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RESUMO

No Novo Mundo, Leishmania infantum é o agente da Leishmaniose Visceral Canina
(LVC), ao qual é transmitida pela picada de flebotomineos infectados. O cédo é
considerado o principal reservatorio em areas urbanas do Brasil e o tratamento dessa
enfermidade ainda representa um desafio. O objetivo deste estudo foi avaliar os
aspectos clinicos e laboratoriais de cédes naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a terapia com marbofloxacina associada ao alopurinol. Para avaliar a
eficdcia da marbofloxacina, 12 caes domiciliados de ambos 0s sexos, racas variadas
e idade entre 1-7 anos foram utilizados. Os animais foram divididos em dois grupos
de tratamento: Grupo 1 (G1) foi tratado com marbofloxacina oral (Marbopet®
Laboratory CEVA, Brasil) a 2 mg / Kg / dia por 28 dias em combinacdo com alopurinol
a10mg/kgacada 12 horas e o Grupo 2 (G2) tratado com marbofloxacina e alopurinol
na mesma dosagem, mas o alopurinol foi administrado aos cées a partir de G2 ap0s
28 dias da administragdo de marbofloxacina. Ao longo do tratamento, os caes foram
avaliados durante 90 dias, realizando exames fisicos mensais e avaliando
hemograma, hemograma, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, ureia,
creatinina, proteina sérica, albumina e globulina. Cada parametro clinico foi
classificado de acordo com sua gravidade em uma escala numeérica de 0 a 3. No grupo
G1, a reducdo nos escores foi de 76,4%, enquanto o grupo G2 apresentou uma
reducdo de 54,8%. As médias de albumina foram maiores aos 90 dias no grupo G1.
Nenhum cédo de ambos 0s grupos apresentou aumento de uréia e creatinina. Apos o
seguimento de até 90 dias, pode-se concluir que o tratamento com marbofloxacina e
alopurinol em combinacdo ao mesmo tempo proporcionou uma maior remissdo dos
sinais clinicos, melhora nos perfis hematoldgicos e bioquimicos e aumento do valor
da albumina.

Palavras-chave: Hematologia; Leishmaniose; Sinais clinicos; tratamento.



ABSTRACT

In the New World, Leishmania infantum is the agent of visceral leishmaniasis and
CanL, which are spread by the bite of infected sand flies. The dog is considered the
main reservoir in urban areas of Brazil and the treatment of CanL still represents a
challenge. The objective of this study was to evaluate the clinical and laboratory
aspects of dogs naturally infected with L. infantum submitted to therapy with
marbofloxacin associated with allopurinol. To evaluate the efficacy of marbofloxacin
12 domiciled dogs of both genders, varied race and age between 1-7 years were used.
The animals were divided into two treatment groups: Group 1 (G1) were treated with
oral marbofloxacin (Marbopet® Laboratory CEVA, Brazil) at 2 mg/Kg/day for 28 days
in combination with oral allopurinol at 10 mg/kg every 12 hours and Group 2 (G2)
treated with marbofloxacin and allopurinol in the same dosage, but the allopurinol was
give to dogs from G2 after 28 days of administration of marbofloxacin. After the
treatment dogs were assessed during 90 days by performing monthly physical exams,
and evaluating red blood count, white blood count, alkaline phosphatase, alanine
aminotransferase, urea, creatinine, serum protein, albumin and globulin parameters.
Each clinical parameter was classified according to its severity on a numerical scale of
0 to 3. In group G1, the reduction in scores was 76.4%, while the G2 group presented
a reduction of 54.8%. The averages of albumin were higher at 90 days in the G1 group.
No dogs from both of groups presented increase of urea and creatinine. After the
following up of 90 days it can be concluded the marbofloxacin and allopurinol treatment
in combination at the same time provided a greater remission of clinical signs,
improvement in hematological and biochemical profiles and increase of albumin value..

Keywords: Hematology; Leishmaniasis; Clinical signs; treatment.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses s@o doencas parasitarias de carater antropozoondéticas
causadas por protozoarios do género Leishmania e transmitidas por insetos da
subfamilia Phlebotominae durante o respasto sanguineo (WERNECK, 2014;
GUIMARAES-E-SILVA et al., 2017).

Sao consideradas doencas negligenciadas e reemergentes distribuidas em 88
paises, com mais de 350 milhdes de pessoas em risco de infecgdo, com registro
aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas ao ano
(WHO, 2016; MARCOVAL et al., 2017).

No Brasil, a Leishmaniose Visceral (LV) é causada pela Leishmania infantum,
sendo os vetores mais comuns, o Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (LOPES et
al., 2017) e os cdes domésticos representando 0s principais reservatorios em areas
urbanas, provavelmente devido a estreita relacdo com o homem, embora hé registro
de vérias espécies de mamiferos envolvidos na cadeia epidemiolégica, que podem
funcionar como reservatorios secundarios da LV (BAUM et al., 2015; GUIMARAES et
al., 2017; CALDART et al., 2017; MIRO e VELEZ, 2018).

A infecg@o canina também chamada de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é
considerada como doenca imunomediada (BANETH, 2006; MAIA e CAMPINO, 2008),
e a progressao da infeccdo nos cées apresenta acentuada resposta humoral com altos
titulos de imunoglobulinas e depressao da resposta imunolégica celular (MAIA e
CAMPINO, 2008; CARRILLO e MORENO, 2009), determinando o surgimento de
animais assintomaticos ou sintomaticos (MOLINA et al., 1994).

