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ACHADOS OFTALMICOS DE CAES NATURALMENTE ACOMETIDOS POR
LEISHMANIOSE VISCERAL, SUBMETIDOS ATERAPIA COM
MILTEFOSINA

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) canina caracteriza-se por uma enorme
variabilidade de manifestacfes clinicas, dentre elas, lesbes dermatolégicas e
oculares. Poucos séo os estudos com as alteragcdes do segmento posterior de
olhos de cédes acometidos pela doenca, devido, principalmente, a opacidade do
segmento anterior. O objetivo do trabalho foi avaliar e descrever as principais
alteracdes fundoscoépicas e eletrorretinograficas observadas em cées
naturalmente acometidos por LV, antes e apés o tratamento com a miltefosina.
Foram selecionados oito cdes, que ndo apresentavam outras doencas
infecciosas ou vasculares, e apresentassem meios oculares transparentes.
Utilizaram-se registros fotograficos do segmento posterior e a avaliagdo da
funcionalidade da retina através da eletrorretinografia (ERG). Os achados de
fundoscopia incluiram atenuacdo vascular, hiperrefletividade, pigmentacéo
retiniana, embainhamento vascular, hiperpigmentacdo peripapilar, hemorragia
sub-retiniana, turbidez vitrea, papiledema e tortuosidade vascular. Todos o0s
animais se beneficiaram clinicamente da terapéutica medicamentosa, nao
sendo mais encontradas hemorragia sub-retiniana e turbidez vitrea apos
tratamento, e somente um animal permanecia com a lesdo de embainhamento
vascular. A avaliacdo dos registros de ERG mostrou diminuicdo da amplitude
de onda “b” nas respostas de bastonetes e maxima resposta entre 0s
momentos. Conclui-se que a LV promove alteracdes no fundo de olhos de caes
antes mesmo da ocorréncia de perda visual e a miltefosina € eficaz no
tratamento da doenca, porém promovendo poucas mudancas dos achados de

fundoscopia e de ERG.

Palavras-chave: antiprotozoario, eletrorretinografia, fundo de olho,

leishmaniose visceral



FINDINGS DOGS OPHTHALMIC NATURALLY AFFECTED BY VISCERAL
LEISHMANIASIS, UNDERGOING THERAPY WITH MILTEFOSINE

ABSTRACT - Visceral leishmaniasis (VL) canine is characterized by a huge
variability of clinical manifestations, among them skin and eye damage. Few
studies of the changes of the posterior segment of an eye of dogs affected by
the disease, mainly due to the opacity of the anterior segment. The objective
was to assess and describe the main fundus and ERG changes observed in
dogs naturally affected by LV before and after treatment with miltefosine. Eight
dogs were selected which showed no vascular or other infectious diseases, and
to produce clear ocular media. They used photographic records of the posterior
segment and evaluation of retinal function by electroretinography. The findings
included fundus vascular attenuation, increased reflective, retinal pigmentation,
vascular sheathing, peripapillary hyperpigmentation, subretinal hemorrhage,
atrophy of the optic disk, vitreous turbidity, papilledema, vascular tortuosity. All
animals were clinically benefit of drug treatment, no longer found bleeding
subretinal and vitreous turbidity after treatment, only one animal was to vascular
sheathing. The evaluation of the ERG records showed decreased amplitude
wave "b" in the responses of rods and maximum response between times. It
concludes that the LV promotes changes in the dog's eyes background even
before the occurrence of visual loss and miltefosine is effective in treating the

disease, but provided few changes of fundus findings and ERG.

Key words: antiprotozoal, electroretinography, eye fundus, visceral

leishmaniasis
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Leishmaniose visceral canina no Brasil e no mundo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca grave e considerada pela
Organizacdo Mundial de Saulde (OMS) como sendo uma endemia re-
emergente, negligenciada e prioritaria no mundo (DANTAS-TORRES et al.,
2006).

No mundo, o Calazar, como também é conhecida, € endémica em 62
paises, com um total de 200 milhdes de pessoas em risco, e cerca de 500.000
Novos casos por ano em todo o mundo, sendo 90% dos casos ocorrendo na
india, Bangladesh, Suddo e Brasil (MANNA et al., 2009). Na América Latina, a
doenca foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90 % dos casos

ocorrem no Brasil, especialmente no Nordeste (BRASIL, 2006).

Os dados epidemiologicos de 2002 revelaram a peri-urbanizacdo e a
urbanizacdo da leishmaniose visceral, destacando-se surtos ocorridos no Rio
de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA),
Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE),
Camacari (BA) e mais recentes as epidemias ocorridas nos municipios de Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL, 2006).

Mudancgas epidemiologicas, devido principalmente & sua urbanizacgéo,
alteracdes climaticas e a prépria adaptacdo da doenca, vem aumentando
significativamente o nimero de casos caninos e humanos, tornando um grave
problema de saude publica em todas as regides do Brasil (BRASIL, 2006).
Ainda, atribui-se uma maior incidéncia a mudancas populacionais e viagens
internacionais, sendo maior encontrada em criancas, como também em

pessoas imunossuprimidas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
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transplantadas. Casos esporadicos sao descritos em adultos néo infectados
(MANNA et al., 2009).

A LV é uma enfermidade infecciosa ndo contagiosa, severa, de carater
cronico, causada por mais de 20 espécies de protozoarios do género
Leishmania, e que apresentam diversidades clinicas significantes (DANTAS-
TORRES et al., 2006; DESJEUX, 2004; MANNA, et al., 2009).

A Leishmania donovani é responsavel pela LV no Subcontinente Indiano
e Africa Oriental, enquanto a Leishmania infantum e Leishmania chagasi s&o
predominantes na Bacia do MediterrAneo e nas Ameéricas, respectivamente
(MANNA et al., 2009). Os seres humanos sdo o0 Unico reservatério conhecido
de L. donovani. Canideos e caes domésticos sdo reservatérios hospedeiros
para L. infantum e chagasi (DANTAS-TORRES et al., 2006; DESJEUX, 2004).
Os cées sao considerados os principais reservatorios deste parasito no ciclo
epidemioldgico da doenca (GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

A forma mais aceita de transmissao do parasita para 0 homem e outros
hospedeiros mamiferos é através da picada de fémeas de artropodes, dipteros
da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Phlebotomus (no
Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo), e conhecidos popularmente por
flebotomineos (ALENCAR et al., 1991; DANTAS-TORRES et al, 2006;
NOGUEIRA, 2007).

No Brasil, a Lutzomyia longipalpis é o principal vetor responsavel pela
disseminacao e transmissédo da doenca (BRASIL, 2006). O vetor ao picar um
animal infectado, ingere juntamente com o sangue células do sistema
mononuclear fagocitario contendo amastigotas, e assim permanecem no
intestino do flebotominio, sofrendo divisbes constantes e mudando
progressivamente para formas promastigotas, paramastigotas metaciclicas
infectantes e durante um novo repasto sanguineo, infectam outro hospedeiro
vertebrado (BRIFFOD, 2011).

Na sua superficie, as formas paramastigotas metaciclicas infectantes
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expressam grande quantidade de LPG e de gp63, que em conjunto sao
responséveis pela protecdo do parasita da acdo de enzimas liticas no
hospedeiro invertebrado, quanto da acdo das células de defesa do hospedeiro
vertebrado (OLIVER et al., 2005).

Apds a inoculagdo do parasita na pele, ocorre uma resposta inflamatoria
local sendo inicialmente encontrados neutréfilos, eosindfilos, macrofagos,
células Killer (NK) e posteriormente linfocitos (DAY, 2004). Alguns
pesquisadores relatam que a saliva dos flebotomineos exerce importante papel
na transmissdo da Leishmania, potencializando a infec¢do, quer seja pela sua
capacidade anticoagulante, quer por conter peptideos (Maxadilan) de grande
poder vasodilatador (BRIFFOD, 2011).

O cao representa um papel importante no ciclo epidemiolégico da
doenca, pois pode apresentar intenso parasitismo cutéaneo e assim servir de
fonte de infeccdo para o vetor, aumentando a transmissdo. Além disso, vivem
dentro de casas ou nas suas proximidades, favorecendo o ciclo (MANNA et al.,
20009).

A leishmaniose visceral (LV) canina caracteriza pela sua enorme
variabilidade de manifestacdes clinicas, devido basicamente a fatores
individuais relacionados exclusivamente ao tipo de resposta imunolégica
desenvolvida, grau de infestacdo parasitaria, tempo de evolucdo e aos 6rgaos
afetados (FERRER, 1995). Em alguns casos, tanto humanos como caninos

podem ter infec¢cBes assintomaticas por longos periodos (MANNA et al., 2009).

1.2 Manifestacdes clinicas da LV canina

A resposta imune do animal no momento da infec¢éo e posterior a ela €
um fator determinante no desenvolvimento dos mecanismos patogénicos e

sinais clinicos. Assim, ndo sdo todos 0s animais que manifestam a doenca
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clinica (ALVAR et al., 2004; GREENE, 2006).

A susceptibilidade do hospedeiro a doenca depende diretamente da
resposta imunoldgica dos linfocitos T e a imunidade celular € mais importante
gue a humoral para a replicacdo do parasita, progressao ou cura da doenca
(GREENE, 2006). O animal infectado inicialmente ndo tem sintomas aparentes,
porém, pode posteriormente apresentar uma forma progressiva da doenca,
ocorrer remissdo até a cura, ou ainda, nunca desenvolver a enfermidade
(PINELLI et al., 1999).

O estabelecimento de uma resposta imune protetora ou nao exige
também antigenos apropriados presentes nas células, a indugcdo e a
proliferagcdo de células T e a ativacdo de macrofagos eficientes no controle da
infeccdo. As sub-populacbes de células T que expressam a molécula de CD4
(células T auxiliares: T helper = Th) podem ser subdivididas em linhagens Thl
e Th2, e s&o distinguiveis pelas citocinas produzidas e pelos efeitos
imunolégicos que elas comandam. As células Thl produzem principalmente as
interleucinas 2 (IL-2) e 12 (IL-12), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-y
(IFN-y) que pode iniciar a imunidade celular mediada, citotoxicidade e controle
da infeccdo. As células Th2 mediam a imunidade humoral, através da producéo
predominantemente das interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13 e apresenta
comportamento antagonista das células Thl, com producdo de grande
guantidade de imunocomplexos que irdo se depositar na parede dos vasos em
diversas regides do organismo, constituindo o componente mais patogénico da
enfermidade (BRIFFOD, 2011; DAY, 2004).

A leishmaniose é uma enfermidade de curso crbnico, cujos sinais
clinicos iniciam 3 meses a 7 anos apoés a infeccdo. Com a resposta imune, 0s
linfécitos T esgotam-se nos o6rgaos linfoides e entdo, inicia-se a proliferacao
das células B, histiécitos, macrofagos e células plasmaticas resultando em
aumento  generalizado dos oOrgdos linfoides  (linfadenomegalia e

esplenomegalia) e hiperglobulinemia. Anemia e trombocitopenia séao
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frequentemente observadas e ocorre ainda, presenca de imunocomplexos
circulantes que ocasionam vasculite, poliartrites, uveites e glomerulonefrites
(GREENE, 2006).

As alteracbes dermatoldgicas estdo presentes na maioria dos casos,
sendo que o0s sinais mais comuns sdo: dermatite descamativa seca com ou
sem alopecia; dermatite ulcerativa em saliéncias 6sseas e margem interna da
pina; dermatite nodular; hiperqueratose nasal e digital; e dificuldade de
cicatrizacao (BRIFFOD, 2011; FONDATI et al., 2004).

A onicogrifose, resultado da estimulagdo da matriz ungueal pela
presenca do parasito, € uma das caracteristicas mais marcantes e pode ser
considerado um sinal patognoménico (GENARO, 1993; SLAPENDELL, 1988).

As lesbes renais associadas a infeccdo por leishmaniose visceral nos
cdes sdo decorrentes do depdsito de imunocomplexos nos glomérulos e por
ativacdo do complemento, causando normalmente a morte do animal por
glomerulonefrites (FERRER, 1992).

