UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Valéria Medina Camprigher

Uso da Miltefosina como tratamento em cées
sorologicamente positivos para leishmaniose visceral no
municipio de Bauru — Sao Paulo.

Tese apresentada a Faculdade
de Medicina, Universidade
Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencdo do
titulo de Doutora em Doencas
Tropicais.

Orientadora: Profa. Dra. Virginia Bodeldo Richini Pereira
Coorientador: Prof. Dr. José Eduardo Tolezano

Botucatu
2023




Valéria Medina Camprigher

Uso da Miltefosina como tratamento em cées
sorologicamente positivos para leishmaniose
visceral no municipio de Bauru — Séao Paulo.

Tese apresentada a Faculdade
de Medicina, Universidade
Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Céampus de
Botucatu, para obtencdo do
titulo de Doutora em Doencas
Tropicais.

Orientadora: Profa. Dra. Virginia Bodeldo Richini Pereira
Coorientador: Prof. Dr. José Eduardo Tolezano

Botucatu
2023



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAD TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAD TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACEAD - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: MARIA CAROCLINA A. CRUZ E SANTOS-CRB 8/10188

Camprigher, WValéria Medina.
Uso da Miltefosina como tratamento em cdes sorologicamente
positivos para leishmaniose visceral no municipic de Bauru

- Sdo Paulo / Valéria Medina Camprigher. - Botucatu, 2023
Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de Botucatu

Orientador: Virginia Bodeldo Richini Pereira
Coorientador: José Eduardo Tolezano
Capes: 40101096

1. Cdez. 2. Leishmaniose. 3. Reacdo em cadeia da
polimerase. 4. Saide Unica. 5. Vigilédncia em Satde Fiblica.

Palavras-chave: Cdes; Leishmaniocse; Reacdc em cadeila da
polimerase; Saude dUnica; VigilAncia em sadde pdblica.




Valéria Medina Camprigher

Uso da Miltefosina como tratamento em caes sorologicamente
positivos para leishmaniose visceral no municipio de Bauru —
Sao Paulo.

Tese apresentada a Faculdade de Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para obteng¢ao do
titulo de Doutora em Doencas Tropicais.

Orientador: Profa. Dra. Virginia Bodeldo Richini Pereira
Coorientador: Prof. Dr. José Eduardo Tolezano

Comissao examinadora:

Prof. Titular Dr. Helio Langoni
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) -
Botucatu

Profa. Dra. Simone Baldini Lucheis
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) -
Botucatu

Dr. Luiz Ricardo Paes de Barros Cortez
Secretaria Municipal de Saude — Bauru

Profa. Dra. Silvia Helena Pereira Vergili Sgarbosa
Médica Veterinaria Autbnoma

Profa. Dra. Virginia Bodeldo Richini Pereira
Instituto Adolfo Lutz - Centro de Laboratdrios Regionais — Bauru

Botucatu, 01 de setembro de 2023



“Para ser grande, sé inteiro: nada

Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Pée quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda

7

Brilha, porque alta vive

Fernando Pessoa



Dedicatéria



A Deus.

Aos meus filhos, Maria Luiza e Pedro Henrique.

As pessoas acometidas pela Leishmaniose Visceral.

A todos os cées, vitimas dessa doenca cruel e, em especial, ao

meu cdo Tom, que tanto cuidei e amei.



Agradecimentos



Agradecimentos

A UNESP-Botucatu, Instituicdo que ja foi e sempre sera a

minha casa.

A Faculdade de Medicina de Botucatu, ao Programa de
Pos-Graduacdo em Doencas Tropicais, aos professores,

funcionarios e colegas durante a realizacdo das disciplinas.

A todos os meus colegas de trabalho do Centro de
Controle de Zoonoses de Bauru, em especial aos meus
gueridos colegas e amigos Dr. Luiz Ricardo Paes de Barros
Cortez, por toda a ajuda que recebi durante o tratamento dos
caes e ao Dr. Mario Ramos de Paula e Silva, por me
proporcionar todo apoio necessario para que eu chegasse até

aqui.

A todos os meus superiores - chefe de secdo (Murilo José
Vendramini Cuoghi), de divisdo (Daniel Godoy Tarcinalli) e de
direcdo de departamento (Dr. Ezequiel Aparecido dos Santos),
dentro da Secretaria Municipal de Saude de Bauru que,
compreendendo a importancia do meu trabalho, me apoiaram

em todos 0s momentos.

Aos servidores do Instituto Adolfo Lutz de Bauru e de Sao

Paulo, especialmente a minha orientadora Prof. Dra. Virginia



Bodelao Richini Pereira, pelos ensinamentos - ora me
“abandonava” para que eu pudesse crescer, ora me carregava
no colo durante as finaliza¢des dos trabalhos. Muito, muito

obrigada.

Ao Prof. Dr. José Eduardo Tolezano, por aceitar ser meu
coorientador, por dividir seu inesgotavel conhecimento sobre o
assunto e por proporcionar a minha participacado no grande

projeto de pesquisa realizado em Bauru sob sua coordenacao.

As colegas Gabriele e Aghata, pelos conhecimentos

compartilhados no Adolfo Lutz de Bauru.

A minha querida amiga Vanessa, pela grande amizade e
por toda ajuda e apoio dispensados durante a realizacdo das
atividades no Centro de Controle de Zoonoses e no Instituto
Adolfo Lutz de Bauru.

Ao Laboratorio Veterinario Laborcare, aos funcionarios e
especialmente a Dra. Patricia Batina, pela parceria na

realizacdo dos exames de sangue dos caes em tratamento.

Ao Departamento de Producdo Animal e Medicina
Veterinaria Preventiva da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia de Botucatu, pelo fornecimento de culturas para

desenvolvimento das técnicas moleculares; em especial a



guerida Profa. Dra. Simone Baldini Lucheis e a residente

Suelen.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o
Paulo (FAPESP), pelo auxilio a pesquisa (processos no.
2017/50333-7 e 2018/25889-4) e FESIMA/GAPS (processo no.
2019/01057)

Aos membros da banca examinadora, por suas

contribuicbes na confeccdo dessa tese.



RESUMO



CAMPRIGHER, V.M. Uso da Miltefosina como tratamento em cées
sorologicamente positivos paraleishmaniose visceral no municipio de
Bauru — S&o Paulo. 2023. 160f. Tese (Doutorado em Doencgas Tropicais)
— Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho (Unesp), Botucatu, 2023.

A Leishmaniose Visceral € uma importante zoonose parasitaria e encontra-
se em franca expansdo geografica. Um dos pilares das politicas publicas
de vigilancia é o controle da fonte de infec¢do canina. A miltefosina € o
farmaco autorizado para o tratamento dos caes no Brasil. O objetivo do
trabalho foi realizar o diagndstico, tratamento, avaliar a evolucéo clinica,
carga parasitaria e os parametros laboratoriais dos cées soropositivos;
medidas que podem contribuir para o controle da Leishmaniose Visceral no
municipio de Bauru-SP. Foram avaliados 34 caes durante o periodo de um
ano, trimestralmente, sendo que 19 animais finalizaram o tratamento.
Houve quatro 6bitos por leishmaniose, trés ébitos por outras causas e oito
tutores abandonaram o tratamento por motivos diversos. Na primeira
avaliac@o clinica, com 34 animais, os sintomas mais frequentes foram
linfadenomegalia, descamacéo, conjuntivite e onicogrifose. Na ultima
avaliacdo, os 19 animais encontravam-se assintomaticos. Nos exames de
sangue, os padrbées mais alterados foram os das heméaceas, hemoglobina,
volume globular, plaquetas, proteina total, aloumina, globulina e relacao
albumina-globulina. De forma geral, houve melhora dos parametros
hematimétricos e bioquimicos. A gPCR mostrou maior sensibilidade que a
cPCR no acompanhamento da carga parasitaria; que diminuiu ao longo do
periodo, sugerindo eficacia no tratamento de cdes com LVC; mesmo nédo
havendo cura parasitaria. Assim, nossos resultados demonstram que o
tratamento de cdes pode ser incorporado nas estratégias de politicas
publicas em saude com um foco em saude Unica.

Palavras-chave: Leishmaniose, cdes, Reacdo em Cadeia da Polimerase,

Saude Unica, Vigilancia em Saude Publica.



ABSTRACT



Abstract

Visceral Leishmaniasis is an important parasitic zoonosis that has been
showing significant geographic expansion. One of the pillars of Public
Surveillance Policies is the control of the source of canine infection.
Miltefosine is the drug approved for the treatment of dogs in Brazil. The aim
of this study was to evaluate the treatment, clinical evolution, parasitic load
and laboratory parameters of seropositive dogs; that can contribute to the
surveillance and control measures for Visceral Leishmaniasis in the
municipality of Bauru — S&o Paulo, Brazil. Thirty-four dogs were evaluated
quarterly for one year, and 19 dogs completed the treatment. Of the 15
losses, eight were due to treatment abandonment and seven were death;
being four due to leishmaniasis. In the first evaluation, the most frequent
symptoms were lymphadenopathy, desquamation, conjunctivitis and
onychogryphosis. After one year, 19 animals that remained in the treatment
were asymptomatic. The most altered patterns in the blood tests were:
erythrocytes, hemoglobin, packed cell volume, platelets, total protein,
albumin, globulin and albumin-globulin ratio. At the end of the evaluation,
there was an improvement in the hematimetric and biochemical parameters.
gPCR showed greater sensitivity than cPCR in monitoring the parasite load;
which decreased over the period, suggesting efficacy in the treatment of
dogs with CVL; even though there is no parasitic cure. Thus, our results
demonstrate that the treatment of dogs can be incorporated into public

health policy strategies that focus the one health concept.

Keywords: Leishmaniasis, dogs, Polymerase Chain Reaction, One

Health, Public Health Surveillance.
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1. Introducéo

O conceito de saude Unica (One Health) estabelece um vinculo entre
a saude animal e humana, envolvendo o meio ambiente onde as espécies
estédo inseridas. Devido ao risco de transmissdo de agentes infecciosos
entre elas, e, associado aos fatores ambientais, sugere-se que pesquisas
direcionadas para o controle das doencas devam ser realizadas por equipes
interdisciplinares e de visao abrangente (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY,
2011; GEBREYES et al., 2014; HONG et al., 2020).

As leishmanioses sao consideradas zoonoses e se enguadram
nessa concepcdao: doencas parasitarias, associadas a degradacdo
ambiental e que acometem animais e populacdo humana suscetivel,
transmitida por vetores e causada por protozoarios pertencentes a ordem
Tripanosomatida, familia Trypanosomatidae, do género Leishmania e com
0s subgéneros: Leishmania, Viannia e Sauroleishmania. Até o momento,
hé relatos de 53 espécies de Leishmania, sendo 20 patogénicas para o ser
humano e 31 para outros mamiferos; causando quatro tipos de doencas,
cuja classificacdo baseia-se na sua apresentacao clinica - Leishmaniose
Cutanea (LC), Cutanea Difusa (LCD), Mucocutanea (LMC) e Visceral (LV),
(BATES, 2007; PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011; AKHOUNDI et al.,
2016; BURZA et al., 2018).

A forma de transmissao de importancia epidemioldgica € a vetorial
(BARATA et al., 2005; LAINSON; RANGEL, 2005); por meio da picada de
fémeas hematdfagas pertencentes a ordem Diptera, sub-ordem
Nematocera, Familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae; dos
géneros Phlebotomus - encontrados na Europa, Asia e Africa - e Lutzomyia
— nas Américas. Os flebotomineos picam os caes preferencialmente em
areas glabras - plano nasal, pavilh&o auricular, regido inguinal e perineal
(LEWIS, 1982; GALATI, 2003; BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO
et al., 2009; PACE, 2014; AKHOUNDI et al., 2016).
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A transmissdo da LV por Lutzomyia longipalpis ocorre, até o
momento, em 193 (29,9%) dos 645 municipios do estado de Sdo Paulo e
Lutzomyia cruzi, esta presente nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul e Goias. Em locais com registros de casos autdctones e na auséncia
de L. longipalpis e L. cruzi, pressupoe-se que outra espécie de flebotomineo
- Lutzomyia migonei - atue na transmissao de LV. Em um estudo realizado
no nordeste brasileiro, observou-se fémeas desta espécie naturalmente
infectadas por Leishmania infantum (DE CARVALHO et al., 2010; BRASIL,
2019; FONSECA et al., 2021).

Outras formas de transmisséao ja foram relatadas na espécie canina:
por transfusdo sanguinea, venérea e vertical por mordeduras e picada de
pulgas e carrapatos. Entretanto, a competéncia vetorial desses artropodes
ainda necessita de maiores estudos (OWENS et al., 2001, GASKIN et al.,
2002; GIGER et al., 2002; DINIZ et al., 2005; COUTINHO et al., 2005;
FREITAS et al.,, 2006; FERREIRA et al., 2009; SILVA et al., 2009;
PANGRAZIO et al., 2009; VIEIRA, 2013; NAUCKE et al., 2016;
SVOBODOVA et al., 2017).

A leishmaniose esta presente nos cinco continentes e ocorre de
forma endémica em 100 paises, com 50 a 90.000 e 0.6 a 1 milhdo de novos
casos por ano de LV e LC, respectivamente, com um total de 20 a 30 mil
Obitos. Em suas diferentes formas clinicas, seu DALY (Disability Adjusted
Life Years) atinge 2,35 milh&es de vidas perdidas ajustadas por deficiéncia
(AKHOUNDI et al., 2016; WHO, 2020).

Ingressou no continente americano durante o periodo de colonizagéo
(SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA, 2020). No Brasil, foi identificado como
problema de saude publica em 1934. Em pesquisas a respeito de febres
suspeitas no estado da Bahia, formas amastigotas do protozoario do género
Leishmania foram identificadas pela primeira vez a partir de cortes
histologicos de fragmentos de figado negativos para pesquisa do virus

amarilico. A primeira epidemia brasileira aconteceu em Sobral-Ceara, 20
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anos apos a identificacdo do parasito (PENNA, 1937; DEANE, 1956;
GONTIJO; MELO, 2004; WHO, 2020).

Resultados de pesquisas preliminares na Amazonia brasileira foram
publicados por Chagas e colaboradores onde inferiram sobre a
possibilidade de um inseto de habitos peridomiciliares (Phlebotomus
longipalpis) ser o vetor da doenca dentro de um ciclo enzodtico do parasito
(L. chagasi) e, tendo como reservatério animais silvestres (CHAGAS et al.,
1937).

No decorrer da década de 50, pesquisadores no Ceara,
estabeleceram a importancia epidemiolégica da Lutzomyia longipalpis
como vetor; do cdo doméstico (Canis familiaris) e da raposa (Dusicyon
ventulus) como fonte de infeccdo e manutencédo da doenga. Ficou assim
demonstrado que a LV ocorre em ciclos epidemiolégicos distintos: silvestre,
peridoméstico de caracteristica rural e o ciclo doméstico periurbano
(MICHALICK; GENARO, 2011).

Embora comumente concentrada em regides tropicais e subtropicais
de paises em desenvolvimento, é prevalente em areas de clima temperado.
Ocorre nas regides da bacia do mediterraneo, sudeste da Asia, Europa,
Ameéricas e Africa. Em 2020, 12.838 novos casos foram registrados pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) em “hotspots” eco-epidemiolégicos:
Etibpia, Eritreia, Kenia, Somalia, Suddo, Uganda (Africa); Bangladesh,
india, Nepal (subcontinente indiano) e Brasil (Américas) com 57, 18 e 16%
dos casos mundiais respectivamente. Seis paises foram responsaveis por
79% dos casos do mundo em 2020, com mais de 1000 casos notificados
individualmente: Brasil, Etiépia, Eritreia Kénia, india e Suddo (WHO, 2020).

Na Figura 1, observa-se o mapa dos paises com maior nimero de
casos de LV em 2020.

Figura 1: Mapa da endemicidade da LV no mundo em 2020, segundo WHO
(2021).
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Map 2 Status of icity of visceral lei iasis (VL) dwide, 2020

Endeémicite de la leishmaniose viscérale (LV) dans le monde, 2020

Number of new VL cases reported in 2020 - Nombre de nouvesux cas
de LV notifiés en 2020
Ousnrrpcmd
Countries reporting imported VL cases - Pays notifiant des g <100
cas importés de LV [ No sutochtonous cases reported ~
[ ]
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France: 11 Brand - 1 Qutar: 1 . 500-9%9 B3 Nodsta
Eshiopia - 7 Djkoutc1 Russian Federation - 1 - 1000 ) Not appiicable -
Geeece - S Maits - 1
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Mo production: Cortrdl of Neglected Tropical Diseases (NTD). World Hedlth Organization

No Brasil, a ocupacao urbana desordenada, condi¢cdes precarias de
saneamento basico e habitacdo, desnutricdo, destruicdo ambiental com
alteracdes dos habitats das espécies envolvidas no ciclo de transmissao
aumentaram a importancia da LV no contexto de saude publica (CERBINO
NETO; WERNECK; COSTA, 2009).

Séao notificados 4.200-6.300 casos anuais, € a letalidade é crescente
e considerada a maior entre os paises prioritarios da OMS, principalmente
em individuos néo tratados e criancas com desnutricdo, sendo um dos seis
paises com o maior niumero de casos; representando 16% dos casos
globais e 97% das Américas (BRASIL, 2014; BANETH et al., 2008; WHO,
2010; ALVAR et al., 2012; PACE, 2014; AKHOUNDI et al., 2016; OPAS,
2019; WHO, 2021).

Devido as acfes antropicas, sua distribuicdo geogréafica passou por
grande transformacéo a partir da década de 80, avancando das areas rurais
do nordeste brasileiro para bairros bem consolidados de centros urbanos
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em varios estados; acompanhando a construcéo de rodovias e ferrovias, de
grandes obras de engenharia e consequente migracdo de pessoas
(BRASIL, 2019).

Na década 90, a doenca foi introduzida no estado de S&o Paulo. A
substituicdo da criacdo de gado pela cultura de cana de acucar foi um dos
fatores impactantes na sua expansao devido a migracdo de mao-de-obra
temporaria nas colheitas. A presenca do flebotomineo (Lutzomyia
longipalpis), em 1997, na area urbana da cidade de Aracatuba-SP,
associado a confirmacdo de caso autéctone canino no municipio, foi um
indicio de que o flebotomineo fosse o vetor da doenca no estado. Em 1999,
foi notificado o primeiro caso humano no municipio (COSTA et al., 1997,
TOLEZANO, 1999; BARATA, 2000; ALVES; BEVILACQUA, 2004;
ROMERO; BOELAERT, 2010; BRASIL, 2014; BRASIL, 2019; SILVA,
PACHECO; SAUERBIER, 2021).

Dados referentes ao ano de 2019, demonstraram a presenca da
zoonose em 107 dos 645 municipios paulistas e 8.553 casos humanos
foram notificados no periodo de 1999-2019, sendo 3046 autOctones e
letalidade de 8.7% - 266 Obitos. As cidades mais atingidas concentram-se
na regido oeste e central do estado, seguindo a rodovia Marechal Rondon
desde a divisa com Mato Grosso do Sul; até a cidade de Sdo Paulo. O
primeiro caso humano no municipio de Bauru ocorreu em 2003, e foi
precedido pelo encontro do flebotomineo em 2002 e de caso canino em
2003. No triénio 2017-2019, o municipio foi classificado como de
transmissao intensa e prioritario para as acdes do Programa de Vigilancia
e Controle da Leishmaniose Visceral do Estado de S&o Paulo. Segundo
dados do Centro de Vigilancia Epidemioldgica (2020), no periodo de 2003-
2020, foram notificados 580 casos com 45 mortes. Em 2021, quatro casos
foram notificados com um o0bito; em 2022, cinco casos foram notificados

com dois 6bitos. Em 2023, até maio, um caso foi notificado sem o6bito
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(BRASIL, 2014; BRASIL, 2019; FONSECA et al., 2021; CVE, 2022; CVE,
2023).

Na Figura 2, visualiza-se o mapa do estado de S&o Paulo, sendo 2a)
Municipios com casos humanos autdctones de Leishmaniose Visceral,
Estado de Séo Paulo, 1999 a 2022. 2b) Distribuicdo dos municipios quanto
a presenca de Leishmaniose Visceral Canina, Estado de Sao Paulo, até
dezembro de 2022. 2c). Distribuicdo de municipios segundo a classificacao
epidemiolodgica para Leishmaniose Visceral, Estado de S&o Paulo, 2022

Figura 2: Dados de Leishmaniose Visceral no estado de Sdo Paulo 2019-
2022 (CVE, 2023)

[] sem transmissdo (n=526) A=y ) V™
I Com transmissido de LVH (n=119) A 2%

Fonte: Sinan-Net e SinanW, Divisdo de Zoonoses/CVE/CCD/SES-SP, 7

2a) Municipios com casos humanos autoctones de Leishmaniose Visceral,

Estado de Sao Paulo.
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[ sem transmiss3o de LVC (n=431)
[l Transmissdo canina confirmada (n=187)
[l Casos deLVC em investigac3o (n=27)

Fonte: Insttuto Adolfo Lutz/CCD/SES-SP.

2b) Distribuicdo dos municipios quanto a presenca de Leishmaniose

Visceral Canina, Estado de S&o Paulo, até dezembro de 2022.

- Transmiss0 canina ¢ humana (111
B arsmasso pamanats)

. Transmiss30 caning 4]
Silencioso receptive vulnerdvel (M)
. Sdencioso ndo receptivo vulnerdvel 231 Y
Shenciono ndo receptve no vinerivel(137) 8 b { 2 ‘
B wuncipos em invessgacao s Anindn \¢ DL
Municpe Sdenciosd receptve por vetor secundino (11) ).~k
Municipio Com traniminsho Caning por vetor secunddrio () 7

. Municipio com trassminsdo caning € bumana por vetor secondinio (1)

Fonte: CVE, IAL e IP/CCD/SES-SP.

2c¢). Distribuicao de municipios segundo a classificacao epidemiol6gica para
Leishmaniose Visceral, Estado de Sao Paulo, 2022

28



No ser humano, a interacdo entre a resposta imune delineada por
caracteristicas genéticas e fatores de viruléncia das espécies de
Leishmania implicadas, determinam a sintomatologia. Assim como nos
cdes, ha relatos de individuos infectados por L. infantum,
imunocompetentes, que se mantém assintomaticos por longo periodo de
tempo (ALIAGA et al., 2019; SALANT et al., 2021).

