al. (2001), o tratamento de cdes com alopurinol,

promoveu melhora clinica, diminuicdo dos titulos de anticorpos, e diminuicdo
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significativa de infectividade para flebotomineos, quando estes foram
submetidos ao xenodiagnadstico.

Pelo fato do xenodiagnéstico ainda ndo ser uma técnica totalmente
incorporada na medicina veterinaria, faz com que a pesquisa de parasitas na
pele pelo método imunoistoquimico, o qual propicia a identificacdo de
amastigotas em animais infectados, independentes de sua condi¢ao clinica,
portanto um importante aliado para avaliar infectividade e o papel do cdo como
reservatério. A aplicacdo dessa metodologia em biopsias de pele aumenta
sensivelmente a acuracia do diagnostico, sendo constantemente utilizada em
animais que foram submetidos a diversos protocolos de tratamento a fim de
demonstrar a infecciosidade para flebotomineos (FERRER et al., 1988).

No presente trabalho, nos animais submetidos ao protocolo terapéutico
com anfotericina b associada ao alopurinol e a prednisona, foi observado
diminuicao estatisticamente significativa da positividade na IHQ de pele, ja que
dos 17 animais que terminaram o estudo, somente em um (5,88%) foram
identificadas formas parasitarias pelo exame utilizado. A positividade da pele,
também pbode ser correlacionada com a sintomatologia clinica, visto que na
maioria dos animais positivos pela IHQ antes da terapia, 87,5% foram
considerados sintomaticos no mesmo momento, indicando uma diminui¢do da
presenca de parasitas e conforme era observada a melhora clinica. Esses
resultados corroboram com os estudos de TRAVI et al. (2001) que também
observaram através de xenodiagnoéstico grande infecciosidade para
flebotomineos nos animais sintomaticos e nenhum grau de infecciosidade nos
animais assintomaticos.

Nos animais que apresentaram positividade pela IHQ de pele em MO,
foram observadas alteracées dermatolégicas em 7 dos 8 animais (87,5%) que
foram traduzidas pela presenca de alopecias localizadas e generalizadas,
descamacdao cutanea, e dermatites descamativas em regiao de pina, saliéncias
0sseas e plano nasal. FONDEVILA et al. (1997) também observaram relacéo
na presenca do parasitismo cutdaneo com as principais alteracfes
dermatolégicas. Segundo os autores nas lesdes alopecicas localizadas, é
verificado uma imunocompeténcia epidérmica maior, com diminuicdo da

quantidade de parasitos, quando o mesmo foi comparado com as lesdes
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nodulares granulomatosas. No nosso estudo, pela diversidade das
manifestacdes dérmicas apresentadas, ndo foi possivel verificar tal correlagéo.

N&o foi registrado em nenhum dos casos de caes submetidos a este
protocolo, dentro dos cuidados que foram utilizados, que tenha havido a
ocorréncia na mesma residéncia de um caso humano de LV.

Ao longo dos anos nota-se que a LVC e humana, estd em franca
expansao no Brasil, sendo diagnosticada em grandes centros urbanos que até
pouco tempo ndo existiam. E not6rio que uma vez instalada em uma regi&o,
dificilmente consegue-se erradica-la pelos diversos fatores citados neste
trabalho.

Assim outras pesquisas devem ser conduzidas na busca de novos
conceitos sobre a biologia do vetor, bem como o comportamento dos
reservatorios, com o objetivo principal de reduzir a prevaléncia canina e
conseqientemente a humana.

As acOes devem ser priorizadas para o controle do vetor, seguido pela
busca da reducéo da susceptibilidade na populagcdo humana, mas sem deixar
de lado o controle de reservatorios, realizado através da eutanasia.

Entretanto, a condi¢cdo de infecciosidade do céao, verificada através da
pesquisa de parasitos na pele ou pelo xenodiagnostico, ndo deve ser
desconsiderada, necessitando objetivar outras formas de controle da doencga

canina em beneficio da Saude Publica.
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8. CONCLUSOES

Nas condi¢cOes experimentais empregadas, pode-se concluir que:

e O protocolo terapéutico promoveu remissao total dos sinais

clinicos em 75% dos animais.

e Houve soroconversao pés-tratamento em 55% dos animais.

e Os valores de proteina total, globulina, e relagdo albumina /
globulina foram restabelecidos aos parametros de normalidade apos

o tratamento.

e O efeito leishmanicida da terapia foi comprovado pela
auséncia de parasitos no exame citopatologico de aspirado de

linfonodo e na imunoistoquimica

e O aumento significativo e progressivo das concentracdes
séricas de creatinina e uréia ocorreu ap0s o inicio da terapia,

restabelecendo a normalidade apés a aplicacdo da anfotericina b.

e O uso de cetoanalogos colaborou no restabelecimento do
perfil renal.

e A funcdo das enzimas hepéticas ALT e AST néo
demonstrou alteracbes estatisticamente significativas durante a

terapia.
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RESUMO

Constituiu objetivo desta pesquisa avaliar experimentalmente os efeitos decorrentes da
anfotericina b em associa¢do ao allopurinol e prednisona no tratamento de 20 caes
naturalmente infectados por Leishmania spp. Todos os caes foram submetidos a analise
clinica, soroldgica e parasitologia, durante 18 meses. O protocolo terapéutico promoveu
remissdo total dos sinais clinicos em quinze animais, entretanto dois cdes apresentaram
recidiva do quadro clinico e trés vieram a 6bito. O efeito imunomodulador da anfoterina
b foi demonstrado através da soroconversdo e normalizacdo do proteinograma. O efeito
leishmanicida da terapia foi comprovado na auséncia de parasitos no exame
citopatologico de aspirado de linfonodo (CAAF) e na imunoistoquimica (IHQ).
ABSTRACT

The goal of this research was to experimentally assess the effects consequential of
amphotericin B associated to allopurinol and prednisone on the treatment of twenty
dogs infected by Leishmania spp. All dogs were submitted to routine physical

examination, sorology and parasite detection for 18 months. The therapeutic protocol
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promoted complete remission of clinical signals in fifteen animals, however two dogs
showed relapse and three came to die. Amphotericin B immunomodulatory effect was
demonstrated through seroconversion and proteinogram normalization. The
leishmanicidal effect of the therapy was confirmed by the absence of parasite in the
lymphoid aspirate cytopathological (PAAF) exam and in immunohistochemical (IHQ)

analysis.