Além da perda de peso, encontra-se, frequentemente, uma mioatrofia
preferencialmente em musculos esqueléticos mastigatérios e temporal
(KOUTINAS et al., 2004; SLAPENDELL, 1988).

Sinais clinicos de diateses hemorragicas causadas principalmente por
vasculites podem ser observados em animais com LV, bem como petéquias

dispersas pelo corpo, hematuria, e principalmente epistaxes (FERRER,1992).

1.3 Oftalmopatias decorrentes da LV canina

A leishmaniose visceral canina promove frequentemente manifestacoes
oculares. Segundo alguns autores, aparecendo em 20% a 40% dos animais
infectados (GREENE, 2006), em 16% dos animais (CIARAMELLA et al., 1997);
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241% (KOUTINAS et al., 1999); 24,4% (PENA et al., 2000); 46%
(TRONCARELLI et al.,, 2009); 42,10% (SLAPPENDEL, 1988); 76% (BRITO et
al., 2006); 80,49% (NOVALES, 1991). A disparidade entre os dados deve-se a
escassez de trabalhos publicados, aliado ao fato de que a incidéncia das
lesbes €é maior quando analisadas por um especialista, do que quando
analisada por um clinico geral, a patogenicidade da Leishmania envolvida, a

resposta imune do animal e ao estagio da doenca (BRITO et al., 2006).

As lesdes clinicas envolvendo as estruturas oculares e anexos em cées
com leishmaniose visceral sdo normalmente decorrentes da presenca do
parasito e consequente infiltracdo leucocitaria, ou como resultado de um
processo imunomediado com deposito de imunocomplexos (GARCIA-ALONSO
et al., 1996).

Alguns pesquisadores sugerem que a doenca ocular pode ser uni ou
bilateral e até mesmo causar mais de uma alteracdo no mesmo olho (BRITO et
al., 2010; PENA et al., 2000). Estudos tém demonstrado uma maior
predominancia das lesbes no segmento anterior, € que as primeiras estruturas
oculares que se alteram sdo a conjuntiva e a UOvea, devido a sua maior
vascularizacdo (BRITO et al., 2010; MOLLEDA et al., 1993).

As alteragdes oculares mais comumente observadas s&o: blefarites;
ceratoconjuntivite seca ou nao, sendo essas as mais frequentes (CIARAMELLA
et al., 1997; PENA et al., 2000; SLAPPENDEL, 1988); uveites: conjuntivite
folicular ou membranosa; granulomas palpebrais ou cdérneo-conjuntivais, e
panoftaimites (FULGENCIO, 2006; MAGNO, 2007; NOGUEIRA, 2007; PENA et
al.,, 2000; ROZE, 2004). Outras manifestacdes oculares sé&o referidas como a
hiperemia conjuntival com quemose, hifema e afec¢cbes corneais como a

ceratite superficial ou profunda (ROZE, 2004).

Em outros estudos realizados com avaliacdo oftalmologica de animais
com leishmaniose visceral, cita-se como maior incidéncia a uveite anterior
linfoplasmocitica ou granulomatosa (GREENE, 2006; MOLLEDA et al.,1993;
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PENA et al., 2000). Normalmente estas uveites granulomatosas s&o resistentes
a terapia topica e/ou sistémica e evoluem para quadros de glaucomas e
endoftalmites, com consequente perda do globo ocular (KOUTINAS et al.,
1999; ROZE, 2004).

Outras oftalmopatias mais incomuns na leishmaniose sao coriorretinites,
descolamento de retina, catarata, glaucoma (PENA et al., 2008; Di PIETRO et
al., 2016) e celulite orbital (Di PIETRO et al., 2016).

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

Em outro estudo no Sul da ltalia, 150 cdes naturalmente infectados com
leishmaniose visceral foram avaliados, e observaram 24 animais (16%) com
oftalmopatias, sendo a ceratoconjuntivite, uveite e a panoftalmite as mais
encontradas. Os autores nao consideraram a alopecia periocular (27 animais -
18%) como alteracdo oftalmologica, mas sim dermatolégica (CIARAMELLA et
al. 1997).

Koutinas et al.,(1999) encontraram uma prevaléncia de 24,1% em um
estudo clinico envolvendo 158 cées na Grécia, sendo as conjuntivites (12%),

blefarites (8,2%), uveites (3,9%) as mais prevalentes.

No Brasil, Fulgéncio (2006) avaliaram 65 casos de oftalmopatias em
caes com sorologia positiva para Leishmania sp. em Belo Horizonte — MG. As
alteracbes mais prevalentes foram blefarite (25,4%), uveite (23,8%),
conjuntivite  (20,0%), ceratoconjuntivite seca (15,4%), alopecia periocular
(13,9%), descolamento de retina (9,2%), e ceratite (7,7%).

Um estudo realizado por PIETRO et al. (2016), que avaliou

comparativamente a prevaléncia de lesbes oculares em cdes de um abrigo
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municipal e de propriedade de clientes atendidos no hospital veterinario na
Sicilia (ltdlia), ambos naturalmente infectados por Leishmania infantum,
mostrou que a uveite anterior foi o achado oftalmolégico mais freqiente em
caes de clientes (37,5%), enquanto nos animais de abrigo, as blefarites e
alopecias perioculares foram as mais evidentes. O autor acredita que a reacao
imune uveal pés tratamento pode explicar a diferenca na freqiiéncia de uveite

entre cées de propriedade de clientes e caes de abrigo.

A patogénese da ceratoconjuntivite seca (CCS) em caes positivos para
leishmaniose ainda nao foi totalmente esclarecida e varias hipéteses tém sido
citadas na literatura para explicar a deficiéncia na producdo lacrimal. Dentre
estas hipoteses, a acao destrutiva direta do parasita com posterior processo
inflamatdrio nas glandulas lacrimais, e a diminuicdo dos reflexos secretérios

sao as teorias mais aceitas (ROZE, 1986).

Naranjo et al., (2005) estudaram as glandulas envolvidas e observaram
a presenca de infiltrado inflamatério linfoistioplasmocitario nas glandulas da

terceira palpebra e de meibémio.

De acordo com Brito et al. (2010), que fez avaliagdo histopatolégica de
olhos de cdes com leishmaniose visceral, no que diz respeito a membrana
nictitante, foi encontrado um intenso infiltrado inflamatdrio na regiéo
subepitelial, ao redor dos foliculos linféides e ductos secretores, além de atrofia

acinar, justificando o déficit na producéo de lagrima desses animais.

As Dblefarites do tipo ulcerativa ou nodular sdo bastante frequentes e
podem mimetizar outras enfermidades cutaneas parasitarias como a
demodiciose e escabiose (SCOTT et al., 2001). A andlise histopatoldgica desta
regido demonstra uma reacdo inflamatoria crénica, constituida de linfécitos,
plasmadcitos e macrofagos parasitados, sugerindo um carater imunomediado
(ROZE, 2004). Outros autores (PENA et al., 2000; Di PIETRO et al., 2016)
aventam a possibilidade desta lesdo ser decorrente de reacao local provocada

pela inoculacdo do parasito pelo vetor, também chamado de cancro de
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inoculagéo.

7z

A conjuntiva é uma estrutura rica em tecido linfoide com funcéo
imunoldgica essencial para a higidez ocular (HENDRIX, 1999). Acredita-se que,
por estas caracteristicas, a presenca de inflamacdes na conjuntiva bulbar,
palpebral, e membrana nictitante sejam frequentes (BRITO et al.,, 2010;
FULGENCIO, 2006; KOUTINAS et al., 1999; MOLLEDA et al, 1993;
SLAPPENDEL, 1988; ROZE, 2004).

As lesdes envolvendo a cornea em cées com leishmaniose séo raras e
normalmente estdo associadas com outros processos Ccomo as
ceratoconjuntivites e ceratouveites (ROZE, 2004). No entanto, edema
endotelial difuso evoluindo para uma coOrnea azulada, vascularizacao,
pigmentacdo, perda da transparéncia, e ocasionalmente distrofias calcarias e
lipidicas, podem ser encontradas secundarias a reagdo inflamatoria
(SAHUQUILLO, 2005). Brito et al. (2007) relata um caso de cdo com ceratite
ulcerativa superficial, no qual foram encontradas formas amastigotas de

Leishmania sp. isoladas por citologia a partir da ferida.

LesOes nodulares granulomatosas podem ser encontradas na lateral do
limbo, semelhante a uma episclerite granulomatosa, normalmente estando
relacionada com a presenca de parasito no local, diagnosticado por citologia
(Di PIETRO et al., 2016).

As manifestagdes clinicas do segmento posterior sdo raramente
descritas (GALLEGO et al., 1986; MOLLEDA et al., 1993; PENA et al., 2000;
ROZE, 2004) devido a baixa predilecdo do parasito, e pela dificuldade em se
obter um exame de fundo de olho detalhado quando muitas vezes ha uma

opacidade de segmento anterior.

Segundo Garcia-Alonso et al. (1996), ao analisarem as estruturas
oculares histologicamente, relataram presenca de infiltrado inflamatério e
macrofagos com a forma amastigota do parasita nos tecidos, sendo esta ultima

ndo encontrada em todas as estruturas oculares. A presenca do parasita no



20

tecido intra-ocular se deve, possivelmente, a quebra da barreira sangue-humor
aquoso do olho, com a passagem de macrofagos parasitados para a camara

anterior.

Infiltrado inflamatorio e formas amastigotas foram observados na
conjuntiva ocular, limbo, corpo ciliar, iris, cérnea, esclera e angulo iridocorneal,
coroide e bainha do nervo ético dos animais infectados. Nos animais que nao
foram submetidos ao exame histopatoldgico, lesGes oculares foram registradas

em trés olhos com sinais de atrofia de retina (PENA et al., 2008).

Nao foram observadas alteracdes e presenca do parasita somente no
nervo 6tico e na retina segundo estudo realizado por Brito et al. (2010). Porém,
foi descrito em seu estudo com cées portadores da doenca, que a coroide e a
retina apresentavam congestdo vascular, com a presenca de células
inflamatodrias entre as camadas de fibras nervosas do nervo 6tico e células
ganglionares, ou mesmo nas camadas mais internas da retina, sugerindo um
qguadro de coriorretinite (BRITO et al., 2010). McConnell et al. (1970) relataram

o isolamento de L. donovani no humor vitreo em um céo..

Molleda et al., (1993) avaliaram 41 caes naturalmente infectados na
Espanha e diagnosticaram 80,5% de animais com oftalmopatias, e as
alteracdes do segmento posterior, quando referidas, traduziram-se na atrofia de

retina (4,9%) e atrofia do nervo 6ético (2,4%).

Ainda foram relatadas, por alguns autores, uveite posterior,
coriorretinites, descolamento de retina, e hemorragias de segmento posterior
(CIARAMELLA et al.,, 1997; GARCIA-ALONSO et al., 1996; MCCONNELL et
al., 1970; PENA et al., 2000; ROZE, 2004). Pefia et al. (2000) encontraram uma
prevaléncia de 3,8% de uveites do segmento posterior, enquanto que Roze,
(2004) descreveu 8 casos de uveites com coriorretinite multifocal e em um

animal com descolamento exsudativo de retina.

Fulgéncio (2006) em seu estudo, relatou que o segmento posterior dos

olhos dos cées avaliados possivelmente foi acometido por uma extensao de
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processos inflamatorios da Gvea anterior, pois todos 0s animais com uveite
posterior também apresentavam inflamagéo importante de iris e/ou corpo ciliar,
caracterizando panuveite. Nos animais em que foi possivel a avaliacdo dos

meios intraoculares, o autor notou coriorretinite em dois animais do estudo.

1.4 Segmento posterior e fundo de olho em cées

O olho é um 6érgéo elaborado cuja fungdo primaria € colher e focalizar
luzes sobre a retina fotossensivel. Ele se encontra dentro de uma cavidade da
cabeca em forma de cone, a Orbita, que aloja o bulbo do olho e vérias outras

estruturas do tecido mole e os anexos oculares (LEITE et al., 2013).