Sendo assim, na LVC o0s animais podem apresentar dermatopatias,
linfadenomegalia, perda de peso, intolerancia ao exercicio, letargia, polilria,
polidipsia, epistaxe, onicogrifose, debilidade, vomito e diarreia (MIRO et al., 2008;
SOLANO-GALLEGO et al., 2017). A ativacdo exacerbada do sistema imune durante
a infeccdo tem sido responsabilizada por diversas sindromes associadas a infecgao
como doenca articular, renal, ocular entre outras (SOLANO-GALEGO et al., 2009).

Além disso, nessa enfermidade € possivel detectar algumas alteragbes
laboratoriais nos pacientes infectados que incluem azotemia, proteindria,
hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, trombocitopenia, anemia e
aumento dos valores das enzimas hepaticas (SOLANO-GALEGO et al., 2009).
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Até recentemente, independentemente da fase clinica dos caes infectados, o
tratamento de animais com L. infantum tem sido instituido para remissao dos sinais
clinicos e reducdo da capacidade infectante (CIARLINI et al., 2010; TRIGO et al.,
2010), baseado na utilizacdo de antimoniato de meglumina, anfotericina B, alopurinol
e imunomoduladores (SOLANO-GALEGO et al., 2009).

Em 2016, o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento autorizou o uso
de Mitelfosina, agente antiprotozoario com acao leishmanicida, para o tratamento da
LV em cées no Brasil (MAPA, 2016), porém o tratamento com esse farmaco requer a
associacado de alopurinol para melhor resposta terapéutica, uma vez que seu uso
apenas diminui carga parasitaria e sinais clinicos (MANNA et al., 2015; REGUERA et
al., 2016).

Contudo, hd uma busca por novas opcles terapéuticas, uma vez que ha
poucos farmacos disponiveis para a terapia da LVC que contemplem poucos efeitos
adversos, administracdo oral e que promovam cura clinica (SOLANO-GALLEGO et
al., 2011; MIRO e VELEZ, 2018).

Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os aspectos clinicos e
laboratoriais de cdes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a terapia

com marbofloxacina associada ao alopurinol.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmaniose Visceral

A LV é uma doenca cronica de carater zoonotico e de distribuicdo mundial que
acomete os animais silvestres, domeésticos e o0 homem em areas rurais e urbanas
(DANTAS-TORRES, 2007). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a LV é
classificada entre as 10 doencas tropicais negligenciadas, estimando-se o surgimento
de mais de 50.000 casos por ano da LV e 600.000 a 1.000.000 casos por ano da
Leishmaniose Tegumentar (LT) (OMS, 2017).

A LV ja foi descrita como uma doenca de ambientes silvestres ou rurais,
entretanto, as transformagbes ambientais provocadas pelo intenso processo
migratorio e de urbanizagao crescente levaram a expanséao das areas endémicas, com
o0 aparecimento de novos focos, apontando a enfermidade como uma doenca
reemergente (ALVES e BEVILACQUA, 2004).

No Brasil, as mudancas epidemiolégicas no habitat natural de hospedeiros e
vetores, associada a condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas, alem do manejo de
residuos sélidos em grandes centros (ROSA et al., 2010; SILVA e LIPORONE, 2011)
tem contribuido para a urbanizacdo da doenca (DANTAS-TORRES e BRANDAO,
2006; XIMENES et al., 2007; COLOMBO et al., 2011).

2.2 Agente etioldgico, vetor e transmissao

O agente etiologico da LV é um protozoario pertencente a ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania, sendo conhecidas
aproximadamente 20 espécies de Leishmania que causam a enfermidade em
humanos (KASPER et al., 2015) e 12 espécies que causam a enfermidade em animais
(TREVISAN et al., 2015).

Agrupadas no complexo Leishmania donovani, eram conhecidas trés espécies
como agente etiologico da LV: Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania
(Leishmania) infantum no Velho Mundo e Leishmania chagasi ho Novo Mundo
(NOGUEIRA, 2007). Entretanto, pesquisas comprovaram que do ponto de vista
bioguimico e genético trata-se da mesma espécie, havendo a distingdo apenas quanto
a nomenclatura (RIBEIRO, 2005; KULHS et al., 2011).
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O principal modo de transmissdo do parasito para o ser humano e outros
hospedeiros mamiferos é por picada de fémeas de insetos hematofagos da subfamilia
Phlebotominae (GUIMARAES-E-SILVA et al., 2017), sendo o Lutzomyia longipalpis
(LOPES et al., 2017), Lutzomyia migonei no estado de Pernambuco (RIBEIRO et al.,
2005) e Lutzomyia cruzi nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (PITA-
PEREIRA et al., 2008).

O ciclo biologico é do tipo heteroxeno, com participacdo de dois hospedeiros, o
flebotomineo, que apresenta a forma promastigota no seu intestino, e um hospedeiro
definitivo mamifero, que possui a forma ovoide ndo movel, denominada de amastigota
(KASPER et al., 2015).

A infeccdo do vetor ocorre quando a fémea faz o repasto sanguineo num
hospedeiro infectado ingerindo as formas amastigotas de Leishmania spp existentes
no interior dos macrofagos (Figura 1). No inseto, as amastigotas se reproduzem por
divisdo binéria, transformam-se em promastigota, e estas se multiplicam rapidamente

até originarem as promastigotas metaciclicas infectantes (BRASIL, 2014).