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue experimentalmente evaluar los efectos indirectos
de amphotericin B asociados a alopurinol y prednisona sobre el tratamiento de veinte
perros infectados por Leishmania spp. Todos los perros fueron presentados a la rutina
examen fisico, serolégico y los parasitos deteccion de 18 meses. El protocolo
terapéutico promovido remision completa de la clinica sefiales en quince animales, sin
embargo dos perros mostr6 una recaida y tres vino a morir. Amphotericin B
inmunomoduladoras efecto fue demostrado mediante seroconversion y normalizacion
del proteinograma. El efecto de la terapia fue confirmado por la ausencia de los

parasitos en el linfoide y en inmunohistoquimica.

INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos anos, a Leishmaniose visceral (LV) vem merecendo atencdo
especial por parte dos clinicos veterinarios e profissionais da salde publica, tendo em
vista ser uma antropozoonose e apresentar um aumento significativo do numero de
casos humanos e caninos. Atualmente é considerada como sendo uma das seis endemias
prioritarias no Mundo e esta presente em paises do Velho e Novo Mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1990).

O programa para o controle da leishmaniose visceral no Brasil proposto pela
Fundacao Nacional de Saude, remonta a decada de 50, e tinha como objetivo quebrar os
elos epidemioldgicos da cadeia de transmissdo da doenca através da eliminacdo de caes
soropositivos, do controle de vetores através do uso de inseticidas e no tratamento
gratuito da populagdo humana (GONTIJO et al., 2004).

O enfoque dado para eutanasia dos cdes, tém demonstrado ser ineficaz e
despendioso (DYE, C. 1996; DIETZE, et al., 1997; COSTA, 2001; COURTENAY, et
al., 2002).
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Ainda que o tratamento de cdes com a doenca seja realizado ha muito tempo no
Velho Mundo, no Brasil poucos estudos estdo sendo conduzidos para verificar a sua
eficacia.

A reducdo do parasitismo cutdneo, eliminacdo dos sinais clinicos, e
principalmente a recuperacdo da resposta imunocelular controladora da infeccéo,
poderiam levar a uma reducdo da capacidade infectante dos flebotomineos e,
conseqientemente a uma reducdo da prevaléncia nas espéecies canina e humana,
principalmente em areas endémicas (ALVAR et al., 1994, RIBEIRO, et al., 2002).

As limitagdes com a terapia antimonial em cdes, como a hip6tese de indugédo de
resisténcia parasitaria, o alto custo, a toxicidade, a proibicdo, no Brasil, do uso deste
farmaco em animais, demonstram a necessidade em buscar alternativas terapéuticas
mais acessiveis e de maior eficécia.

Considerada durante muito tempo, como sendo a droga de segunda escolha no
tratamento da Leishmaniose Visceral Humana, nos altimos anos a anfotericina b vem
sendo amplamente utilizado nos casos resistentes a terapia com 0s antimoniais ou
mesmo em pacientes imunocomprometidos HIV positivos. Isto € de extrema relevancia,
tendo em vista que também se observa na leishmaniose canina uma significativa
diminuicdo da resposta imune, 0 que confere a espécie canina modelo pratico para
avaliar a resposta terapéutica (OLIVA et al., 1995).

A anfotericina b foi primeiramente descrita, em 1956, por Gold e colaboradores,
quando estudavam cepas de Streptomyces nodosus, no Vale do Rio Orenoco, na
Venezuela (BENNETT, 1996). No organismo, apresenta forte especificidade a
membrana plasmatica de fungos e protozoarios, pela maior afinidade da droga ao
ergosterol (o esterol da membrana dos parasitas) do que ao colesterol, que é o principal
esterol encontrado na membrana plasmatica de células animais (RANG et al., 2001).

Apos ligar-se @ membrana plasmatica do parasita, forma um canal iénico que ird
interferir na permeabilidade e nas funcGes de transporte celular, tendo como
consequiéncias a perda de ions intracelulares e de pequenas moléculas (RANG et al.,
2001). Com a saida destes ions, principalmente do potéssio, hd o comprometimento do
seu metabolismo podendo levar ao seu rompimento e morte celular (SCOTT et al.,
2001). Associa-se a este antibidtico o desoxicolato de sddio, para facilitar o uso desse
farmaco quando administrado pela via parenteral (NETO 1985). Tal associacdo
demonstrou ser benéfica na inibicdo da funcdo de céluas B, T e polimorfonucleares
(MARMER et al., 1981).
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A atividade imunomoduladora da anfotericina b tém sido estudada
(YAMAGUCHI et al., 1993), através de um efeito imunoadjuvante sobre os linfocitos
(NAIR e SCHWARTZ, 1982) e, um efeito imunoestimulante (PERFECT et al., 1987)).

OLIVA et al., 1995 conduziu os primeiros estudos em cées utilizando a
anfotericina b lipossomal e observou resposta clinica satisfatoria, com diminuicdo da
linfo e esplenomegalia e melhora das lesdes de pele, porém a cura parasitoldgica nao foi
conseguida.