A constituicdo do olho é formada por trés tdnicas dispostas
concentricamente: a camada externa (tunica fibrosa), composta por esclera e
cornea; a camada média (tunica vascular), composta pela coroide, corpo ciliar
e iris; e a camada interna (tUnica nervosa), composta pela retina e nervo 6tico
(LEITE et al., 2013). Fazem parte do segmento posterior do olho o humor

vitreo, a retina e a coroide.

Além desses envoltérios, o olho apresenta o cristalino ou lente, sendo
uma estrutura biconvexa transparente que € mantida na sua posicdo pelos
ligamentos zonulares, que se inserem sobre um espessamento da camada

meédia, que o recobre em parte, a iris (LEITE et al., 2013).

A retina € a estrutura mais complexa do olho, convertendo a energia
luminosa em energia quimica para gerar o sinal elétrico que é conduzido ao
cérebro (LEITE et al.,, 2013). Junto com o nervo oOtico, sdo derivados de
projecbes cerebrais, consequentemente sua morfologia e fisiologia sao
similares. A retina consiste de uma camada interna e outra externa. A camada
externa (pars ceca) é formada pelo epitélio pigmentar, que se estende para fora

da papila, sobre o corpo ciliar e a superficie posterior da iris até a margem da
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pupila. O epitélio pigmentar faz limite com a coroide, por meio da membrana de
Bruch. A camada interna da retina € a parte neural ou sensorial (pars optica).
Ela se estende da juncdo do corpo ciliar até a papila ética e continua como
nervo 6tico (BEDFORD, 2009). Apenas dois ter¢os posteriores da retina podem

ser atingidos pela luz que entra na pupila (LEITE et al., 2013).

A estrutura da retina é classificada em dez camadas, sendo do exterior
(esclera) para o interior (vitreo): epitélio pigmentado retiniano (auséncia de
pigmento na regido tapetal), camada de fotorreceptores cones e bastonetes,
membrana limitante externa, camada nuclear externa (corpos celulares dos
fotorreceptores), camada plexiforme externa (sinapse entre os axonios dos
fotorreceptores e os dendritos das células bipolares e horizontais), camada
nuclear interna (corpos celulares das células bipolares, horizontais, amacrimas
e de Muller), camada plexiforme interna (sinapse entre as células da camada
nuclear interna e as células ganglionares), camada de células ganglionares
(camada Unica de células, cujos ax6nios formam o nervo 6tico), camada de
fibras nervosas (axénios das células ganglionares) e a membrana limitante

interna (separa a retina do vitreo) (LEITE et al., 2013).

Os vasos sanguineos retinianos s&o visiveis através de um
oftalmoscépio na superficie da retina. E uma rede de artérias e veias que
penetram a retina através do disco o6tico, e proporcionam uma maior nutricao
retiniana, sendo o restante da nutricdo oriundo dos vasos da coroide (LEITE et
al., 2013).

Os axbnios das células ganglionares da retina saem do olho pelo disco
Otico para formar o nervo 6tico, sendo esse geralmente arredondado, mas
podendo ser elitico. Nessa regido nado existem fotorreceptores, tornando a

regido completamente cega (LEITE et al., 2013).

O nervo 6tico é um nervo craniano formado a partir do disco 6tico, rico

em axonios das células ganglionares retinianas, sendo esse responsavel por
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conectar a retina aos centros visuais e ndo visuais do cérebro (LEITE et al.,
2013).

A informacdo visual é transportada por ambos 0s nervos Oticos e o
guiasma otico (50% até 95% de cruzamento), até os corpos geniculados

laterais no tdlamo e dai para o coértex cerebral caudal (BEDFORD, 2009).

O segmento posterior deve ser examinado com auxilio da oftalmoscopia
direta e indireta em sala escura. O exame, dependendo da opacidade de
meios, avalia tamanho, forma e coloracéo do disco oOtico. Deve-se examinar a
vasculatura retiniana, avaliando nimero, calibre e distribuicdo dos vasos. Se 0s
vasos coroidais forem visiveis, estes também devem ser observados. A area
tapetal € avaliada quanto a refletividade, se esta atenuada ou aumentada, e a

area nao-tapetal é avaliada quanto a pigmentacdo (GOMES et al., 2013).

Retinopatias sao condicbes que podem estar relacionadas a uma
variedade de causas, podendo ser classificadas como hereditarias, adquiridas,
de etiologias especificas e ainda de causas desconhecidas. Dentre as
adquiridas, pode ser resultado de infec¢bes virais, bacterianas, fungicas, por
protozodrios ou parasitarias, assim como a partir de altera¢cées imunolédgicas ou
endocrinopatias. Ainda sdo consideradas como causas: anemia, desordens
nutricionais e distarbios cardiovasculares, como a hipertenséo (BALICKI et al.,
2013).

A inflamacdo da Uvea anterior e coroide pode ser resultado de danos
celulares diretos dados por agentes infecciosos, quimicos, fisicos. Danos
adicionais podem ocorrer secundarios ao processo inflamatoério por acéo de
mediadores quimicos liberados pelas células em degeneragdo. As
prostaglandinas sédo mediadores poderosos na inflamacéao intraocular, gerando
guebra da barreira hematoaquosa e os sinais clinicos da uveite. A inflamacéo
da coroide pode resultar na exsudacdo de fluido e células no espaco sub-
retiniano, com descolamento seroso de retina, resultando em coriorretinite
(VAN DER WOERDT, 2001). Durante o processo inflamatorio, a
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permeabilidade capilar é aumentada, permitindo que células e proteinas
possam migrar para 0 humor aquoso e vitreo, resultando em um aumento da
resposta inflamatoria e deposicdo de imunocomplexos (ORIA et al., 2004).

De acordo com Oria, et al. (2004), pacientes com erliquiose podem ter
acometimento de lesbes ao segmento posterior, com formacéo de papiledema
e coriorretinite. Neurite otica, ingurgitamento dos vasos sanguineos da retina e
hemorragia papilar podem estar presentes. Tortuosidade dos vasos
sanguineos e lesdes coriorretinianas sdo caracterizadas por éareas

pigmentadas e hiperrefletividade.

Em quadros de retinopatias, quando diagnosticados durante o curso de
coriorretinite ativa e uveite posterior, nota-se edema retiniano como areas
opacas. Edema retiniano e exsudato estdo presentes ao redor de vasos
sanguineos. Devido o infiltrado celular, areas de hiporrefletividade podem se
formar no fundo do olho na zona tapetal ou ndo tapetal. A inflamacéo ativa
ainda pode ser acompanhada de hemorragia e descolamento de retina
(BALICKI et al., 2013; VAN DER WOERDT, 2001). O vitreo geralmente tem

uma aparéncia nebulosa secundaria a exsudacdo de células no vitreo (VAN
DER WOERDT, 2001).

A coriorretinite  inativa é uma éarea claramente distinta, com
hiperrefletividade em que, muitas vezes, h4 acumulo de pigmento preto no
centro, sendo uma lesdo provavel de cicatriz resultante da coriorretinite focal
anterior. Esse acumulo de pigmento € causado pela proliferacdo do epitélio
pigmentar da retina, enquanto a hiperrefletividade é oriunda da atrofia retiniana
(BALICKI et al., 2013; ORIA, et al., 2004).

Em estudo descrito por Oria et al. (2004) com cées infectados
experimentalmente com Erlichia canis, observam-se vasos retinianos dilatados
durante a fase febril inicial. Esta fase era seguida de regressao da congestao
vascular, com desenvolvimento simultaneo das lesdes perivasculares na zona

tapetal e ndo tapetal. Mais tarde, as lesdes reduziam em tamanho, tornando-se
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discretas, ou eram substituidas por areas de intensa hiperrefletividade
semelhante a observada na atrofia progressiva da retina (PRA), mas sem a
atenuacdo vascular tipica.

A vasculite é definida como uma inflamacdo da parede do vaso
sanguineo juntamente com necrose, que ocorre decorrente de uma resposta
imune anormal, conduzindo a destruicdo e oclusdo dos vasos, resultando em
uma fraca perfusdo e isquemia do 6érgédo final. Quando acomete o olho, a
vasculite retiniana é a mais comum, devido uma maior susceptibilidade desses
vasos a inflamacdo (AZAD et al., 2016). Segundo ORIA et al. (2004), as
vasculites sédo oriundas de depdsitos de imunocomplexos na parede vascular,
juntamente com o0 aumento da pressdo oncética, além da disfuncéo

plaquetaria, propiciando hemorragia ocular.

1.5 Sistema visual e Eletrorretinografia (ERG)

O sistema visual capta a luz e foca sobre os fotorreceptores,
transdutores que convertem a luz em impulsos elétricos para a passagem da
luz ao cortex visual, no qual a sensacdo da visdo ocorre. Mecanismos
homeostaticos e anatdmicos, que refinam e protegem o sistema, variam entre
as espécies, dependendo das suas necessidades funcionais (LEITE et al.,
2013).

A informacdo elétrica gerada pela exposicdo de fotorreceptores a luz
sofre processo neural inicial dentro da retina. Essa informagdo deixa o olho
pelo nervo 6tico, em cujas fibras estdo os axbnios das células ganglionares da
retina. A maioria dos axo6nios do nervo 6tico faz sinapse no talamo, e a partir
dai, a informacdo visual caminha para o cértex visual primério no lobo occipital
do cérebro para a percepc¢ao consciente (LEITE et al., 2013).

Os fotorreceptores podem ser divididos em bastonetes (finos) e cones

by

(grossos). Os bastonetes sdo mais sensiveis a luz e ao movimento,
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responsaveis para ver em ambientes de luz fraca (visdo escotdpica). Estdo
presentes em maior concentracdo externamente a area central. Os cones séo
menos sensiveis a luz e sédo responsaveis pela diferenciacdo de detalhes e
cores (visdo fotopica), estando em maior concentragdo na area central,
exatamente temporal ao disco 6tico. Caes e gatos possuem maior densidade
de bastonetes que primatas, garantindo a eles melhor visdo em pouca luz
(BEDFORD, 20009).

Os bastonetes e os cones sdo compostos de segmentos externos,
segmentos internos, nucleo e terminais sinapticos. Os segmentos internos sao
considerados a fonte de energia, fornecendo rodopsina e outros pigmentos
visuais, via ciclo rodopsina-retinina-vitamina A, para os discos nos segmentos
externos. Esses discos, preenchidos com pigmentos luminosos, crescem na
direcdo do epitélio pigmentar. Os segmentos externos, especialmente dos
bastonetes, ficam embebidos no epitélio pigmentar, de onde a energia
necessaria € suprida via capilares e por meio dos quais as placas gastas sao
dissolvidas e reabsorvidas (BEDFORD, 2009).

Potencias elétricos podem ser gerados em partes da retina pela
exposicdo a estimulos luminosos (bastonetes e cones: onda A; camada nuclear
interna: onda B; epitélio pigmentar: onda C; cones: onda D). Estes podem ser
gravados na forma de eletrorretinografia (ERG) (BEDFORD, 2009).

7

Eletrorretinograma (ERG) € a onda polifasica retiniana obtida em
resposta ao estimulo luminoso. Essa resposta € complexa, pois é resultado do
conjunto da atividade de milhdes de células retinianas. E considerado um
exame de grande importancia por se tratar de um meio diagnéstico objetivo,
nao invasivo e capaz de avaliar a resposta retiniana, detectando precocemente
lesbes nas suas camadas mais externas (SAFATLE et al.; 2010).Esse exame
fornece informagdes sobre a atividade sensivel a luz dos fotorreceptores, do
epitélio pigmentar e das células transmissoras (BEDFORD, 2009), porém nao é

um instrumento para avaliar a visdo ou a acuidade visual, ja que a funcédo
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retiniana pode apresentar-se normal, mesmo na auséncia de visdo, como por

exemplo, em casos de cegueira cortical (EYHERABIDE, 2016).