Figura 1 - Ciclo biolégico da Leishmania infantum. Fonte: Nascimento, 2018

1-Flebotomineo realiza o repasto sanguineo, e deposita através de sua saliva formas promastigostas de
Leishmania sp; 2- Forma promastigota invadindo um macréfago; 3-Apés a transformacgdo da forma promastigota
em amastigota no macréfago ocorre a multiplicacéo por divisao binaria; 4-Lise do macréfago e liberacdo das formas
amastigotas na circulagéo; 5-As formas amastigotas invadem novas células do sistema fagocitario mononuclear e
se dividem por divisdo binaria; 6- O fleb6tomo ingere sangue contendo as formas amastigotas; 7-Transformagédo
das formas amastigotas em promastigotas; 8- Formas promastigotas prociclicos iniciam o processo por divisdo
binaria passando a promastigotas metaciclicas; 9-Migragdo das formas promastigotas pela valvula faringea do
fleb6tomo.
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No hospedeiro, apos o repasto sanguineo do vetor, as formas promastigotas
séo fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitério, e se diferenciam em
formas amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria. Os macrofagos, repletos
desta ultimas, rompem-se liberando essas formas, que serdo fagocitadas por novos

macréfagos em um processo continuo (PALTRINIERI et al., 2010).

2.3 Hospedeiros susceptiveis e reservatorio

Mamiferos pertencentes a familia Canidae, principalmente o cdo domestico,
sdo apontados com a principal fonte de infec¢@o para os flebotomineos em ambiente
urbano, pela alta prevaléncia da doenca nesta espécie e grande quantidade de
parasitos na pele, tornando-os alvo principal para o controle da doenca (DANTAS-
TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006; GUIMARAES et al., 2017). Os felinos também
pode ser acometidos com ocorréncia em varias partes do mundo (COELHO et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2015; METZDORF, 2015).

Estéo envolvidos ainda no ambiente urbano os roedores (géneros Oryzomys e
Akodon), gambés (Didelphis marsupialis, Didelphis albiventris), além do cachorro-
vinagre (Speothos venaticus), preguica-de-dois-dedos (Chloepus didactylus),
tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla), raposas (Dusicyon vetuluse, Cerdocyon
thous), quirépteros (Desmodus rotundus) e primatas ndo humanos (Callithrix
penicillata, Callithrix jacchus) (CUNHA et a., 2014; CARDOSO et al., 2015; PAIZ et al.,
2015; CALDART et al., 2017; PAIZ et al., 2018).

2.4 Leishmaniose Visceral Canina

A LVC é uma doenca crbnica, sistémica e imunomediada de carater zoonético,
causada por L. infantum (ABBASZADEH-AFSHAR et al., 2015; SOLANO-GALLEGO
et al., 2017).

Nos cées, dependendo da resposta imune, o periodo de incubacao pode variar
de trés meses a sete anos, o que leva a diferentes apresentacdes clinicas da doenca
(GENARO, 1993; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).
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2.4.1 Imunopatogenia

As formas promastigotas metaciclicas ao serem depositadas no organismo séo
aderidas e recrutadas por células do sistema fagocitario mononuclear, principalmente
macréfagos, dando inicio a uma série de eventos (REIS et al., 2006).

Numa infeccdo por L infantum, as células do sistema mononuclear fagocitario
infectadas atuam como células apresentadoras de antigenos, estimulando os
linfocitos (CD4+) T auxiliares do tipo 1 (Th1), ou T auxiliares do tipo 2 (Th2). Quando
0 antigeno é apresentado por moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
do tipo II, elas liberam linfocinas que regulam o potencial microbicida dos macréfagos
(REIS et al., 2006).

As células Thl séo consideradas pro-inflamatodrias e secretam principalmente
as interleucinas-2 (I L -2) e 12 (I L -12), fator de necrose tumoral (TNF- a) e interferon
Y (IFN-y), que podem iniciar a imunidade celular mediada e citotoxicidade. O eixo Th2
medeia a imunidade humoral com producdo exacerbada de anticorpos e €
considerada anti-inflamatoria, secretando principalmente as interleucinas 4, 5, 6, 10 e
13 e apresenta comportamento antagonista das células Thl (GENARO, 1993;
FERRER, 2002). Leishmania sp é capaz de direcionar a diferenciacdo de células T
para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da infeccéo (REIS et
al., 2006).

IFN -y Mac_rofagos Ellmlnagao do parasito
ativados
TNF -a Citotoxidad
) ] IL—12 itotoxidade
Leishmania sp. IL-2
‘ ::: ’—P - . RESPOSTA
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Figura 2 - Resposta imune celular na infec¢éo por Leishmania infantum. Adaptado de
Reis et al (2006).
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2.4.2 Manifestacgdes clinicas

O namero e a intensidade dos sinais clinicos sdo determinados por um conjunto
de fatores que envolvem a cepa do parasito, genética e o estado imunologico do
hospedeiro (FERRER, 2002; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2009). Desta forma, o
sistema imunoldgico dos cées € capaz de controlar a infeccdo durante varios anos,
sem o aparecimento de sinais, e as vezes pode até evoluir para uma cura espontanea
(SOLANO-GALLEGO et al., 2017). Por outro lado, alguns caes infectados podem
evoluir para sindromes graves levando os animais ao 6bito (RIBEIRO et al., 2018).

De acordo com a presenca ou ausencia de sinais clinicos, os animais podem
ser classificados em assintomaticos ou sintomaticos (ALEXANDRE-PIRES et al.,
2010) sendo que os assintomaticos representam importante papel como reservatorio
da doenca (BARBIERI, 2006).

Os sinais clinicos sdo bastantes variaveis e inespecificos, sendo os mais
predominantes as dermatopatias, que incluem dermatite esfoliativa, papular, nodular
e ulcerativa, além de alopecia e onicogrifose, sendo a dermatite descamativa a
alteracdo mais comum, reportada entre 56 a 91% dos casos (SOLANO-GALLEGO et
al., 2017; NOLI e AUXILIA, 2005; PALTRINIERI et al., 2016).

No entanto, os cdes podem apresentar sinais sistémicos que incluem
problemas articulares, linfadenomegalia, oftalmopatias, epitaxes, vomitos, diarreias e
comprometimento renal, apontado como a principal causa de 6bitos em cdes com LV
(FERRER, 2002; MIRO et al., 2008).