No entanto outros trabalhos (LAMOTHE, 1997; DELGADO, 2000;
LAMOTHE, 2001), também verificaram melhora do quadro clinico, diminuicdo dos
niveis de anticorpos séricos, normalizacdo do proteinograma e reducdo ou auséncia do
parasitismo cutaneo, de linfonodo e medula dssea.

Os possiveis efeitos adversos estdo relacionados com a dose utilizada, causando
nefrotoxicidade, pela intensa vasoconstriccdo renal, com posterior reducdo do fluxo
sanguineo (TAVARES, 2002).

A utilizacdo do alopurinol é descrita por NOLI, (1999). Segundo o autor, as
leishmanias ndo sdo capazes de sintetizar purinas, necessitando dos hospedeiros,
portanto este farmaco atua no RNA parasitario, incorporando-o e estimulando a sintese
de proteinas anormais, exercendo um importante efeito leishmaniostatico.

BANETH et al. (2001) verificou diminuicdo significativa da infectividade dos
animais para flebotomineos, através de xenodiagnostico, utilizando o alopurinol como
terapia leishmaniostética.

A utilizacdo de imunossupressores, em especial os glicocorticoides, na terapia
da leishmaniose tem sido descrita (DENEROLLE, et al., 1996).

A leishmaniose canina se caracteriza pela sua enorme variabilidade clinica,
devido a fatores individuais, grau de infestacdo, tempo de evolucdo da enfermidade e
aos orgaos afetados (FERRER, 1995). Durante o curso da doenca ha proliferacdo
linfocitos B, histidcitos, macrdfagos, plasmacitos, resultando em linfoadenopatia
generalizada e algumas vezes hepatoesplenomegalia (FERRER, 2002). Ocorre também,
producdo de grande quantidade de imunocomplexos, com posterior formagdo de
processos inflamatdrios degenerativos e necréticos em diversas regides do organismo,
constituindo o componente mais patogénico da enfermidade (FERRER, 2002; NOLI,
1999).

As manifestagdes clinicas mais comumente vistas sdo: as alteracOes

dermatoldgicas (dermatite descamativa seca com ou sem alopecia; dermatite ulcerativa,
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com localizacéo predominante em saliéncias 6sseas e margem interna da pina; dermatite
nodular; hiperqueratose nasal e digital; pélos opacos, além de uma dificuldade de
cicatrizacdo); onicogrifose, oftalmopatias (blefaroconjuntivite, ceratoconjuntivite seca
ou ndo, uveite, conjuntivite folicular e membranosa e panoftalmite), emagrecimento,
atrofia muscular preferencialmente em musculos esqueléticos mastigatérios e temporal,
glomerulonefrites, e diateses hemorragicas (FONDATI et al., 2004; FERRER, 1999;
SLAPENDELL, 1999; GENARO, 1993; KOUTINAS et al., 2004).

Ocorre também uma elevacdo das proteinas plasméticas totais e na eletroforese
sérica observa-se uma inversdo da relagcdo albumina/globulina, com aumento da fracdo
gama, caracterizando uma hipergamaglobulinemia, com diminuicdo da albumina em
alguns casos (FERRER, 1999).

A visualizagdo de formas amastigotas em esfregacos de CAAF de linfonodo ou
medula 6ssea, € 0 método de elei¢do para o diagnéstico de uma infeccdo estabelecida e
disseminada na LVC, com 100% de especificidade. Entretanto, a sensibilidade pode ser
baixa, pois depende basicamente da coleta, do profissional e principalmente da amostra
obtida, que pode apresentar baixa densidade populacional de parasitas (GRADONI,
2002).

No diagndstico sorologico da LVC, anticorpos especificos devem circular no
sangue e serem detectados apoOs alguns meses do contato do cdo com o protozoario
(LAMOTHE, 2002). A grande produgéo de anticorpos causada pelo parasitismo faz dos
métodos soroldgicos uma ferramenta importante, seja pelo diagnéstico individual da
infeccdo e da enfermidade ou na aplicacdo de inquéritos epidemiolégicos (GENARO,
1993).

A IHQ realizada em biopsias de pele, assim como em esfregacos e cortes
histolégicos de figado, baco, linfonodo e medula 6ssea, aumentam sensivelmente a
acuracia do diagnostico, sendo constantemente utilizadas em animais que foram
submetidos a diversos protocolos de tratamento, bem como demonstrar a infecciosidade
para flebotomineos (FERRER et al., 1992).

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Camara de Etica em Experimentac&o
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista — UNESP — Campus Botucatu. Foram utilizados vinte cées adultos, machos e
fémeas, de ragas variadas, com peso vivo variando entre 3 a 55 kg, provenientes de

proprietarios, portanto, animais infectados naturalmente por Leishmania spp.. Estes
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animais foram submetidos a exame fisico rotineiro (Mc CURNIN e POFFENBAGER,
1991) e conforme as manifestacGes clinicas apresentadas foram classificados em
oligossintomaticos e sintomaticos, de acordo com MANCIANTI et al. (1988). Os caes
foram alimentados com ra¢Ges comerciais balanceadas variadas e agua “ad libitum”, e
mantidos em domicilio durante todo o estudo.

Os animais foram imunizados e tratados para ectoparasitas internos e externos e
por questbes éticas e para evitar a possibilidade de re-infecgdes, e existéncia de fonte
infectiva, os animais receberam um colar a base de deltametrina® , com reposicdo a cada
4 meses durante todo o experimento.

Todos os proprietarios foram orientados sobre riscos do tratamento e da
prevencdo da doenca, tendo seus cdes incluidos no estudo apés assinarem termo de
autorizagéo.