E uma exame utilizado de forma mais ampla e difundida na medicina
humana, sendo seus procedimentos padronizados pela primeira vez em 1989,
pela “Internacional Society for Clinical Electrophysiology of Vision” (ISCEV),
sendo recentemente atualizados em 2015 (EYHERABIDE, 2016).

7

A luz, ao incidir nos cones e nos bastonetes, € absorvida pelas
moléculas de pigmentos ali situados, isomerando-as. Essa isomerizacao
promove a liberacdo dos ions Ca+, 0s quais obstruem os poros das
membranas de fotorreceptores. A entrada de Nat+ fica impedida e o
fotorreceptor se hiperpolariza resultando na primeira deflexdo negativa do
eletrorretinograma, denominada de onda “a”. Esta mesma hiperpolarizagéo
provoca também uma modificagdo na concentragdo dos transmissores
liberados pela camada plexiforme externa, o que, por sua vez, condiciona uma
alteracdo na polarizacdo da célula bipolar. A liberacdo dos ions de K+ pelas
células bipolares induzira a despolarizacdo das células de Muller, resultando na
onda positiva do eletrorretinograma, denominada onda ‘b”. A seguir, ocorre
absorcédo dos ions de K+ pelas células de Muller e bipolares, diminuindo sua
concentragdo no compartimento extracelular, determinando o aparecimento da
onda “c” do eletrorretinograma (GONCALVES et al., 2000).

A onda “c” tem sua origem no epitélio pigmentado da retina, entretanto,
devido as condicBes usadas na medicina veterinaria, a onda “c” é raramente
detectada (WEICHSLER; HERRERA, 2007).

Existem varias indicacbes para a realizacdo deste exame em céaes,
porém as mais comuns sao: avaliacdo pré-cirdrgica de pacientes com catarata,
caracterizacdo de distirbios que causam cegueira, como o0 glaucoma,
acromatopsia, displasia retiniana, retinopatias degenerativas, hipoplasia do
nervo oOtico, degeneracdo retiniana repentina adquirida e lipofuccinose ceroide
neuronal (SAFATLE et al.; 2010).
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Estudos em cées demonstram que guanto mais jovens 0s animais,
maiores sdo as amplitudes e, quanto mais velhos, menores séo as amplitudes
das respostas, semelhante ao que ocorre no ERG humano (SAFATLE et al.,
2010).

Segundo estudo realizado por Balicki et al. (2013) com avaliacdo de
fundoscopia e eletrorretinografia em caes pastores alemao policiais submetidos
a esforcos fisicos e estresse, os registros de eletrorretinografia em olhos com
sinais de coriorretinite inativa, mostraram fungcdo prejudicada de cones, com

menor amplitude da onda b e tempos implicitos prolongados.

1.6 Diagnostico

O diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) representa um
desafio ao clinico veterinario, pela presenca de animais assintomaticos, pela
diversidade das manifestacGes clinicas e pela dificuldade em se obter uma
prova diagnéstica que ofereca 100% de sensibilidade e especificidade
(FERRER, 1992).

Provas laboratoriais utilizando meétodos parasitologicos, sorologicos e
moleculares estdo disponiveis com o intuito de confirmar a infecgdo,
enfermidade, e infectividade para flebotomineos (BRIFFOD, 2011; FERRER,
1992). Dentre os exames sorolégicos, podem ser citados imunofluorescéncia
indireta (RIFI), ensaio imunoenzimético (ELISA) e teste de aglutinacdo direta.
Entretanto, estudos mostram que, em areas endémicas, alguns animais

infectados apresentam resposta negativa a sorologia (AGUIAR et al., 2007).

A identificacdo do parasita pode ser realizada especificamente em
material obtido de medula 6ssea, baco, figado, linfonodo e pele, tanto pela
histopatologia ou por esfregacos confeccionados por pungdo bidpsia aspirativa
(PBA) e corados por Giemsa ou panotico rapido (GENARO et al., 1993).
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A visualizacdo de formas amastigotas em esfregacos de PBA de
linfonodo ou medula Ossea representa o meétodo de eleicdo para o diagnostico
de uma infeccdo estabelecida e disseminada na LVC, com 100% de
especificidade (GRADONI, 2002).

Os métodos baseados em reacdo cadeia pela polimerase (PCR)
fornecem um padrdo ouro para diagnéstico de casos ativos, cura
parasitolégica, como também detectar infeccées em hospedeiros vertebrados
ou vetores (MANNA et al., 2008).

Nos ultimos anos, o PCR qualitativo ou quantitativo através de material
obtido de suabe conjuntival, vem se tornando cada vez mais popular para o
diagnéstico da LVC por ser um meétodo ndo invasivo e que apresenta alta
sensibilidade e especificidade (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; STRAUSS-
AYALI et al., 2004). A sensibilidade é aumentada quando colhe-se material de
ambos os olhos, com valores acima de 90% (STRAUSS-AYALI et al., 2004). E
considerada ndo s6 uma ferramenta de diagnostico, mas também no
monitoramento e estudos epidemiolégicos da doenca. A eficiéncia do PCR
convencional foi aumentada com a utlizacdo do PCR em tempo real, pois
produz resultados rapidamente, reduzindo as varias etapas de manipulacdo do
pbés-PCR e, dessa forma, reduzindo os riscos de contaminagdo da amostra e

possiveis resultados falsos-positivos (BENASSI, 2015).

A elevacdo das proteinas plasmaticas totais com inversdo da relacédo
albumina/globulina; hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia € vista na
maioria dos animais com doenca clinica (BRIFFOD, 2011; MAGNO, 2007;
NOGUEIRA, 2007). Esta hipergamaglobulinemia sugere uma resposta imune
exacerbada que é ineficiente, podendo causar a sindrome da hiperviscosidade
sanguinea (ANDEREG, 1999).

Esses achados de hematologia séo vistos também na erliquiose canina,

onde o aumento da pressdo oncética relacionada a hiperproteinemia e a
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hiperviscosidade poderiam causar retinopatia hipertensiva e hifema nos

pacientes acometidos por essa doenca (ORIA et al., 2004).

1.7 Tratamento

Todos os medicamentos conhecidos para tratamento de leishmaniose
usados em cédes podem levar a remissao temporaria ou permanente dos sinais
clinicos, mas nenhum é suficiente para eliminar a infeccdo. A maioria dos
protocolos terapéuticos foi desenvolvida por estudos clinicos em humanos e,
posteriormente, adaptada a cdes, muitas vezes sem informacé&o
farmacocinética suficientemente relevante para caes (OLIVA et al., 2010).

Em cdaes, os objetivos do tratamento sdo induzir a reducdo da carga
parasitaria, tratar as leses promovidas pelo parasita nos 0Orgaos, restaurar
uma resposta imune eficiente e melhorar o quadro clinico do paciente, evitando
recaidas (OLIVA et al., 2010).

O tratamento da leishmaniose visceral € baseado na utlizacdo de
antimoniatos pentavalentes e anfotericina B, nos humanos. Porém, caes
infectados que recebem a terapéutica leishmanicida permanecem como
hospedeiros reservatérios permitindo a propagacéo e disseminacao da doenca
pelos canideos e homem (GREENE, 2006). Assim, em relagdo aos animais, a
Organizagdo Mundial da Saude recomenda o sacrificio dos animais infectados.
Esta acdo tem sido questionada por alguns estudiosos alegando que, em
estudos experimentais, a eliminacdo canina ndo diminui a incidéncia da

infeccdo humana.

O controle da transmissdo da Leishmania € uma necessidade urgente.
As medidas de controle vetorial sdo dificeis com o uso de inseticidas ativos por
serem proibidos ou pelo fato de os mosquitos ja haverem desenvolvido
resisténcia (MANNA et al., 2009).

Uma abordagem integrada do controle de leishmaniose visa a
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combinagdo de medicamentos ao uso de colares a base de deltametrina, para
reduzir a infeccdo em vetores. No entanto, o controle médico de infec¢bes de
caes representa um problema grave, uma vez que ndo existem estratégias de

diagnostico e tratamento precoce (MANNA et al., 2009).

O alopurinol € um farmaco inibidor da enzima conversora da hipoxantina
gue é administrado oralmente, sendo metabolizado pelo parasita que produzira
um andlogo inativo de inosina, que é incorporado pelo RNA da Leishmania,
causando traducdo defeituosa das proteinas. E amplamente utilizado para o
tratamento da Leishmaniose como monoterapia ou combinada com antimoniais
pentavalentes, devido a sua toxicidade relativamente limitada. Apresenta
grandes beneficios, como efichcia na melhora clinica, baixo custo e
administrag&o oral. E comumente utilizado na dose de 10 a 30 mg/kg/dia para
terapia de manutencdo a longo prazo. Efeitos colaterais sdo incomuns. Em
caes, sua eficacia produzindo remisséo clinica, € semelhante a dos antimoniais
pentavalentes, embora ambos os farmacos, usados isoladamente ou em

combinacédo, nao erradicam o parasita (MANNA et al., 2009).

O uso do alopurinol no tratamento de leishmaniose canina como
monoterapia durante 2 a 3 meses, geralmente leva a moderada melhoria
clinica e restauracdo parcial de algumas alteracfes laboratoriais, porém nao
resulta em cura parasitoldgica completa e recaidas acontecem quando o
tratamento é interrompido. E considerado um medicamento com boa tolerancia

e parece retardar a deterioracdo da funcao renal (OLIVA et al., 2010).

Em estudo realizado por Di Pietro et al.(2016), que utilizou antimoniato
de N-metilglucamina combinado ao alopurinol, promoveu a cura da leséo ocular
em cerca de metade dos casos (48%), relatando um progndstico favoravel para
as lesdes de anexos e para a maioria das lesfes inflamatérias intra-oculares,
com excecdo das uveites anteriores, que muitas vezes é refrataria a terapia

antiprotozoaria.
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A miltefosina, um alquifosfolipideo originalmente desenvolvido como um
agente antineoplasico oral, € uma molécula muito estavel, relativamente segura
e altamente eficiente, sendo um novo farmaco para o tratamento da LV
humana (MANNA et al., 2008; MANNA et al., 2009). E considerado um
medicamento tdxico para o parasita Leishmania e mostra efeitos
imunoestimuladores, pois melhora as células T e ativa macréfagos e a
produgcdo de microbicidas (MANNA et al.,, 2008). Estudos recentes, tem-se
observado uma boa resposta a miltefosina em camundongos e humanos, mas
complicacbes graves, como trombocitopenia foram observadas em varios
pacientes. Manna et al. (2009) e Sindermann, Engel (2006) também citam que
a medicacdo possui um alto custo e que tem potencial teratogénico, além de

distarbios gastrointestinais em humanos.

Em um estudo com ratos e cées tratados 52 semanas com miltefosina,
observaram-se uma dose e tempo dependentes para o desenvolvimento de
degeneracdo de retina nos ratos, afetando principalmente o epitélio pigmentar,
onde alteracbes precoces mostraram ser reversiveis apdés descontinuacdo do
tratamento. Em contraste, os cdes ndo mostraram descobertas semelhantes na
retina, mesmo apoés tratamento em longo prazo, com doses maximas bem
toleradas (SINDERMANN; ENGEL; 2006).

Em olhos de humanos que eram submetidos ao tratamento de cancer
com miltefosina na dose de 150mg/dia, uma avaliacdo mais detalhada,
incluindo eletrorretinografia, mostrou que o farmaco ndo promoveu qualquer
tipo de toxicidade ocular, mesmo depois de varios meses de tratamento
(SINDERMANN; ENGEL; 2006).

Segundo Manna et al. (2009), a combinacdo de miltefosina e
alopurinol representa uma boa opcdo de protocolo terapéutico para a
leishmaniose visceral canina, controlando e retardando a progressdo da
doenca. Os resultados observados por PCR em tempo real foram similares ao

encontrados clinicamente. Um aumento da carga parasitaria foi observado nos
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tecidos trés a quatro meses ap6s a terapéutica combinada, que foi
concomitante com o reaparecimento dos sinais clinicos dentro dos 6 meses
pés terapia. Com isso, foram necessarios outros ciclos para tratamento da
carga residual, mantendo-se o alopurinol a longo prazo.