Em contrapartida, pessoas com algum tipo de comprometimento
imunoldgico, podem albergar os parasitos por décadas, mesmo que
tratados. A reativacdo fulminante da infeccdo pode ocorrer devido a
utilizacdo de terapia imunossupressora pos-transplante, uso de
imunomoduladores, idade avancada ou a infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida-HIV (ALVAR et al., 2008; BURZA; CROFT,
BOELAERT, 2018).

Caes infectados por Leishmania spp. apresentam um misto de
resposta imune celular — Th1(Linfocito T helper) e humoral — Th2. Sabe-se
que quando ha predominio da resposta Th2, os animais tornam-se
susceptiveis a doenca e quando tende para Thl, séo resistentes. Na
resposta Th1l, as citocinas IFN-y (interferon gama), IL-2 (interleucina), TNF-
a (fator de necrose tumoral) induzem ativagao macrofagica com produgao
de o6xido nitrico (NO); substancia com potente acdo leishmanicida. Na
resposta Th2, IL-10 e IL-4 estdo envolvidos na disseminacéo do parasito,
associado ao aumento de linfécitos B e hipergamaglobulinemia.
Particularmente, IFN-y e IL 10 sdo as mais importantes citocinas que
determinam o estado de saude ou doenca (DA COSTA-VAL et al, 2007;
BRODSKYN; KAMHAWI, 2018; TOEPPE; PETERSEN, 2020).

A IL 10 inibe a apresentacdo do antigeno para as APCs, a ativacéo
de macréfagos e células dendriticas (DCs) e a proliferagdo das células T.
Estudos demonstraram que o bloqueio do receptor da IL-10 pode ser
utilizado no tratamento da LVC (GAUTAM et al., 2011; VERMA et al., 2015;
CARDOSO et al., 2021).
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O fato de os cdes serem o0s principais reservatorios da LV em area
urbana deve-se a alta densidade populacional da espécie (10 a 20% da
populacdo humana), ao intimo convivio com o ser humano, a alta
prevaléncia de portadores assintométicos e oligossintomaticos (80% dos
infectados) e serem fonte de alimento para os flebotomineos (alta carga
parasitaria epidérmica). Sendo mais infecciosos para os vetores e mais
eficientes na disseminacao da infecgcdo, mantém o parasito na natureza de
forma que ele sobreviva por longo periodo (DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2006; BANETH et al., 2008; QUINNELL; COURTENAY,
2009; PALTRINIERI et al., 2010, BANETH et al., 2020).

Por meio de avaliagBes sorologicas, supde-se que existam em torno
de 2,5 milhdes de caes infectados em paises da base do mediterraneo -
Portugal, Espanha, Italia e Franca) e milhdes na América do Sul, e, as
enzootias tém normalmente precedido os casos humanos (BARATA, 2004;
GRAMICCIA; GRADONI, 2005; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO,
2006; BRASIL, 2019; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022).

As raposas (Dusicyon vetulus), cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous), marsupiais - cangurus e gambas (Didelphis albiventris), preguica
(Choloepus spp. e Bradypus spp.), tamandua (Tamandua tetradactyla) e
roedores (Rattus spp., Proechimys spp., Nectomys spp., Oligoryzomys
spp.) sao considerados reservatorios silvestres. Os gambas, animais
silvestres de habitos sinantropicos, sdo frequentemente encontrados no
centro urbano de Bauru e uma pesquisa identificou formas promastigotas
de leishmania em cultura de tecidos e amastigotas em exames
parasitologicos desses animais. Pesquisas realizadas em quirépteros
infectados por Leishmania infantum detectaram presenca do DNA (&cido
desoxirribonucleico) do parasito pela técnica de PCR (reacdo em cadeia de
polimerase) em amostras de pele e figado em areas endémicas. Sugerem

gue a espécie poderia participar na manutencao e no ciclo da doenca, e
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gue seu papel como reservatoério ndo deveria ser ignorado (SANTIAGO et
al. 2007; CASTRO et al. 2020).

Contudo, outras espécies domésticas também estdo envolvidas no
ciclo da doenca. Os casos felinos sdo esporadicos e relatados em todo o
mundo nos mesmos locais onde ha casos caninos e humanos. Apresentam
sintomatologia cutdnea e visceral e menor prevaléncia em testes
sorolégicos e moleculares. Entretanto podem exercer funcdo de
reservatério numa concepc¢do de saude unica (PENNISI et al.,, 2013;
PENNISI et al., 2015a, 2015b; PENNISI; PERSICHETTI, 2018). Nos
animais de producéo, héa relatos de positividade nos testes sorologicos e
moleculares, com auséncia de sintomas. Sao considerados somente fonte
de alimentacgéo para o vetor (ASHFORD, 1996; QUINNELL; COURTENAY,
2009; SOLANO-GALLEGO etal., 2011; DANTAS-TORRES, 2012; BRASIL,
2014; PENNISE et al., 2015; WHO, 2020; BANETH et al., 2020).

Entretanto, Paixdo-Marques et al. (2019) isolaram o parasito de
bovinos e afirmaram que eles podem ser considerados hospedeiros em
locais onde a doenca é endémica.

As manifestacbes clinicas nos caes podem variar da forma
multissistémica até a auséncia completa de sinais. De acordo com o estado
nutricional, imunolégico e a genética canina, a susceptibilidade a infeccao
pode se modificar entre as diversas racas e individualmente. Animais com
resposta imune predominantemente celular podem apresentar
exclusivamente dermatite do tipo papular, sem outras alteracfes clinico
patolégicas (ABRANCHES; CAMPINO, 1998; LOMBARDO et al., 2014;
SOLANO-GALLEGO et al., 2017; SALANT et al., 2021).

Devido a elevada prevaléncia de infeccdo subclinica, onde os
animais ndo desenvolvem sintomas (40-60%), € importante ressaltar que,
mesmo assintomaticos, sdo fontes de infeccdo para o ser humano na
presenca do vetor (GONTIJO; MELO, 2004; MICHALSKY et al.,, 2007,

BRASIL, 2014). Entretanto, pesquisas confiirmaram que céaes
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oligossintomaticos e assintomaticos infectados sdo bem menos atrativos e
infecciosos para os vetores que os sintomaticos (GRADONI, 1987; MOLINA
et al., 1994; CHELBI et al., 2021).

Na Figura 3, a piramide representa a proporcdo de cées
sintomaticos, assintomaticos e respectivos testes diagndsticos. No pico da
piramide (laranja), observa-se pequena quantidade de animais infectados e
sintomaticos; em bege, animais infectados e sem sintomas, com sorologia
reagente; em roxo, cdes infectados com sorologia ndo reagente e PCR
positivo. Na base da piramide, cdes nao infectados e sorologia néo
reagente (BANETH et al., 2008).

Figura 3: Pirdmide representando a proporcdo de caes sintomaticos,

assintomaticos e respectivos testes diagnosticos.

Clinical disease

Seropositive

Soronegativo

BANETH et al., 2008

Os sintomas nos caes compreendem febre, tremores, sudorese,
perda de peso progressiva, caguexia, hepatoesplenomegalia, onicogrifose
- por estimulo parasitario na matriz ungueal - linfadenopatia, epistaxis,

lesBes oculares-uveite, politria, polidipsia. Os sintomas cutaneos incluem
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alopecia, dermatites esfoliativas, Ulceras, nodulos, papulas,
hiperqueratinizacdo dos coxins plantares, despigmentacéo, lignificacdo e
piodermites secundarias. Podem ocorrer faléncia renal e vasculite pela
deposicdo de imunocomplexos na parede de vasos sanguineos
(CIARAMELLA et al., 1997; BANETH et al., 2008; FERREIRA et al., 2009;
SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Um caso raro de osteomielite osteolitica granulomatosa por LVC em
um céo de seis meses foi diagnosticado por sorologia e confirmado por
técnica  histopatolégica e PCR  (SOUZA et al, 2005).

O Programa de Vigilancia e Controle da LV (PVCLV) do Estado de
Sao Paulo prioriza, de forma semelhante ao Ministério da Saude, acdes
sobre quatro pilares: diagnostico e tratamento precoce de todos 0s casos
humanos; monitoramento e reducdo da densidade populacional dos
flebotomineos, educacdo em saude e controle dos reservatorios
domésticos que sdo os cées infectados e identificados como reagentes
positivos nos exames laboratoriais. Sao valorizadas também, as acdes
relacionadas ao manejo ambiental com o objetivo de reduzir as condi¢des
favoraveis a colonizacéo de L. longipalpis (BRASIL, 2014; BRASIL, 2019).

A realizacdo de inquéritos soroepidemiolégicos caninos para a
identificagdo de animais infectados com posterior recolhimento e eutanasia
visando a diminuicdo dos reservatorios domésticos demandam grande
esforco de 6rgdos municipais de controle de zoonoses, de laboratorios de
Saude Publica para sua operacionalizacdo e a pratica da eutanasia,
eticamente questionavel (PASSANTINO; RUSSO; COLUCCIO, 2010;
COSTA, 2011; DANTAS-TORRES et al., 2018).

O PVCLV esclarece que, apés criteriosa analise epidemiolégica
baseadas na estratificacao de risco, as acdes devem acontecer de forma
integrada. Do contrario, ndo serao eficazes. Ademais, o inquérito canino e
posterior diagndstico acontece somente apos a identificagdo do caso

humano e ndo de forma preventiva. Sabendo que o periodo de incubacao
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no céo é longo; que o lapso de tempo entre o diagndstico e a eutanasia do
mesmo € grande (80 a 180 dias), que os testes sorologicos sao limitados
em termos de sensibilidade e especificidade em &reas endémicas e que ha
imediata reposicdo dos eutanasiados por outros cdes susceptiveis, as
acOes preconizadas no plano sao insuficientes para contencdo da
expansao da doenca (DANTAS-TORRES et al., 2018; OPAS, 2019).

A visibilidade alcancada pela acdo de identificacdo da infeccao
canina, o recolhimento e eutanasia dos animais soropositivos é cada vez
mais contestada por diferentes segmentos da sociedade, inclusive na
comunidade cientifica e consequente aumento de recusas tanto para o
diagnostico da LVC como para a eutanasia dos cades infectados
(QUINNELL; COURTENAY, 2009; ROMERO; BOELART, 2011, HARHAY
et al., 2011; GONZALES et al., 2015).

Em 2013, as dificuldades para a aplicabilidade do programa de
controle da LV (PVCLV) foram relatados por coordenadores de seis
municipios brasileiros de grande porte (Campinas, Bauru, Goiania, Campo
Grande, Fortaleza e Belo Horizonte) com transmisséo canina e humana. Os
principais obstaculos mencionados foram: descontinuidade das atividades
de controle, baixa cobertura de controle quimico e grande resisténcia dos
tutores e comunidade em geral a indicagcdo de eutanasia dos cées.
Evidencia-se a preméncia de adequacdo dessas politicas publicas com
medidas alternativas e que foram sugeridas pelos gestores como uso da
coleira de deltametrina, vacinacdo e tratamento canino (HARHAY et al.,
2011; von ZUBEN; DONALISIO, 2016).

No 13° Simpdsio Companion Vector-Borne Diseases World Forum
em Windsor, Reino Unido, de 19 a 22 de marco de 2018, consolidou-se uma
declaragéo de consenso sobre a utilidade da eutanésia de caes como meio
de controlar a Leishmaniose Visceral. O comunicado destacou a baixa

eficacia da eutanasia de caes infectados, saudaveis ou doentes, como
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medida para controlar o reservatorio doméstico de L. infantum e reduzir o
risco de leishmaniose visceral (DANTAS-TORRES et al., 2018).

A conscientizacdo da populacdo em geral sobre medidas de
prevencio da doenca nos cdes e no homem s&o fundamentais. E de suma
importancia a participacdo multiprofissional, devidamente capacitados que
podem realizar visitas domiciliares, palestras em escolas publicas e
privadas, orientando sobre as medidas de protecédo individual (evitar
atividades noturnas ao ar livre, utilizar repelentes, mosquiteiros, telar portas
e janelas) e sobre os cuidados com os caes (castracdo, microchipagem,
uso de coleiras repelentes, responsabilidade do tutor pelo seu animal) e
cuidados com o meio ambiente (RIBEIRO et al., 2013).:

Campanhas de prevencéo de maior envergadura, com a participacao
de veterinarios, médicos, gestores de saude publica, politicos, tutores de
caes e populacdo da regido afetada devem também ser programadas e
necessitam de profunda interagdo multidisciplinar (BANETH, 2013).

Reconhecer a espécie de Leishmania que infecta o reservatorio,
entender da biologia e habitos dos reservatorios e conhecer a epidemiologia
da doenca sdo condi¢cbes necessarias para o desenvolvimento de novas
ferramentas efetivas no controle dessa zoonose (MAIA; DANTAS -
TORRES; CAMPINO, 2018).

A construcdo de politicas publicas que reduzam as desigualdades
sociais e determinem acesso a educacdo em sua totalidade, sdo acles
imprescindiveis no controle tanto da LV, assim como de outras doencas
associadas a vulnerabilidade social (MAGALHAES et al., 2009).
Diagnoéstico

Considerando a grande variedade de sintomas que o cao apresenta
e que muitos desses animais sdo portadores assintomaticos, o diagnostico
clinico deve ser acompanhado de exames laboratoriais. Um diagnostico

confiavel é fundamental no controle da doenca. A necessidade em se
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combinar métodos sensiveis e especificos, que exijam poucos
equipamentos e que sejam de facil execucdo € antiga, devido a
preocupacdo com a saude animal e seu potencial zoondtico, ja que
infecgbes caninas e humanas coexistem em areas endémicas. A falta de
um teste padrdo ouro para humanos e animais infectados gera obstaculos
para tomada de decisdes nas medidas de controle; adiando o tratamento e
a persisténcia dos reservatérios no ambiente (GRIMALDI; TESH, 1993;
FARIA; ANDRADE, 2012; COURA-VITAL et al., 2014; DE PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2015; FRAGA et al., 2016).

Os profissionais de saude se veem diante de um paradigma perante
um resultado positivo para LVC. Devem ter conhecimento suficiente para
diferenciar o diagndstico de um céo sadio infectado de um cdo doente para
planejar adequadamente as possiveis intervencdes (PARADIES et al.,
2010; NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 2011).

Os testes sorolégicos recomendados para o controle do reservatorio
urbano da LV, até o ano de 2011, eram ELISA-EIE-LVC-Bio-Manguinhos
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) como teste de triagem e IFAT-IFI-
LVC- Bio-Manguinhos (Teste de Imunofluorescéncia Indireta), como teste
confirmatorio. Este teste foi substituido pelo teste ELISA tendo em vista
possibilitarem reacdes cruzadas com outros tripanossomatideos, como
Tripanossoma cruzi; necessitando de sorologia pareada e verificagcdo de
titulo soroldgico; ndo sendo realizado em inquéritos soroldgicos (LUCIANO
et al., 2009; TRONCARELI et al., 2009; COURA-VITAL et al., 2014,
LAURETI et al., 2014; DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; PERSICHETTI
et al., 2017).

O teste rapido foi desenvolvido pelo Instituto Biomanguinhos/Fiocruz
(Dual Path Platform — TR DPP - Leishmaniose Visceral Canina) e
disponibilizado em 2012. Trata-se de um ensaio imunocromatogréfico, cuja
utilizacdo de proteinas recombinantes (rk 26 e rk 39) garante alta

sensibilidade e especificidade para o diagnéstico da LVC. Passou a ser
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utilizado segundo norma técnica do Ministério da Saude como teste de
triagem para os inquéritos caninos, seguido pelo teste confirmatério.

A utilizacdo de testes de baixa acuracia gera resultados falso-
negativos, mantendo o parasito em areas endémicas e os resultados falso-
positivos, levam a eutanasias desnecessarias e equivocadas (FRAGA et al.,
2016).

Laurenti et al. (2014), em um estudo com caes sintomaticos e
assintoméaticos em é&rea endémica para LVC, observaram alta
especificidade para o teste DDP Biomanguinhos (95,1%) com baixa
guantidade de reacao cruzada (Babesia spp.) quando comparado ao teste
ELISA Biomanguinhos (77,8%), devido a reagdo cruzada com outros
patégenos. O teste ELISA mostrou boa sensibilidade (90,6%). Sugeriram,
entdo, o uso do teste DDP como teste confirmatoério e do teste ELISA como
triagem, ja que a sensibilidade do DDP varia muito dependendo do curso
da infeccdo - se o cdo € sintomatico (98% de sensibilidade) ou
assintomatico (47%). Outros autores disseram que tal inversdo da ordem
dos exames agilizaria os trabalhos e diminuiria custos (GRIMALDI et al.,
2012; PEIXOTO et al., 2015; LAURENTI et al., 2014; COURA-VITA et al.,
2014).

Em razéo de o teste DPP né&o ser suficientemente produzido para
suprir a demanda nacional, um estudo comparativo entre os testes DPP e
o Alere TM (rK28 ICT - tira de plataforma Unica), sugeriu a utilizacdo deste
como opcao para triagem, ja que apresentou boa sensibilidade. Entretanto,
em outro estudo, foi observada baixa sensibilidade do teste Alere, quando
comparada ao DDP. Embora utilizem o mesmo antigeno recombinante, o
DDP possui fluxo independente para a amostra e conjugado e maior
desempenho na ligacdo antigeno-anticorpo, o que poderia explicar a
diferenca na sensibilidade (SOUZA FILHO et al., 2016; DANTAS-TORRES
et al., 2018).
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A associacdo entre parametros clinicos, laboratoriais e
epidemioldgicos devem estar elencados para o diagnostico definitivo da
doenca; j& que testes sorologicos podem identificar exposi¢do ao parasito,
mas nao podem indicar infecgéo ativa. As formas amastigotas podem estar
presentes nos tecidos de cées saudaveis (XAVIER et al.,, 2006;
PALTRINIERI et al., 2010; FREITAS et al., 2012).

Devido a sua sensibilidade, especificidade e viabilidade de aplicacéo
em variados tipos de amostras, a utilizacdo de técnicas moleculares no
diagnéstico da leishmaniose tem sido expressiva. A técnica de PCR em
tempo real (QPCR) tem se revelado mais adequada que as demais técnicas
moleculares pela rapidez, por extinguir a etapa da eletroforese (utilizada na
PCR convencional) e por diminuir o risco de contaminagdo cruzada.
Possibilita a confirmacdo da infeccdo pela deteccdo do parasito, a
identificacdo da espécie, a quantificacdo da carga parasitaria em diferentes
tecidos, o monitoramento da infeccdo durante o tratamento e estudos
clinicos para validagdo de vacinas. Norteia-se pela amplificagdo do DNA
alvo e observacdo da fluorescéncia emitida utilizando corantes
fluorescentes intercalantes - SYBRGreen® ou sondas fluorescentes-
TagMan®., entre outros (CASTILHO et al., 2008; GALLUZZI et al., 2018;
CHAGAS et al., 2021; EVARISTO et al., 2021).

Questionamentos surgem quanto a escolha da melhor amostra
bioldégica a ser empregada no diagnostico da LVC (sangue, bidpsias de
pele, aspirado de linfonodo e de medula éssea).

As amostras, cujas coletas sdo consideradas invasivas, exigem
profissional capacitado para sua execugdo e nao sao bem aceitas pelos
tutores dos animais. A bidpsia de pele pode causar dor e sangramentos,
além de exigir boa assepsia e anestesia local. A pungédo de medula éssea
requer habilidade na sua execucao e sedacéo pré-anestésica. O aspirado

s

de linfonodo também é considerado um procedimento invasivo, porém
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menos doloroso e pode ser usado como alternativa para pesquisa direta de
formas amastigotas e qPCR.

As amostras de sangue sao as menos invasivas e bem aceitas,
embora tenham menor sensibilidade quando comparada as demais, pois a
parasitemia tende a ser transitoria no processo doenca (MANNA et al.,
2004; STRAUSS-AYALI et al., 2004; POURABBAS et al., 2013; FERREIRA
et al., 2014). Entretanto, outros autores afirmaram que a detecgdo do DNA
do parasito no sangue ou soro pode ser uma forma exequivel de
diagnoéstico, com sensibilidade de 100% e especificidade de 96,4% em
amostras de sangue canino (WEIRATHER et al., 2011; MOHAMMADIHA et
al., 2013).

Os cultivos para isolamento do parasito tém grande importancia
diagnéstica, entretanto, possui muitas limitagdes. O tempo de crescimento
pode levar até quatro meses e o reconhecimento das formas amastigotas e
suas estruturas (citoplasma, cinetoplasto e nudcleo) exigem profissional
capacitado, pois, facilmente, sdo confundidas com artefatos nas coloracdes
de Giemsa e Panoptico (LUZ, 1999).

Andlises moleculares tém sido essenciais para conhecer a
diversidade e compreender a complexidade dos tripanossomatideos. O
diagndstico de leishmaniose pela gPCR por meio da utilizacao de regides
codificantes e/ou ndo codificantes de genoma de Leishmania (locus do DNA
nuclear e do genoma mitocondrial — kDNA) foi relatado em diversas
pesquisas. O kDNA é organizado em milhares de minicirculos e de
maxicirculos; estes, em bem menor quantidade. Os minicirculos séo
considerados 0s alvos mais sensiveis pois contém 95% do DNA do
cinetoplasto do protozoario e milhares de cépias em cada célula, tendo
seus dominios conservados. Alguns autores sugeriram que, se a
identificacdo da espécie de Leishmania n&o for necessaria, 0s minicirculos
do kDNA devem ser utilizados como metodologia padréao (CASTILHO et al.,
2008; SCHONIAN; KUHLS; MAURICIO, 2010; ALVARENGA et al., 2012;
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JARA et al., 2013; CECCARELLI et al.,, 2014; KOLTAS et al.,, 2016;
GALLUZZI et al., 2018). Entre os genes codificadores de proteinas
utilizados como alvo, o G6PD (glicose6-fosfato desidrogenase), embora
permita a identificacdo e quantificacdo dos parasitos, € um gene de Unica
copia e, quando utilizado em amostras com baixa carga parasitaria, tem
baixa sensibilidade. As proteinas de choque térmico (HSP 70), cuja funcéo
€ adaptativa na passagem do parasito do vetor para o hospedeiro) séo a
excecao do grupo das proteinas pois sdo genes que possuem multicopias
(RAMIRES; REQUENA; PUERTA, 2011; GALLUZZ| et al., 2018). Diferentes
locus de genes nucleares (rDNA) que codificam o0 RNA ribossémico (rRNA)
tém sido utilizados. Dezenas ou centenas de copias de unidades de rDNA
podem estar presentes por célula de Leishmania, permitindo sensibilidade
suficiente para analisar amostras clinicas de DNA (YAN et al., 1999).