Para todos os animais, foi utilizado o protocolo terapéutico com anfotericina b”
na dose de 0,5 mg / kg de peso vivo / a cada 3 dias, perfazendo 48 dias e, totalizando 16
sessdes. O farmaco foi diluido em solucdo glicosada a 5% na dose de 10ml / kg de peso
vivo, e revestido com papel aluminio, para evitar a biodegradacdo decorrente da
fotossensibilidade e, aplicada por via intravenosa lenta, durante 1 hora.

Foi adotada como terapia leishmaniostatica, o uso do alopurinol® na dose de 10
mg / kg / de peso vivo / bid / v.o., durante 18 meses.

A prednisona® foi utilizada na dose de 0,5 mg / kg / de peso vivo / sid / v.o.,
durante 2 meses, reduzindo-se a dose nas duas Ultimas semanas.

O experimento foi realizado durante 18 meses, sendo que constou da analise do
proteinograma e da avaliacdo clinica dos cdes, a cada 3 meses, da pesquisa de
anticorpos sericos anti-leishmania e da andlise imunoistoquimica, antes do inicio da
terapia e apds 18 meses, e da avaliacdo citopatologica do aspirado de linfonodo,
realizada a cada 6 meses.

Foi realizada puncdo aspirativa com agulha fina de linfonodo popliteo (CAAF)
conforme técnica descrita por COWELL e TYLER, 1989; e ap0s confeccionado
esfregaco em laminas que foram corados com Pandtico®® e posteriormente examinados
em microscopio éptico com objetiva de 100x, em imerséo.

Os esfregacos foram examinados com o objetivo de identificar formas
amastigotas no citoplasma dos macréfagos ou livres, como também avaliar os tipos
celulares predominantes e, a reatividade das células do Sistema Fagocitico

Mononuclear.
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A pesquisa de anticorpos anti-leishmania no soro dos animais foi realizada pelo
ensaio imunoenzimatico (ELISA), segundo a técnica descrita por LIMA et al., (2003).

Os fragmentos de pele fixados em formol tamponado a 10% foram submetidas
as técnicas rotineiras de inclusdo em parafina e realizado a reacdo de imunoistoquimica
visando detectar amastigotas imunomarcadas, segundo TAFURI et al. (1999).

Foi adotado um escore para as variaveis, CAAF, sinais clinicos, teste de ELISA,
e imunoistoquimica.

Para as varidveis quantitativas foi utilizada a anélise de medidas repetidas na
comparacdo das médias dos momentos. Para analise das proporcdes foi utilizado o teste
do qui-quadrado e para analise dos escores foram utilizados os testes de Wilcoxon
guando comparados dois momentos e de Friedman, quando foram comparados mai
dois momentos. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (FISHER, et al., 1993).
RESULTADOS
As manifestacdes clinicas apresentadas, tanto nos animais classificados de
oligossintomaticos (40%) quanto nos sintomaticos (60%), foram preferencialmente as
linfoadenopatias; dermatopatias, que se traduziram por dermatite ulcerativa e necrotica
na regido de pina e saliéncias dsseas, descamacdo e rarefacdo pilosa generalizada,
dermatoses no plano nasal, alopecia peri-ocular, e onicogrifose; emagrecimento; atrofia
da musculatura esquelética, preferencialmente na regido da cabeca (fossa temporal e
musculos mastigatdrios; e oftalmopatias (uveite, edema corneal, e blefarite).

A linfoadenomegalia foi mais evidente nos linfonodos popliteos e em cervicais
superficiais.

A melhora dos sinais clinicos ja p6de ser observado com 3 meses do inicio do
tratamento, independente dos animais serem sintomaticos ou oligossintomaticos, com a
remissdo completa de todos os animais sendo observada com 9 meses de tratamento,
onde todos se mostraram assintomaticos. No entanto, em 2 animais classificados
inicialmente em sintomaticos, foi verificada recidiva do quadro ap6s 18 meses do
protocolo. Durante o estudo, 3 animais vieram a obito, verificado ap6s 9 meses de

terapia.
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Na CAAF de linfonodo popliteo, foram identificadas formas parasitarias livres
e/ou no interior de macrofagos em 75% dos cdes antes do inicio da terapia. A analise
citoldgica mostrou reacdo linfocitaria intensa com predominio de linfoblastos,
plasmacitos, macréfagos e corpusculos de Russel. A auséncia de parasitos, poréem com
alteracdo na celularidade, foi evidente em 15% das amostras e estes foram considerados
suspeitos, enquanto que em 10% dos animais, ainda que sorologicamente positivos, ndo
foi evidenciado amastigotas tipicas, bem como reacéo linfoplasmocitéria.

Durante os momentos de observacdo, houve uma reducdo na identificagdo de
formas amastigotas no exame citologico. Somente em 1 animal, 9 meses apds o inicio
da terapia, foi detectado o parasito no esfregaco de linfonodo, ao mesmo tempo em que
houve a recidiva dos sinais clinicos.

Na andlise soroldgica, decorridos 18 meses, 11 cdes ndo apresentaram titulo de
anticorpos anti-leishmania detectados pelo teste e foram considerados negativos, 4 ainda
permaneceram positivos, e 2 considerados suspeitos. Deve-se ressaltar que 3 animais
ndo terminaram o estudo, vindo & 6bito.

Na avaliacdo imunoistoquimica de bidpsia de pele da pina, foi observado antes
do tratamento positividade em 40% das amostras dos cdes, e quando correlacionada
com os sinais clinicos observou que destes 87,5% eram do grupo sintomatico.

A andlise estatistica mostrou diferenca significativa quanto ao parasitismo
cutaneo antes e depois do tratamento, identificando formas amastigotas imunomarcadas
na pele de somente 1 animal , que apresentou recidiva clinica da doencga apos 18 meses,
além de positividade no linfonodo e na sorologia.