O sistema hemolinfatico € o primeiro envolvido e €é caracterizado por
linfadenomegalia com aspecto inicial exsudativo evoluindo para poliferativo
hiperplasico (LUVIZOTTO, 2006).

As alteracdes oftalmicas mais observadas séo blefarites, ceratoconjunitive seca
ou nao, uveites, conjuntivites folicular ou membranosa (SILVA, 2007; NOGUEIRA,
2007). Essas alteragcbes sao ocasionadas pela decorréncia de infiltrado
linfoplasmocitario perivascular em resposta a infeccdo presenca do protozoario
(FERRER, 2002; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Além da perda de peso, a atrofia muscular pode estar presente, relacionada a
necrose das fibras musculares decorrente do processo inflamatério crénico (SILVA,
2007; NOGUEIRA, 2007).
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A multiplicagdo de parasitos no organismo animal, particularmente nos
hepatocitos pode induzir alteragdes estruturais e, consequentemente desencadear
hepatomegalia e hepatite difusa cronica (SILVA, 2007; NOGUEIRA, 2007).

A doenca renal pode ser atribuida pela deposicdo de imunocomplexos ou
presenca do parasito nas membranas glomerulares (MIRO et al., 2008; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Entretanto, ha evidéncias que a resposta imune celular
também esteja envolvida na patogénese da nefropatia da doenca (COSTA et al.,
2000). A artropatia pode ser explicada pelo aspecto patogénico semelhante a doenca
renal (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Apesar de ser raro, o envolvimento do sistema nervoso central na LVC, pode
ser demonstrado por formas amastigotas no plexo coroide, em associacdo a infiltrado
linfoplasmocitério ou presenca do DNA de Leishmania spp no liquido cefalorraquidiano
(LUVIZOTTO, 2006; ZOBBA et al., 2017).

2.4.3 Alteracdes hematoldgicas e bioguimicas

As alteragBes mais comuns incluem azotemia, proteindria, hiperproteinemia,
hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, trombocitopenia, anemias, leucocitose ou
leucopenia e aumento dos valores das enzimas hepéaticas (GOMEZ-OCHOA et al.,
2010; MENDONCA et al., 2015; BANETH et al., 2018, TORRECILHA et al., 2016).

No hemograma, a anemia com normocitose, normocromia e arregeneragao tem
sido mais relatada em caes com infeccdo natural, podendo ser explicada por perda
sanguinea na epistaxe e ulceracfes da pele, eritrolise, inflamacéo generalizada e
doenca renal cronica (SILVA, 2007; MENDONCA et al., 2015; TORRECILHA et al.,
2016). Por outro lado, independentemente da presenca de varios ou nenhum sinal
clinico de LV nos animais, ha alteracdes significativas no hematécrito e hemoglobina
(COSTA-VAL et al., 2007).

A trombocitopenia € outro achado frequente, sendo causada pela destruicao
periférica imunomediada das plaquetas circulantes, vasculite, trombocitopoiese
alterada e aumento da destruicdo plaquetaria apds faléncia renal e/ou hepético
(MOURA et al., 2002; CORTESE et al., 2009; CORTESE et al., 2011) podendo ser
encontrada em 15% a 50% nos animais infectados (CIARAMELLA et al., 2005;
COSTA-VAL et al., 2007).
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Quanto a série leucocitéria, a leucocitose pode estar presente em alguns
animais, principalmente por neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo, estando
associado a um quadro de infeccdo bacteriana secundaria concomitantemente
(MATTOS JR et al., 2004). A ocorréncia de leucopenia € menos frequente, mas tem
sido observada em outros estudos (BUSH, 2004).

A linfocitose também tem sido relatada em cées assintométicos e sintoméaticos
(FELDMAN et al.,, 2000; IKEDA-GARCIA et al.,, 2003), sendo decorrente da
estimulacdo antigénica persistente em infeccdes cronicas (GROULADE et al., 1977,
BARR et al., 1991). Enquanto, a linfopenia estd associada a severidade das
manifestacbes clinicas da doenca, sendo possivelmente atribuidas a liberacdo de
citocinas imunodepressoras na presenca do parasito, além do bloqueio de maturacéo
das linhagens leucocitarias, causada pelo intenso parasitismo da medula Ossea e
também pelo recrutamento dessas células para sitios inflamatérios (BOURDOISEAU
et al.,, 1997; ALVAR et al., 2004; REIS et al., 2006).

No que concerne as alteragbes bioquimicas, as alteracdes renais,
representadas pelo aumento das concentracdes séricas de ureia e creatinina, sao
relativamente comuns na LVC (TORRECILHA et al., 2016).

A hiperproteinemia nos caes com LV é decorrente de uma resposta imune
humoral policlonal de linfécitos B, onde se observa um aumento de gamaglobulina,
diminuicao de albumina e inversdo na relacéo albumina/ globulina, ao qual ocorre em
decorréncia de perdas por comprometimento hepatico e renal ou subnutricdo cronica
em animais com anorexia (REIS, et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
GREENE, 2012). A hipoalbuminemia é muito comum em cé@es com a enfermidade,
devido a doenca hepética crénica (> 60% dos animais tem hipoalbuminemia) e
proteinudria (THRALL et al., 2012).