Os genes do RNA ribossémico (rRNA) possuem varias copias em
tandem. Entre as variadas regides, a ITS (ribosomal internal transcribed
spacer) é a mais variavel e ideal para identificacdo de espécies. E uma
regido nao codificante do DNA. O espacador transcrito externo (ETS) € uma
regido de RNA relacionada ao ITS e esta situado fora do rRNA estrutural
em um transcrito precursor comum (SCHONIAN; KUHLS; MAURICIO,
2010; KUHLS et al., 2005, AKHOUNDI et al., 2016).

Os genes SSU rRNA ou Spliced Leader (SL) também sao utilizados
como marcadores. Sdo empregados para identificacdo e genotipagem de
tripanossomatideos (ALVAREZ, 2017).

O diagnéstico molecular, por meio da confirmacdo da presenca do
parasito em amostras de tecidos de caes infectados é o principal objetivo
das abordagens clinicas. Estd na dependéncia da carga parasitaria da
amostra, da sensibilidade e especifidade dos direrentes alvos, da espécie
ou género do parasito a ser pesquisado e das areas geograficas
acometidas. Nas regides endémicas, embora importantes progressos

venham sendo conquistados na area da biologia molecular, o alto custo de
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seus equipamentos e insumos utilizados em pesquisas, ainda inviabilizam
sua aplicabilidade na rotina clinica (GALLUZZI et al., 2018).

Tratamento

Devido as caracteristicas do metabolismo da Leishmania, e, por se
tratar de um parasito intracelular obrigatorio - fato que o protege do sistema
imune do hospedeiro, ha muita dificuldade no controle da doenca, apesar
das terapias instituidas (MIRO et al., 2009).

Na Europa, o tratamento € realizado ha 20 anos, com a finalidade de
reduzir o parasitismo cutaneo do céo, eliminar as manifestagées clinicas, e
recuperar a resposta imune celular; reduzindo a capacidade infectante dos
fleb6tomos e levando a reducdo da prevaléncia da doenca nos cées e no
homem (HINTERBERGER-FISCHER, 2000; NOGUEIRA et al., 2019).

Deve ser iniciado apO6s o diagnostico parasitolégico, com
identificacdo de formas amastigotas nos tecidos do animal ou quando o céo
se apresentar sintomatico e com exames sorolégicos reagentes. Os
animais submetidos ao tratamento devem ser monitorados a cada trés
meses, por meio de avaliacdo clinica, sorologia para deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania, avaliacdo bioquimica sérica, hemograma
completo, proteinograma e, quando possivel, pesquisas de parasitos na
pele (ALVAR et al., 2004).

Os tutores devem receber detalhada explicacdo a respeito da
doenca e da sua potencial adesdo, a qual indica-se que deva ser
formalizado um termo de consentimento devidamente assinado pelo tutor.
O protocolo devera conter informacdes sobre o0 acompanhamento
veterinario periodico, prognastico geral esperado, possibilidade de recidivas
e o fato de a terapia promover a cura clinica e nao parasitologica. Cuidados
essenciais devem ser tomados em areas endémicas como o uso de coleiras

ou outros repelentes nos animais a serem tratados com eficacia
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comprovada contra os fleb6tomos em todos os estagios da doenca, pois
mesmo 0S caes soropositivos assintomaticos sao competentes para
transmitir os parasitos (ABRANCHES et al., 1991; BANETH; SHAW, 2002,
CHAGAS et al., 2021; SCORZA et al., 2021).

Além das coleiras repelentes, pode-se optar pelo uso de pipetas ou
spray, mosqueteiros e de telas de antiafideo nos canis individuais ou
coletivos (MENZ, 2014, FIOCRUZ, 2019).

Os derivados antimoniais eram farmacos de escolha para o
tratamento da LVC, porém, sua utilizacdo em cédes 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, 2018). Essa droga bloqueia o metabolismo parasitario,
exercendo acéo inibidora na sintese do ATP (adenosina trifosfato) durante
0 processo de oxidagdo da glicogenolise e intervém no metabolismo dos
acidos graxos provocando a morte do parasito. A absorcao intestinal deste
composto é nula. A sua administracdo é feita por via parenteral (IV-
intravenosa, IM-intramuscular, SC-sub-cutaneo), sendo eliminado por via
renal algumas horas apés a administracdo. Apenas 20% do produto fica em
circulacdo, apesar de existir um efeito cumulativo ao longo do tratamento.
As doses prescritas, os protocolos de administracdo e a duracdo do
tratamento variam muito de autor para autor (ALVAR et al. 1994; NOLI,
1999).

Quando associado ao alopurinol, promove melhora clinica, auséncia
de parasitos no linfonodo e medula éssea, com 85% dos animais negativos
em imprints de bago e figado (IKEDA, 2004).

O farmaco torna-se desvantajoso devido ao risco de diminuicéo de

sensibilidade do parasito ao antimoniato de N-metil glucamina apds varias
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séries de tratamento, selecionando parasitos resistentes (GRAMICCIA,;
GRADONI; ORSINI, 1992).

Ademais, o tratamento é doloroso e dispendioso; o periodo poés-
tratamento superestima a eficicia da droga, razdes pelas quais os donos
decidem muitas vezes tratar os animais apenas durante curtos periodos de
tempo. Nestes casos as recidivas sdo frequentes, e a resisténcia ao
farmaco é alta (LAMOTHE, 1999).

A anfotericina B € um farmaco leishmanicida, atuando nas formas
promastigotas e amastigotas do parasito, tanto in vitro quanto in vivo. E um
macrolideo sintetizado pelo actinomiceto Streptomyces nodosus (BANETH,
2002).

Foi anteriormente utilizada devido a sua acao fungicida. Age
ligando-se ao ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana celular
e causando extravazamento do potassio intracelular e outros constituintes
celulares. Sua ligacdo com o colesterol € instavel (principal esterol das
células de mamiferos) sendo menos agressiva ao tecido do hospedeiro
quando comparada a lesdo causada ao parasito, quando se liga aos
ésteres (ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmética de
Leishmania (LAMOTHE, 1999; BANETH, 2002).

Os efeitos colaterais da anfotericina B sao inimeros e frequentes.
Todos sdo dose-dependentes, sendo altamente téxica para as células do
endotélio vascular, causando flebite, considerado um efeito secundério
comum. As complicagdes renais sao as mais importantes, com graus
variados de comprometimento. Tais alteragbes ocorrem devido a
vasoconstriccdo renal e consequente isquemia cortical com diminuicdo da
filtracdo glomerular. Os caes parecem ser mais resistentes a estes efeitos
secundarios que os humanos (LAMOTHE, 1999).

Existem duas formas disponiveis deste farmaco, a forma livre -
solugcdo aquosa de anfotericina B (Fungizona®) e formulacdes lipidicas,

menos nefrotdxicas, em lipossomas (AmBisome®). Um exemplo de
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protocolo de tratamento consiste em administrar duas a trés vezes por
semana na dose de 0,5 a 0,8 mg/kg até atingir um valor final de 8 a 15
mg/kg (LAMOTHE, 1999; LAMOTHE, 2001).

O alopurinol € um anéalogo da purina e € utilizado para o manejo da
gota - deposicao de cristais de urato monossodico em joelhos humanos em
consequéncia da hiperuricemia. Seu efeito leishmaniostatico se deve a
formacdo da molécula de 4-aminopirazolopirimidine ribonucleotideo
trifosfato, um analogo altamente toxico do ATP que inibe a sintese proteica
depois de incorporado ao RNA do protozoario; entretanto, tem eficacia
parcial como monoterapia, pois a maioria dos cdes tratados apenas com
alopurinol tem remissédo dos sintomas, mas sem eliminacdo do parasito
(BERMAN,1988; LAMOTHE, 1999; SIVERA et al. 2014; TORRES, 2016).

Embora ndo seja registrado como medicamento veterinario, o
alopurinol é comumente utilizado na pratica clinica para o tratamento da
LVC. Devido a possibilidade de ser administrado por via oral, ao seu baixo
custo, a pouca toxicidade e eficacia na manutencdo da remissdo dos
sintomas em cées tratados, tornou-se uma alternativa acessivel como
monoterapia ou associado a outro farmaco (GINEL, 1988; BANETH; 2002;
MIRO, 2009). Entretanto, ndo existe confirmacdo de melhora clinica
significativa e prolongada com o uso isolado do farmaco e a monoterapia
pode desencadear recidivas em muitos dos cées infectados (NOLI,
AUXILIA, 2005).

O efeito de um protocolo quimioterapico multidrogas, utilizando o
alopurinol (metronidazol, cetoconazol e alopurinol) foi realizado em 35 cées
naturalmente infectados. Através do xenodiagndstico, a capacidade de
transmissao do protozoario para o vetor, antes e durante o tratamento foi
avaliada. O protocolo utilizado mostrou-se eficaz em bloquear a
transmissibilidade parasitaria do céo para o flebotomineo (p= 0,011) e uma
significante correlagdo entre recuperacao clinica e infectividade dos cées
(NERY, 2017).
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O interesse no alopurinol advém da sua utilizacdo em tratamento
combinado com antimoniais pentavalentes, jA que permite manter a
remissdo dos sinais clinicos devido ao seu efeito leishmaniostéatico
(LAMOTHE, 1999; NOLI; AUXILIA, 2005).

O protocolo sugerido consiste hum tratamento inicial com os dois
farmacos (alopurinol e antimonial pentavalente) durante pelo menos trés
semanas seguido de um tratamento a longo prazo com alopurinol na dose
de 20 a 40 mg/kg/dia ou de forma intermitente (uma vez por semana ou
uma vez por més). Os efeitos secundarios sédo pouco frequentes, apesar de
se exigir uma monitorizacdo da funcdo renal e hepatica em pacientes
sujeitos a tratamentos prolongados. A formacdo de urdlitos pode ocorrer
apos trés semanas do inicio do tratamento, particularmente em cdes com
doenca hepatica, que tém niveis urinérios altos de xantina. A hiperxantindria
pode levar a formacédo de urolitiase e mineralizacdo renal, razdo pela qual
se orienta reduzir a duracdo do tratamento entre 6 e 12 meses (FERRER,
1997; ANDRADE et al. 2006; YASUR-LANDAU et al. 2016).

A resisténcia ao alopurinol foi relatada no isolamento de L. infantum
de caes submetidos ao tratamento, e acompanhada da piora clinica. H4,
portanto, necessidade de novos farmacos para serem utilizados nos
tratamentos e que podem ser eficazes e seguros quando administrados por
longo periodo em cées com leishmaniose (YASUR-LANDAU, 2016).

Um estudo demonstrou que uma dieta por via oral, moduladora do
sistema imune (nutracéutico), pode melhorar a resposta imune canina sob
tratamento farmacolégico padrédo para LVC (CORTESE, 2015).

O sistema imunoldgico, por ser um tecido de rapida proliferacao,
necessita de suprimentos constantes de nucleotideos para novas sinteses.
Esses compostos, de baixo peso molecular, influenciam positivamente no
metabolismo lipidico e na imunidade, no crescimento, no desenvolvimento
e reparo tecidual (GIL, 2002; SEGARRA, 2021).
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O AHCC (composto correlacionado com hexose ativa), extraido de
cogumelos (Basidiomicota) e rico em alfa-glucano, tem demonstrado
capacidade de estimular o sistema imunolégico em humanos com aumento
de Thl-resposta imune celular. Sua associacdo com nucleotideos e
antimoniato de N-metil glucamina por seis meses em cdes com
leishmaniose clinica melhoram os escores clinicos, os biomarcadores
utilizados para monitorar a resposta ao tratamento e a eficacia, sem
produzir xantindria. Esta dieta poderia ser uma boa alternativa para o
tratamento da LVC, especialmente para cdes que sofrem de eventos
adversos relacionados ao alopurinol (ULBRICHT et al. 2013; SEGARRA et
al., 2017).

Os azdis, incluindo os imidazois (ketoconazole e miconazol) e os
triazois (fluconazole e itraconazole) atuam diretamente no lanosterol
dimetilase no ciclo do ergosterol. Estes farmacos podem ser dados
oralmente e sdo uma boa opcéo para terapias de manutencéo (LAMOTHE,
1999).

A marbofloxacina é uma fluoroquinolona sintética de terceira
geracao, desenvolvida unicamente para uso veterinario. In vitro, revelou
atividade leishmanicida contra L. infantum, interferindo nas vias de sintese
de TNF-a e NO, e estando relacionada com a produgao de NO: (di6xido
nitrico). Muitas fluroquinolonas demonstraram agir nas formas amastigotas
intracelulares de Leishmania. Sao conhecidas também pelas suas
propriedades imunomoduladoras, regulando a sintese de citocinas, o que
condiciona a evoluc¢éo da infeccéo, ja que esta depende da interacdo entre
0 parasito e o sistema imune do hospedeiro. A posologia sugerida é de 2
mg/kg/dia durante 28 dias, apesar de serem ainda necessarios muitos
estudos para o conhecimento exato da sua agdo nos mecanismos
imunoldgicos na Leishmania (ROUGIER et al. 2006).

A domperidona é um farmaco pré-cinético e antiemético gastrico,

capaz de estimular respostas imunes induzidas por linfécitos Thl, por meio
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da sua acdo antagonista do receptor de dopamina D2 que resulta na
liberacdo de serotonina e estimula a producdo de prolactina. Esta tem um
papel importante na resposta imune, mas seu mecanismo de a¢ao ndo esta
completamente elucidado. Trabalhos com hamster sirio (Mesocricetus
auratus) mostraram que poderia haver um papel protetor na lactacéo contra
o0 protozoario devido & hiperprolactinemia. O hormonio, cuja principal fungéo
é estimular a producao de leite em mamiferos, € agora classificado como
citocina derivada de linfécitos pro-inflamatérios. Em um estudo com cées,
foi administrada duas vezes por dia por via oral, na dose de 1 mg/kg durante
um més a animais naturalmente infectados e com gravidade variavel da
doenca e monitorados por exames sorolégicos, bioquimicos e imunol6gicos
durante um ano. Demonstrou ser efetiva na reducdo dos sintomas; na
reducado da titulacdo de anticorpos, quando 40% dos animais tornaram-se
soronegativos e no aumento da resposta imune celulare, mensurada por
testes imunolégicos (BERCZI; BERTOK; CHAW, 2000; GOMEZ-OCHOA et
al., 2003).

O tratamento canino com farmacos de uso humano € proibido no
Brasil (Portaria Interministerial MAPA/MS no. 1.426, 2008). Entretanto, uma
nova terapia pode representar uma alternativa de tratamento dos caes,
além de contribuir para a reducdo do risco de selecionar parasitos
resistentes (BRASIL, 2008; MIRO, 2009).

Trata-se do farmaco miltefosina, utilizado em humanos no
tratamento de cancer; reposicionado para tratamento da LVC. Seu
mecanismo de acdo esta relacionado com a interferéncia em vias de
sinalizacdo celular, ativacdo de macréfagos citotoxicos, alteracdes na
membrana lipidica e apoptose (PARIS et al., 2004).

O farmaco, denominado Milteforan™ (Virbac Brasil), foi desenvolvido
para uso veterinario. Entretanto, o tratamento canino da LV nao é
recomendado pelo Ministério da Saude-MS, como medida de controle em

saude publica. Seu uso foi autorizado por meio do registro do produto
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MILTEFORAN, sob numero SP 000175-9.000003, de propriedade da
empresa VIRBAC SAUDE ANIMAL, de acordo com a Nota Técnica n°
11/2016/CPV/DFIP/ISDA/GM/MAPA, assinada pelo Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude e desde
entdo adquiriu notoriedade para o tratamento canino (BRASIL, 2016;
AYRES; ALMEIDA, 2022).

A miltefosina solu¢cdo oral a 2% € um analogo fosfolipidico-
fosfatidilcolina (lecitina) que é o maior constituinte das membranas
celulares, possuindo atividade antitumoral e antiprotozoaria, interferindo no
metabolismo fosfolipidico e biossintese da membrana celular, levando a
apoptose celular (CROFT; SEIFERT; DUCHENE, 2003; SINDERMANN;
ENGEL, 2006).

Utilizada em cées na dose de 2 mg/kg (miligrama/quilograma)
durante 28 dias, tem uma significante eficacia terapéutica e boa tolerancia
para o tratamento da LVC, com poucos, autolimitantes e transitérios efeitos
colaterais (WOERLY, 2009). Desta forma, multiplos estudos in vivo € in vitro
tém demonstrado sua atividade leishmanicida (UNGER, 1998; CROFT;
SEIFERT; DUCHENE, 2003; VERMA; DAY, 2004; MIRO, 2009).
Recentemente, também vem sendo utilizada para tratamento de felinos
(LEAL et al., 2018; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Contudo, o
alto custo deste farmaco impede frequentemente que o tutor do céo possa
realizar o tratamento (DORLO et al., 2012).

Assim, considerando a importancia do cdo como reservatério de
Leishmania e seu papel na manutencédo do ciclo zoonético de transmissao
da leishmaniose visceral urbana; considerando o crescente processo de
urbanizacdo, expansdo e reemergéncia das leishmanioses no Brasil e no
mundo; considerando a dificuldade no controle da doenca utilizando os
protocolos atuais; considerando a demanda crescente por métodos
alternativos a eutanasia canina e a possibilidade do desenvolvimento e uso

de farmacos como medida auxiliar ao controle da doenca; o estudo propde-
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se a producdo de novos conhecimentos para a revisdo das acbes de
vigilancia e controle da LVC com vistas a incorporacdo de estratégias para
politicas publicas em saude, focando na redugcdo ou mesmo interrupcéo da
transmissdo para humanos, a partir da reducéo da incidéncia da LVC
(BANETH et al., 2008; HARHAY et al., 2011; von ZUBEN; DONALISIO,
2017; NOGUEIRA et al., 2019).
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Objetivos

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o uso da miltefosina como tratamento em cées
sorologicamente positivos para Leishmaniose Visceral no municipio de

Bauru-SP, area endémica para LVC.

2.2. Objetivos especificos
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e Determinar as prevaléncias e a distribuicdo espacial da LVC nos
diferentes setores geogréficos de Bauru para a escolha dos animais
tratados com miltefosina;

e Avaliar a adeséao dos tutores selecionados para o tratamento no
gue se refere a compreensao das informacdes repassadas, da importancia
de tratar seu animal, da valorizacdo das acdes e dos profissionais
envolvidos, do financiamento de todo o projeto e do comprometimento com
a pesquisa como um todo.

e Avaliar a evolugdo clinica e bioquimica dos animais em
tratamento nas condi¢cdes de campo;

e Comparar as técnicas de PCR convencional e PCR em tempo
real nas diferentes amostras (sangue, soro e linfonodo) ao longo do
tratamento nas condi¢cdes de campo

e Avaliar a reducdo da carga parasitaria de Leishmania spp. por

meio de PCR em tempo real ao longo de 12 meses de tratamento.
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Material e Métodos

3. Material e Métodos
3.1. Historico
Este projeto de doutorado é parte do Edital de Modernizacdo dos

Institutos Estaduais de Pesquisa, por meio do Projeto Politicas Publicas:

Inovagdes Tecnoldgicas em Saude para o Diagnostico e Controle da
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Leishmaniose Visceral no Municipio de Bauru, Estado de Séao Paulo, Brasil
(processo FAPESP 2018/25889-4), coordenado pelo Dr. José Eduardo
Tolezano do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo e possui um desenho
experimental em coortes de caes para avaliagdo de novas estratégias para
o controle da LV canina, tais como: coorte | (c8es soronegativos), Il (caes
soronegativos encoleirados), 11l (cdes soropositivos sujeitos ao Programa
de Vigilancia e Controle da leishmaniose Visceral) e IV (caes soropositivos
tratados).

Em um estudo de coorte para avaliar efetividade de diversas
medidas de controle para a LV em cées, realizado no municipio de
Panorama, estado de Sao Paulo, registraram-se perdas de um ndmero
expressivo de animais durante o acompanhamento por um ano (LOPES et
al, 2017). De 300 animais selecionados para formar as coortes, 94 foram
perdidos por razdes diversas em um periodo de 12 meses, 0 que representa
uma perda de cerca de 30%. Com vistas a suprir esta perda, as coortes
formadas para avaliagdo das diferentes modalidades de intervencao de
controle da LV canina foram acompanhadas pelo periodo de 12 meses,
formadas por 780 animais. O céalculo dos riscos relativos (RR) foi realizado
empregando-se o modelo Cox Proportional-Hazards Regression Model
(MORGENSTERN; KLEINBAUM; KUPPER, 1980). A efetividade da
medida de controle foi calculada considerando-se EF = 1 - RR. Os calculos
foram realizados com auxilio do programa R, utilizando o pacote Surviva
(THERNEAU, 2015; TEAM, 2017).

Durante o periodo compreendido entre outubro de 2019 e marco de
2020 (interrompido pela pandemia, foi realizado um inquérito
soroepidemiolégico canino em oito areas do municipio de Bauru,
previamente selecionadas tendo como referéncia a série histérica que
permitiu identificar areas mais criticas em relacéo a prevaléncia da LVC e
também da LV humana (RAMOS-AUGUSTO, 2018; ORTIZ; ANVERSA,

2015). As equipes de trabalho, formadas por coletores, anotadores e
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apoios, realizavam as coletas de sangue e transmitiam orientacdes
pertinentes a doenca. O numero de equipes variava de acordo com a
necessidade dos trabalhos: nUmero de quadras, domicilios e cées.

Os anotadores utilizavam tablets para preenchimento do form-in,
cujas informacdes foram enviadas, simultaneamente, para a equipe de
apoio em Bauru e em S&o Paulo para conferéncia e armazenamento dos
dados digitados.