Na avaliacdo do proteinograma, todos os animais mostraram aumentos nos
valores de proteina total antes da terapia (9,5+1,6), com reducdo progressiva nos
momentos subsequentes. Os valores foram restabelecidos a normalidade (7,1+0,7), 12
meses do inicio da terapia, quando mantiveram-se constantes até o final.

Com relacdo a albumina, nos momentos analisados, ndo foi observado
diminuicdo ou aumento significativo a analise estatistica. Os niveis de globulina
estiveram acima dos de referéncia antes da terapia (6,3+1,6), com diminuigédo
progressiva durante 0s momentos, e estes correlacionados com a diminuicdo dos valores

de proteina total.
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A relacdo albumina/globulina apresentou diminuicdo significativa a analise
estatistica nos valores médios das amostras antes da terapia (0,5+0,2), havendo aumento
constante das medias durante os momentos subsequentes ao tratamento.

TABELA 3 — Média e desvio-padrdo referentes as varidveis proteinas totais, aloumina,
globulina e rela¢do albumina/globulina segundo momento

Variavel
Momento Proteinas Totais Albumina Globulina Relagéo
globulina/albumina
MO 9,5+1,6A 3,240,6A 6,3+1,6A 0,5+0,2C
M1 8,8+£1,6A 3,310,5A 5,6£1,5A 0,6+0,2C
M2 8,0+1,2B 3,210,4A 4,9+1,2B 0,7£0,2BC
M3 7,61£0,9BC 3,210,4A 4,5+0,9BC 0,7£0,2AB
M4 7,1+0,7C 3,240,4A 3,940,6C 0,84£0,1A
M5 7,0+0,7C 3,140,3A 3,940,8C 0,8+0,2AB
M6 7,140,9C 3,240,3A 3,8+0,9C 0,8+0,2A

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
DISCUSSAO

Durante décadas, o controle do reservatdrio canino através da eutanasia dos
animais soropositivos, vem sendo realizado e atualmente bastante discutido. Resultados
insignificantes na reducdo da prevaléncia da leishmaniose canina e humana sao
descritos (DYE, C. 1996; DIETZE et al., 1997; COSTA, 2001; COURTENAY et al.,
2002). De acordo com a maioria dos autores, a dificuldade dos métodos diagndsticos em
detectar a doenca em animais assintomaticos, a presenca de outros reservatorios, a
demora entre a coleta e a eliminacao dos caes doentes, bem como a recusa da populacédo
a aceitar esta ultima medida, sdo apontados como fatores principais para o insucesso do
controle da doenca. Por outro lado, verifica-se também que as medidas mesmo quando
bem utilizadas, sdo autolimitantes, ndo reduzindo a prevaléncia canina dado a alta taxa
de reposicao desta populagdo (CAMARGO-NEVES, 2004).

Sem duvida a recusa por parte dos prorietarios em entregar o animal, que muitas
vezes se apresenta de forma assintomatica, para realizar eutanasia, e que exerce um
papel social e afetivo dentro das familias, faz com que a OMS (Organiza¢do Mundial de

Saude) reconhega as limitacGes desta medida. Assim, nos paises subdesenvolvidos a
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eutanasia se reserva para animais sintomaticos, com recidivas, e quando o proprietario
faz a opcdo por esta medida.

Vaérias pesquisas no Velho Mundo (DELGADO, 2000; LAMOTHE, 2001;
OLIVA et al., 1995) e no Brasil (RIBEIRO et al., 2004; VEADO et al., 2003), tém
demonstrado a eficacia da anfotericina b na populacgéo canina.

A melhora clinica verificada durante o tratamento, vai ao encontro da pesquisa
realizada por LAMOTHE (1997); que evidenciou melhora em 80% dos animais tratados
com anfotericina b; DELGADO (2000) que obteve 95% de melhora clinica; e
LAMOTHE (2001) com 89% de melhora clinica. A auséncia de sinais clinicos poderia
diminuir a infecciosidade para flebotomineos conforme os trabalhos de TRAVI et al.
(2001) e COUTENAY (2002), que trabalharam com xenodiagndstico.

A recidiva do quadro, que foi verificada em dois animais, indica uma ineficiente
resposta terapéutica, ou uma deficiente resposta imune celular. Alguns autores
(PINELLI, 1999; FERRER, 2002) apontam que 0 sucesso do tratamento esta
diretamente ligado a recuperacdo da resposta imune celular com supressdo da resposta
humoral, associado a producdo de citocinas. Segundo CHIA e Mc MANUS (1990), a
anfotericina b pode estimular a producdo de TNFa e auxiliar na resposta imune celular.
FERRER (2002), refere que além da imunocompeténcia individual, o ndmero de
parasitos inoculados pode interferir no restabelecimento da resposta imune e no sucesso
da terapia. Mesmo que a prevencdo através de colares repelentes tenha sido utilizada, a
possibilidade de reinfec¢fes ndo pode ser descartada.

Recidiva do quadro clinico também é referido em outras pesquisas (LAMOTHE,
1997; DELGADO, 2000; OLIVA et al., 1995).

A reativagdo da doenca ocorreu apds o sucesso da terapia convencional no
homem (MAROVICH et al., 2001).