Em estudo realizado na india com 120 pacientes humanos com
leishmaniose visceral tratados com miltefosina, 95% dos pacientes se
apresentaram curados durante seis meses apds a realizagcdo do tratamento,
sendo que nenhum paciente teve descontinuidade do mesmo decorrentes de
efeitos colaterais gastrintestinais (JHA et al., 1999). Achados semelhantes de
cura clinica e parasitologica em seres humanos medicados com miltefosina foi
descrito por Oliva et al. (2010).

O wuso da mitefosina na terapia de leishmaniose deve ser
cuidadosamente considerado. Conforme demonstrado pelo uso prévio de
farmacos antimoniais em caes e seres humanos, os mesmos podem levar a
resisténcia. Para substancias como a miltefosina, de meia-vida longa e uma
propensdo a selecdo de formas resistentes, o controle rigoroso da dosagem
diaria e a concluséo de um tratamento, é essencial. Os métodos baseados em
PCR fornecem o padrdo ouro em diagnéstico (MANNA et al., 2009; OLIVA et
al., 2010).

De acordo com resultados apresentados por Manna et al. (2009), o
PCR em tempo real mostrou que a miltefosina em associagdo com o alopurinol
atuou fortemente na replicagcdo da Leishmania, mas n&o conseguiu eliminar o
parasita dos ganglios linfaticos. Isso pode representar uma das causas
potenciais de recidiva da doenca. Curiosamente, em todos 0S grupos
estudados, o PCR em tempo real demonstrou irregularidade de resultados no
sangue. Sendo assim, 0 sangue nao parece ser um substrato adequado para
guantificacdo de DNA parasitario. Resultados semelhantes foram descritos por
Manna et al. (2008) no tratamento com miltefosina utilizada como terapia Unica.

Outros farmacos, além de alopurinol e miltefosina, sdo descritos no

tratamento de leishmaniose visceral canina, como aminosidina, anfotericina B,
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pentamidina, espiramicina em associacdo ao metronidazol, marbofloxacina,
enrofloxacina e domperidona (OLIVA et al., 2010).

No Brasil, a miltefosina, de uso exclusivamente veterinario, com
registro no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), e
atualmente aprovada e liberada pelo BRASIL, pela Nota Técnica Conjunta n°
001/2016 MAPA/MS, permite o registro do produto Milteforan®, sob niumero SP
000175-9.000003, de propriedade da empresa VIRBAC SAUDE ANIMAL,
indicado para o tratamento da leishmaniose visceral em cées.

Essa pesquisa buscou avaliar e descrever as principais alteracoes
clinicas e eletrorretinograficas observadas no segmento posterior de olhos de
caes com leishmaniose visceral, antes e apds o tratamento com miltefosina,

uma vez que ndo existem relatos cientificos no Brasil.
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CAPITULO 2 - ACHADOS FUNDOSCOPICOS E DE
ELETRORRETINOGRAFIA DE CAES NATURALMENTE ACOMETIDOS POR
LEISHMANIOSE  VISCERAL, SUBMETIDOS A TERAPIA COM
MILTEFOSINA.

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) canina caracteriza-se por uma enorme
variabilidade de manifestacdes clinicas, dentre elas, lesbes dermatoldgicas e
oculares. Poucos s&o os estudos com as alteragcdes do segmento posterior de
olhos de cédes acometidos pela doenca, devido, principalmente, a opacidade do
segmento anterior. O objetivo do trabalho foi avaliar e descrever as principais
alteracbes fundoscépicas e eletrorretinograficas observadas em caes
naturalmente acometidos por LV, antes e ap0s o tratamento com a miltefosina.
Foram selecionados oito cédes, que nao apresentavam outras doencgas
infecciosas ou vasculares, e apresentassem meios oculares transparentes.
Utilizaram-se registros fotograficos do segmento posterior e a avaliacdo da
funcionalidade da retina através da eletrorretinografia (ERG). Os achados de
fundoscopia incluiram atenuacdo vascular, hiperrefletividade, pigmentacéo
retiniana, embainhamento vascular, hiperpigmentacdo peripapilar, hemorragia
sub-retiniana, turbidez vitrea, papiledema e tortuosidade vascular. Todos os
animais se beneficiaram clinicamente da terapéutica medicamentosa, nao
sendo mais encontradas hemorragia sub-retiniana e turbidez vitrea apos
tratamento, e somente um animal permanecia com a lesdo embainhamento
vascular. A avaliacdo dos registros de ERG mostrou diminuicdo da amplitude
de onda “b” nas respostas de bastonetes e maxima resposta entre 0s
momentos. Conclui-se que a LV promove alteracdes no fundo de olhos de caes
antes mesmo da ocorréncia de perda visual e a miltefosina é eficaz no
tratamento da doenca, porém promovendo poucas mudancas dos achados de

fundoscopia e de ERG.
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Palavras-chave: antiprotozoéario, eletrorretinografia, fundo de olho,

leishmaniose visceral

2.1 Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca grave e considerada pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como sendo uma endemia re-
emergente, negligenciada e prioritaria no mundo (DANTAS-TORRES et al.,
2006)

No Brasil, o agente etiolégico é a Leishmania infantum (syn. chagasi),
transmitida pela picada de flebotomineos, sendo a Lutzomya longipalpis
abundantemente encontrada em diversas areas. O cdo exerce importancia
epidemiolégica em areas endémicas em razéo de ser o reservatério doméstico
da Leishmania infantum (BRASIL, 2006).

Os sintomas da doenca nos caes sdo bem variados, gerando
manifestacdes sistémicas como apatia, perda de peso, linfoadenomegalia;
assim como alteragdes dermatoldgicas, renais e oftalmicas. A prevaléncia de
lesBes dermatoldgicas varia entre 56% e 90% (GREENE, 2006), enquanto as
manifestacées oculares ocorrem em 16 a 80% dos caes afetados, incluindo
blefarites, ceratoconjuntivites e uveite anterior como sinais mais frequentes (Di
PIETRO et al., 2016). Por muitas vezes, os sintomas oftalmicos representam a
primeira alteracdo visualizada (FULGENCIO, 2006; PENA et al., 2000; ROZE,
1986).

As lesBes oculares ocasionadas pela leishmaniose canina podem afetar
todas as estruturas, com predisposicdo pelo segmento anterior e anexos
(NARANJO et al., 2005). Raramente sdo descritas e investigadas no segmento
posterior, restritas a alguns casos de uveite posterior, coriorretinites, e
descolamento de retina (PENA et al., 2000; ROZE, 1986).
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Essas lesdes sdo normalmente decorrentes da presenca do parasito e
consequente infiltracdo leucocitaria, ou como resultado de um processo
imunomediado com depédsito de imunocomplexos (GARCIA-ALONSO et al.,
1996; Di PIETRO et al., 2016). A inflamagdo da coroide pode resultar em
exsudacdo de fluido e células no espaco sub-retiniano, com descolamento
seroso de retina, resultando em coriorretinite (VAN DER WOERDT, 2001). A
hemorragia pode estar presente em coriorretinites ativas (BALICKI et al., 2013,
VAN DER WOERDT, 2001). Durante o processo inflamatorio, a permeabilidade
capilar é aumentada, permitindo que células e proteinas possam migrar para o
humor aquoso e vitreo (ORIA et al., 2004). A coriorretinite inativa é uma area
claramente distinta, com hiperrefletividade onde, por muitas vezes, ha o
acumulo de pigmento preto no centro, sendo uma lesdo provavel de cicatriz
resultante da coriorretinite focal anterior. Esse acumulo de pigmento é causado
pela proliferag@o do epitélio pigmentar da retina, enquanto a hiperrefletividade é
oriunda da atrofia retiniana (BALICKI et al., 2013; ORIA et al., 2004).

Uma avaliacdo oftalmolégica minuciosa do segmento posterior nao
compreende somente uma avaliacdo macroscopica da retina e coroide pela
oftalmoscopia, mas também, pela andlise da funcao elétrica do tecido retiniano
pela eletrorretinografia de campo total (ERG). E um exame de grande valor
diagndstico por ser objetivo, ndo invasivo e capaz de avaliar a resposta da
tunica nervosa, permitindo detectar precocemente lesbes em suas camadas
mais externas (SAFATLE et al., 2010).

A miltefosina € um alquifosfolipideo relativamente seguro e altamente
eficaz, sendo um farmaco toxico para o parasita Leishmania e ainda mostra
efeitos imunoestimuladores nos pacientes, pois melhora as células T e ativa

macrofagos e producdo de microbicidas (MANNA et al., 2008).

Assim, essa pesquisa buscou avaliar e descrever as principais
alteracdes clinicas e eletrorretinograficas observadas no segmento posterior de

olhos de cdes com leishmaniose visceral, antes e apds o tratamento com
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miltefosina, j& que n&do existem relatos cientificos no Brasil de tais achados e
pelas diversas limitacbes existentes na avaliagdo desse segmento, uma vez
gue opacidades do segmento anterior, impedem a avaliagdo fundoscoépica.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Animais

Foram avaliados oito cdes encaminhados a uma clinica veterinaria
situada no municipio de Andradina, S&o Paulo, Brasil, area endémica para LV
canina. Os animais eram domiciliados, machos e fémeas, de diferentes racas e
idades, com pesos variando entre 4,2 a 8,5kg. Todos os tutores assinaram,
espontaneamente, um termo de consentimento livre e esclarecido, permitindo a
utilizac&o de seu animal no estudo. Em relac&o aos aspectos éticos, o presente
trabalho obteve aprovacdo pelo Comité de Etica Animal com o nimero de
processo 569/2017 — ARAC/FO.

2.2.2 Diagndstico e exames complementares

Os animais foram submetidos a puncéo bidpsia aspirativa de linfonodo
e/ou medula Ossea, avaliados pela coloracdo Pandtico rapido, como meétodo
parasitolégico confirmatério.

Todos os pacientes foram submetidos a exames fisico geral, oftdlmico e
complementares. Foram utilizados, como critérios de exclusdo do estudo, os
animais que apresentavam doengas concomitantes como Erliquiose,
diagnosticada por teste imunocromatografico (SNAP 4DX Plus Test, ldexx®,
Brasil) e hipertensdo arterial sistémica ndo invasiva, obtida através da média de

cinco afericdes pelo aparelho Deltamap DL 1100 (Delta Life®). Além disso,
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todos o0s pacientes precisavam ter transparéncia dos meios oculares,
permitindo a avaliagdo e documentagdo fotogréfica do fundo de olho. Os oito
caes selecionados foram retirados de uma amostra de vinte e cinto cées
avaliados com diagnéstico de LV.

Foram coletadas amostras sanguineas para a dosagem de proteina
plasmatica total (PPT) nos dois momentos, visando monitorar a

hiperproteinemia frente a doencga.

2.2.3 Reacado em cadeia pela polimerase em tempo real (QPCR)

Imediatamente apls a realizacdo do exame fisico geral, foi realizada a
colheita de material da conjuntiva de ambos os olhos, por esfregaco com suabe
estérii embebido em solugcdo fisiologica aplicado no saco conjuntival por
movimentos de rotacdo, a fim de se coletarem, por esfoliagdo, células do
epitélio superficial da conjuntiva, para a realizacdo da técnica de gPCR. As
amostras foram acondicionadas em microtubos do tipo Eppendorf de coloracéo
ambar, livres de DNAse e RNAse e armazenadas sob congelamento a -20 °C,
até o momento da extracdo do DNA para realizacdo do exame molecular.

Os olhos foram previamente dessensibilizados com colirio anestésico a
base de proximetacaina 5mg/ml(Anestalcon®, Alcon, Brasil), minutos antes da
colheita.

A metodologia do exame foi realizada como descrito por Benassi (2015),
utilizando a sonda TagMan® e o kit Light Cycler® 480 Probes Master (Roche®,
Life Science, Brasil).