Ao término diario dos trabalhos, as amostras foram encaminhadas
para o Centro de Controle de Zoonoses de Bauru (Secretaria Municipal de
Saude), onde, apos dessoradas e identificadas, foram encaminhadas para
o Instituto Adolfo Lutz de Bauru para realizacdo dos exames soroldgicos.
Todo trabalho de campo foi supervisionado pela autora desta tese e
médica-veterinaria do Centro de Controle de Zoonoses de Bauru.

A partir dos resultados, foram construidos os mapas de localizacao
espacial de soropositivos e soronegativos, que nortearam a constituicao

das areas de estudo para o tratamento dos animais.

3.2. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Conselho Técnico Cientifico (CTC) do
Instituto Adolfo Lutz (n°® 59L-2019) e Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) n° 02/2020 (Anexo 1 e 2).

3.3 Amostras

Devido a pandemia da COVID-19, o tratamento iniciou-se com atraso
(um ano e seis meses) o0 que ocasionou grande dificuldade no contato com
os tutores (mudanca de endereco, de telefone e 6bito dos cédes). Desta
forma, nosso “N” ndo alcancou o inicialmente proposto.

Foram selecionados e avaliados 34 céaes, referente aos bairros
Pousada da Esperanca, Jaragua, Geisel e Beija-flor e a Figura 4 representa

as quatro areas delimitadas no espaco urbano de Bauru,
54



Foram excluidos do tratamento fémeas prenhes e lactantes, céaes
com doencas concomitantes e aqueles submetidos a terapias
leishmanicidas, leishmaniostéaticas, com antibioticos e corticoides. Também
foram excluidos caes com insuficiéncia renal cronica que necessitam de
servicos veterinarios especializados (didlises, fluidoterapias) e néo

disponiveis no Centro de Controle de Zoonoses.

Figura 4: Localizac&o das quatro areas do municipio de Bauru-SP. Area 1:

Pousada da Esperanca, Area 2: Jaragud, Area 3: Geisel, Area 4: Beija-flor.

1 Pousada da Esperanca

4: Beija-Flor

2: Jaragua

Bauru

3: Geisel

Fonte: Arquivo Patricia Matsumoto, 2023

3.4 Tratamento

Os 34 animais com diagnéstico clinico e laboratorial para LVC,
incluindo analises sorolégicas e moleculares, foram submetidos ao
protocolo que segue abaixo:

- Miltefosina a 2 mg/kg por via oral uma vez ao dia por 28 dias

- Alopurinol a 20 mg/kg por via oral duas vezes ao dia e, a partir de

seis meses, a dose foi diminuida para 10 mg/kg uso continuo;
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- Domperidona a 0,5 - 1 mg/kg por via oral duas vezes ao dia durante
30 dias a cada 6 meses;

- Prednisona a 0,5 mg/kg por via oral duas vezes ao dia, se
necessario;

Para evitar reinfeccdo e como medida de saude publica, os animais
receberam coleira impregnada por deltrametrina (Scalibor®, MSD Animal

Science), que foi trocada de acordo com a recomendacao do fabricante.

3.5 Visitas e cronograma de coleta de amostras

No momento das visitas, quando da realizacdo dos trabalhos de
campo, foram fornecidas informacdes acerca da doenca, da sua forma de
transmissdo, do diagnostico, do progndéstico e da possibilidade de
tratamento em clinicas cadastradas para o uso da miltefosina. Para todos
0s animais incluidos, foi solicitada autorizagdo com o termo de
consentimento livre e esclarecido, devidamente assinado pelo proprietario
do animal (Anexo 3). Durante a visita ou em qualquer outro momento do
atendimento, o proprietario do cdo sororreagente péde optar pela remocéao
dos cées para eutanasia, que, somente aconteceu, apos a confirmacao do
diagndstico pela prova de ELISA como definido no PVCLV.

No atendimento dos cées sorologicamente reagentes, estes foram
avaliados clinicamente e amostras de sangue (hemograma completo, perfil
renal e hepdético, proteinograma, relacdo albumina-globulina) foram
colhidas e encaminhadas para andlise no Laboratério Veterinario Laborcare
Bauru.

Amostras de sangue, soro e linfonodo foram colhidas para o
diagndéstico molecular, realizado no Instituto Adolfo Lutz de Bauru.

A obtenc&o da amostra de linfonodo foi realizada pela técnica de
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF). Optamos pela puncdo do

linfonodo popliteo, pois pela nossa experiéncia profissional, trata-se do
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linfonodo mais visivel (superficial) e 0 mais comumente infartado. Os cées
foram posicionados em decubito lateral e, apés a agulha ser engatada a
seringa, foi introduzida com movimentos de vaivém, a0 mesmo tempo em
que se provocava pressao negativa no interior da mesma. O conteudo foi
armazenado em microtubos livres de RNAse e DNAse contendo solucéo
salina e encaminhados para realizacdo da cPCR e da qPCR.

Segundo TEIXEIRA et al. (2010), por meio desta técnica, obtém-se
material em quantidade ideal, minima lesé@o tecidual e sem danos ao
animal.

O método parasitolégico para pesquisa de formas amastigotas em
linfonodos nao foi realizado por se tratar de um exame moroso, pela
auséncia de profissional capacitado e falta de microscépio adequado para
visualizacdo das formas amastigotas. Na Figura 5, visualizamos um

linfonodo popliteo infartado.

Figura 5: Visualizacdo de um linfonodo popliteo infartado (Fonte:
wsava.org/committees/oncology-working-group

Foram coletadas amostras biologicas no tempo 0 (T-0), no qual foi
iniciado o protocolo estabelecido supracitado nos animais que se
enquadraram nos critérios de inclusdo e posteriormente a cada trés meses
(T1, T2, T3, T4).

Os atendimentos foram realizados mensalmente e reagendados
conforme a evolugéo do animal; totalizando um ano de tratamento. Nesse
momento, foi avaliada a eficacia do tratamento, quanto a sintomatologia

clinica e avaliagéo laboratorial.
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3.6. Avaliacéo laboratorial

3.6.1 Avaliacédo soroldgica

As amostras de soro foram analisadas no Instituto Adolfo Lutz (IAL)
de Bauru quanto a presenca de anticorpos, com o uso das técnicas de
diagnéstico oficial.

O teste rapido para amostras de soro canino foi realizado utilizando-
se o kit TR DPP® para leishmaniose visceral canina (Bio-Manguinhos),
conforme instru¢des do fabricante. O TR DPP® é um teste qualitativo para
detecc¢do de anticorpos anti-Leishmania que utiliza a proteina recombinante
K28 (fragmentos K 26, K 39 e K9) como antigeno. Esta proteina é o produto
de um gene clonado a partir de Leishmania infantum e que contém uma
repeticdio de 39 aminoacidos conservados entre as espécies
viscerotropicas de leishmania.

O teste imunoenzimatico foi realizado utilizando-se o kit EIE —
Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos), de acordo com as
informacdes do fabricante.

Este ensaio consiste na reacdo de antigenos soluveis purificados de
leishmania obtidos de culturas, adsorvidos nas cavidades de microplacas,
com o0s anticorpos especificos para leishmania presentes no soro.

O preparo do diluente de amostras foi realizado de acordo com
fabricante: diluir em tubos 5 pL (controles e amostras) em 500 uL do
diluente; distribuir na placa 100 pL(controles e amostras) ja diluidos; tampar
a placa e incubar a 37°C por 30minutos; preparo do tampao de lavagem de
acordo com fabricante; destampar a placa, aspirar o contetdo e lavar por
seis vezes com o tampao de lavagem(200 pL /orificio); adicionar 100 pL de
diluicdo do conjugado em cada orificio; incubar novamente, aspirar e lavar
conforme ja descrito anteriormente; preparo do substrato de acordo com

fabricante; adicionar 100 pL substrato em cada orificio; deixar temperatura
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ambiente por 30 minutos; adicionar 50 puL de acido sulfarico em todos
orificios; fazer a leitura da microplaca por espectrofotometria, utilizando o
filtro de 450nm. Os valores dos controles negativos foram utilizados para o
calculo do cut-off. Os resultados foram considerados reagentes quando o
valor da densidade Optica foi igual ou superior a 3 desvio-padrdes do ponto

de corte (cut-off).

3.6.2. Avaliacdo hematolégica e bioquimica

A avaliacéao foi realizada no laboratério veterinario Laborcare-Bauru,
utilizando os Kits de diagnéstico padrdo Bioclin® (MG, Brasil), nos
equipamentos BS-200 (Mindray, China) e MEK-6500 (Nihon Kohden,
Japao), com os ensaios realizados conforme protocolo preconizado pelo
fabricante. Foram analisados 0s seguintes parametros: hemacias,
hemoglobina, volume globular médio, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média, concentracao de hemoglobina corpuscular
meédia, proteina total no sangue, leucécitos, segmentados, bastonetes,
basdfilos, mondcitos eosindfilos, linfocitos, plaquetas, ureia, creatinina,

proteina total no soro, albumina, globulina e relacéo albumina/globulina.
3.6.3 Avaliacdo molecular

A avaliacdo molecular foi realizada no IAL de Bauru.

3.6.3.1. Extracédo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada por meio do sistema automatizado
de beads magnéticas, utilizando o kit MTTD-P016 Fast (Loccus,

Biotecnologia, Brasil), no equipamento Extracta® (Loccus, Biotecnologia,

Brasil). Resumidamente o processo consiste em quatro etapas: lise da
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amostra, ligacdo do DNA a silica, lavagem e eluicdo. Foram utilizados
100uL de amostra por pogo e 5ul de Proteinase K (20mg/ml) na placa de
96 pogos de fundo “U” (deepwell) que contém o tampao de lise e beads
magnéticas. A placa é encaixada no local determinado do equipamento,
assim como as outras placas contendo tampao de lavagem e solucéo de
eluicdo, a programacao da extracdo € definida conforme orientacées do
fabricante e apds o final do processo, o DNA é recuperado em uma solucao
de eluicdo com volume final de 60 pL. A quantificagéo foi avaliada em
espectrofotometro (Epoch-Biotek, USA), ulitizando-se a placa multi-volume
Take3™,

3.6.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional (cPCR)

Para realizacdo da técnica da PCR convencional utilizou-se os
seguintes reagentes: 16,6 pl de agua ultra pura, 2,6 pl de tampao de PCR
(50mM KCI, 20mM de Tris-HCI pH 8,4), 0,8 ul de MgCl2 (50mM), 0,5 pl
(0,2uM) de cada primer, 0,5 pl de dNTPs (0,2uM) e 0,5 pl (1U) de Tag-
polimerase (Platinum®Taq DNA Polimerase, Invitrogen, Brasil) e 2 ul de
DNA extraido da amostra. Em seguida realizou-se a incubacdo das
amostras em termociclador Veriti ™ 96-Well Thermal Cycler’ (Life
Technologies, Carlsbad, USA).

Foi realizada a amplificagao do gene constitutivo gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) em todas as amostras deste estudo,
como controle interno e para avaliar a integridade do DNA extraido. A
amplificagao foi realizada com os primers GAPDH4R (5" -ATTAAGTTG
GGGCAGGGACT- 3’') e GAPDH4F (5- AGGCTGAGAACGGGAAACTT-
3’), de acordo com Kullberg et al. (2006) e algumas alteragdes: um ciclo
inicial de 95°C por 50 segundos, seguido de 30 ciclos de desnaturagao a
95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensao

a 72°C por 30 segundos, seguido por uma extensao final a 72°C por 5
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minutos.

Conforme descrito por Aransay et al. (2000) foi utilizada a
sequéncia da regido do minicirculo kDNA que amplifica 720 pb com os
iniciadores LINR4 (5-GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3’) e LIN19 (5'-
CAGAACGCCCCTACCCG-3). Algumas modificacbes foram realizadas
nas seguintes etapas: incubacgéo a 95°C por 1 min, seguido por 30 ciclos,
sendo cada ciclo composto de 30 s a 95°C, 30 s a 55°C, e 1 min a 70°C,
e uma extensao final a 72°C por 5 min.

Os controles positivos utilizados foram cepas de DNA de
referéncia L. infantum (MHOM/BZ/1982) e L. major (MHOM/BZ/1982) da
Colecéo de Leishmanias do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC FIOCRUZ) e

como controle negativo foi utilizado agua estéril ultrapura (Invitrogen).

3.6.3.3. Eletroforese em gel de agarose

O material amplificado foi visualizado por meio da corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% adicionado de 0,1 pl/mL de SYBR
Safe DNA gel stain (Invitrogen,Brasil). Posteriormente adicionou-se em
cada poco, 8 ul do material amplificado com 2ul do tamp&o de corrida
(0,25% azul de bromophenol, 0,25% xileno cianol, 30% glicerol, 70%
agua Milli-Q) e os tamanhos dos fragmentos foram estimados
comparando com os marcadores de peso molecular de 100 pb DNA
Ladder (Norgen). A corrida eletroforética ocorreu em uma cuba horizontal
contendo TBE 1X (0,1M Tris,0,09M de &cido borico e 0,001M de EDTA)
com voltagem de 100V por 45 minutos. Aos finalizar a corrida, o gel foi
levado até transluminador de luz Syngene® (DigiGenius, USA) e o
resultado visualizado através da luz ultravioleta (296nm) onde as
imagens foram capturadas pelo sistema de documentacao digital pelo
software EOS utility® (Canon, USA).
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3.6.3.4. PCR em tempo real

Para a determinacdo da carga parasitéria, foi utilizado o sistema
SYBR®Green, por meio do equipamento StepOne™ Plus Real Time PCR
System (Life Technologies, USA). A sequéncia alvo utilizada foi a proteina
de choque térmico de 70 kDa (hsp70), HSP70F (5'-
AGGTGAAGGCGACGAACG-3) e HSP70R (5-CGCTTGTCCATCTTT
GCTTC-3"), adaptado a partir de Hernandez et al. (2014) e as condicbes
de ciclagem e concentracdes de primers foram realizadas de acordo com
padronizacdo realizada anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
(Palmeira, 2022). O perfil de ciclagem constou de um ciclo de 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15s, 62°C por 1 minuto e uma
etapa para a curva de dissociacdo de 95°C por 15s, 60°C por 1 minuto e
95°C por 15s. Foram utilizados 10 ul do reagente Power SYBR®Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,5 ul do primer forward
(200nm), 0,75 pl do primer reverse (300nM), 11,75 ul de &gua ultrapura e 2
pl do DNA extraido.

A quantidade de DNA presente nas amostras foi expressa em
relacdo a curva padréo de cada ensaio. Para a realizacéo da curva-padrao
foram utilizadas amostras de DNA de cepas de leishmanias procedentes da
Colecao de leishmanias do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC FIOCRUZ - RJ,
nas concentracdes decrescentes de 10° 10* 102 102 10! 10° parasitas/ml.
Os resultados foram visualizados e analisados no programa StepOne ™
Software v2.3. (Life Technologies, USA).

3.7. Geoprocessamento

De modo geral, foi utilizado o Sistema de Informacdo Geografica
ArcGIS 10. para a construcdo do banco de dados até a elaboracdo de

alguns produtos cartograficos, com pequenas modificacbes perpassando
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pelo software Office Excel 2010 e o Minitab 16.2.4.

O georreferenciamento foi realizado com base em informacdes de
endereco de procedéncia ou por GPS (Global Positioning System). A
geocodificagdo de enderecos permitiu as andlises de padrdes de
distribuicdo espacial dos casos com suporte da Saint Mary’s University —
Canada.
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Resultados

Trinta e quatro animais foram selecionados para o tratamento e

4. Resultados

acompanhados no Centro de Controle de Zoonose de Bauru, local onde
foram realizadas as avaliacfes clinicas e coleta de amostras para as
avaliacOes laboratoriais. A figura 5 demonstra a localizacdo geogréfica
desses animais, correlacionando com a série histérica (2003-julho 2023),

referente a ocorréncia de casos humanos de leishmaniose visceral.

Figura 6: Localizacdo geografica dos animais tratados para leishmaniose
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visceral no municipio de Bauru, correlacionando com o0s casos de

leishmaniose visceral humana.
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Fonte: Patricia Matsumoto, 2023

Destes cées, 13 (38,2%) eram fémeas e 21 (61,8%) machos. A maior
parte dos animais ndo tinha raca definida 28 (82,4%) e 0s outros seis
(17,6%) estavam distribuidos entre as racas: 2 Schnauzer, 1 Pastor
Alemdo, 1 Boxer, 1 Pinscher e 1 Labrador. A idade variou de 1 a 14 anos,
com 17 animais (50%) na faixa entre 1 e 6 anos e 17 animais (50%) entre
7 e 14 anos.

A figura 6 retrata os atendimentos e coleta de material para exames
sorologicos, moleculares, hemograma completo e perfil renal ao longo do

tratamento.

Figura 7 (A e B): Avaliacéo clinica dos caes e coleta de amostras biolégicas

para o diagnostico de Leishmaniose Visceral. A) cdo acompanhado do seu
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tutor durante o preenchimento dos formularios (Form-in), B) cdo durante o

atendimento, acompanhado de sua tutora.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023

Figura 6 (C a F): Avaliagao clinica dos cées e coleta de amostras bioldgicas
para o diagnostico de Leishmaniose Visceral. C) cdo durante a avaliacao
clinica, D) céo durante a coleta de sangue, acompanhado de seus tutores,
E) coleta de sangue do c&o por meio da puncado da veia jugular, F) coleta

de sangue do cdo por meio da punc¢ao da veia cefalica.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2023

A Tabela 1 mostra os sinais clinicos comumente relatados para
Leishmaniose Visceral Canina apresentados pelos caes durante as cinco
fases do tratamento (tempos de 0 a 4).
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Tabela 1: Dinamica dos sinais clinicos comumente relatados para

Leishmaniose Visceral Canina nos animais

longo de 12 meses.

submetidos ao tratamento ao

Tempos Zero 1 2 3 4
NUumero de animais 34 30 27 22 19
N % N % N % N % N %
Linfadenomegalia 18 5294 11 3666 5 1851 3 1363 O 0,00
Prurido 14 4117 5 1666 5 1851 O 0,00 0 0,00
Conjuntivite 10 2941 4 1333 4 1481 2 9,09 1 5,26
Descamacéao 10 2941 3 1000 4 1481 O 0 0 0,00
Onicogrifose 8 2352 5 1666 4 1481 2 9,09 0 0,00
” Perda de peso 6 1764 4 1333 1 3,70 0 0,00 1 5,26
g Ceratite 3 882 1 3,33 1 3,70 1 4,54 0 0,00
'€ Ulceras 2 6,00 2 2000 O 0,00 0 0,00 0 0,00
‘©  Alopecia 1 3,00 0 000 O 0,00 0 0,00 0 0,00
-% Anorexia/hiporexia 1 3,00 1 3,33 0 0,00 0 0,00 0 0,00
-(‘,5) Atrofia muscular 1 3,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Claudicacéo 1 3,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Hiperpigmentagéo 1 3,00 1 3,33 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Mucosas hipocoradas 1 3,00 1 3,33 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Epistaxis 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 4,54 0 0,00
Febre 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Sintomas neuroldgicos 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Os animais foram avaliados no inicio do tratamento (T0) e no T1 (3 meses), T2 (6 meses),

T3 (9 meses) e T4 (12 meses) apads a primeira dose do tratamento.

As tabelas 2 a 6 demonstram os

resultados dos exames

laboratoriais, tais como hemograma, fungéo renal, proteina total e fracdes.

realizados ao longo do tratamento dos cées. Os valores de referéncia do

laboratoério clinico Laborcare sofrem variacdes de normalidade para

algumas células, de acordo com a idade dos animais. Respeitamos esses

valores para cada animal na mudanca de faixa etaria durante o tratamento

de 1 ano.

Tabela 2: Exames laboratoriais realizados nos 34 cées com diagnéstico de LVC no inicio do tratamento. T.1

Valores Normal % Aumentado % Diminuido % N&o realizado
Hemécias 19 57,57 5 15,15 9 27,27 1
Hemoglobina 21 63,63 2 6,06 10 30,30 1
VG 18 54,54 6 18,18 9 27,27 1
VCM 32 96,96 1 3,03 0 0 1
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HCM 31 93,93 1 3,03 1 3,03 1
CHCM 33 100,00 0 0 0 0 1
PT sangue 8 24,24 25 75,75 0 0 1
Leucécitos 30 90,90 0 0 3 9,09 1
Segmentado 26 78,78 2 6,06 5 15,15 1
Bastonetes 33 100,00 0 0 0 0 1
Basdfilos 33 100,00 0 0 0 0 1
Mondcitos 31 93,93 1 3,03 1 3,03 1
Eosindfilos 28 84,84 2 6,06 3 9,09 1
Linfocitos 26 78,78 0 0 7 21,21 1
Plaquetas 18 54,54 0 0 15 45,45 1
Ureia 25 73,52 6 17,64 3 8,82 -
Creatinina 33 100,00 1 2,94 0 0 -
PT soro 17 50,00 17 50,00 0 0 -
Albumina 16 47,05 2 5,88 16 47,05 -
Globulina 20 58,82 13 38,23 1 2,94 -
Relacéo AIG 23 67,64 1 2,94 10 29,11 -

VG: Volume Globular Médio, VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM:
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, PT: Proteina Total.