O protocolo instituido promoveu soroconversao em 55% dos animais. Os
animais foram considerados suspeitos quando estes apresentaram resultados “border
line” de densidade Optica. Segundo FERRER et al. (1995), a avaliacdo da resposta
imune € baseada principalmente na presenca de anticorpos anti-leishmania e no
proteinograma. Tem sido bem demonstrado que os titulos de anticorpos, esta
correlacionado com a severidade dos sinais clinicos (FERRER et al., 1995). Segundo o
autor, apds a terapia se observa uma diminuicdo lenta dos titulos de anticorpos e que

muitos cdes ainda permanecem soropositivos, mesmo apos a cura clinica. A avaliagdo
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da resposta terapéutica obtida pela normalizacdo do proteinograma e pela diminuicédo
dos titulos de anticorpos séo indicadores da boa resposta e progndstico favoravel.

BOGDAN et al. (2000), apontou a persisténcia da leishmania em fibroblastos
em linfonodos, e que mesmo em estado de laténcia, poderiam constantemente estimular
uma resposta imune com titulos de anticorpos mesmo apés o tratamento.

Por ser uma doenca caracterizada pelo comprometimento de células do sistema
macrofagocitario, o encontro de parasitos em 0&rgdos linféides, em especial nos
linfonodos, ou alteragdes da celularidade, sdo esperados em animais infectados.

No presente estudo, a auséncia de parasitos no linfonodo, que foi verificado em
70% dos animais, demonstra o potente efeito leishmanicida da droga.

Segundo PINELLI et al. (1999), ap0s a terapia, a diminui¢cdo dos niveis de
anticorpos séricos e consequentemente a reducdo da resposta imune humoral, verificado
no teste de ELISA e do proteinograma, pode contribuir para tal auséncia.

A disproteinemia, conseqiente a uma hiperproteinemia associada a
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia (BANETH, 1998), também foi verificada
no nosso estudo, com o0s maiores valores registrados nos cdes sintomaticos.

A diminuigdo da concentragdo sérica de albumina, verificada normalmente em
animais infectados (FERRER, 1999; GENARO, 2003; SLAPENDELL et al., 1999), ndo
foi observada neste estudo, sugerindo o ndo comprometimento hepatico no que tange a
producdo de albumina ou renal quanto & perda de proteina urindria. Assim, ficou
evidenciado que as alteracdes verificadas na concentracdo sérica de proteina total,
estaria mais relacionada com a globulinemia.

Durante o tratamento, observou uma diminuicdo estatisticamente significativa
progressiva durante 0s momentos na concentragdo sérica de proteina total, que estava
associada a diminui¢do dos niveis de globulina. Conforme j& descrito por FERRER,
(1995), a diminuicéo da resposta imune humoral, verificada pela diminuigéo dos titulos
de anticorpos, é acompanhada pela recuperacdo do proteinograma e melhora do quadro
clinico. A inversdo da relacdo albumina / globulina, assinalada por RIBEIRO, et al.
(2004), se mostra um bom pardmetro para avaliar a condicdo clinica, bem como o
sucesso da terapia. A diminuicéo significativa na relacdo albumina / globulina detectada
antes do tratamento, recuperou aos padrdes de normalidade nos momentos de
observacdo. Todos 0s animais que apresentaram os menores valores na relagdo foram
sintométicos para 0 mesmo momento, indicando boa correlagdo com a gravidade do

quadro.
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A infecciosidade dos animais utilizando a pesquisa de parasitas na pele pela
IHQ, também pode ser correlacionada com os valores obtidos da relacdo albumina /
globulina (RIBEIRO et al., 2004). Tal correlacdo também foi evidenciada no nosso
estudo, onde 87,5% dos animais positivos na IHQ apresentaram baixos valores na
relacao.

Observou diminuicdo estatisticamente significativa da positividade na IHQ de
pele, sendo que dos 17 animais que terminaram o estudo, somente em um (5,88%)
foram identificadas formas parasitarias pelos exames utilizados. A positividade da pele,
também pdde ser correlacionada com a sintomatologia clinica, quando dos animais
positivos pela IHQ antes da terapia, 87,5% eram sintomaticos no mesmo momento.
Esses resultados corroboram com os estudos de TRAVI et al. (2001) que também
observaram através de xenodiagnostico grande infecciosidade para flebotomineos nos
animais sintomaticos e nenhum grau de infecciosidade nos animais assintomaticos.

Né&o foi registrado em nenhum dos casos de cdes submetidos a este protocolo,
dentro dos cuidados que foram utilizados, que tenha havido a ocorréncia na mesma

residéncia de um caso humano de LeishmanioseVisceral.

A B

A- Manifestacdo clinica da Leishmaniose visceral: Atrofia de musculatura temporal e

mastigatdria e blefarite, antes da terapia; B- Remissdo clinica apos terapia

CONCLUSAO

Nas condicOes experimentais empregadas, pdde-se concluir que: o protocolo
terapéutico promoveu remissdo total dos sinais clinicos em 75% dos animais; houve
soroconversao pos-tratamento em 55% dos animais; os valores do proteinograma foram

restabelecidos aos pardmetros de normalidade; e o efeito leishmanicida da terapia foi



Fabio dos Santos Nogueira 94

comprovado na auséncia de parasitos no exame citopatologico de aspirado de linfonodo
e na imunoistoquimica.
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11. APENDICE