Na LVC, as alteracbes das enzimas hepaticas estdo associadas com a
evolucao da doenca em funcédo da multiplicacao do parasito no figado, principalmente
nas células de kupffer (SILVA, 2007; NOGUEIRA, 2007). Ha o aumento da Alanina
aminotransferase (ALT), enzima de extravasamento que se apresenta livre no
citoplasma, principalmente nos hepatécitos, além da fosfatase alcalina (FA) (THRALL
et al., 2012).
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2.4.4 Diagnéstico

O diagnéstico da LVC continua sendo um desafio, devido a presenca de
animais assintomaticos, inespecifidade de sinais clinicos e auséncia de um
diagnostico que possua 100% de especificidade e sensibilidade (MOREIRA JR, et al.,
2003). Sendo assim, € necessario a realizacdo do diagnostico laboratorial quer seja
por meio de exames laboratoriais parasitolégicos, sorologicos e moleculares isolados
ou associados (ALVAR et al., 2004; MAIA e CAMPINO, 2012).

2.4.4.1 Diagnostico parasitolégico

O exame parasitologico representa o “Padrdo-Ouro” para o diagndstico
definitivo da LVC, e se baseia na visibilidade de formas amastigotas do parasito no
interior dos macréfagos ou livres em preparacdes citolégicas, como aspirado de
linfonodos, biopsias de medula 6ssea e citologia esfoliativa da pele (SILVA, 2007,
GREENE, 2012).

Esse método direto representa o método de eleicdo para o diagnostico de
infeccdo estabelecida na enfermidade, por ser rapido, de facil execuc¢ao, baixo custo,
e possuir 100% de especificidade. Entretanto, a sensibilidade do exame pode ser
baixa, devido a alguns fatores como: coleta, experiéncia do leitor, qualidade da
amostra e carga parasitaria (GENARO, 1993; SILVA, 2007).

2.4.4.2 Diagndstico sorologico

Os métodos soroldgicos detectam a presenca de anticorpo IgG anti Leishmania
sp, e sdo bastante uteis em inquéritos epidemioldgicos (REY, 2001; GREENE, 2012).

No entanto, esses métodos devem ser interpretados com cautela, uma vez que
nao sdo 100% sensiveis e especificos, podendo ocorrer a presenca de reacdes falso-
positivas, por outros tripanossomatideos como o Trypanosoma caninum e alguns
patdgenos prevalentes em algumas regides do Brasil como a Babesia spp, Ehrlichia
spp e Anaplasma spp (RIBEIRO, 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BARROS et
al, 2012).

No Brasil, as técnicas sorologicas recomendadas pelo Ministério da Saude para
o diagnostico da infeccdo canina é o DPP (Dual Path Platform) -

BioManguinhos/Fundacdo Oswaldo Cruz® como triagem e o ELISA como teste
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confirmatdrio (GRIMALDI et al., 2012; BRASIL, 2014).

2.4.4.3 Diagndéstico molecular

A biologia molecular tem mostrado ser uma ferramenta de grande valia no
diagnostico da infeccdo por Leishmania sp com sensibilidade e especificidade
proximas a 100%, principalmente para detec¢des em cdes assintomaticos (MAIA e
CAMPINO, 2008).

A Reacgéo em Cadeia de Polimerase (PCR) € um método molecular que permite
identificar e amplificar sequéncias de DNA do parasito, apresentando alta
especificidade, porém a sensibilidade pode ser dependente da amostra obtida.
Amostras de medula 6ssea, linfonodos, pele e suabe conjuntival tem mostrado
melhores resultados em relacdo ao sangue periférico, devido & baixa quantidade de
parasitos nessa amostra bioldgica (FERREIRA, 2013).

Outra técnica molecular derivada da PCR € a Reacdo em Cadeia de Polimerase
em tempo real (QPCR), método baseado no uso de corantes ou sondas fluorescentes
e que permite avaliar a carga parasitaria na pele (MAIA e CAMPINO, 2008).

2.45 Tratamento

O tratamento da LVC representa um desafio para o médico veterinéario, devido
a extrema complexidade de sua patogenia, uma vez que a condi¢do clinica do
paciente é um fator que influencia na escolha do melhor protocolo terapéutico. E
sabido que o tratamento de cdes doentes em areas endémicas reduz a infectividade
canina, diminuindo assim os riscos epidemiol6gicos para humanos e outros cdes nao
infectados (ALVAR, et. al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011; TRAVI et al.,
2018).

A terapia anti-leishmanial pode diminuir a carga parasitaria, embora ndo seja
capaz de alcancar uma cura parasitolégica (BANETH e SHAW, 2002; NOLI e
AUXILIA, 2005; MANNA et al., 2008; REGUERA et al., 2016).

Desta forma, o tratamento da doenca objetiva a remissdo dos sinais clinicos e
reducdo na capacidade infectante dos animais (GOMEZ-OCHOA et al., 2009;
CIARLINI et al., 2010; TRIGO et al., 2010; TRAVI, et al., 2018) e tem sido baseado na
utilizacdo de antimoniato de meglumina, anfotericina B, alopurinol, miltefosina e
imunomoduladores (SOLANO-GALEGO et al., 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grimaldi%2520G%2520Jr%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=22137538
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Contudo, no Brasil o tratamento da LVC consolidou-se apenas no ano de 2016,
sob a portaria interministerial do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
ao qual autorizou o uso de Mitelfosina, agente antiprotozoario com acgéao leishmanicida
(MAPA, 2016).

2.4.5.1 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes sdo usados h& mais de 50 anos para o
tratamento da LV (TIUMAN et al., 2011) e atuam seletivamente, inibindo a enzima
fosfofrutoquinase dos protozoarios, que é necessaria para a oxidacdo de acido
glicolitico e acidos graxos, causando sua morte (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

No Brasil, seu uso é restrito ao tratamento da leishmaniose em humanos,
porém em paises onde ocorre a liberacdo do farmaco a dose recomendada para cées
€ de 75 a 100 mg/ kg por via subcutdnea uma vez ao dia por quatro a seis semanas
(BRASIL, 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A monoterapia com 0 uso de antimoniato promove remissao dos sinais clinicos,
com baixas recidivas, mas ndo elimina completamente os parasitos (DENEROLLE e
BOURDOISEAU, 1999; BANETH e SHAW, 2002; ALVAR, 2004; IKEDA-GARCIA et
al., 2010). Assim, recomenda-se 0 uso do antimoniato de meglumina em associacao
com o alopurinol, sendo a terapia mais eficaz e rotineira no protocolo da LVC (MANNA
et al., 2015).