Tabela 3: Exames laboratoriais realizados nos 30 cdes com diagndstico de LVC, ap0s trés meses de tratamento. T.2

Valores Normal % Aumentado % Diminuido % Nao realizado

Hemacias 18 32,06 8 27,58 3 10,34 1
Hemoglobina 18 32,06 5 17,24 5 17,24 1
VG 17 58,62 7 24,13 5 17,24 1
VCM 29 100,00 0 0 0 0 1
HCM 29 100,00 0 0 0 0 1
CHCM 29 100,00 0 0 0 0 1
PT sangue 9 27,27 20 68,96 0 0 1
Leucécitos T 20 68,96 0 0 4 13,79 1
Segmentado 20 68,96 0 0 4 13,79 1
Bastonetes 29 100,00 0 0 0 0 1
Basdfilos 29 100,00 0 0 0 0 1
Monbcitos 27 93,10 2 6,89 0 0 1
Eosindfilos 20 68,96 4 13,79 5 17,24 1
Linfocitos 25 86,20 0 0 4 13,79 1
Plaguetas 18 62,06 0 0 11 37,93 1
Ureia 18 60,00 6 20,00 6 26,26 -
Creatinina 30 100,00 0 0 0 0 -
PT soro 13 43,43 16 53,53 1 3,33 -
Albumina 20 66,66 4 13,33 8 26,26 -
Globulina 17 56,66 11 36,66 2 6,66 -
Relacédo A/G 22 73,73 0 0 8 26,26 -

Tabela 4: Exames laboratoriais realizados nos 27 cdes com diagndstico de LVC, ap0s seis meses de tratamento. T.3

Valores Normal % Aumentado % Diminuido % Nao realizado
Hemécias 12 48,00 10 40,00 3 12,00 1
Hemoglobina 14 56,00 7 28,00 4 16,00 1
VG 12 48,00 10 40,00 3 12,00 1
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VCM 25 100,00 0 0 0 1
HCM 25 100,00 0 0 0 0 1
CHCM 25 100,00 0 0 0 0 1
PT sangue 10 40,00 15 60,00 0 0 1
Leucécitos T 19 76,00 0 0 6 24,00 1
Segmentado 22 88,00 0 0 3 12,00 1
Bastonetes 26 100,00 0 0 0 0 1
Basdfilos 26 100,00 0 0 0 0 1
Monécitos 21 84,00 1 4,00 3 12,00 1
Eosinéfilos 21 84,00 2 8,00 2 8,00 1
Linfécitos 19 76,00 0 0 6 24,00 1
Plaquetas 12 48,00 0 0 13 52,00 1
Ureia 21 80,76 2 7,69 3 11,53 -
Creatinina 25 96,15 1 3,84 0 0 -
PT soro 13 50,00 13 50,00 0 0 -
Albumina 12 46,15 8 30,76 6 23,07 -
Globulina 19 73,07 7 26,92 0 0 -
Relacdo A/G 19 73,07 0 0 7 26,92 -

Tabela 5: Exames laboratoriais realizados nos 22 cdes com diagndstico de LVC, apds nove meses de tratamento. T.3

Valores Normal % Aumentado % Diminuido % Nao realizado
Hemécias 11 52,40 5 23,80 5 23,80 1
Hemoglobina 12 57,14 5 23,80 4 19,04 1
VG 17 80,95 1 4,76 3 14,28 1
VCM 21 100,00 0 0 0 0 1
HCM 21 100,00 0 0 0 0 1
CHCM 21 100,00 0 0 0 0 1
PT sangue 10 47,61 11 52,38 0 0 1
Leucécitos T 18 85,71 0 0 3 14,28 1
Segmentado 20 95,23 0 0 1 4,76 1
Bastonetes 0 0 0 0 0 0 1
Basdfilos 0 0 0 0 0 0 1
Mondcitos 18 85,71 0 0 3 14,28 1
Eosindfilos 18 85,71 1 4,76 2 9,52 1
Linfocitos 19 90,47 0 0 2 9,52 1
Plaquetas 10 47,61 0 0 11 52,38 1
Ureia 18 81,81 2 9,09 2 9,09 -
Creatinina 22 100,00 0 0 0 0 -
PT soro 10 45,45 12 54,54 0 0 -
Albumina 15 68,18 2 9,09 5 22,72 -
Globulina 14 63,63 7 31,81 1 4,54 -
Relacdo A/G 15 68,18 1 4,54 6 27,27 -

Tabela 6: Exames laboratoriais realizados nos 19 cdes com diagndstico de LVC, apds doze meses de tratamento. T.4

Valores Normal % Aumentado % Diminuido % N&o realizados
Heméacias 15 78,94 0 0 3 15,78 1
Hemoglobina 11 57,89 4 21,05 3 15,78 1
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VG 14 73,68 2 10,52 2 10,52 1
VCM 18 94,73 0 0 0 0 1
HCM 18 94,73 0 0 0 0 1
CHCM 18 94,73 0 0 0 0 1
PT sangue 17 89,47 10 52,63 0 0 1
Leucécitos T 14 73,68 0 0 4 21,05 1
Segmentado 16 84,21 0 0 2 10,52 1
Bastonetes 18 94,73 0 0 0 0 1
Basdfilos 18 94,73 0 0 0 0 1
Mondcitos 14 73,68 2 10,52 2 10,52 1
Eosindfilos 13 68,42 1 5,26 4 21,05 1
Linfécitos 13 68,42 0 0 5 26,31 1
Plaquetas 6 31,57 0 0 11 57,89 1
Ureia 14 73,68 3 15,78 1 5,26 1
Creatinina 17 89,47 1 5,26 0 0 1
PT soro 7 36,84 8 42,10 1 5,26 1
Albumina 10 52,63 4 21,05 4 21,05 1
Globulina 13 68,42 5 26,31 0 0 1
Relacéo AIG 13 68,42 0 0 5 26,31 1

A extracdo de DNA das amostras de sangue, soro e linfonodo dos
cdes em tratamento foi realizada e aquelas que apresentaram um baixo
rendimento foram re-extraidas. A auséncia de linfadenomegalia e a
dificuldade na contencao dos caes (agressivos, inquietos) durante algumas
fases do tratamento, afetaram a coleta de algumas amostras. A
guantificacdo de DNA demonstrou pureza adequada (MATLOCK, 2015)
com uma relacdo de absorbancia 260/280 entre 1,8 e 2,0. Ao analisar a
integridade do DNA extraido com primers que amplificam uma regiao
conservada do gene GAPDH, todas as amostras amplificaram,
demonstrando assim auséncia de inibidores de DNA e consequente
validacéo para utilizagdo em nossos estudos (GILSBACH et al., 2006; DE
CASSIA-PIRES et al., 2017).

Os exames de cPCR foram parcialmente analisados no Trabalho de
Conclusédo de Curso de Especializacdo em Vigilancia Laboratorial em
Saude Publica “Avaliacdo diagnéstica da aplicacdo da reacdo em cadeia
da polimerase convencional em amostras biolégicas de caes em tratamento
para leishmaniose visceral no municipio de Bauru-SP”, porém foram

compilados neste trabalho, juntamente com os dados de gPCR a fim de
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uma comparacao das técnicas diagndsticas.
A Figura 7 ilustra um gel de agarose com algumas amostras
positivas na cPCR e a tabela 7 a distribuicdo da positividade para
Leishmania spp. em diferentes amostras.

Figura 8: Gel de agarose a 1,5% utilizando os primers LinR4, Lin19 720
pb. 1) DNA Ladder Norgen 100pb, 2) cdo 1 Sangue TO, 3) cdol Soro TO,
4) cao 14 Sangue TO, 5) cao 14 Soro TO, 6) Cao 14 Linfonodo TO, 7) cao
21 Sangue TO, 8) cédo 21 Soro TO0, 9) cédo 21 Linfonodo TO, 10) cdo 20
Sangue TO, 11) cédo 20 Soro TO, 12) cédo 27 Linfonodo TO, 13) cédo 27
Sangue TO, 14) cédo 32 Soro TO, 15) cédo 32 Linfonodo TO, 16) cédo 32
Sangue TO, 17) Cao 32 Soro TO, - controle negativo, + controle positivo
utilizando cepa padréao Leishmania.
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Tabela 7: Distribuicdo da positividade para Leishmania spp. em diferentes
amostras, na cPCR, em diferentes tempos de tratamento.

AMOSTRAS T-0 T-1 T2 T3 T4
Sangue 32,35% 16,66% 11,11% 4,54% 5,26%
(11/34) (5/30) (3/27) (1/22) (1/19)
Soro 11,76% 3,33% 7,4% 4,54% 5,26%
(4/34) (1/30) (2127) (2/22) (1/19)
Linfonodo 50% 45,45% 40% 33,33% 0%
(9/18) (5/11) (2/5) (1/3) NR

Os animais foram avaliados no inicio do tratamento (T0) e no T1 (3 meses), T2 (6 meses),
T3 (9 meses) e T4 (12 meses) apds a primeira dose do tratamento.

A analise por cPCR de todos o0s animais nos periodos de tratamento
avaliados estéo descritos na tabela 8.
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Tabela 8: Avaliagéo por PCR convencional dos cdes em tratamento para leishmaniose ao longo do tratamento.

Tempo Zero Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 1 ano de tratamento
Cées  Class. . Class. . Class. . Class. . Class. .
17 Linf.  Sangue  Soro 17 Linf.  Sangue  Soro 17 Linf.  Sangue  Soro 1.7 Linf.  Sangue  Soro 17 Linf.  Sangue  Soro

1 4 N N N 3 NR N N 3 NR N N 3 NR N N 2 NR N N
2 1 NR P N 1 NR P N 7 - - - - - - - - - - -
3 3 NR N N 1 NR P N 7 - - - - - - - - - - -
4 4 P N N 2 P N N 2 N N N 1 N N N 1 NR N N
5 4 P N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N
6 4 N N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N
7 3 NR N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N
8 3 NR N N 2 NR N N 2 NR N N 1 NR N N 1 NR N N
9 4 N N N 3 N N N 2 NR N N 2 NR N N 2 NR N N
10 3 NR N N 3 NR N N 3 NR N N 2 NR N N 1 NR N N
11 3 NR N N 3 P N N 1 NR P P 1 NR P P 2 NR P P
12 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N 1 NR N N
13 4 N N N 1 N N N 1 NR N N 1 N N N D - - -
14 5 N N N 2 N N N 2 NR N N 2 NR N N 2 NR N N
15 4 NR P N 3 NR N N 3 NR N N 4 NR N N 4 NR N N
16 3 NR P N 4 NR P N 3 NR N N 3 NR N NR 3 NR N N
17 4 P P N 4 N N N 3 P N N 3 N N N 3 NR N N
18 4 NR N N 2 NR N N 2 NR N N 2 NR N N 2 NR N N
19 3 NR N N 3 NR N N 3 NR N N 3 NR N N 3 NR N N
20 5 P P N 5 P P N 7 - - - - - - - - - - -
21 5 P P N 4 N N N 4 NR N N 4 P N N 4 NR N N
22 5 N N N 4 NR N N 5 N N N 6 - - - - - - -
23 5 N N N 4 P N N 2 NR N N 2 NR N N 2 NR N N
24 3 NR P N 3 NR N N 3 NR N N 3 NR NR N 3 NR N N
25 5 NR N N 3 NR N N 5 NR N N 6 - - - - - - -
26 5 P P P 5 P P P 5 P P P 6 - - - - - - -
27 5 P P P 4 N N N 4 N N N D - - - - - - -
28 5 NR N N 5 NR N N 4 NR P N D - - - - - - -
29 5 P P P 6 - - - - - - - - - - - - - - -
30 2 NR N N D - - - - - - - - - - - - - - -
31 4 NR N N D - - - - - - - - - - - - - - -
32 4 N N N D - - - - - - - - - - - - - - -
33 4 P P P 4 NR N N 4 NR N N 4 NR N N D - - -
34 4 N N N 4 NR N N 4 NR N N 4 NR N N D - - -

Legenda classificaciio de 1 a 7: 1- Assintomatico e sem alteragdes laboratoriais; 2 — Assintomatico com até 2 alteragdes laboratoriais; 3- Assintomaticos com mais de 2 altera¢des laboratoriais; 4
— Oligossintomatico (até 3 sintomas) com alteragdes laboratoriais; 5 — Sintomatico (mais de 3 sintomas) com alteragdes laboratoriais; 6 — obito por LVC; 7 — Obito por outras causas. Linf.. -
Linfécito; N — Negativo; D — Desisténcia; NR — Nao realizado; P — Positivo.

74



Em relacéo as analises por PCR em tempo real, a regido hsp70
(70 kDa heat shock proteins) tem sido explorada para quantificacdo e
identificagdo de Leishmania e pode ser utlizada para monitorar a
amplificacdo do DNA do parasito e quantificar a carga parasitaria em
diferentes amostras. A tabela 9 demonstra a andlise de qPCR de todos

0s animais nos periodos de tratamento avaliados.
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Tabela 9: Avaliacdo da carga parasitaria em parasitas/mL, realizada por PCR em tem

0 real dos cées em tratamento para leishmaniose ao longo do tratamento.

Tempo Zero Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 1 ano de tratamento

Cées Cf_iis' Linf. Sangue Soro lei' Linf. Sangue Soro le'i' Linf. Sangue Soro Clals_s7. Linf. Sangue Soro lei' Linf. Sangue  Soro
1 3 4800 12 1539 3 NR ND ND 3 NR ND ND 3 NR ND ND 2 NR NR NR
2 1 NR 762 ND 1 NR 1121 ND 7 - - - - - - - - - - -
3 3 NR 41320 ND 1 NR 35450 ND 7 - - - - - - - - - - -
4 3 7503 >10 ND 2 7890 ND ND 2 >10 ND ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND
5 3 15500 ND ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND
6 3 >10 ND ND 1 NR ND 1020 1 NR 100 ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND
7 3 NR 11945 ND 1 NR ND ND 1 NR NR NR 1 NR NR NR 1 NR ND ND
8 3 NR >10 ND 2 NR >10 ND 2 NR 150 ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND
9 3 1661 >10 ND 3 >10 ND ND 2 NR ND ND 2 >10 ND ND 2 NR ND ND
10 3 NR ND ND 3 NR ND ND 3 NR ND ND 2 NR ND ND 1 NR ND ND
11 3 NR >10 ND 3 27890 >10 ND 1 NR ND 5960 1 NR 25482 12039 2 NR >10 >10
12 1 NR ND ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND 1 NR ND ND
13 1 1452 ND >10 1 >10 ND ND 1 NR ND ND 1 >10 ND ND 7 - - -
14 5 >10 185 ND 2 >10 ND ND 2 NR ND ND 2 NR ND ND 2 NR ND ND
15 4 NR 5698 1245 3 NR ND ND 3 NR ND ND 4 NR ND ND 4 NR ND ND
16 3 NR 5647 731 4 NR ND >10 3 NR ND ND 3 NR ND ND 3 NR ND ND
17 4 1000 1599 ND 4 16 ND ND 3 >10 NR ND 3 ND ND ND 3 NR ND ND
18 4 NR >10 ND 2 NR ND ND 2 NR ND ND 2 NR ND 1035 2 NR ND ND
19 3 NR 9171 5844 3 NR ND ND 3 NR ND ND 3 NR ND ND 3 NR ND ND
20 5 680000 354600 >10 5 NR 3070 2033 7 - - - - - - - - - - -
21 5 10032 134 >10 4 ND ND >10 4 NR >10 ND 4 NR ND ND 4 NR ND ND
22 5 1035 ND ND 4 NR ND ND 5 450 >10 >10 6 - - - - - - -
23 5 16448 ND 38 4 5690 ND ND 2 NR ND ND 2 NR ND ND 2 NR ND ND
24 3 NR 1325 ND 3 NR ND ND 3 NR ND ND 3 NR ND 1632 3 NR ND ND
25 5 NR ND >10 3 NR ND ND 5 NR ND ND 6 - - - - - - -
26 5 2580 8034 2356 5 2800 3860 3490 5 4500 2540 1020 6 - - - - - - -
27 5 10025 8450 6890 4 3560 2050 1050 4 >10 ND ND D - - - - - - -
28 5 NR ND ND 5 NR ND ND 4 NR 2140 ND D - - - - - - -
29 5 1650 580 530 6 - - - - - - - - - - - - - - -
30 2 NR ND ND D - - - - - - - - - - - - - - -
31 4 NR ND ND D - - - - - - - - - - - - - - -
32 4 540 ND ND D - - - - - - - - - - - - - - -
33 4 5870 1750 1500 4 NR ND ND 4 NR ND ND 4 NR ND ND D - - -
34 4 490 ND ND 4 ND ND ND 4 NR ND ND 4 NR ND ND D - - -

Legenda classificagdo de 1 a 7: 1- Assintomatico e sem alteragdes laboratoriais; 2 — Assintomatico com até 2 alterac@es laboratoriais; 3- Assintomaticos com mais de 2 alteracdes laboratoriais; 4 — Oligossintomatico
(até 3 sintomas) com alteracGes laboratoriais; 5 — Sintomatico (mais de 3 sintomas) com alteracoes laboratoriais; 6 — 6bito por LVC; 7 — Obito por outras causas. Linf. - Linfécito; N — Negativo; NC — Nao compareceu;

D - Desisténcia; NR — Né&o realizado; ND — Nao Detectado.
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Na tabela 10, consta a avaliacdo de custo médio para o tratamento
de LVC, considerando um cao de 10 kg no periodo de 4 meses e sem
intercorréncias (necessidade de novos exames e medicamentos). Pela
dificuldade no seu célculo, aqui ndo foi contabilizado os custos dos

honorarios profissionais dos veterinarios do municipio.

Tabela 10: Custo médio em reais do tratamento para LVC para um céo de
10 kg.

CUSTO MEDIO EM REAIS DO TRATAMENTO DE LVC PARA UM CAO DE 10 KG EM
UM PERIODO DE 4 MESES (set. 2023)

Itens Total
COLEIRA 80
MILTEFOSINA (frasco 30 mL) 800
ALOPURINOL (4 comprimidos de 100 mg/dia) 176
DOMPERIDONA (1 comprimidos 10mg/dia) 40
PREDNISONA (comprimido 5mg) Se necessario
HEMOGRAMA COMPLETO 31
PERFIL RENAL - UREIA E CREATININA 28
PROTEINA TOTAL E FRACOES 25
Biologia molecular 120
TOTAL 1.300
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5. Discusséao

O grupo de estudos da LVC — BRASILEISH afirma que, na avaliacao
clinica dos animais para tratamento deve-se incluir o exame fisico, e que
este deve ser complementado com exames laboratorias. Assim como
observado por nds, as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas nem sempre
estdo associadas aos sinais clinicos. Segundo orientacdo do grupo, que
classifica os cdes com LVC em estadios de | (sem doenga) a V (doenca
grave), por meio de avaliacdo clinica e laboratorial com medicamentos
disponiveis no Brasil; animais no estadio | (baixo titulo de anticorpos, sem
sinais clinicos e sem alteracdes laboratoriais) ndo devem ser tratados.
Sugerem apenas o uso de imunomoduladores.

Ao longo do tratamento foi possivel observar que houve uma
diminuicdo do numero de animais analisados. Nos nossos estudos, a
porcentagem de desisténcia do tratamento foi de 23,5% (8/34). A taxa de
perda de animais ao longo de um periodo de anélise é comum em estudos
(REITHINGER et al., 2004; LEITE et al.,, 2018). Em relacdo aos o6bitos,
Andrade et al. (2011) obtiveram 14,3% de 0Obitos de caes ap0és o tratamento
somente com miltefosina e Lisboa et al. (2018) 24% de Obito nos animais
com o tratamento associado de miltefosina com alopurinol. Nos nossos
estudos, foram sete Obitos, porém quatro (11,76%) ocorridos por LVC.
Assim, nossos indices sdo considerados inferiores aos de outros estudos
relacionados.

O tratamento de cédes com miltefosina associada ao alopurinol vem
sendo reportado por varios autores, com diferentes resultados (MANNA et
al., 2008; MIRO et al., 2009; WOERLY et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2019;
IARUSSI et al., 2020; AYRES et al., 2022).

Segundo orientacdo do grupo LEISHVET, que também classifica os
cées com LVC em estadios (segundo avaliagéo clinica e laboratorial) e com
adesado de outros pesquisadores, animais no estadio | (baixo titulo de

anticorpos e com somente um ou dois sintomas de LVC) ndo devem ser
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tratados. Recomendam que sejam somente monitorados e medicados com
Domperidona, pois afirmam que o tratamento pode causar um desequilibrio
na resposta imunoldgica (MIRO et al., 2018, LEISHVET, 2018).

Alguns autores afirmaram que o término do tratamento deve ficar
condicionado a trés condicbes: desaparecimento dos sintomas, perfil
hematolégico, bioquimico e urinario normalizados e na avaliacéo soroldgica
(quantitativa) o resultado deve estar abaixo do valor de cut-off (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011).

Iniciamos os atendimentos com 34 animais (tempo zero) e, neste
momento, a maior parte dos caes era oligossintomatico - infeccao
subclinica. Segundo inimeros autores, a doenca clinica é bem menos
frequente que a subclinica. Ha relatos de que em regides endémicas ocorra
60% de prevaléncia de animais infectados detectado por diagnostico
molecular e somente 5% de doentes (SOLANO-GALLEGO et al., 2011,
HOSEIN; BLAKE; SOLANO-GALLEGO, 2017; MARCONDES; DAY, 2019,
ALCOVER et al., 2021).

Os efeitos colaterais observados com o uso da miltefosina foram a
hiporexia e vomito, ambos transitérios e autolimitantes; mesmo quando
administradas em doses mais altas. Embora também transitorios, outros
trabalhos relataram dor abdominal e diarreia (MATEO et al, 2009; WOERLY
et al., 2009; DORLO et al., 2012; IARUSSI et al, 2020).

Os eventos adversos, segundo autores citados abaixo, estdo
relacionados a acao direta do farmaco no sistema gastrointestinal e néo
devido a alteracdes sistémicas; com baixo impacto no que se refere a
funcdo renal e hepatica. Os tutores dos caes foram orientados para que
administrassem a droga no horario das refei¢cdes principais, pois a gordura
do alimento minimiza os efeitos colaterais descritos; causados pela acao
detergente do medicamento. Presumiu-se também que ocorra degradacao
de colina por fosfolipases in loco, elemento essencial para a protecao do
revestimento do epitélio gastrointestinal (SINDERMANN; ENGEL, 2006;
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BIANCIARDI et al., 2009; WOERLY et al., 2009; DORLO et al., 2012;
SANTOS; RIBEIRO; CONTI, 2020).

Os sintomas que predominaram no inicio do tratamento foram:
linfadenomegalia (popliteo), onicogrifose, conjuntivite e sinais cutaneos de
descamacdo, o0 que corroboram aos achados de outros autores.
(CIAMARELLA et al.,, 1997; AMUSATEGUI et al.,, 2003; SOLANO-
GALLEGO et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2011, MELENDEZZ-
LAZO et al., 2018; AYRES et al., 2022).

Iniciamos a segunda etapa de avaliacdo (tempo 1) com 30 animais.
Um deles iniciou o tratamento ja com a doenca avancada e em poucos dias
foi a ébito por LVC, ndo completando os 28 dias de tratamento com a
miltefosina. Os outros trés animais deixaram de participar do projeto, um
tutor ndo alegou o motivo da desisténcia, o outro referiu que seu animal
possuia doenca concomitante e decidiu continuar o tratamento com
veterindrio particular e o outro alegou dificuldade no transporte do animal,
pois tratava-se de um céo de porte grande e obeso. Neste momento, houve
melhora da maioria dos animais que permaneceram, com predominio dos
sintomas da fase anterior.