QUADRO 6 — Valores de creatinina sérica obtidos em cada momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 1 1,7 2,5 1,9 1,6 1,2 1,3
2 1,5 2 2,8 2,5 2,2 obito obito
3 1,3 1,9 2,3 2,2 1,8 1,4 1
4 1,5 1,7 2,5 31 2 1,5 1,4
S 1,4 1,9 2,3 2,8 2 1,6 obito
6 0,6 1,6 1,9 2,5 1,8 1 0,9
7 1,3 2,5 3,9 4,5 4,0 obito obito
8 0,7 1,6 1,9 1,9 1,8 1,1 0,9
9 0,5 1,3 1,9 1,9 2,4 1,5 0,9
10 1,3 2 2,1 2,7 2 1,3 1,5
11 1,2 1,9 1,8 2,1 1,7 0,9 1,2
12 1 2,1 1,5 1,7 1,6 1,2 0,9
13 0,9 1,7 1,9 1,6 1,2 0,9 0,5
14 1 1,7 2,5 3,9 3 1,6 1,2
15 1 1,9 2,1 2 1,5 1,1 1,2
16 0,7 1,9 2,8 2,4 1,8 1,3 1,2
17 0,9 1,7 2 1,8 2,1 1,3 1
18 1 1,8 2,7 2,9 2 1,2 1,5
19 1,4 1,8 2,4 2,4 1,7 1,2 1,3
20 1,2 1,8 2,6 2 1,8 1,2 0,6
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QUADRO 7 — Valores de uréia sérica obtidos em cada momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 32 70 125 98 69 43 50
2 40 96 170 174 148 obito obito
3 18 73 101 122 120 65 33
4 42 70 95 137 108 37 18
S 34 81 109 179 148 60 obito
6 23 70 79 129 142 69 52
7 55 172 202 221 200 obito obito
8 43 85 102 112 89 34 39
9 22 48 87 107 124 66 37
10 43 96 154 177 189 49 37

11 37 81 79 83 71 37 55
12 32 82 57 79 69 39 43
13 21 69 78 70 37 29 39
14 34 60 68 129 111 69 37
15 37 79 97 115 101 66 58
16 18 54 87 129 101 60 37
17 22 57 93 20 134 50 47
18 29 98 119 220 182 57 49
19 40 73 99 115 101 57 33
20 37 77 103 85 86 51 29
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QUADRO 8 - Valores de alanina aminotransferase sérica obtidos em cada

momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 25 29 89 66 47 50 26
2 30 74 87 60 35 obito obito
3 23 44 47 89 50 26 32
4 34 25 45 19 27 29 20
5 18 88 47 103 79 123 obito
6 34 62 60 51 57 61 65
7 39 74 88 139 128 obito obito
8 18 58 63 67 37 30 38
9 19 32 65 54 39 27 29
10 27 47 74 101 78 54 49
11 17 34 78 75 60 42 29
12 27 60 58 78 57 40 31
13 27 38 30 40 35 62 30
14 28 32 35 37 33 39 29
15 39 42 53 60 49 54 50
16 19 48 53 33 27 53 47
17 18 65 132 121 101 74 61
18 15 37 45 40 37 62 55
19 31 42 69 60 73 32 37

20 12 47 63 58 55 30 31
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QUADRO 9 — Valores de aspartato aminotransferase sérica obtidos em cada

momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 38 53 101 51 28 37 29
2 17 60 93 43 39 obito obito
3 32 70 89 127 64 31 19
4 16 19 50 41 33 47 31
5 33 77 49 89 81 118 obito
6 17 50 61 27 37 29 27
7 25 101 127 108 100 obito obito
8 29 67 59 57 74 33 19
9 29 37 74 47 48 33 30
10 18 31 59 127 101 78 54
11 25 55 60 69 34 33 30
12 32 58 55 54 49 59 50
13 42 40 27 49 40 29 18
14 20 27 42 64 60 45 40
15 18 38 32 47 69 50 53
16 27 101 118 77 24 28 39
17 30 50 99 91 107 63 34
18 34 29 47 40 89 37 39
19 24 37 74 49 52 28 29

20 24 38 44 33 27 34 27
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QUADRO 10 - Valores de Proteinas totais sérica obtidos em cada momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 7.1 7 6,8 6,9 7 6,9 6,8
2 11,2 10,1 9,5 10 8,5 obito obito
3 8,9 8,7 8 7,2 7 6,9 7
4 11 10,9 9,9 8,4 7.9 7.3 7
S 11,9 12,4 10,3 8,8 8,1 8,9 obito
6 8 7.9 7,2 7.1 7,2 7 6,9
7 8,8 8,9 8,8 8,6 obito obito obito
8 8,1 6,9 6,8 6,9 6,5 7 6,9
9 7.9 7,2 7.3 7.1 7,2 7 6,9
10 10,9 10,1 8,9 7.9 7.2 7.4 9,9
11 10,9 10,1 8,3 7.9 8 7,2 7,4
12 6,9 6,1 5,8 6,2 6,4 6,7 6,2
13 7.9 7.2 7.3 7 6,2 6 6
14 9,7 7.9 7.1 7 7 5,3 6,2
15 8,7 8,5 7.9 7.8 7.2 7,6 7,5
16 10,1 9,9 7,7 7.8 6,9 6,7 6,8
17 10,1 8,7 7,2 7.3 6,1 6,4 6
18 9,1 8,7 8 6,9 6 6,9 8,3
19 12 9,9 8,1 7.8 7 7.1 6,9

20 10,5 9,7 9,4 7,7 7.9 7,6 7,7
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QUADRO 11 — Valores de albumina sérica obtidos em cada momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 3.1 3.4 3,2 3,5 3,4 3,3 3,5
2 3,2 3,5 3,6 4,3 4,2 obito obito
3 3,8 4 3,9 3,2 3,4 35 3,4
4 3,5 3,9 3,6 3,7 3,7 3,6 3,4
S 3,9 4 2,7 3,8 3,1 3,2 obito
6 3,4 3,6 2,9 3,4 3,4 32 3,4
7 3,8 3,6 3,6 3 obito obito obito
8 3,7 3,4 33 3,4 3,2 35 3,5
9 2,9 3,2 3 33 3,4 3 3,3
10 2,9 31 3,5 3,4 3 2,9 3
11 3,9 3,8 3 3,2 35 31 3,4
12 3 3,5 3,4 33 3,4 3,4 3,2
13 2,9 3,2 3 2,9 2,8 2,9 3
14 3,7 3 3 2,9 3,2 3,2 3,2
15 3,5 3,7 3,9 3,2 35 3 3,2
16 3,8 3,2 3 3,2 3,4 33 3,3
17 1,9 2,9 3 2,9 2,4 2,8 2,7
18 2,5 2,7 3 31 2,8 2,4 2,8
19 1,9 2,2 2,1 2,2 2,8 2,6 2,5