Além disso, o farmaco apresenta efeitos colaterais como cardiotoxicidade,
pancreatite e nefrotoxicidade (LAWN et al., 2006; BADALOV et al., 2007; SUNDAR e
CHAKRAVARTY, 2015), porém em cédes nao foram observados sinais de pancreatite
(PANAGIOTIS et al., 2014).

2.4.5.2 Alopurinol

O alopurinol é uma droga leishmaniostatica que atua como um analogo de
purina, inibindo sintese proteica quando incorporada ao RNA do parasito, levando-o a
morte (NOLI e SARIDOMICHELAKIS, 2014). E utilizada como monoterapia em alguns
paises, onde o antimoniato e a miltefosina estéo indisponiveis (HELM et al., 2013).

Como terapia associada a uma droga leishmanicida, esse farmaco representa
0 composto mais usado contra o LVC na Europa (MATTIN et al., 2014), induzindo
remisséo dos sinais clinicos e baixa toxicidade (RIBEIRO, 2007). Porém, é incapaz de
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eliminar completamente os parasitos e ndo tem atividade preventiva na LVC
(SARIDOMICHELAKIS et al., 2005).

A dose utilizada como monoterapia é de 15-30 mg/kg/dia dividido em duas ou
trés doses diarias (NOLI e AUXILIA, 2005) e a interrupcao do tratamento pode ocorrer
quando as seguintes condicfes forem satisfeitas: recuperag¢do clinica completa;
normalizag&o clinico-patoldgica e niveis de anticorpos negativos ou abaixo do nivel
de corte do teste. Por isso, € necessario realizar controles da resposta do organismo
ao tratamento e melhora clinica (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O alopurinol associado a domperidona e trés doses de vacina contra
Leishmania sp. com intervalo de 21 dias, induziu gradativamente a remissao dos
sinais clinicos, e apos doze meses de tratamento ndo foram encontradas formas

amastigotas de L. infantum na pele dos animais (NASCIMENTO, 2015).

2.4.5.3 Domperidona

A imunomodulacdo é essencial para o tratamento da LVC, tendo a
domperidona como importante farmaco para essa finalidade (PASSOS et al., 2014).
Essa droga € um antagonista do receptor de dopamina e provoca a liberacdo de
serotonina, estimulando producao de prolactina e producéo de linfécitos Thl e de IL-
2,1L-12, INF-y e TNF-q, levando a ativacdo dos macréfagos seguida da diminuicéo da
populacao de Th2 (GOMEZ-OCHOA et al., 2009).

Em estudo realizado por Gomez-Ochoa et al (2009) a domperidona em
monoterapia foi administrada duas vezes por dia, na dosagem de 1 mg/kg durante 30
dias em cées naturalmente infectados com LVC e a remisséo clinica foi observada em

96% dos cdes num intervalo de 90 dias.

2.4.5.4 Miltefosina

A miltefosina é um alquifosfolipido, originalmente desenvolvido como agente
antineoplasico (HILGARD et al., 1993), com capacidade leishmanicida in vitro e in vivo
(SUNDAR et al., 1998; FARCA et al., 2012).

Seu mecanismo nao esta totalmente esclarecido, estudos mostram que o
farmaco altera as vias de sinalizacdo e a sintese de membrana celular levando a
apoptose (VERMA e DEY, 2004). Além disso, a miltefosina é capaz de estimular

células T elevando os niveis de INF-y, assim estimulando a producéo de éxido nitrico
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(NO) e radicais reativos de oxigénio dentro dos vacuolos dos macréfagos, eliminando
os parasitos (MANNA et al., 2008; REGUERA et al., 2016).

Quando usado como monoterapia, reduz consideravelmente a carga
parasitaria, e promove cura clinica (MANNA et al., 2008; ANDRADE et al., 2011). Por
outro lado, animais tratados apresentam aumento significativo na parasitemia seis
meses apos o tratamento (ANDRADE et al., 2011).

Por esse fato, € recomendavel associar a medicacao com outros farmacos para
uma melhor resposta terapeutica (MANNA et al., 2015; REGUERA et al., 2016). A
associacdo com o alopurinol na dose 10mg/Kg/dia e miltefosina na dose de
2mg/kg/dia tem sido um protocolo que apresenta a mesma efetividade da associacao
alopurinol e antimonial pentavalente (MANNA et al., 2015; REGUERA et al., 2016).

2.4.5.5 Anfotericina B

A anfotericina B € uma droga com atividade anti-leishmanial efetiva contra
diferentes espécies de Leishmania spp. que tém relevancia clinica nas Américas, tais
como como L. infantum, L. braziliensis e L. amazonensis (MORAIS-TEIXEIRA et al.,
2014).

Seu mecanismo de acdo se da através da ligacdo preferencial com esteres
(ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmatica da Leishmania, que
altera a permeabilidade de membrana e causa distlirbios metabdlicos, culminando
com a morte celular (RAMOS et al., 1996; BRASIL, 2014).

Para caninos, a anfotericina B pode ser utilizada pela via intravenosa na dose
de 0,5-0,8 mg/kg, duas a trés vezes por semana numa dosagem de 10-15 mg/kg
(GRAMICCIA et al., 1992). Seu uso na terapia da LVC tem uma boa resposta, porém
s6 é recomendado em areas nao endémicas, devido a preocupacdes com efeitos
colaterais e inducgéo de resisténcias em casos humanos (BEST et al., 2014).