Na terceira fase (tempo 2), 27 animais foram avaliados: houve trés
Obitos, sendo um supostamente por cinomose por meio de diagndstico
clinico, pois o cao apresentou quadro neurologico precedido por quadro
respiratorio e sem historico vacinal. Seus exames laboratoriais estavam
sem alteracdo compativel com LVC. Um animal teve morte subita,
provavelmente relacionada ao avanco da idade. O terceiro animal foi a
Obito, ap6s um procedimento cirdrgico em clinica particular.

Na quarta fase (tempo 3), 22 animais foram atendidos e 0s sintomas
gue prevaleceram foram linfadenomegalia, conjuntivite e onicogrifose com
frequéncia de 13,63%, 9,09% e 9,09% respectivamente.

Embora existam muitos trabalham referindo a melhora dos sinais

clinicos, ha persisténcia de alguns sintomas durante e ao término do
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tratamento. Os mais frequentes séo linfadenomegalia e dermatite (MIRO et
al., 2009; IARUSSI et al., 2020), linfadenomegalia e conjuntivite (DIAS et
al.,, 2021), linfadenomegalia, dermatites e alteracbes oftdlmicas (AYRES;
ALMEIDA, 2022). Nao ha relatos de remissdo completa dos sintomas
associada a auséncia de alteracfes laboratoriais (ANDRADE et al., 2011,
NOGUEIRA et al., 2019; DIAS et al., 2020).

Estudos prospectivos avaliaram caes com LVC sem tratamento por
periodos que variaram de um a seis anos e observaram um declinio natural
dos sintomas, com persisténcia de linfadenomegalia, conjuntivite,
onicogrifose, linfadenomegalia e esplenomegalia (COSTA et al., 2013;
ABBEHUSEN et al., 2017).

Dos cinco animais que n&do foram acompanhados nesta fase, trés
ocorreram por Obito e dois abandonaram o tratamento. Um tutor alegou
gue seu animal ndo estava melhorando, porém tratava-se um quadro de
insuficiéncia renal desenvolvida durante o tratamento e desta forma, foi
orientada a introduzir racéo terapéutica renal e realizacao de fluidoterapia
em clinica veterinaria particular. O outro tutor alegou dificuldade de
transporte.

Na dltima etapa (tempo 4) permaneceram 19 animais. Trés animais
foram retirados do tratamento por ndo comparecerem nas avaliacbes
agendadas. Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos
utilizando miltefosina associada ao alopurinol para tratamento de LVC.
Melhora significativa dos sintomas foi observada em 55% dos animais
(MIRO et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2019).

Ao término da avaliagdo com um ano de tratamento, foi observada
auséncia de sinais clinicos relacionados a LVC nos 19 animais; entretanto
uma fémea apresentou emagrecimento pois desenvolveu pseudociese e
outro manteve sinais de conjuntivite cronica que foi acompanhada desde a
primeira avaliagéo.

Na primeira avaliacdo (tempo zero), as alteragcbes hematologicas
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mais frequentes observadas foram diminuicdo moderada do numero de
hemacias em 27,27% dos animais, assim como na concentracdo de
hemoglobina (30,30%), volume globular (27,27%) e plaquetas (45,45%). Os
valores de hemécias, hemoglobina e VG melhoraram durante a evolucao
do tratamento, corroborando com os dados da literatura (CIAMARELLA et
al., 1997; AMUSATEGUI et al., 2002; NOLI; SARIDOMICHELAKIS, 2014;
MELENDEZZ-LAZO et al., 2018; DA SILVA et al., 2018; DIAS et al., 2020,
CABRE et al., 2021).

Houve poucas alteracdes na série branca, fato também observado
por outros autores (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 2001,
GASKIN et al., 2002; CORONA et al., 2004). As plaquetas mantiveram-se
diminuidas durante e ao final da avaliagdo, com porcentagens de TO-
45,45%, T1- 37,93%, T2-52%, T3-52,38% e T4- 57,89% dos cées, assim
como relatado por outros autores (SANTOS; RIBEIRO; CONTI, 2020).

As causas de trombocitopenia na LVC estdo relacionadas a
deplecdo da trombocitopoese, fatores imunomediados, destruicao
plaquetaria e vasculite (CIARAMELLA et al., 2005; TERRAZANO et al.,
2006; FREITAS et al., 2012). A persisténcia da trombocitopenia poderia
estar relacionada a venopuncdo traumatica, conforme relatada e
denominada pseudotrombocitopenia (WILLS; WARDROP, 2008). Nos cées
com LVC, a anemia pode ser explicada pela cronicidade da doenca,
insuficiéncia renal crénica, sangramentos (epistaxis, gastroenterites),
depressdo de medula 6ssea, hemolise imunomediada e diminuicdo da
fluidez lipidica da membrana eritrocitaria e posterior sequestro esplénico
(KOUTINAS et al., 1999; DE LUNA et al., 2000; TROPIA DE ABREU et al.,
2011).

No nosso trabalho, dos quatro tutores cujos animais foram a ébito
por LVC, trés mostraram-se poucos comprometidos com o tratamento. Os
cées apresentavam anemia associada a insuficiéncia renal desenvolvida

ao longo do tempo. Os valores apresentados foram de: hemacias
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(milhées/mm3), hemoglobina (g/dl) e volume globular (%): animal 1 - 3,1;
6,8 e 20, animal 2 - 2,9; 6,2 e 19, animal 3 - 2,41; 5,6 e 17, animal 4 — 5,2;
10,9 e 33, respectivamente.

No inicio do tratamento, os niveis de proteina total estavam
aumentados em 50% dos cées, a albumina diminuida em 47,05% e a
globulina aumentada em 38,23% deles. A relacdo albumina-globulina (A/G)
ficou diminuida em 29,11% dos animais avaliados, resultados amplamente
descritos na literatura como o achado laboratorial mais encontrado na LVC
(CIAMARELLA et al, 1997; ANDRADE et al, 2011; NOLI
SARIDOMICHELAKIS, 2014, DA SILVA et al., 2018).

A proteina sérica elevada ocorre devido a hiperglobulinemia e pode
estar associada a hipoalbuminemia (proteinuria, desnutricdo) (KOUTINAS
et al, 1999). A reducdo dos titulos de anticorpos para niveis nao
significativos, segundo alguns autores, ocorre ao longo do tempo, com a
terapia continuada com alopurinol e ndo esta relacionada a melhora clinica
(MIRO et al., 2009; IARUSSI et al., 2020).

Ao término do tratamento, os valores de hemacias e volume globular
melhoraram, entretanto houve leve diminuicdo nos de hemoglobina, com
78,94%, 73,68% e 57,89% respectivamente de frequéncia de normalidade.
As plaquetas mantiveram-se diminuidas em 57,89% dos animais. Os
valores de ureia mantiveram-se constantes, com pequena piora nos valores
de creatinina (T0-100% normais, T4-89,47%).

A elevacdo nos indices de creatinina pode ser explicada por
acumulo de precipitado antigeno-anticorpo nos néfrons e nédo pela
miltefosina, haja vista que a droga néo € nefrotdéxica (ESCH et al., 2015;
DORLO et al., 2012).

J4, a PT (proteina total) manteve-se alta em 42,10% dos animais; a
albumina diminuida em 47,05 % no tempo zero e em 21,05% no tempo
quatro. A globulina apresentou-se aumentada em 38,23% dos animais no

TO e em 26,31% no T4. A relagdo albumina/ globulina manteve-se baixa,
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variando de 29,11% no TO a 26,31% no T4.

De um modo geral, podemos afirmar que houve melhora nos
parametros hematoldgicos e bioquimicos dos animais; levando-se em
consideracdo que os niveis aumentados de proteina total e diminuidos da
relacdo A/G estdo diretamente relacionados com a quantidade de
anticorpos, que tende a diminuir tardiamente (MIRO et al., 2009; IARUSSI
et al., 2020).

Alguns autores referiram melhora na maioria dos indices
hematolégicos e bioquimicos (BIANCIARDI et al., 2009; SOLANO-
GALLEGO et al., 2016; IARUSSI et al., 2020; SANTOS; RIBEIRO; CONTI,
2020). Dias et al. (2020) e Mateo et al. (2009), obtiveram 0s mesmos
resultados, com excec¢édo dos niveis de globulinas e da relagdo A/G que se
mantiveram altos.

Outros obtiveram melhora em 56% dos animais tratados nos valores
hematimétricos; entretanto a relagdo A/G melhorou somente em 25%
(WOERLY et al., 2009)

Pesquisas apontaram que os valores de hemacias, globulinas e
relacdo A/G seriam 0s mais importantes para acompanhamento do
tratamento (KOUTINAS et al., 2001; IARUSSI et al., 2020). Outros autores
afirmaram ser a relacdo A/G o melhor parametro para a avaliacdo clinica
dos animais (AMUSATEGUI et al., 2003; COSTA VAL, 2004; REIS et al.,
2006; RIBEIRO et al., 2013).

Dos quatro o6bitos relacionados ao avanco da LVC, as possiveis
causas observadas foram: equivocos na administracdo da medicagéo pelo
tutor - sub ou sobredoses, descontinuidade do tratamento, dificuldade de
entendimento dos intervalos entre as doses e a posologia; pouco interesse
— pouco vinculo entre o tutor e seu cédo, falta de compreensdo da
importancia do tratamento para o animal e para saude publica; perda do
medicamento; auséncia nos retornos agendados — sem acompanhamento

clinico e laboratorial necesséarios; dificuldades socioecondmicas diversas —
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falta de recursos financeiros para exames complementares em animais com
suspeita de comorbidades e para abastecer o veiculo e transportar seu
animal (PROVERBIO et al., 2014). De acordo com todas as dificuldades
elencadas acima, entendemos que ndo podemos imputar os O6bitos
ocorridos a ineficacia das drogas utilizadas e sim a outros fatores
extrinsecos que prejudicaram a eficiéncia do tratamento.

As amostras de sangue sao consideradas menos invasivas e, por
esta razdo, bem aceita pelos tutores dos animais; além de apresentarem
boa sensibilidade, segundo alguns autores. Sd&o uma boa opcao para o
diagnéstico em larga escala (MAIA et al.,, 2009) Entretanto, ndo sao
adequadas para acompanhamento de tratamento devido a
transitoriedade da parasitemia durante o curso da doenca, devendo ser
substituida por outros tecidos - aspirado de linfonodo ou bidpsia de pele.
Destacaram ainda que, embora o linfonodo seja um bom tecido, ele precisa
estar aumentado o suficiente para a realizagcdo da puncdo aspirativa; fato
que geralmente ndo ocorre em cées assintomaticos (MANNA et al., 2004;
MOHAMMADIHA et al., 2012).

A urina também pode ser uma boa opc¢éao, tanto para diagndstico,
guanto para acompanhamento de tratamento quando ha evolucdo da
doenca para nefropatia associada ou ndo a hematuaria. Nao é considerada
invasiva e, nesses casos, a carga parasitaria pode ser alta e maior que nas
amostras de sangue (MANNA et al., 2008).

Outros autores afirmaram que a presenc¢a do parasito no sangue e
soro sao inconsistentes (MAIA et al., 2009; TSOKANA et al.,, 2014;
DANTAS-TORRES et al., 2017). Nos nossos estudos, verificamos que as
amostras provenientes das punc¢oes de linfonodos mostraram-se como o
melhor tipo de tecido para diagndstico e acompanhamento de tratamento
da LVC (MANNA et al., 2009).

Estudos realizados consideram o baco e os linfonodos sédo as

melhores amostras para diagndéstico, por serem tecidos de eleicdo da
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leishmania (invasado e multiplicacdo) e que o aspirado de medula 0ssea
poderia ser uma opc¢ao quando o animal n&o apresentar linfadenomegalia;
embora existam variacbes na distribuicdo dos parasitos nesse tecido,
podendo alterar os resultados da carga parasitaria (MAIA et al., 2009).

Na nossa pesquisa, a auséncia de linfadenomegalia em alguns
animais afetou a avaliagdo molecular da carga parasitaria no referido tecido.
No tempo zero, estava ausente em 46,7% dos animais, no tempo 1 em
63,64%, no tempo 2 em 81,49% e no tempo 4 em 100%, concordando com
Manna et al. (2004).

Assim, dos animais soropositivos avaliados, 47,06% foram
positivos na cPCR em pelo menos uma das amostras avaliadas (sangue,
soro ou linfonodo). De acordo com Lopes et al. (2016), a cPCR é um
meétodo bastante eficiente, apresentando resultados melhores quando se
utiliza mais de uma amostra do mesmo animal, isto porque algumas
amostras biologicas sdo mais sensiveis do que as outras. Outro ponto
importante a se destacar € que a associacdo entre duas amostras
aumenta a sensibilidade do diagnéstico molecular da leishmaniose.

Em é&reas endémicas, normalmente os exames soroldgicos ja
apresentam sensibilidade maior, pois hd uma grande exposi¢cao do céo
ao parasito (MARTINEZ et al., 2011; LOPES et al., 2017). Em uma regiao
endémica de Pernambuco, os valores de positividade obtidos nos testes
sorologicos foram 71,4% (127/178) com TR-DPP®, 70,2% (125/178) EIE
e 50,6% (90/178) com RIFI e nos testes moleculares, a positividade foi
de 20,2% (36/178) na cPCR e 38,8% (69/178) na gPCR (EVARISTO et
al., 2021). Ja, em um trabalho na mesma regido de estudo nossa, ao
realizar os ensaios moleculares nas amostras TR-DPP® positivas, foi
identificado 63,9% amostras positivas para cPCR e 65% para qPCR
(PAIVA-CAVALCANTI; REGIS-DA-SILVA; GOMES, 2010; RAMOS-
AUGUSTO, 2018).

O desempenho da cPCR ainda € assunto em discussdo nas

87



leishmanioses, pois alguns autores apresentaram resultados com alta
sensibilidade (FISA et al., 2001; LACHAUD et al., 2002; MANNA et al. 2004),
enquanto outros demonstraram menor sensibilidade quando comparada a
gPCR; além de afirmarem que a técnica de cPCR exige a realizagédo da
eletroforese (corrida em gel de agarose), do risco de contaminacdo das
amostras e de intoxicacdo do pesquisador pela presenca do reagente brometo
de etideo (RAMOS et al; 2012; BORJA et al., 2016).

Além disso, alguns fatores podem interferir na PCR, entre eles a
presenca de inibidores, fatores relacionados aos primers e ao protocolo
de extracdo do DNA, bem como a sensibilidade da cPCR pode depender
do tipo de amostra avaliada (SILVA et al., 2017).

A carga parasitaria no sangue tende a variar no decorrer do tempo,
podendo apresentar resultados falsos negativos caso a coleta seja feita no
momento em que estiver baixa (STRAUSS-AYALI et al., 2004). Ademais,
0 sangue € um tecido de passagem, pois o0 parasito tem predilecdo por
orgaos como linfonodo, figado, baco, medula e pele (OLIVEIRA et al.,
2015). Desta forma, a deteccdo de DNA pode ser menor em relacdo aos
demais tecidos, devido a baixa e transitéria parasitemia (LOPES et al.,
2017; RIBOLDI et al., 2018).

Em um trabalho, foi avaliada a carga parasitaria comparando
amostras de pele, linfonodo, medula 6ssea e swab conjuntival. A pele foi a
gue demonstrou melhor resultado com maior quantidade de parasitos e o
swab conjuntival o pior. Observaram que a sensibilidade das amostras de
linfonodo e medula 6ssea foi a mesma na maioria dos animais com LVC
(CHAGAS et al., 2021). Ha que ser considerado que a coleta da amostra
de linfonodo € bem menos invasiva e mais rapida na sua execu¢ao quando
comparada a de medula éssea (MARCELINO et al., 2020).

Amostras de pele, na opinido de varios autores, possibilitam a
avaliacao do risco de transmissao do vetor para o cédo e sao a melhor opgao

para diagnostico e acompanhamento da infeccdo quando comparadas as
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amostras de sangue e baco (CHAGAS et al., 2021; SCORZA et al., 2021,
AYRES et al., 2022). Porém, esses estudos sdo recentes e no momento do
desenho experimental do nosso trabalho, ndo foi incluida a coleta de pele.

Assim, o trabalho demonstrou que a gPCR € um bom método tanto
para o diagnostico complementar a ser utilizado no monitoramento de caes
positivos, confirmando os diagndsticos sorologicos de leishmaniose, quanto
para o monitoramento da carga parasitaria ao longo do tratamento e que o
linfonodo € a melhor amostra para o diagndéstico quando a coleta de
material é possivel.

Importante salientar que a aplicabilidade do diagnéstico da LVC por
biologia molecular ainda ndo € uma realidade para muitos laboratérios, que
nao possuem estrutura fisica, equipamentos e reagentes, além de recursos
humanos treinados (LOPES et al., 2017; TRAVI et al., 2018), porém esse
diagnéstico pode contribuir com as acdes de vigilancia e controle da
Leishmaniose Visceral Canina de forma mais assertiva e eficiente num
futuro préximo.

Realizamos nossas atividades em condicbes de campo na
dependéncia de que os tutores comparecessem nos retornos agendados
no decorrer de um ano, que administrassem os farmacos fornecidos
gratuitamente e seguindo rigorosamente a prescricdo dos mesmos
(acondicionamento, dose, horério, as refei¢cbes), que monitorassem seus
caes quanto a quaisquer eventos adversos decorrentes da medicacéo e/ou
do uso da coleira, que informassem por meio de contato via telefone (celular
particular disponibilizado em tempo integral) a respeito de davidas ou
agravamento dos sintomas, que mantivessem seus animais fazendo uso
da coleira de deltametrina em tempo integral e respeitando o intervalos de
troca (conforme orientagéo do fabricante).

Entretanto, tal parceria ndo foi unanime nem ocorreu em tempo
integral. Para realizarmos os agendamentos, foram necessarios Varios

contatos, pois os celulares dos tutores encontravam-se desligados, fora
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de area de cobertura ou ndo atendiam. Alegavam estarem em horario de
trabalho. A comunicacéao via WhatsApp também foi dificil.

Apo6s agendados e confirmados dia e horario dos atendimentos,
alguns ndo compareciam e ndo avisavam a impossibilidade do
comparecimento; e, quando o faziam, ndo havia tempo habil para
agendarmos outra avaliacao.

Houve muita dificuldade na compreensao da dosagem, do intervalo
entre a administracao dos farmacos e da necessidade de a miltefosina ser
administrada logo apods a refeicdo. Ocorreram relatos de intervalos
irregulares, sub e sobredosagens, motivos pelos quais acreditamos serem
as causas das intercorréncias do tratamento em alguns caes e dos sinais
clinicos gastrointestinais ocasionados pela sobredose. Um dos tutores
perdeu os medicamentos fornecidos e outra tutora relatou que
administrava “sempre que se lembrava”.

Apesar de todas as recomendacdes sobre a importancia do uso da
coleira impregnada com deltametrina (como medida de saude publica e
para evitar reinfeccdo) serem exaustivamente reforcadas, houve relatos
de perdas, retiradas desnecessarias e até o roubo.

O numero do meu celular particular foi disponibilizado a todos os
tutores e pouquissimas vezes utilizavam esse recurso para tirarem suas
davidas.

Levando-se em conta todas as dificuldades encontradas em
relacdo ao comportamento de parte dos tutores e o custo estimado total
quadrimestral (descrito abaixo) para avaliagdo dos animais, concluimos
que, diante da possibilidade de o poder publico assumir o financiamento
do tratamento; este somente deve ser realizado apos criteriosa avaliacao.

O estudo que foi idealizado para ser longitudinal, devido as mortes,
abandonos e impossibilidade de realizacdo de alguns testes, interferiu na
analise estatistica dos nossos resultados e desta forma, os dados foram

analisados na forma descritiva.
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Além disso, devido as regras impostas de quarentena e
afastamento social decorrentes da pandemia da COVID-19 e, a crise
econdmica instalada, nosso projeto de pesquisa foi impactado. Houve
desabastecimento de insumos (coleira impregnada com deltametrina e
kits de biologia molecular) e interrupcéo dos trabalhos de campo (inquérito
sorologico), de acordo com recomendacBes do Ministério da Saude —
Nota Técnica n°® 11/2020-CGARB/DEIDT/SVS/MS; primordiais para o
inicio das atividades préticas. O tratamento, especificamente, iniciou-se
somente em novembro de 2021 e desta forma, as andlises laboratoriais
previstas no projeto também foram adiadas, devido a priorizacdo do
diagndstico molecular para SARS-CoV-2 e outras demandas de pesquisa

gue tiveram que ser reagendadas no Instituto Adolfo Lutz de Bauru.

91



Conclusoes

6. Conclusdes

e A miltefosina mostrou-se um farmaco seguro e eficaz no

controle da LVC na maioria dos caes tratados.

e Os 34 animais foram selecionados de quatro bairros (Pousada

das Esperanca, Geisel, Beija-Flor e Jaragud) com maior
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prevaléncia para LVC.

De forma geral, houve melhora dos parametros laboratoriais

dos 19 animais que finalizaram o tratamento.

Grande parte dos tutores pareceu ter bastante dificuldade
na compreensdo das informagdes repassadas, na
valorizacdo do projeto e pouco vinculo com seus cées; 0
que pode ter interferido na efichcia do tratamento dos
mesmos. Contudo, coincidentemente, os tutores dos 19
animais que finalizaram o tratamento mostraram-se
compromissados, preocupados com a saude dos seus

animais e com a pesquisa.

A gPCR mostrou-se um método molecular mais sensivel que
a cPCR no acompanhamento da carga parasitaria ao longo
do tratamento. A amostra de maior sensibilidade foi o
linfonodo, quando estd aumentado de tamanho para a

realizacdo da puncéo aspirativa.
Houve reducdo da carga parasitaria de Leishmania spp. por

meio de PCR em tempo real ao longo de 12 meses de

tratamento.
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Manual técnico

8. Manual técnico

Foi elaborado um manual técnico direcionado aos médicos
veterinarios com as informacdes importantes sobre a problematica das
leishmanioses, bem como o tratamento clinico dos cées. A sua elaboracéo
foi pensada em uma linguagem acessivel e ilustrativa com o objetivo de
oferecer conhecimentos que possam contribuir para a melhoria das praticas

e ampliagao dos conhecimentos.
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MANUAL TECNICO

LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

VALERIA MEDINA CAMPRIGHER
VIRGINIA BODELAO RICHINI PEREIRA
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1. INTRODUGCAO TB

&

5

forma promastigota

P - =
Leishmania infantum

Leishmania infantum
forma amastigota

f < flebotomineo (Lutzomya longipalpis).