2.2.4 Exame oftamico e eletrorretinografia (ERG)

O exame oftdlmico de rotina foi realizado em ambos os olhos, sendo
avaliados o0s seguintes parametros: teste da lagrima schirmer [; teste de
tingimento pela fluoresceina; tonometria de aplanacdo e oftamoscopia direta

para avaliacdo fundoscoépica, apos dilatacdo pupilar obtida com colirio a base
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de tropicamida 1% (Mydriacyl®, Alcon, Brasil). Com tal procedimento, realizou-
se 0 registro das imagens com a camera ClearView Optical®, para avaliagao
dos achados patolégicos na retina e coroide, bem como a sua documentacao
fotogréafica.

Apds exame oftalmico ambulatorial, os cdes foram submetidos a
avaliacdo do funcionamento retiniano por eletrorretinografia com aparelho
BPM-200 Electrodiagnostic System® (Retino Graphics, Inc., USA). O exame foi
realizado sob sedacdo com cloridrato de metadona (Mytedom®, Cristalia,
Brasil) na dose de 0,3 mg/kg, por via intramuscular, e os pacientes foram
conduzidos individualmente a uma sala escura para adaptacdo ao ambiente
escuro, durante vinte minutos. Com o intuito de se obter cicloplegia, instilou-se,
por trés vezes, colirio de tropicamida 1% (Mydriacyl®, Alcon, Brasil), em ambos
os olhos, com intervalo de 10 minutos entre as aplicacdes. Assim que o animal
encontrava-se sob sedacdo e apd6s adaptacdo ao ambiente escuro, foi
realizada a anestesia topica com colirio & base de cloridrato de proximetacaina
(Anestalcon®, Alcon, Brasil) para a colocacéo da lente de contato propria para
a realizacéo do procedimento.

Obtiveram-se o0s registros com o0 eletrodo monopolar ERG-jet que foi
posicionado sobre a cérnea, apos preenché-la com solucdo de metilcelulose
2% (Ophthalmos®, Brasil) a fim de oferecer adesdo a cornea, bem como de
protegé-la. O eletrodo terra foi acoplado sobre a regido do zigomético a 3,0 cm
caudal ao canto lateral, e o eletrodo referéncia na regido dorsal cervical.
Durante todo o procedimento, o animal foi mantido em decubito esternal. O
programa computacional RetinoGraphics® comandou o0 numero de
apresentacdes e a duracdo dos estimulos luminosos, sendo utilizado o
protocolo da ‘“Internacional Society for Clinical Electrophysiology of Vision”
(ISCEV) (McCULLOSH et al., 2015). Inicialmente, registraram-se as respostas
de bastonetes (escotdpicas), seguidas das respostas maximas (escotopicas) e
apés adaptacdo ao claro por 10 minutos, as resposta de cones (fotdpicas). Em
cada uma das respostas, foram feitas 16 apresentacbes dos estimulos

luminosos, sendo considerada a resposta final, a média delas. Ao término do
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([Pl

mesmo, mensuraram-se as amplitudes das respostas do pico da onda “a” ao
pico da onda “b”, em microvolts (uV) e o tempo de culminagao da onda “b”, em
milissegundos (ms), em todas as respostas. A duracdo do exame foi de

aproximadamente 50 minutos.

2.2.5. Tratamento

O tratamento consistiu na administragéo, por via oral, de miltefosina
(Milteforan®, Virbac, Brasil), na dose 2mg/kg, por via oral, associado ao
alopurinol, na dose 10 mg/kg, diariamente por 28 dias.

As avaliacbes completas, como também os exames complementares,
foram realizados em dois momentos, sendo M1 antes do inicio do tratamento e

M2 imediatamente apds o tratamento, com 30 dias.

2.2.6 Andlise Estatistica

As analises estatisticas das varidveis numéricas, medidas pela
eletrorretinografia (bastonetes, maxima resposta e cones) e proteina
plasmatica total, foram realizadas pelo programa SAS 2001 (Statistical Analysis
System). As variaveis foram submetidas ao teste de normalidade através do
PROC Guide Data Analysis do SAS e as médias das variaveis que
apresentaram distribuicdo normal, foram comparadas pelo teste T de Student
pareado, considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05). As variaveis
categoricas avaliadas pela fundoscopia e achados clinicos oftdlmicos, nos dois
momentos, foram analisadas de forma descritiva e utilizando o intervalo de
confianga (IC) de 95%. Os resultados foram obtidos do OpenEpi, Verséo 3,
calculadora  de cbdigo aberto - Proportion (disponivel  em

http://openepi.com/Proportion/Proportion.htm). Ja os dados obtidos pelo gPCR

foram avaliadas pelo teste Qi quadrado, considerando o mesmo nivel de

significancia (p<0,05).


http://openepi.com/Proportion/Proportion.htm
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2.3 Resultados

Dos oito animais avaliados, trés eram machos (37,5%) e cinco fémeas
(62,5%), com idades variando entre um a cinco anos. A maioria dos caes (6/8)
nao tinha raca definida (SRD), sendo apenas dois animais de raca pura
(Poodle e Lhasa Apso). Todos os animais eram de porte pequeno, com média

de peso de 6 kg.

Excetuando as oftalmopatias, os achados clinicos mais encontrados

foram dermatopatias, onicogrifose e linfoadenomegalia.

Dentre os achados clinicos, quanto aos anexos oculares e segmento
anterior, dos pacientes em M1, foram encontrados: hiperemia conjuntival
(75%), blefarite (62,5%), secrecdo ocular (37,5%), ceratoconjuntivite seca
(37,5%), distrofia corneal (37,5%), lacrimejamento (25%), melanose corneal
(25%), blefarospasmo (12,5%), protrusdo da glandula da terceira palpebra
(12,5%) e granulagcdo corneal (12,5%). Apés o tratamento proposto (M2), os
pacientes foram reavaliados, tendo seus achados oculares e suas

porcentagens expressos na Tabela 1.

Quanto aos achados da avaliacdo fundoscoépica, observam-se:
hiperrefletividade (10/16), tortuosidade vascular (8/16), atenuac&do vascular
(7/16), hiperpigmentacdo peripapilar (5/16), embainhamento vascular (3/16),
turbidez vitrea (2/16), pigmentacdo retiniana (1/16), hemorragia sub-retiniana
(1/16), atrofia do disco otico (1/16) e papiledema (1/16). ApGs o tratamento
proposto (M2), os pacientes foram reavaliados, tendo seus achados

fundoscopicos e suas porcentagens expressos na Tabela 2.

Todos o0s animais se beneficiaram clinicamente do tratamento
medicamentoso, onde 37,5% apresentaram remissao total dos sinais clinicos
oftamicos e 62,5% remissdo parcial (Figuras 1 e 2). Entretanto, frente aos
achados fundoscépicos, ndo foram mais encontradas hemorragia sub-retiniana

e turbidez vitrea apds tratamento, e somente um animal permanecia com
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embainhamento vascular. Os outros achados permaneceram apds o

tratamento (Figuras 3 e 4).

A interpretacdo da ERG € realizada levando-se em consideracdo a
espécie, raca e idade do animal, além da opacidade de meios, do tipo de
eletrodo, do eletrorretinégrafo e do protocolo de sedacdo (MENTZER,
2005).Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de referéncia
para seu equipamento (MCCULLOCH et al., 2015). Como os animais do estudo
nao apresentavam racas semelhantes, padronizou-se considera-los controle
deles mesmos, avaliando a resposta frente ao tratamento.

A avaliacdo dos registros de ERG mostrou diminuicdo da amplitude de
onda “b”, quando se compararam as médias das respostas de bastonetes
(p=0,0079) e maxima resposta (p<0,0001) entre os momentos. Com relacdo ao
tempo de culminagdo da onda “b”, ndo foram encontrados resultados
estatisticamente significantes entre os momentos, da mesma forma quando
comparados entre os olhos direito e esquerdo (p>0,05) (Tabela 3). Os valores
das respostas eletrorretinograficas nos dois momentos para cada animal do

estudo, estdo descritos na Tabela 4.

Apenas um animal do estudo apresentou alteracbes drasticas das
respostas eletrorretinograficas apds o tratamento (M2), com uma significante
diminuicdo na resposta de bastonetes do OS e da méaxima resposta do OD, e
evolugdo para auséncia de onda (flat line) na maxima resposta e na resposta
de cones do OS, caracterizando uma atrofia progressiva de retina no OS
(Figura 5).

No exame de gqPCR, seis cées foram positivos em M1, e dois negativos.
Em M2, quatro animais negativaram ap0s o tratamento; os dois animais
negativos em M1, mantiveram-se e dois pacientes infectados em M1,
permaneceram positivos em M2, demonstrando a permanéncia de parasito no
tecido ocular (Tabela 5). Houve melhora estatisticamente significante frente ao

tratamento, quando comparados entre o0s momentos (p=0.0047).
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Com relacdo aos niveis séricos de PPT, 87,5% dos cées apresentavam
hiperproteinemia antes do tratamento (M1). Apés o tratamento (M2), 62,5% dos
caes se mantiveram com a PPT elevada, e 37,5% deles tiveram reducéo dos
valores a normalidade. A andlise estatistica deste parametro, entre o0s

momentos, nao foi significante (p=0,2680).
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Tabela 1 - Porcentagem e intervalo de confiangca (IC) dos achados clinicos oculares encontrados nos caes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, antes (M1) e imediatamente apés o tratamento de 28 dias com miltefosina e alopurinol (M2)

Momento 1 Momento 2

Achados Clinicos Sim% K No () IC Sim %) IC Nao ('
(0 absolutoftotal] ~ 95%  (n'absolutoftotal] 9%  (n°absohutoftotal) 9% (n" absoluto/total
Lacrimejamento BB 75900 0068 4095%9% 008 00324 1000088
Secrecao Ocular Jo0308) 13646942  250(508) 3058:8631  0(08)  00:324 100,00 (38)
Hiperemia Conjuntival 10066 4093928  B0Q8) 7155900 50028 7155900  7500(68)
Blefarospasmo 008 2440 FN00K 29976 008 kR4 10000(86)
Blefaite 600(08) 30588631  JT0(308) 13696942 2500(28) 7155901  75,00(6i8)
Melanose Comeal BO0QB) 755900 TS0068) 4093928 500028 7155901 75,00(68)
Potruséo da Gléndula da 3Palpebra ~ 1250(18) ~ 224:4700  &750(78) 52919776 1250(18) 2244700 §750(7iG)
Distrofia Comeal Jo0008) 13646942 20(508) 3058:8631  3TS0(38)  136%6942  62.50(5i8)
Granulagéo Comeal 08 2440  FN00 29976 008 kR4 10000(88)

Ceratoconjuntwate Seca JAO0E) 13656942 620068 30568631 008  0xR4 10000088
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Tabela 2— Porcentagem e intervalo de confianca (IC) dos achados fundoscépicos oculares encontrados nos cédes naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral, antes (M1) e imediatamente apés o tratamento de 28 dias com miltefosina e alopurinol (M2)

Momento 1 Momento 2

Achados Fundoscpicos Sim % i Nao (%) C Sim (%) I Nao (%)
(n°absolutofotal) 9%  (n’absolufoftoal)  95%  (n’absoluoffoa) %%  (n’absoluloftolal)

Atenuacao Vascular 4375(716)  2310:6682  5625(916) 3318;7690 4375(TM6)  23.10;6682 56,26 (16)
Hipemrefietvidade 6250(1016)  38.64:8152  3750(616) 16486136  6250(1016) 36648152 37,50 (6M6)
Pigmentacdo de Refina 625(116)  1111:2833  9375(1516)  71.67:9880  625(116)  11.11:2833 9375 (16116
Embainhamento Vascular 1875316)  639:4301  8125(1316) 56.99: 934  625(116)  11.11:2833 9375 (1616)
Hipemimentagdo Peripaplar ~~ 3125(M6) 147,559  6875(116) 44 41:8683  31.25(M6)  1417:5650 6875 (11/16)
Hemormagia Sub-etiniana 65(116)  11.11:2833  9375(1516) 7167:9880  O(M6)  00;19.36 100,00 (16/16)
Alfia de Disco Otco 625(116)  11.11:2838  9375(1516)  71.67:98890  625(116)  11.11:2833  9375(1616)
Turbidez Vitrea 1875316)  639:4301  8125(1316) 56.99:934  O(M6)  00;19.36 100,00 (16/16)
Papiedema 625(116)  11.41:2838  9375(1916)  71.67:98890  625(116)  11.11:2833  9375(16116)
Tortuosidade Vascular 5000(816)  28.00:7200 5000(3116) 28,00;7200  50,00(816)  28,00;7200 50,00 (8/16)
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Tabela 3 — Avaliagcdo das respostas eletrorretinograficas por andlise de média e desvio padréo encontradas nos olhos dos caes
acometidos por leishmaniose visceral antes do tratamento (M1) e imediatamente ap6s o término do tratamento por 28 dias com

miltefosina e alopurinol (M2)

Respostas vomento 4 Momento 2
X+ DP X+ DP

Bast. - Amp. (V) 253.29 + 78.10* 185.69 + 53.98*

Bast. - TC (ms) 34.26 £7.20 37.94 £9.25
Max. - Amp. (V) 159.94 + 38.63* 88.59 + 36.89*

Méx. - TC (ms) 57.58 + 5.95 54.14 + 15.64
Cones - Amp. (UV) 73.64 +42.52 75.64 + 36.87
Cones - TC (ms) 27.42 £ 8.03 28.03 £ 8.27

KV = microvolts; ms = milisegundos; Bast = bastonetes, Max = maximas; Amp = amplitude; TC= tempo de culminag&o.