20 3,4 2,9 2,8 2,9 2,8 2,8 3,4
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QUADRO 12 - Valores de globulina sérica obtidos em cada momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 4 3,6 3,6 3,4 3,6 3,6 3,3
2 7 6,6 5,9 5,7 43 obito obito
3 6,1 47 41 4 3,6 3,4 3,6
4 7.5 7 6,6 5,7 4,2 3,7 3,6
S 8 8,4 7,6 5 5 6,7 obito
6 4,6 43 43 3,7 3,8 3,8 3,5
7 5 6,3 5,2 5,6 obito obito obito
8 5,4 3,5 3,5 3,5 3,3 35 3,5
9 5 4 43 3,8 3,8 4 3,6
10 8 7 5.4 4,5 4,2 45 6,9
11 7 6,3 53 4,7 45 41 4
12 3,9 3,6 2,4 2,8 3 3,3 3
13 5 4 43 41 3,4 3.1 3
14 6 4,9 41 41 3,8 2,7 3
15 5,2 4,8 4 4,6 3,7 4,6 4,3
16 6,3 6,7 4,7 4,6 35 34 3,5
17 8,2 5,8 4,2 4.4 3,7 3,6 3,3
18 6,6 6 5 3,8 3,2 35 55
19 10,1 7,7 6 6,6 4,2 35 3,4

20 7.1 6,8 6,6 4,8 51 4,8 4,3
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QUADRO 13 — Valores da relacéo albumina / globulina sérica obtidos em cada

momento.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 0,7 0,9 0,8 1 0,9 0,9 1
2 0,4 0,5 0,6 0,7 0,9 obito obito
3 0,6 0,8 0,9 0,8 0,9 1 0,9
4 0,4 0,5 0,5 0,6 0,8 0,9 0,9
S 0,4 0,4 0,3 0,7 0,6 0,4 obito
6 0,7 0,8 0,6 0,9 0,8 0,8 0,9
7 0,7 0,5 0,6 0,5 obito obito obito
8 0,6 0,9 0,9 0,9 0,9 1 0,9
9 0,5 0,8 0,6 0,8 0,8 0,7 0,9
10 0,3 0,4 0,6 0,7 0,7 0,6 0,4
11 0,5 0,6 0,5 0,6 0,7 0,7 0,8
12 0,7 0,9 1,4 1,1 1,1 1 1
13 0,5 0,8 0,6 0,7 0,8 0,9 1
14 0,6 0,6 0,7 0,7 0,8 0,8 1
15 0,6 0,7 0,9 0,6 0,9 0,6 0,7
16 0,6 0,4 0,6 0,6 0,9 0,9 0,9
17 0,2 0,5 0,7 0,6 0,6 0,7 0,8
18 0,3 0,6 0,6 0,8 0,8 0,6 0,5
19 0,1 0,2 0,3 0,3 0,6 0,7 0,7

20 0,4 0,4 0,4 0,6 0,5 0,5 0,7
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QUADRO 14 - Sinais clinicos presentes em varios momentos, descritos em

forma de “score”.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
1 2 2 2 1 1 1 1
2 3 3 2 2 1 obito obito
3 2 2 1 1 1 1 1
4 3 3 3 2 1 1 1
S 3 3 2 1 1 1 obito
6 2 2 1 1 1 1 1
7 3 3 3 3 obito obito obito
8 2 2 1 1 1 1 1
9 3 1 1 1 1 1 1
10 3 3 1 1 1 1 3

11 3 3 1 1 1 1 1
12 2 1 1 1 1 1 1
13 3 2 1 1 1 1 1
14 3 2 1 1 1 1 1
15 2 1 1 1 1 1 1
16 2 1 1 1 1 1 1
17 3 3 2 2 1 1 1
18 3 2 1 1 1 1 3
19 3 2 1 2 1 1 1
20 2 2 1 1 1 1 1
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QUADRO 15 — Valores ensaio de ELISA

Animais MO M1
1 3 1
2 3 obito
3 3 1
4 3 1
S 3 obito
6 3 1
7 3 obito
8 3 1
9 3 1
10 3 3
11 3 1
12 3 1
13 3 1
14 3 1
15 3 2
16 3 2
17 3 1
18 3 3
19 3 3
20 3 3
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QUADRO 16 — Valores IHQ.

Animais MO M1
1 1 1
2 2 obito
3 1 1
4 2 1
S 2 obito
6 1 1
7 1 obito
8 1 1
9 1 1
10 2 2
11 1 1
12 1 1
13 1 1
14 1 1
15 1 1
16 2 1
17 2 1
18 2 1
19 2 1
20 1 1




Fabio dos Santos Nogueira

108

QUADRO 17 — Valores PAAF.

Animais MO M1 M2 M3
1 2 2 1 1
2 3 3 3 obito
3 2 1 1 1
4 3 3 2 1
S 3 3 2 obito
6 3 1 1 1
7 3 3 obito obito
8 2 2 1 1
9 3 1 1 1
10 3 3 1 3
11 3 2 2 1
12 3 1 1 1
13 3 2 1 1
14 3 2 1 1
15 1 2 2 1
16 1 1 2 1
17 3 3 1 1
18 3 3 2 2
19 3 3 2 2
20 3 3 2 1
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