A LEISHMANIOSE VISCERAL

(LV) E UMA IMPORTANTE
ZOONOSE QUE ACOMETE
OS ANIMAIS DOMESTICOS,
SILVESTRES E O HOMEM. A
LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA (LVC) E CAUSADA
PELO PROTOZOARIO
Leishmania infantum E SUA
PRINCIPAL FORMA DE
TRANSMISSAO E VETORIAL
POR MEIO DA PICADA DE

UM FLEBOTOMINEO

(Lutzomya longipalpis).
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— %
1. INTRODUCAO TB d&—'{l

OS CAES SAO 0S
PRINCIPAIS
RESERVATORIOS DA
LEISHMANIOSE VISCERAL
) EM AREA URBANA, PELA
Oligossintomaticos :> ALTA DENSIDADE
POPULACIONAL DA
ESPECIE, PELO INTIMO
Assintomaticos CONVIiVIO COM O SER
HUMANO E PELA ALTA
PREVALENCIA DE

Sintomaticos

PORTADORES
AS MANIFESTACOES CLINICAS NOS CAES : ASSINTOMATICOS E

PODEM VARIAR DA FORMA MULTISSISTEMICA OLIGOSSINTOMATICOS
ATE A AUSENCIA COMPLETA DE SINAIS. (80% DOS INFECTADOS).
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2. SINTOMAS T’\‘-

5

SINAIS CLINICOS

LINFADENOMEGALIA PRURIDO

DESCAMAGAO HIPERPIGMENTACAO

CONJUNTIVITE EPISTAXIS

ONICOGRIFOSE CLAUDICACAO

ANOREXIA/HIPOREXIA | SINTOMAS NEUROLOGICOS

CERATITE FEBRE
ULCERAS ATROFIA MUSCULAR
ALOPECIA EMAGRECIMENTO

SINAIS CLINICOS.
(EM NEGRITO SAO OS MAIS COMUNS RELATADOS NA LITERATURA)

\ N
Assintomatico

Onicogrifose
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3. ALTERAGOES LABORATORIAIS fk 0

ALTERAGOES LABORATORIAIS MAIS COMUNS

DIMINUIGAO NO NUMERO DE HEMACEAS

DIMINUIGAO VOLUME GLOBULAR

CAUSAS DA TROMBOCITOPENIA NA LVC:
DEPLECAO DA TROMBOCITOPOESE
FATORES IMUNOMEDIADOS
DESTRUICAO PLAQUETARIA
VASCULITE
PSEUDOTROMBOCITOPENIA POR VENOPUNGAO TRAUMATICA

DIMINUICAO NO NUMERO DE PLAQUETAS

POUCAS ALTERAGOES EM SERIE BRANCA

PROTEINA TOTAL AUMENTADA

HIPERGAMAGLOBULINEMIA

CAUSAS DE ANEMIA NA LVC:
CRONICIDADE DA DOENGA
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA
SANGRAMENTOS (EPISTAXIS GASTROENTERITES HEMORRAGICAS)
DEPRESSAO DE MEDULA OSSEA
HEMOLISE IMUNOMEDIADA
SEQUESTRO ESPLENICO

HIPOALBUMINEMIA

RELACAO ALBUMINA/GLOBULINA DIMINUIDA

A RELAGAO ALBUMINA-GLOBULINA (A/G) DIMINUIDA E O ACHADO
LABORATORIAL MAIS COMUM NA LVC. A PROTEINA SERICA ELEVADA
OCORRE DEVIDO A HIPERGLOBULINEMIA E PODE ESTAR ASSOCIADA A
HIPOALBUMINEMIA (PROTEINURIA, DESNUTRICAO).
IMPORTANTE:
A REDUGAO DOS TITULOS DE ANTICORPOS PARA NIVEIS NAO
SIGNIFICATIVOS E TARDIA E NAO ESTA RELACIONADA A MELHORA CLINICA.

118



4. DIAGNOSTICO i:’b

=TT

CAO INFECTADO E DIFERENTE
DE CAO DOENTE.

v
DIAGNOSTICO

NAO HA TESTE PADRAO OURO PARA O |

DIAGNOSTICO DA LVC, O QUE GERA OBSTACULOS |

E RETARDA O TRATAMENTO DO ANIMAL E O
CONTROLE DA DOENGA.

OS CAES APRESENTAM GRANDE VARIEDADE DE
SINTOMAS, DE ASSINTOMATICOS A
SINTOMATICOS, FATO QUE DIFICULTA O
DIAGNOSTICO CLINICO, DEVENDO SER SEMPRE
ACOMPANHADO DE UMA COMBINACAO DE
EXAMES LABORATORIAIS.

A PROCEDENCIA DO ANIMAL DEVE SER
INVESTIGADA (DIAGNOSTICO EPIDEMIOLOGICO).

PARADIGMA: OS PROFISSIONAIS DE SAUDE
DEVEM TER CONHECIMENTO SUFICIENTE PARA
DIFERENCIAR UM CAO INFECTADO SADIO DO CAO
DOENTE.
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4. DIAGNOSTICO ,iu
g o

TESTE RAPIDO COMO TRIAGEM.
TESTE ELISA COMO CONFIRMATORIO.

A ASSOCIACAO ENTRE PARAMETROS
CLINICOS, LABORATORIAIS E
EPIDEMIOLOGICOS DEVEM ESTAR
ASSOCIADOS PARA O DIAGNOSTICO
DEFINITIVO DA DOENCA; JA QUE TESTES
SOROLOGICOS PODEM IDENTIFICAR
EXPOSICAO AO PARASITO, MAS NAO PODEM
INDICAR INFECCAO ATIVA.
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5. TRATAMENTO ,i«

&

MILTEFOSINA 2 mg/kg

- por via oral uma vez ao
dia por 28 dias;

ALOPURINOL 20 mg/kg

-por via oral duas vezes
ao dia por 6 meses;

- ALOPURINOL 10 mg/kg

uso continuo 2x ao dia;

DOMPERIDONA 0.5 - 1
mg/kg

- por via oral duas vezes
ao dia durante 30 dias a
cada 6 meses;

PREDNISONA 0,5 ma/kg

- por via oral duas vezes
ao dia, se necessario;

O GRUPO LEISHVET
ORIENTA QUE CAES NO
ESTADIO | (BAIXO
TITULO DE
ANTICORPOS E
SOMENTE UM OU DOIS
SINTOMAS DE LVC) NAO
DEVEM SER TRATADOS.
RECOMENDAM QUE
SEJAM SOMENTE
MONITORADOS E
MEDICADOS COM
DOMPERIDONA, POIS
AFIRMAM QUE O
TRATAMENTO PODE
CAUSAR UM
DESEQUILIBRIO NA
RESPOSTA
IMUNOLOGICA.
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5. TRATAMENTO ‘i:’k

N

Medlumentn Medicemants
Genérico Generico

VENDA 508
ACRICAD MEDICA

A MILTEFOSINA TEM
SIGNIFICANTE EFICACIA |
TERAPEUTICA E BOA
TOLERANCIA PARA O
TRATAMENTO DA LVC,
COM POUCOS,
AUTOLIMITANTES E
TRANSITORIOS EFEITOS
COLATERAIS. OS
EVENTOS ADVERSOS,
ESTAO RELACIONADOS
A ACAO DIRETA DO
FARMACO NO SISTEMA
GASTROINTESTINAL E
NAO DEVIDO A
ALTERACOES
SISTEMICAS; COM
BAIXO IMPACTO NO
QUE SE REFERE A
FUNCAO RENAL E
HEPATICA.




g

6. PREVENQAO i,
=

oA ANTAMAASTTARIA PARA CAIS -

43 O A BASE OF OELTAMETRINA

COLEIRA IMPREGNADA
COM DELTAMETRINA.

POSSUI ACAO
REPELENTE E INSETICIDA
SOBRE O FLEBOTOMINEO
E DEVE SER USADA NOS
CAES:
+ COMO MEDIDA DE
SAUDE PUBLICA

PARA A PREVENCAO
DA LVC

PARA EVITAR A

REINFECGAO NOS
ANIMAIS EM

TRATAMENTO.
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7. OBSERVAGOES li’k S

EUTANASIA NAO E A UNICA OPCAO. 0S MEDICOS VETERINARIOS

PODEM REALIZAR O TRATAMENTO,
SEMPRE QUE POSSIVEL.
OPTE PELA VIDA
O CAO MERECE.

A REDUCAO DOS TiTULOS DE ANTICORPOS PARA NIVEIS
NAO SIGNIFICATIVOS, SEGUNDO ALGUNS AUTORES,
OCORRE AO LONGO DO TEMPO, COM A TERAPIA
CONTINUADA COM ALOPURINOL E NAO ESTA
RELACIONADA A MELHORA CLINICA.
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9. Manuscrito

O manuscrito foi elaborado e submetido a revista Veterinary
Parasitology no dia 15/08/2023.

Evaluation of dogs in treatment for the visceral leishmaniasis in the

municipality of Bauru - Sdo Paulo

ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis is a neglected tropical disease that has been
showing significant geographic expansio. One of the pillars of Public
Surveillance Policies is the control of the source of canine infection.
Miltefosine is the drug approved for the treatment of dogs in Brazil. The aim
of this study was to evaluate the treatment, clinical evolution, parasitic load
and laboratory parameters of seropositive dogs; that can contribute to the
surveillance and control measures for Visceral Leishmaniasis in the
municipality of Bauru — S&o Paulo, Brazil. Thirty-four dogs were evaluated
quarterly for one year, and 19 dogs completed the treatment. Of the 15
losses, eight were due to treatment abandonment and seven were death;
being four due to leishmaniasis. In the first evaluation, the most frequent
symptoms were lymphadenopathy, desquamation, conjunctivitis and
onychogryphosis. After one year, 19 animals that remained in the treatment
were asymptomatic. The most altered patterns in the blood tests were:
erythrocytes, hemoglobin, packed cell volume, platelets, total protein,
albumin, globulin and albumin-globulin ratio. At the end of the evaluation,
there was an improvement in the hematimetric and biochemical parameters.
gPCR showed greater sensitivity than cPCR in monitoring the parasite load;
which decreased over the period, suggesting efficacy in the treatment of
dogs with CVL; even though there is no parasitic cure. Thus, our results
demonstrate that the treatment of dogs can be incorporated into public
health policy strategies. It is essential to strengthen and integrate health
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surveillance, research and technological innovation, in accordance with the
principles of the Unified Health System (SUS, in Portuguese), for the
protection, prevention and promotion of health, and improvement of the

population’s quality of life.

Keywords: Leishmaniasis, Dogs, Polymerase Chain Reaction, Single

Health, Public Health Surveillance.

1. Introduction

One Health approaches should be emphasizing collaboration
between human, animal and environmental health. Due to the risk of
transmission of infectious agents between them, and, associated with
environmental factors, it is suggested that research aimed at disease control
should be carried out by interdisciplinary teams with a comprehensive vision
(Palatnik-de-Souza, Day, 2011; Gebreys et al., 2014; Hong et al, 2020;
Shaheen, 2022).

Leishmaniases are zoonoses that fit into this concept: parasitic
diseases, associated with environmental degradation and affecting animals
and susceptible human population transmitted by vectors and caused by
protozoa belonging to the genus Leishmania. They are classified according
to the clinical presentations in Cutaneous Leishmaniasis (CL), Diffuse
Cutaneous Leishmaniasis (DCL), Mucocutaneous Leishmaniasis (MCL)
and Visceral Leishmaniasis (VL) (Bates, 2007; Palatnik-de-Souza, Day,
2011; Akhoundi et al., 2016; Burza et al., 2018).

As Brazil is one of the six countries with the highest number of human
cases; representing 16% of global cases and 97% of the Americas,
disordered urban occupation, poor sanitation and housing conditions,
malnutrition, environmental destruction with changes in the habitats of the
species involved in the transmission cycle have increased the importance of
VL in the public health context (Cerbino Neto et al.,, 2009; Brasil, 2006;
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Baneth et al., 2008; Who, 2010; Alvar et al., 2012; Pace, 2014; Akhoundi et
al., 2016; Opas, 2019; Who, 2021).

Dogs are the main reservoirs of VL in urban areas due to their high
population density, close contact with humans, high prevalence of
asymptomatic and oligosymptomatic carriers and being a source of food for
phlebotomines (Dantas-Torres, Brandao-Filho, 2006; Baneth et al., 2008;
Quinnell, Courtenau, 2009; Paltrinieri et al., 2010; Baneth et al, 2020).

The realization of canine seroepidemiological surveys for the
identification of infected animals with subsequent collection and euthanasia
aiming at the reduction of domestic reservoirs demand great effort from
municipal zoonosis control agencies, from Public Health laboratories for its
operationalization. Currently, the euthanasia of seropositive animals is
increasingly contested by different segments of society, including the
scientific community, with a consequent increase in refusals both for the
diagnosis of CVL and for the euthanasia of infected dogs (Passantino et al.,
2010; Costa, 2011; Dantas-Torres et al., 2018).

Canine treatment is still a challenge due to its complex pathogenesis
and miltefosine is currently the authorized drug for CVL in Brazil (Brasil,
2016). In addition, studies show that the association of miltefosine with
allopurinol is a promising alternative for treatment, which can minimize
relapses (Manna et al., 2015; Dias et al., 2020).

Considering the importance of the dog as a reservoir of Leishmania
and its role in maintaining the zoonotic cycle of transmission of urban
visceral leishmaniasis; considering the growing process of urbanization,
expansion and re-emergence of leishmaniasis in Brazil and worldwide;
considering the difficulty in controlling the disease using current protocols;
considering the growing demand for alternative methods to canine
euthanasia and the possibility of the development and use of drugs as an
auxiliary measure to the control of the disease; the study evaluated the

treatment of infected dogs through clinical, laboratory and parasite load
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analyzes to produce new knowledge for the review of CVL surveillance and
control actions with a view to incorporating strategies for public health
policies, with a focus on reducing or even interrupting transmission to
humans, based on the reduction of CVL incidence (Baneth, et al., 2008;
Harhay et al., 2011; von Zuben, Donalisio, 2017; Nogueira et al., 2019).

2. Materials and Methods

2.1. Animals and treatment

Based on an initial CVL prevalence (Matsumoto et al., 2021), four
neighborhoods were selected for further investigating dog cohorts, i.e., Pg.
Jaragud, Pousada da Esperanca, Geisel, and Beija-flor (Matsumoto et al.,
2022) From these cohorts, 34 seropositive dogs were evaluated and
selected for treatment against VL (Figure 1). The addresses of the canine
cases or human cases were geocoded by Addresses using a Google
API (Geary, 2021) and the coordinates were plotted in ArcGIS Pro 2.9.5.

Dogs with renal failure, pregnant and lactating females, with a
concomitant disease, previously treated with leishmanicidal or
leishmaniostatic drugs, were excluded.

The treatment was as follows: miltefosine (2mg/Kg/day/28 days,
orally), allopurinol (20mg/kg/twice daily/6 months, orally). After, allopurinol
(10mg/kg/twice  daily/continuous), domperidone (0.5-1.0mg/kg/twice
daily/30 days, orally), prednisone (0.5-1.0mg/kg/twice daily/if necessary). To
prevent reinfection, before starting treatment all dogs received deltamethrin-
impregnated collar (Scalibor®, MSD Animal Science).

The dogs were monitored with clinical, and laboratory and
evaluations were performed before (T-0), and every three months (T1, T2,
T3, T4).

2.3. Serological evaluation
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The serological investigation was performed by means of the
immunochromatographic Dual-Path Platform (DPP® rapid test Bio-
Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil), as screening test and the
immunoenzymatic test (EIE-LVE - Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil),

as confirmatory test.

2.4. Haematological and biochemical evaluation

Biological samples were collected for haematological and
biochemical tests and performed using commercial kits Bioclin® (MG,
Brazil), by an automated biochemical analyser Mindray BS-200 (China) and
haematological analyser Nihon Kohden MEK-6500 (Japan), as described by
the manufacturer. The following parameters were analyzed: red blood cells,
hemoglobin, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin,
mean corpuscular hemoglobin concentration, total blood protein,
leukocytes, segmented, rods, basophils, monocytes, eosinophils,
lymphocytes, platelets, urea, creatinine, total serum protein, albumin,

globulin and albumin/globulin ratio.

2.5. Molecular analyzes

The DNA extractions were performed using the automated extractor
(Loccus, Biotecnologia, Brasil), and magnetic bead extraction kits (MTTD-
P016 FAST T), and following the manufacturer’s instructions (Loccus,
Biotecnologia, Brasil). The quantification was evaluated in a
spectrophotometer (Epoch-Biotek, USA).

To evaluate the quality of the extracted DNA and the possible
presence of PCR inhibitors in the samples, the following primers for
amplifying the glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene were
utilized, according to Kullberg et al. (2006): GAPDH-F: 5'-
AGGCTGAGAACGGGAAACTT-3' and GAPDH-R: 5'-
ATTAAGTTGGGGCAGGGACT-3'.

131



Molecular detection was carried out through PCR by using the primer
pair LINR4 (5-GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3) e LIN19 (5-
CAGAACGCCCCTACCCG-3) (Aransay et al., 2000).

The reactions (25ul final volume) were run with the following
reagents: 20mM Tris HCI pH 8.4, 50mM KCI, 50mM MgClz, 0.2uM dNTP,
0.2uM of each primer, 0.2 units of Tag DNA polymerase, and 10ng DNA
template. The amplification mixture was incubated in a Veriti ™ 96-Well
Thermal Cycler” (Life Technologies, Carlsbad, USA).

Aliquots of the PCR products and a 100-bp DNA ladder (Invitrogen)
were loaded onto 1.5% agarose gel (Invitrogen) stained with SYBR® safe
(Invitrogen) and subjected to electrophoresis in TBE buffer (89 nM Tris-HClI,
89 mM boric acid and 20 mM EDTA) for 60min at 65V (Electrophoresis
Power Supply Model EPS 301; GE Healthcare.). The amplified DNA
fragments were visualized in an image analyzer Syngene® (DigiGenius,
USA) by using the EOS utility® Software (Canon, USA).

To determine the parasitic load, the SYBR® Green system was used
in the StepOne™ Plus Real Time PCR System (Life Technologies®,
Carlsbad, USA). The standard curve was performed with the DNA samples
from reference strains from the Leishmanias Collection of the Oswaldo Cruz
Institute (CLIOC FIOCRUZ) at the decreasing concentrations of parasites/ml
10%, 104, 103, 102, 10 and 10°. The target sequence used was 70 kDa heat
shock protein (hsp70), HSP70F (5'-AGGTGA AGGCGACGAACG-3") and
HSP70R (5'- CGCTTGTCCATCTTTGCTTC-3') (Hernandez et al., 2014).
The reactions were under the following conditions: 12.5 pL of Power SYBR®
Green PCR master Mix (Life Technologies®, USA), 5 uM of each primer,
8.5 uL ultrapure water and 2 uL of sample, totaling a final volume of 25 pL.
The amplification profile used was: 95°C for 10 minutes, followed by 40
cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 1 minute and one step for the dissociation
curve of 95°C for 15s, 60°C for 1 minute and 95°C for 15s. The amount of

DNA present in the samples was expressed in relation to the standard curve
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of each assay.

2.6. Ethical statement

The present study was approved by the Ethics Committee on the use
of Animals n. 02/2020 and Research Ethics Committee of Adolfo Lutz
Institute n. 59L-2019.

3. Results

Figure 1 shows the geographic location of the 34 animals, correlating
with the historical series (2003-July 2023), referring to the occurrence of
human cases of visceral leishmaniasis.

Figure 1: Geographic location of 34 animals, treated for visceral
leishmaniasis in the municipality of Bauru, correlating with cases of human

visceral leishmaniasis.
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Clinical evaluation

Table 1 showed some characteristics of clinical-pathological
abnormality associated with the disease, in the five treatment phases (times
0 to 4).

Table 1 - Dynamics of clinical signs commonly reported for Canine Visceral

Leishmaniasis in animals submitted to treatment over 12 months

Times Zero 1 2 3 4

Number of animals 34 30 27 22 19

N % N % N % N % N %
Lymphadenomegaly 18 52.94 11 36.66 5 18.51 3 13.63 0 0.00
Scaling 10 29.41 3 10.00 4 1481 0 0.00 0 0.00
Conjunctivitis 10 2941 4 1333 4 1481 2 9.09 1 5.26
Onychogryphosis 8 2352 5 16.66 4 1481 2 9.09 0 0.00
Anorexia/hyporexia 1 300 1 333 0 000 0O 0.00 0 0.00
o Keratitis 3 882 1 333 1 37 1 454 0 0.00
o Ulcers 2 600 2 20.00 0O 000 O 0.00 0 0.00
2 Alopecia 1 300 0O 000 O 0.00 O 0.00 0O 0.00
_S Pruritus 14 41.17 5 16.66 5 1851 0 0.00 O 0.00
£ Hyperpigmentation 1 300 1 333 0 0.00 0O 0.00 0O 0.00
O Epistaxis 0O 000 0O 000 O 000 1 454 0 o0.00
Onychogryphosis 8 2352 5 16.66 4 1481 2 9.09 0 0.00
Claudication 1 300 0O 000 O 0.00 O 0.00 0O 0.00
Neurological symptoms 0 0.00 0O 000 O 0.00 0O 0.00 0 0.00
Fever 0O 000 O 000 O 0.00 O 0.00 0 0.00
Muscle atrophy 1 300 0 000 O 000 O 0.00 0 0.00

The animals were evaluated at the beginning of treatment (TO) and
at T1 (3 months), T2 (6 months), T3 (9 months) and T4 (12 months) after
the first dose of treatment.

Laboratory evaluation
The mean and standard deviation of the haematological findings are

shown in Table 2.