* Diferenca significativa entre os momentos (p<0,05)
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Tabela 4 — Amplitude (uV) e tempo de culminagdo (ms) das respostas de bastonetes, maximas respostas e respostas de cones
obtidas de cées acometidos por leishmaniose visceral antes do tratamento (M1) e imediatamente apds o término do tratamento por
28 dias com miltefosina e alopurinol (M2)

Animais Momentos - Respos!as
Bast. - Amp. (4V) Bast - TC (ms) Max. - Amp. (V) Max.-TC (ms) Cones - Amp. (UV) Cones - TC (ms)
1 M1 388.61+3.14* 305+0.35 199.45 + 39.48 61,75+ 6.36 43.61 + 38.89 36.50 + 9.54
M2 97.71+7748* 5150+18.74 44 98 + 63.61 30.37 £ 42.96 35.55 + 50.28 14.87 £21.04
2 M1 32479+56* 3200+1096 166.39+1277* 5500247 4916 + 46.94 19.00 + 8.84
M2 19569+1866* 30.75+212 11576 +8.74* 5337+1.24 82.77+255 2550+0.35
3 M1 169.86 + 21.01 3213 +1.59 161.66 + 14.53 60.25+1.77 2583+7.07 26,75 + 17.68
M2 17215 +£17.38 33500 915314243 5463+ 0.88 55.14 £ 19.64 27131053
4 M1 262.63 £68.16 48.87 1+ 8.66 167.91 £ 27.73 66.87 1 4.06 107.77 £ 46.75 3212+ 3.0
M2 186.46 + 14.44 32.62 £ 3.71 117.08 + 40.27 53.8916.57 87.79+9.60 30.37 £2.65
5 M1 24250 +25.14 31.50 £ 2.47 17278+16.30* 53121124 12597 +17.87 27.37+230
M2 198.95 + 34.47 36.25+0.35 10597+216* 59.25+9.19 116.87 £ 23.67 30.75+1.06
6 M1 251.04 +48.41 3212+ 3.00 131.04+3.04* 58.12+6.54 116.81+0 2825+ 0
M2 2711114576 39.50+6.72 11361+£0.78* 54.75+1.77 122.29 + 37.42 30.00 £ 2.47
7 M1 164.36 +64.30 36.62 +4.77 152.29 + 91.62 56.25+1.77 57.29 + 20.53 2212 +7.60
M2 201.74 £ 26.42 37.37£2.30 60.76 £ 4.22 65.87 £4.77 4750+ 2219 36.50 +£5.30
8 M1 22250 +18.85 30.37 £0.88 127.99 + 60.20 492540 62.71 £ 2347 2725+1.77
M2 161.73+14.43 4200+ 15.91 59.03 + 27.89 61.00 + 10.61 57.22+21.41 2912+0.18

KV = microvolts; ms = milisegundos; Bast = bastonetes, Max = méaximas; Amp = amplitude; TC=tempo de culminacéo. * Diferenca
significativa entre os momentos (p<0,05)
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Tabela 5 - Resultados do exame de reacdo em cadeia pela polimerase em tempo
real (QPCR) do tecido conjuntival e dosagem de proteina plasmatica total (PPT) de
cdes acometidos naturalmente por leishmaniose visceral antes (Ml) e

imediatamente apds o término de 28 dias de tratamento com miltefosina e alopurinol
(M2)

Momento 1 Momento 2
ANIMAIS

gPCR PPT gPCR PPT
1 POSITIVO 10,2 POSITIVO 8,4
2 POSITIVO 8,7 NEGATIVO 8,0
3 NEGATIVO 10,3 NEGATIVO 8,4
4 POSITIVO 9,2 NEGATIVO 9,9
5 POSITIVO 11,4 NEGATIVO 11,6
6 NEGATIVO 6,7 NEGATIVO 5,7
7 POSITIVO 10,0 POSITIVO 10,6
8 POSITIVO 8,8 NEGATIVO 7,6




Figura 1 — Achados clinicos oculares de cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral antes do tratamento (M1) e imediatamente
apoés o término do tratamento por 28 dias com miltefosina e alopurinol (M2). Paciente 1: A. Olho esquerdo em M1, apresentando secrecéo
ocular, hiperemia conjuntival, protrusdo da glandula da terceira palpebra e melanose corneal. A1l. Olho esquerdo em M2, apresentando
hiperemia, protrusao da glandula da terceira palpebra e melanose corneal. Paciente 2: B. Olho direito em M1, apresentando discreta hiperemia
conjuntival. B1. Olho direito em M2, ndo apresentando sinais inflamatérios. Paciente 3: C. Olho direito em M1, apresentando discreta hiperemia
conjuntival. C1. Olho direito em M2, apresentando discreta hiperemia.Paciente 4: D. Olho esquerdo em M1, apresentando hiperemia conjuntival,
blefarite ulcerativa com perda de tecido palpebral, protruséo da terceira palpebra e distrofia corneal.D1. Olho esquerdo em M2, apresentando
hiperemia conjuntival, discreta blefarite ulcerativa com perda de tecido palpebral, protrusdo da terceira palpebra e distrofia corneal.
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Figura 2 — Achados clinicos oculares de caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral antes do tratamento (M1) e imediatamente
ap6s o término do tratamento por 28 dias com miltefosina e alopurinol (M2). Paciente 5: A. Olho esquerdo em M1, apresentando hiperemia
conjuntival, blefarite e distrofia corneal. A1l. Olho esquerdo em M2, apresentando discreta blefarite. Paciente 6: B. Olho esquerdo em M1,
apresentando hiperemia conjuntival. B1. Olho esquerdo em M2 sem sinais inflamatérios. Paciente 7: C. Olho direito em M1, apres entando
hiperemia conjuntival, blefarite, granulacédo e melanose corneal. C1. Olho direito em M2 apresentando melanose corneal. Paciente 8: D. Olho

esquerdo em M1, apresentando alopecia periocular em cantotemporal. D1. Olho esquerdo em M2 sem sinais inflamatdrios ou dermatoldgicos.



Figura 3 - Achados de fundoscopia de caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral antes do tratamento (M1) e imediatamente apoés
o término do tratamento por 28 dias com miltefosina e alopurinol (M2). A. Hiperrefletividade, atenuacao vascular e pigmentacédo da retina (seta)
em M1. Al. Hiperrefletividade, atenuacéo vascular e pigmentagao da retina em M2. B. Turbidez vitrea, hiperpigmentacao peripapilar com atrofia
do disco 6tico e atenuacédo vascular em M1. B1. Hiperpigmentagdo peripapilar com atrofia do disco 6tico e atenuagao vascular em M2. C.
Papiledema e tortuosidade vascular em M1. C1. Papiledema e tortuosidade vascular em M2. D Atenuacgdo vascular, hiperpigmentacao
peripapilar, hiperrefletividade e hemorragia sub-retiniana (seta) em M1. D1 Atenuag&o vascular, hiperpigmentacao peripapilar e hiperrefletividade
em M2



Figura 4 - Achados de fundoscopia de cées naturalmente acometidos por leishmaniose visceral antes do tratamento (M1) e imediatamente apés
o término do tratamento por 28 dias com miltefosina e alopurinol (M2). A. Atenuacao vascular e hiperrefietividade em M1. Al. Atenuacéo
vascular e hiperrefletiidade em M2. B. Embainhamento vascular (seta) e tortuosidade vascular em M1. C. Tortuosidade vascular e

hiperrefletividade em M1. C1. Tortuosidade vascular e hiperrefletividade em M2. D. Tortuosidade vascular em M1. D1. Tortuosidade vascular em
M2.
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Figura 5 — Representacao dos tragados eletrorretinograficos dos olhos direito (OD) e esquerdo
(OS) do animal #1 acometido por leishmaniose visceral antes do tratamento (M1) e
imediatamente apos o término do tratamento por 28 dias com miltefosina e alopurinol (M2). A-
Resposta de Bastonetes OD em M1, B- Resposta de Bastonetes OD em M2, C- Resposta de
Bastonetes OS em M1, D- Resposta de Bastonetes OS em M2, E — Maxima Resposta OD em
M1, F —Maxima Resposta OD em M2, G - Maxima Resposta OS em M1, H — Maxima Resposta
OS em M2, | — Resposta de Cones OD em M1, J — Resposta de Cones OD em M2, L -
Resposta de Cones OS em M1, M - Resposta de Cones OS em M2. Observar uma diminuicdo
drastica na Resposta de Bastonetes do OS em M2 e da Maxima Resposta do OD M2. “Flat
line” foram encontradas na Maxima Resposta do OS em M2 e na Resposta de Cones do OS
em M2.

2.4 Discusséao

A leishmaniose visceral (LV) canina promove um quadro sintomatico
variado e, na maioria dos casos, ha manifestacdes dermatolégicas e
oftalmoldgicas que quase sempre sd0 as primeiras a aparecerem nos animais
acometidos. As lesbes oculares podem afetar todas suas estruturas, tendo uma
predilecdo pelo segmento anterior e anexos (NARANJO et al., 2005; BRITO et
al. 2006; BRITO et al.,, 2010), o que foi visto em grande parte dos animais
desse estudo sendo, portanto, uma limitagcdo para avaliacdo das estruturas do
segmento posterior. Dessa forma, a selecdo de pacientes aqui estudados

tornou-se mais complexa, justificando um namero restrito a oito animais.

As manifestacbes clinicas do segmento posterior sdo raramente
descritas em caes, devido a baixa predilecdo do parasito pelas estruturas que o
compde e, também, pela dificuldade em se obter um exame de fundo de olho
detalhado devido a opacificacdo dos meios transparentes de segmento anterior
(GALLEGO et al., 1986; MOLLEDA et al., 1993; PENA et al., 2000; ROZE,
2004). Por isso, 0 estudo preconizou selecionar pacientes que nao
apresentassem opacidade dos meios transparentes significantes, visando uma
avaliacdo mais precisa das estruturas do fundo do olho, 0 que permitiu
descrevé-las e documenta-las por imagens fotogréficas.

O envolvimento do sistema nervoso central na LV é raramente relatada e
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provavelmente desconhecida. Porém, a neuroinflamacao, causando ruptura da
barreira hematocular com o transito de células inflamatérias e formas
amastigotas de Leishmania, tem sido sugerida como um possivel mecanismo
(MAUDE et al., 2014).