A principal limitacdo ao uso desta droga é a necessidade de hospitalizacao
prolongada devido a sua alta nefrotoxicidade (SUNDAR et al., 2007). A anfotericina B
pode ainda afetar a qualidade do sémen e fertilidade em cées, interferindo com a
espermatogénese (ASSIS et al., 2010).
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2.4.5.6 Marbofloxacina

E uma fluoroquinolona sintética de terceira geracdo desenvolvida apenas
para uso veterinario (ROUGIER et al., 2008). Possui atividade potente contra varias
bactérias sendo frequentemente usado no tratamento de uma ampla gama de
infecgdes bacterianas por Gram-positivas e Gram-negativas (PRESCOTT et al., 2000;
MEUNIER et al., 2004).

Como outras quinolonas, a marbofloxacina inibe a enzima bacteriana DNA
girase (ou topoisomerase Il), e como a Leishmania apresenta uma estrutura genémica
que exibe maiores semelhancas com as bactérias, esse farmaco atua também sobre
a DNA girase do parasito (MAJUMDER, 1988; SLUNT et al., 1996; CHAKRABORTY
e PRESCOTT et al., 2000).

As fluoroquinolonas sdo conhecidas por apresentarem propriedades
imunomoduladoras, diminuindo a resposta das citocinas em particular (DALHOFF e
SHALIT, 2003). Estudos demonstram que a marbofloxacina tem previamente uma
atividade leishmanicida indireta através do TNF-a e Oxido nitrico (NO) via sintase
(VOULDOUKIS et al., 2006).

A dose recomendada é de 2mg/kg/dia durante 28 dias, com a qual 83% dos
cdes apresentaram boa resposta com diminuicdo dos sinais clinicos (ROUGIER et al.,
2008), além da reducéo da carga parasitaria nos linfonodos apdés trés meses. Esse
farmaco, também tem mostrado bons resultados in vitro (VOULDOUKIS et al., 2006).

Segundo Rougier et al (2012) a eficacia foi demonstrada em 68,9% do caes,
sendo que 23,8% foram clinicamente curados apos trés meses, além disso a evolucdo
dos parametros hematoldgicos e bioquimicos foram satisfatorios. A recaida foi
observada em 52,6% dos caes com aproximadamente 5,5 meses apds a concluséo
do tratamento. Contudo, ndo apresentou cura parasitologica com persistencia do
parasito nos linfonodos (ROUGIER et al., 2012).

No estudo realizado por Pineda et al (2017), pacientes com LVC e
insuficiencia renal cronica tratados com marbofloxacina na dose recomendada,
apresentaram dimunuicdo na carga parasitaria em 72% dos cées, além disso houve
aumento da concentracdo de albumina plasmatica e uma diminui¢éo significativa na
concentracéo de globulina.

Apesar desse farmaco néo eliminar totalmente o parasito, como € o caso de

outras drogas com acdo anti-leishmanial, seu uso mostrou bons resultados e néo



29

induz modificagbes na ureia e creatinina em caes ndo azotemicos, sendo uma droga
muito segura para pacientes com doenca renal crénica (PINEDA et al., 2017). Além
disso, apresenta poucos ou nenhum efeito colateral no trato gastrointestinal, incluindo

o farmaco como opc¢ao promissora no tratamento da LVC (ROUGIER et al., 2012).

2.4.5.7 Outros farmacos

Outros farmacos também podem ser utilizados na terapia da LVC, como o
metronidazol, que € um antibidtico sintético do nitroimidazol. Segundo Pennisi et al
(2005), o metronidazol associado com a espiramicina no tratamento da LVC,
apresentou bons resultados com remissdo clinica completa ou quase completa.
Outros estudos mostram que as recidivas sao altas e que a carga parasitaria ndo é
eliminada efetivamente (BIANCIARDI et al., 2004).

Varios medicamentos anti-fungicos com acgdo anti-leishmanial foram
investigados em humanos, cées e roedores (BANETH e SHAW, 2002). A associacao
de agentes a base de antimoniais com cetoconazol tem sido utilizada com sucesso
em humanos contra a leishmaniose no velho mundo (EL-SAYED e ANWAR, 2010).
Essa associacdo foi investigada in vitro contra amastigotas de L. (L.) amazonensis
(NUNES et al., 2017).

Ha um grande interesse em terapias anti-leishmanial de uso oral, sendo o
fluconazol, cetoconazol e itraconazol alternativas que satisfazem este requisito
(GALVAO et al., 2017). Estes agentes demonstraram ser altamente eficaz contra
Leishmania spp tanto em testes in vitro (BEACH et al., 1988; SHOKRI et al., 2017)
quanto in vivo (SAENZ et al., 1990; ALRAJHI et al., 2002). Entretanto, ndo ha estudos
suficientes para recomendar o uso dessas drogas unicamente como terapia anti-
leishmanial (GALVAO et al., 2017).

O tratamento com pentamidina tem sido utilizado com sucesso para
estabelecer a resposta imunolégica de cdes com LV (LASRI et al., 2003). Estudos
mostraram que a pentamidina reduz os sinais clinicos, sem recidivas no periodo de
seis meses apos a conclusdo do tratamento e sem presenca de efeitos colaterais
(RHALEM et al., 1999).

Um estudo piloto com a aminosidina investigou a eficacia e a seguranca da
administracao diaria por via subcutanea de aminosidina na dose de 15 mg/kg durante

21 dias em cées sem azotemia ou proteindria (ATHANASIOU et al., 2013). Os
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parametros clinicos, sorolégicos e parasitolégicos melhoraram significativamente no
final do tratamento, sem recaida durante os 3 meses subsequentes (ATHANASIOU et
al., 2013).