Table 2 - Effects of treatment miltefosine on haematological parameters in

dogs with visceral leishmaniasis at times 0 to 4.
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. Time 0 Time 1 Time 2 Time 3 Time 4
Hematological parameters
M - DP M - DP M - DP M - DP M - DP
Red blood cells - million/mm3 6.5-1.9 7.3-13 73-14 74-1.2 74-1.2
Hemaoglobin - g/dl 146 -4.0 156-3.4 16.0-3.2 16.0-2.7 16.5-2.6
GV -% 42.0-12.0 454-10.0 46.4-8.8 470-7.6  480-76
MGV - u? 640-47 643-40 636-33 63.0-35 6.3-8.3
MCH - pg 220-12 220-09 220-11 220-11 220-14
MCHM - g/di 344-14 340-26 347-10 345-10 347-10
TP - g/dI 9.0-12 9.0-15 87-14 84-1.2 83-1.0
T-Leukocytes - mil/mm3 8.0-3.1 7.8-2.6 8,1-3.0 8.1-3.0 8.1-3.0
Segmented - mil/mm3 5060 - 2282 4929 - 2151 5516 - 2267 5365 -2098 5223 - 1930
Rods - mil/mm3 0.0-0.0 0.0-0.0 0.0-0.0 0.0-0.0 0.0-0.0
Basophils - mil/mm3 0.0-0.0 0.0-0.0 0.0-0.0 0.0-0.0 0.0-0.0
Monocytes - mil/mm3 485 - 351 561 - 337 490 - 282 385 -281 376 - 230
Eosinophils - mil/mm3 477-396 589 - 559 655 - 505 681 - 905 733 -954
Lymphocytes - mil/mm3 1747-971 1590-751 1740-730 1588-809  1635-893
Platelets - mil/mm3 176 - 69 207 - 96 183-91 187 -94 191-90
Urea - mg/dl 49.0-403 440-31.3 38.0-240 420-26.7 40.0-20.0
Creatinine - mg/dl 1.0-0.3 09-0.3 09-03 096-04 094-0.34
TP - g/dI 7.8-1.0 76-1.4 74-1.0 7.0-1.3 70-1.1
Albumin - g/dl 30-15 3.0-06 3.1-0.6 3.3-09 3.3-0.6
Globulin - g/dI 48-1.7 50-15 42-15 40-15 3.7-14
A/G ratio 0.7-04 077-041 085-04 09-04 1.0-04

Legenda: GV (Globular Volume); MGV (Mean Globular Volume); MCH (Mean Corpuscular
Hemoglobin); MCHM (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration); TP (Total Proteins).

The amplification of Leishmania parasite DNA in the cPCR analysis

was observed in Table 3 and the Table 4, the distribution of parasite load in

gPCR.

Table 3: Distribution of positivity for Leishmania spp. in different samples,

in cPCR, at different times of treatment.
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Samples T-0 T-1 T-2 T-3 T-4
32.35% 16.66%  11.11% 4.54% 5.26%

Blood
(11/34) (5/30) (3/27) (1/22) (1/19)
11.76% 3.33% 7.4% 4.54% 5.26%
Serum
(4/34) (1/30) (2127) (1/22) (1/19)
Lymph 50% 45.45% 40% 33.33% 0%
node (9/18) (5/11) (2/5) a/3) (0/0)

Table 4 - Distribution of parasite load for Leishmania spp. in different
samples, in gPCR, at different treatment times.

gPCR Time 0 Time 1 Time 2 Time 3 Time 4

Parasite/mL Lin B Sor Lin B S Lin B S Lin B S Lin B S

N 18 34 34 11 30 30

5 26 26 3 21 21 O 18 18

negative 0 13 21 2 23 24 0 19 23 1 20 18 0 17 17
>1 <107 2 7 5 4 2 2 3 3 1 2 0 o 0 1 1
>102<108 4 3 2 0 0 O 1 1 0 0 0 O 0 0 O
>10% <104 8 8 6 4 4 4 1 2 2 0 0 2 0 0 O
>10% < 10° 4 3 0 1 1 0 0 0 O 0 1 1 0 0 O

Legenda: qPCR (Real-time polymerase chain reaction); Lin (Linphnode); B
(Blood); S (Serum).

4. Discussion

Throughout the treatment it was possible to observe that there was a
decrease in the number of animals analyzed. In our studies, the percentage
of treatment dropout was 23.5% (8/34). The rate of loss of animals over an
analysis period is common in studies (Reithinger et al., 2004; Leite et al.,
2018). Regarding deaths, Andrade et al. (2011) obtained 14.3% of dog
deaths after treatment with miltefosine alone and Lisboa et al. (2018)
obtained 24% of death in animals with the associated treatment of

miltefosine with allopurinol. In our studies, there were seven deaths, but four
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(11.76%) occurred from CVL. Thus, our rates are considered lower than
those of other related studies.

The treatment of dogs with miltefosine associated with allopurinol has
been reported by several authors, with different results (Manna et al., 2008;
Mird et al., 2009; Woerly et al., 2009; Nogueira et al., 2019; larussi et al.,
2020; Ayres et al., 2022).

According to the guidance of the LEISHVET group, which classifies
dogs with CVL into stages (according to clinical and laboratory evaluation)
and with the support of other researchers, animals in stage | (low antibody
titer and with only one or two symptoms of CVL) should not be treated. They
recommend that they are only monitored and medicated with Domperidone
as they state that the treatment can cause an imbalance in the immune
response (Mir6 et al., 2018; Leishvet, 2018).

Some authors have stated that the end of treatment should be
conditional on three conditions: disappearance of symptoms, normalized
hematological, biochemical and urinary profile and in the serological
evaluation (quantitative) the result should be below the cut-off value
(Solano-Gallego et al., 2011).

We started with 34 animals (time zero) and, at this time, most of the
dogs were oligosymptomatic - subclinical infection. According to many
authors, clinical disease is much less frequent than subclinical disease.
There are reports that in endemic regions there is a 60% prevalence of
infected animals detected by molecular diagnosis and only 5% of sick
animals (Solano-Gallego et al., 2011; Hosein et al., 2017; Marcondes, Day,
2019; Alcover et al., 2021).

The symptoms that predominated at the beginning of treatment were:
lymphadenomegaly (popliteal), onychogryphosis, conjunctivitis and
cutaneous signs of desquamation, which corroborate the findings of other
authors (Ciamarella et al., 1997; Amusategui et al., 2003; Solano-Gallego et
al., 2009; Solano-Gallego et al, 2011; Meléndezz-Lazo et al., 2018; Ayres et
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al., 2022).

Although there are many papers reporting improvement of clinical
signs, some symptoms persist during and at the end of treatment. The most
frequent are lymphadenomegaly and dermatitis (Mir6 et al., 2009, larussi et
al., 2020), lymphadenomegaly and conjunctivitis (Dias et al., 2021),
lymphadenomegaly, dermatitis and ophthalmic changes (Ayres et al., 2022).
There are no reports of complete remission of symptoms associated with
absence of laboratory changes (Andrade et al., 2011; Nogueira et al., 2019;
Dias et al., 2020).

At the end of the evaluation at one year of treatment, absence of
clinical signs related to CVL was observed in the 19 animals; however, one
female showed weight loss as she developed pseudocyesis and another
maintained signs of chronic conjunctivitis that was followed since the first
evaluation.

In the first evaluation (time zero), the most frequent hematological
changes observed were a moderate decrease in the number of red blood
cells in 27.27% of the animals, as well as in the concentration of hemoglobin
(30.30%), globular volume (27.27%) and platelets (45.45%). The values of
red blood cells, hemoglobin and VG improved during the evolution of the
treatment, corroborating the data in the literature (Ciamarella et al., 1997;
Amusategui et al., 2002; Noli, Saridomichelakis, 2014; Meléndezz-Lazo et
al., 2018; Silva et al., 2018; Dias et al., 2020; Cabré, et al., 2021).

There were few changes in the white series, a fact also observed by
other authors (Ciaramella et al., 1997; Koutinas et al., 2001; Gaskin et al.,
2002; Corona et al., 2004). Platelets remained decreased during and at the
end of the evaluation, with percentages of T0-45.45%, T1- 37.93%, T2-52%,
T3-52.38% and T4- 57.89% of the dogs, as reported by other authors
(Santos et al., 2020).

The causes of thrombocytopenia in CVL are related to depletion of

thrombocytopoiesis, immune-mediated factors, platelet destruction and
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vasculitis (Ciaramella et al., 2005; Terrazano et al., 2006.; Freitas et al.,
2012). The persistence of thrombocytopenia could be related to traumatic
venipuncture, as reported and termed pseudothrombocytopenia (Wills,
Wardrop, 2008). In dogs with CVL, anemia can be explained by chronicity
of the disease, chronic renal failure, bleeding (epistaxis, gastroenteritis),
bone marrow depression, immune-mediated hemolysis, and decreased lipid
fluidity of the erythrocyte membrane and subsequent splenic sequestration.
(Koutinas et al., 1999; De Luna et al., 2000; Trépia de Abreu et al., 2011).

At the beginning of treatment, total protein levels were increased in
50% of the dogs, albumin decreased in 47.05% and globulin increased in
38.23% of them. The albumin-globulin (A/G) ratio was decreased in 29.11%
of the animals evaluated, results widely described in the literature as the
most common laboratory finding in CVL (Ciamarella et al., 1997; Andrade et
al., 2011; Noli, Saridomichelakis, 2014; Da Silva et al., 2018).

Elevated serum protein occurs due to hyperglobulinemia and may be
associated with hypoalbuminemia (proteinuria, malnutrition) (Koutinas et al,
1999). The reduction of antibody titers to non-significant levels, according to
some authors, occurs over time with continued allopurinol therapy and is not
related to clinical improvement (Miré et al., 2009; larussi et al., 2020).

At the end of treatment, the values of red blood cells and globular
volume improved, however there was a slight decrease in hemoglobin, with
78,94%, 73,68% and 57,89% respectively of normal frequency. Platelets
remained decreased in 57,89% of the animals. Urea values remained
constant, with a slight worsening in creatinine values (T0-100% normal, T4-
89,47%).

The increase in creatinine levels can be explained by accumulation
of antigen-antibody precipitate in the nephrons and not by miltefosine, since
the drug is not nephrotoxic (Esch et al., 2015; Dorlo et al., 2012).

However, PT (total protein) remained high in 42,10% of the animals;

albumin decreased by 47,05% at time zero and 21,05% at time four.

139



Globulin was increased in 38,23% of the animals at TO and in 26,31% at T4.
The albumin/globulin ratio remained low, ranging from 29,11% at TO to
26,31% at T4.

In general, we can state that there was an improvement in the
hematological and biochemical parameters of the animals; taking into
account that the increased levels of total protein and decreased A/G ratio
are directly related to the amount of antibodies, which tends to decrease late
in life (Mir6 et al., 2009; larussi et al., 2020).

Some authors reported improvement in most hematological and
biochemical indices (Bianciardi et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2016;
larussi et al., 2020; Santos et al., 2020). Dias et al. (2020) e Mateo et al.
(2009) obtained the same results, with the exception of globulin levels and
the A/G ratio which remained high.

Other hematimetric values improved in 56% of the treated animals;
however, the A/G ratio improved only in 25% (Woerly et al., 2009).

Research has shown that the values of red blood cells, globulins and
A/G ratio would be the most important for monitoring treatment (Koutinas et
al., 2001; larussi et al., 2020). Other authors have stated that the A/G ratio
is the best parameter for the clinical evaluation of animals (Amusategui et
al., 2003; Costa Val, 2004, Reis et al., 2006; Ribeiro et al., 2013).

Of the four deaths related to the progression of CVL, the possible
causes observed were: misunderstandings in the administration of
medication by the guardian - under- or overdoses, discontinuation of
treatment, difficulty in understanding the intervals between doses and the
dosage,; little interest - little bond between the owner and their dog, lack of
understanding of the importance of treatment for the animal and for public
health; loss of medication; absence from scheduled returns - without
necessary clinical and laboratory follow-up; various socioeconomic
difficulties - lack of financial resources for complementary examinations in

animals with suspected comorbidities and to fuel the vehicle and transport
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their animal (Provérbio et al., 2014). According to all the difficulties listed
above, we understand that we cannot attribute the deaths that occurred to
the ineffectiveness of the drugs used, but to other extrinsic factors that
hindered the efficiency of the treatment.

Blood samples are considered less invasive and, for this reason, well
accepted by animal owners; in addition to having good sensitivity, according
to some authors. They are a good option for large-scale diagnosis (Maia et
al., 2009). However, they are not suitable for treatment follow-up due to the
transience of parasitemia during the course of the disease and should be
replaced by other tissues - lymph node aspirate or skin biopsy. They also
emphasized that, although the lymph node is a good tissue, it needs to be
enlarged enough to perform the aspiration puncture; a fact that usually does
not occur in asymptomatic dogs (Manna et al., 2004; Mohammadiha et al.,
2012).

Urine can also be a good option, both for diagnosis and for treatment
follow-up when the disease progresses to nephropathy associated or not
with hematuria. It is not considered invasive and, in these cases, the parasite
load can be high and higher than in blood samples (Manna et al., 2008).

Other authors have stated that the presence of the parasite in blood
and serum are inconsistent (Tsokana et al., 2014; Dantas-Torres, et al.,
2016). In our studies, we found that samples from lymph node punctures
proved to be the best tissue type for diagnosis and follow-up of CVL
treatment (Manna et al., 2009).

Studies consider the spleen and lymph nodes to be the best samples
for diagnosis, as they are tissues of choice for leishmania (invasion and
multiplication) and that bone marrow aspirate could be an option when the
animal does not present lymphadenomegaly; although there are variations
in the distribution of parasites in this tissue, which may alter the results of

the parasite load (Maia et al., 2009). In our study, the absence of
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lymphadenomegaly in some animals affected the molecular assessment of
parasite load in that tissue (Manna et al., 2004).

Among the seropositive animals evaluated, 47,06% were positive in
cPCR in at least one of the samples evaluated (blood, serum or lymph
node). According to Lopes et al. (2016), cPCR is a very efficient method,
presenting better results when using more than one sample from the same
animal, because some biological samples are more sensitive than others.
Another important point to highlight is that the association between two
samples increases the sensitivity of the molecular diagnosis of
leishmaniasis.

In endemic areas, serological tests are usually more sensitive, as
there is a great exposure of the dog to the parasite (Martinez et al., 2011,
Lopes et al., 2017). In an endemic region of Pernambuco, the positivity
values obtained in serological tests were 71,4% (127/178) with TR-DPP®,
70,2% (125/178) EIE and 50,6% (90/178) with RIFI and in molecular tests,
positivity was 20,2% (36/178) in cPCR and 38.8% (69/178) in qPCR
(Evaristo et al.,, 2021). In a study in the same region as ours, when
performing molecular assays on TR-DPP®-positive samples, 63,9% of the
samples were positive for cPCR and 65% for qPCR (Paiva-Cavalcanti et
al., 2010; Ramos-Augusto, 2018).

The performance of cPCR is still a matter of discussion in
leishmaniasis, as some authors have presented results with high sensitivity
(Fisa et al., 2001; Lachaud et al., 2002; Manna et al. 2004), while others
showed lower sensitivity when compared to gPCR; in addition to stating
that the cPCR technique requires electrophoresis (agarose gel run), the
risk of contamination of samples and intoxication of the researcher by the
presence of the ethidium bromide reagent (Silva et al.; 2001; Ramos, et
al.; 2012; Borja et al., 2016).

In addition, some factors may interfere with PCR, including the

presence of inhibitors, factors related to primers and the DNA extraction
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protocol, as well as the sensitivity of cPCR may depend on the type of
sample evaluated (Silva et al., 2017).

Parasite load in blood tends to vary over time and can give false
negative results if collected at a time when it is low (Strauss-Ayali et al.,
2004). In addition, blood is a passage tissue, as the parasite has a
predilection for organs such as the lymph node, liver, spleen, bone marrow
and skin (Oliveira et al., 2015). Thus, DNA detection may be lower compared
to other tissues due to low and transient parasitemia (Lopes et al., 2017;
Riboldi et al., 2018).

In one study, parasite load was assessed by comparing skin, lymph
node, bone marrow and conjunctival swab samples. The skin was the one
that showed the best result with the highest amount of parasites and the
conjunctival swab the worst. They observed that the sensitivity of lymph
node and bone marrow samples was the same in the majority of CVL
animals (Chagas et al., 2021). It should be considered that lymph node
sampling is much less invasive and faster in its execution when compared
to bone marrow sampling (Marcelino et al., 2020).

Skin samples, in the opinion of several authors, allow the assessment
of the risk of transmission from the vector to the dog and are the best option
for diagnosis and follow-up of infection when compared to blood and spleen
samples (Chagas et al., 2021; Scorza et al., 2021; Ayres et al., 2022).
However, these studies are recent and at the time of the experimental
design of our work, skin collection was not included.

Thus, the work demonstrated that gPCR is a good method both for
complementary diagnosis to be used in the monitoring of positive dogs,
confirming the serological diagnoses of leishmaniasis, and for monitoring
the parasite load throughout the treatment. It is important to note that the
applicability of CVL diagnosis by molecular biology is not yet a reality for
many laboratories, which lack physical structure, equipment and reagents,

as well as trained human resources (Lopes et al., 2017; Travi et al., 2018),
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but this diagnosis contributes to the surveillance and control actions of

Canine Visceral Leishmaniasis in a more assertive and efficient way.
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INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CONSELHO TECNICO CIENTIFICO - CTC/ IAL Cosseima Tecnico

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS D&
Sao Paulo, 14 de junho de 2023.

Projeto: CTC-IAL 59-L/2019

“Uso da miltefosina como tratamento em caes sorologicamente positivos para
Leishmaniose visceral no municipio de Bauru - Sao Paulo”

Coordenacao: Virginia Bodelao Richini Pereira
Prezado(s) Coordenador(es)

Comunicamos que o projeto CTC-IAL 59-L/2019 foi cadastrado no Conselho Técnico
Cientifico do Instituto Adolfo Lutz, apdés aprovacao quanto o mérito cientifico e apos
aprovacao quanto aos aspectos éticos pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

do Instituto Adolfo Lutz em 27 de outubro de 2020 (Protocolo CEUA-IAL 02/2020).

Atenciosamente,

ALl RO

ADRIANA PARDINI VICENTINI
Presidente do CTC/IAL

12 Via: Coordenador

22 Via : Diretor de Ndcleo
3? Via: Diretor de Centro
42 Via: CTC
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Anexo 3

Governo do Estado de Sao Paulo
_ Secretaria da Saide
Comissao de Efica no Uso de Animais - CEUA - 1AL

Parecer Técnico

Nimero de Referéncia: Parecer CEUAJIAL n® 02/2020

Documento de Referéncia: Projeto de Pesquisa 01/2020

Interessado: Virginia Bodeldo Richini Pereira

Assunto: Uso da miltefosina como tratamento em ces sorologicamente positivos para
Leishmaniose visceral no municipio de Bauru ? S3o Paulo

Vimos pelo presente informar que o Projeto de Pesquisa Cientifica "Uso da
miltefosina como tratamento em cies sorologicamente positivos para Leishmaniose visceral
no municipic de Bauru - Sio Pauloe”. sob coordenacio da Dra. Virginia Bodelio Fichim
Pereira, for APROVADO, sendo autonzada a utlizacde de 50 (cinguenta) cies domeésticos (
Canis lupus familians), com grupe defimdo com animas de géneros, massa e 1dade variavels.

E importante salientar que a autoniza¢io supra € vilida pele periodo de 3 (trés) anos
a partir da enussdo deste parecer, conforme mdicado no projeto apresentado. e ressaltamos que
quaisquer alteragbes nos protocolos de pesquisa, assim como necessidades de mtermupgio ou
extensio dos protocolos, deverfo ser comumicadas a CEUA-TAL.

Outrossim. informamos que deverfio ser encaminhados relatonos amuais e relatono
final para avaliagio desta comssdo com relagdo ao andamento ou conclusdo do projeto.

Atenclosamente,

So Paulo, 27 de outubro de 2020.

Adriano Abbud
. COORDENADOCR
Comisséo de Efica no Uso de Animais - CEUA - 1AL

Classif. docurnental | 001.01.05.008

Assinado com sarharur ADRIANO ABBUD - 2710720 3s 17:15:32.
Documento N 28721083132 - consulta a autenticidade em
hitps-ifaww. documentos spsempapsl sp.gov br'sigaswpubliciapplautenticar?n=0872108-3132

SIGA_n
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GOVERNO DO ESTADO DE SAD PAULD

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE ““ |||||
ﬁmnnomin&g COORDENADORIA DE CONTROLE DE DﬂE"{,‘.ﬂS m
P INSTITUTO ADOLFO LUTZ

CENTRO DE LABORATORIOS REGIOMAIS - CLR IT — BAURU

Gostariamos de convida-lo para participar da pesquisa de nome “Uso da Miltefosina
como tratamento em cies sorologicamente positives para Leishmaniose Visceral no nmnicipio
de Bauru-Sio Paulo™

A Leishmaniose Visceral é uma importante zZocnose, gque acomete os homens e os
animais. Na zona wbana, o3 cdes sio oz animais conmmente afetados, e, assim como oz
homens, adoecem e podem morrer. O tratamento canino nfic € mais proibido, desde que sejam
seguidos todos os protocoloes.

Este documento informa que o projeto citado acima tem o objetive de oferecer
gratuitamente o fratamento acs cdes infectados, acompanhamento por meic de exames
laboratoriais e encoleiramento durante dois ancs, tudo sob supervisio veterinaria. Os animais
serdo avaliados a cada 4 meses, em local e hora previamente acordado, sempre pricrizando nio
interferir na rotina da familia

Dessa forma, fica esclarecida sua participacio voluntaria nesta pesquisa, sendo possivel
dela nic participar on se retirar a qualgquer momento, sem qualquer prejuize, caso decida pela
eutanasia do sep animal Qualguer dovida que o (a) senhor (a) ou seus familiares possam ter,
podem ser respondidas pelas pesquisadoras responsaveis, Dra. Virginia Bodeldo Richini Pereira
e Valéria Medina Camprigher, nos telefones e enderego abaixo.

Portanto, don men consentimento livre e esclarecido.

Nome do Participante

Assinatura do Participante ou Responsavel

Nome dos Pesquisadores: Virginia Bodeldo Bichini Pereira, Valéna Medina Camprigher

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Enderego: Rna Henrique Hunzicker, quadra 1, 5/N, fone 3103-8050 e 99793-0975

Data:....... [ —
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