Poucos sdo os estudos que descrevem as alteracbes do segmento
posterior encontradas em cées naturalmente infectados pelo parasito (ROZE,
1986; PENA et al., 2000; BRITO et al., 2010). Vérias alteracdes macroscopicas
encontradas nesse trabalho sugerem que a doenca pode acometer, também, o
segmento posterior de olhos de cdes com LV, as quais podem redundar em
complicacBes inflamatoérias antes mesmo da ocorréncia de perda visual, como
descritas por Brito et al. (2010), que avaliou histologicamente olhos de cées
com a doenca, e descreveu que a coroide e a retina ndo apresentava formas
amastigotas do parasito, porém encontrou-se congestdo vascular. Dentre as
alteracdes encontradas no presente estudo, destacam-se: atenuacdo vascular,
hiperrefletividade, pigmentacao retiniana, embainhamento  vascular,
hiperpigmentacdo peripapilar, hemorragia sub-retiniana, turbidez vitrea,
papiledema e tortuosidade vascular, que coadunam com os relatos de Oria et
al. (2004), que estudaram uveite em c&es com erliquiose, cujo carater
imunopatogénico € similar ao da leishmaniose visceral, e com Brito et al.
(2010), que sugere lesdes microscopicas sugestivas de coriorretinites.

Estudos em humanos acometidos por leishmaniose visceral mostram
alteracbes fundoscopicas que sugerem vasculopatia retiniana, com uma
possivel etiologia inflamatéria (MAUDE et al., 2014; ARAGAO et al., 2015).
Outras lesdes oculares descritas em humanos, incluem: retinite subaguda
focal, enfartes da camada de fibras nervosas, trombose da veia central da
retina, papilite e ceratite, todas responsivas ao tratamento medicamentoso
(ARAGAO et al., 2015). No presente estudo, foi possivel a observacdo de
melhora do quadro de vasculite apds o término do tratamento.

Fulgéncio (2006), avaliando as alteracbes do segmento posterior dos

olhos de cédes acometidos por LV, sugeriu que se tratavam, provavelmente, de
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um quadro de panuveite com sinais oriundos da extensdo de processos
inflamatodrios da Uvea anterior, j& que havia inflamacao significativa da iris e/ou
corpo ciliar em todos os animais. Nao foram encontrados sinais graves de
uveite anterior e panuveite em nosso estudo, caracterizadas por lesdes
restritas ao segmento posterior, cuja génese, provavelmente, fosse por acao de
infiltrado inflamatério ou mesmo por acéo direta do parasita sobre a coroide ou
retina. Dados que também ja foram reportados (ORIA et.al, 2004; PENA et al.,
2008; BRITO et al., 2010).

A turbidez vitrea encontrada em alguns pacientes, pode estar
relacionada a hiperproteinemia existente previamente ao tratamento. Isto pode
justificar, durante o processo inflamatoério, haver transudacdo proteica e
diapedese para o humor vitreo devido ao aumento da permeabilidade vascular,
inerente aos processos inflamatorios. Tal evento enseja nebulosidade vitrea
(ORIA et al., 2004; VAN DER WOERDT, 2001).

Vasculites originam-se do depoésito de imunocomplexos no endotélio
vascular, propiciando, quase sempre, hemorragia ocular, conjuntamente com o
aumento da pressdo oncética, além da disfuncdo plaquetaria (ORIA et al.,
2004). Estes achados sé&o encontrados na inflamacdo ativa (VAN DER
WOERDT, 2001), observados em um cdo que apresentava hemorragia sub-
retiniana antes do tratamento, possivelmente oriunda da coroide. Segundo
Maude et al. (2014), que avaliaram as alteracdes na retina de humanos com
leishmaniose visceral, descrevem alteracdes de esbranquicamento perivascular
e vasos tortuosos, sugestivos de vasculite de retina, podendo gerar uma
isquemia focal. Hemorragia intra-retiniana foi descrita em um humano
acometido por LV, que teve a lesdo regredida completamente apds tratamento
apos tratamento (ARAGAO et al., 2015), semelhante ao encontrado em nosso

estudo.

A elevacdo das proteinas plasmaticas totais (PPT) com inversdo da
relacdo albumina/globulina (hipergamaglobulinemia, e hipoalbuminemia) ocorre
na maioria dos animais com doenga clinica (BRIFFOD, 2011; MAGNO, 2007;
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NOGUEIRA, 2007). A hipergamaglobulinemia sugere uma resposta imune
exacerbada que € ineficiente, podendo causar a sindrome da hiperviscosidade
sanguinea (ANDEREG; PASSOS, 1999). Estes achados hematoldgicos sé&o
observados, também, na erliquiose canina, onde o aumento da pressao
oncética relacionada a hiperproteinemia e a hiperviscosidade podem causar
retinopatia hipertensiva e hifema (ORIA et al., 2004). O quadro de
hiperviscosidade pode ter ocorrido nos pacientes aqui estudados que
apresentavam hiperproteinemia, pois  foram observados  achados
fundoscopicos de tortuosidade dos vasos retinianos. Os achados de
tortuosidade vascular na retina sdo os sinais mais frequentes de alteracéo
nessa estrutura descritos em humanos acometidos pela doenca (MAUDE et al.,
2014). Histologicamente, a coroide e a retina em caes com leishmaniose
visceral apresentam congestdo vascular, com a presenca de células
inflamatérias, sugerindo um quadro de coriorretinite (BRITO et al.,, 2010),

achados condizentes com os encontrados em nosso estudo.

A coriorretinite inativa foi encontrada em nosso estudo com sinais de
hiperrefletividade e areas de acumulo de pigmento enegrecido na retina, que
pode estar relacionado a uma provavel lesdo cicatricial que advém de
coriorretinite  focal prévia. Esse acumulo de pigmento € causado pela
proliferacdo do epitélio pigmentar da retina, e a hiperrefletividade é oriunda da
atrofia retiniana (BALICKI et al., 2013; ORIA et al., 2004). Tais achados foram
também relatados por Pefia et al. (2008) que descreveram o0s achados

histopatologicos de atrofia progressiva da retina em caes com LV.

Em estudos com cées infectados experimentalmente com Erlichia canis
(ORIA et al., 2004), os animais desenvolveram ingurgitamento de vasos
retinianos durante a fase febril no inicio da doenca. Esta fase foi seguida de
regressdo da congestao vascular, com desenvolvimento simultaneo das lesfes
perivasculares nas zonas tapetal e ndo-tapetal. As lesdes reduziram em
extensdo, tornando-se discretas, ou eram substituidas por areas de intensa

hiperrefletividade semelhantes aquelas observadas na atrofia progressiva da



67

retina (APR), mas sem a atenuacdo vascular tipica. Acredita-se que tais
achados sejam semelhantes aos encontrados na leishmaniose visceral canina,
pois alguns animais apresentavam hiperrefletividade sem uma atenuacgéo

vascular caracteristica de atrofia progressiva de retina.

Todos o0s animais aqui estudados apresentavam 0s meios oculares
transparentes, 0 que permitiu uma avaliagdo mais precisa do segmento
posterior. Porém, alguns pacientes apresentavam pequenas opacidades focais
da cornea, como ceratite pigmentar e distrofias corneais, que poderiam ser
oriundas das disfuncdes lacrimais e reacfes inflamatdrias oculares, que sao
achados comuns na LV canina (ROZE, 2004; SAHUQUILLO, 2005).

A mensuragcdo da amplitude de onda “b” € a mais utilizada para
interpretar clinicamente os resultados do exame, onde uma baixa amplitude
significa diminuicdo do numero funcional de fotorreceptores (KOMAROMY et
al., 1998). Com isso, quando avaliadas as meédias entre 0s momentos,
observou-se que os animais estudados apresentavam diminuicdo da amplitude
de onda “b” na resposta de bastonetes e maxima resposta apds o tratamento,
sugerindo que o0s pacientes possam apresentar lesdes de bastonetes
decorrentes da doenca e que ndo sdo reversiveis apds o tratamento com a
miltefosina. Com relagcdo ao tempo de culminagcdo da onda “b”, ndo foram
encontrados resultados estatisticamente significantes entre os momentos em
ambos fotorreceptores. Esses achados divergem de estudos anteriores de cées
com coriorretinites inativas (BALICKI et al.; 2013), cujos registros da
eletrorretinografia mostraram uma funcédo prejudicada de cones, com menor
amplitude da onda “b” e tempos implicitos prolongados. Apenas um animal de
nosso estudo apresentou caracteristicas fundoscopicas de atrofia de retina,
tendo nos seus achados eletrorretinograficos a diminuicdo da amplitude da
onda “b” de cones e menor tempo implicito, apés o tratamento, quando

comparado ao ML1.

A reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real (QPCR), € uma

ferramenta consistente e confidvel para o diagndéstico e monitoramento da
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reducdo parasitaria apos terapia (BENASSI, 2015; MANNA et al., 2008). Com
isso, 0 gPCR foi escolhido para o acompanhamento da progressao da doenca
e resposta medicamentosa em nossos pacientes. Como a conjuntiva ocular
possui um tecido linfoide pelo qual o parasito tem afinidade, o exame foi
realizado com a colheita de material nesse local para torna-lo mais sensivel e
especffico (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; STRAUSS-AYALI; BANETH,
2004).

Na avaliacdo em M1, em 75% (6/8) dos animais, observaram-se
parasitos na conjuntiva, e apenas 25% (2/8) ndo apresentavam parasitos
detectaveis no tecido avaliado. Em M2, foi realizada uma nova colheita que
permitiu verificar a eficacia terapéutica, cujos resultados apontaram para
eficacia medicamentosa, onde 75% (6/8) dos animais responderam ao
tratamento, ndo sendo encontrados parasitos no tecido ocular. Todos que
eram negativos (2/2) em M1, permaneceram apés o tratamento. Os 25% (2/6)
dos pacientes infectados em M1, permaneceram positivos em M2, indicando
ineficacia do tratamento instituido, se considerarmos somente esse parametro
de avaliacdo. Os resultados encontrados no presente trabalho frente ao
tratamento com miltefosina e alopurinol, corroboram os encontrados por Manna
et al. (2009), que concluiram que a reducdo da carga parasitaria em um

primeiro ciclo de tratamento € drastica e progressiva.

Comparativamente aos achados de gPCR, foram realizadas dosagens
séricas de PPT, que revelaram que os 87,5% (7/8) dos pacientes
apresentavam taxas elevadas antes do tratamento, em concordancia com
outros estudos (BRIFFOD, 2011; MAGNO, 2007; NOGUEIRA, 2007). Nossos
achados de tortuosidade vascular em fundoscopia podem ser justificados pela

hiperviscosidade sanguinea, oriundas da hiperproteinemia.

Considera-se que a miltefosina ndo induz a toxicidade da retina de cées
e no homem, mas pode promover degeneracdo de retina que, quase sempre, é
dose e tempo dependentes, sendo descrito em ratos (SINDERMANN; ENGEL,
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2006). Estudos clinicos realizados em humanos com LV, utilizando doses até
250mg/dia durante 28 dias, ndo mostraram nenhuma toxicidade a retina
(SUNDAR; OLLIARO, 2007). No entanto, acredita-se que a dose e o tempo em
gue ela foi utilizada no presente trabalho, ndo foi capaz de induzir alteragdes
macroscopicas que justificassem piora dos achados fundoscoépicos apés o
tratamento. Porém, a diminuicdo da amplitude da onda “b” de bastonetes e
maxima resposta, mesmo sem alteracao clinica visual, pode ser considerado

um achado condizente com uma toxicidade momentanea ao uso da miltefosina.

2.5 Concluséao

Em concluséo, a leishmaniose visceral pode promover varias alteracdes
macroscopicas no segmento posterior de olhos de caes, as quais podem
redundar em complicagfes inflamatérias antes mesmo que ocorra perda visual.
Dentre elas, destacam-se atenuacdo vascular, hiperrefletividade, pigmentacéo
retiniana, embainhamento vascular, hiperpigmentacdo peripapilar, hemorragia
sub-retiniana, turbidez vitrea, papiledema e tortuosidade vascular levando a
diminuicdo da amplitude de onda de bastonetes, mesmo sem perda visual
completa. A miltefosina se mostrou eficaz no tratamento da doenga clinica,

porém promoveu poucas mudancas dos achados de fundoscopia e de ERG.
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