2.4.6 Terapia de suporte

A LVC apresenta diferentes manifestacbes clinicas, destacando
principalmente as lesdes renais, hepatites difusas crbnicas, oftalmopatias e
dermatopatias, tendo as glomerulopatias como a maior causa de 6bito em pacientes,
0 que requer uma terapia de suporte associada ao tratamento antileishmanial
(FERRER, 2002; MIRO et al., 2008).

A terapia da doenca renal crénica (DRC) é baseada nos estagios da
classificagéo da Sociedade Internacional de Interesse Renal, que varia de | a IV (IRIS,
2009), sendo a magnitude do comprometimento das estruturas renais e da funcéo
renal o que determina as variac6es das manifestacdes clinicas (LEES et al., 2004).

Em pacientes renais, varias disfuncdes devem ser corrigidas para um bom
sucesso terapéutico, tais como: disturbios eletroliticos, desequilibrio acido-base,
hipertensdo arterial sistémica, proteinuria, hiperfosfatemia, anemia e anormalidades
gastrintestinais (POLZIN, 2013).

Além disso, deve-se levar em consideracédo as infec¢cdes concomitantes, que
se instalam pela imunossupressdao do paciente de LVC e que dificultam a
recuperacdo, principalmente as hemoparasitoses como erliquiose, babesiose,
hepatozoonose, anaplasmose, filarioses, entre outras (CORRALES, 2005).

Dessa forma, é imprescindivel que o paciente da LV seja cuidado em todos
0s sistemas, pois muitas vezes a cura clinica ndo € alcancada devido a presenca de

coinfeccdes e suas consequéncias (VEADO et al., 2002).
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3 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar os aspectos clinicos e laboratoriais de caes naturalmente infectados por
Leishmania infantum submetidos a terapia com marbofloxacina associado com

alopurinol.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar clinicamente cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum

submetidos a terapia com marbofloxacina associado ao alopurinol;

Avaliar o perfil hematoldgico e bioquimico de cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum submetidos a terapia com marbofloxacina associado ao

alopurinol.
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AVALIACAO CLINICO-LABORATORIAL DE CAES NATURALMENTE
INFECTADOS POR Leishmania infantum SUBMETIDOS A TERAPIA COM
MARBOFLOXACINA ASSOCIADA AO ALOPURINOL

RESUMO

A Leishmaniose Visceral € uma doenca de carater zoonotico causada por protozoario
denominado Leishmania infantum, sendo transmitido aos hospedeiros susceptiveis
por insetos hematofagos da subfamilia Phlebotominae. O cédo é considerado o
principal reservatorio em areas urbanas e apresenta sinais clinicos bastantes variaveis
e inespecificos, sendo os mais predominantes as dermatopatias e a linfadenomegalia.
Além disso, nessa enfermidade € possivel detectar algumas alteracdes laboratoriais
hemato-bioquimicas que podem auxiliar na elaboracdo do prognéstico da doenca.
Objetivou-se com esse estudo avaliar os aspectos clinicos e laboratoriais de cées
naturalmente infectados por L. infantum submetidos a terapia com marbofloxacina
associado com alopurinol. Foram utilizados 12 cédes domiciliados, de ambos 0s sexos,
de raca variadas e idade entre 1 a 7 anos. Os animais foram divididos em dois grupos
de tratamento: Grupo 1 (G1) tratados com marbofloxacina (Marbopet® Laboratério
CEVA, Brasil) na dose de 2mg/kg/dia PO/28 dias e alopurinol na dose de 10mg/kg BID
PO/ 90 dias e Grupo 2 (G2) tratados com marbofloxacina (Marbopet® Laboratério
CEVA, Brasil) e alopurinol na mesma posologia, porém o alopurinol iniciou-se apos o
periodo de administracdo da marbofloxacina, ou seja, apds o 28° dia. Todos o0s
animais, de ambos os grupos, foram monitorados clinicamente e através de exames
hematoldgicos e bioquimicos nos dias 0, que € o inicio do tratamento (D0), 30 (D30),
60 (D60) e 90 (D90). Cada parametro clinico foi classificado de acordo com sua
gravidade em uma escala numérica de 0 a 3. Foram analisados os valores do
eritrograma, leucograma, plaguetas e quantificadas as concentracdes séricas de
Fosfatase Alcalina, Alanina Aminotransferase, Ureia, Creatinina, proteina sérica,
albumina e globulina. No grupo G1 a reducao dos escores foi de 76,4%, enquanto o
grupo G2 apresentou 54,8% de reducao. As médias da albumina foram mais elevadas
com 90 dias no grupo G1. Em relag&o as enzimas renais nenhum paciente dos grupos
apresentou aumento de ureia e creatinina. O uso da marbofloxacina associada ao
alopurinol mostrou ser uma nova opcao terapéutica para a Leishmaniose Visceral
Canina, uma vez que apresenta poucos efeitos adversos, administracdo oral e
remissao dos sinais clinicos, hematoldgicos e bioquimicos.

Palavras-chave: Hematologia; Leishmaniose; Sinais clinicos; tratamento.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a Leishmaniose Visceral (LV) é causada pela Leishmania infantum,
sendo os vetores mais comuns, o Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (LOPES et
al., 2017) tendo como os cdes domeésticos 0s principais reservatorios em areas
urbanas (BAUM et al., 2015; GUIMARAES et al., 2017; CALDART et al., 2017; MIRO
e VELEZ, 2018).

Nos cdes a doenca apresenta carater imunomediada (MAIA e CAMPINO,
2008), e a progresséao da infeccado nos cées apresenta acentuada resposta humoral
com altos titulos de imunoglobulinas e depressado da resposta imunolégica celular
(CARRILLO e MORENO, 2009), determinando o surgimento de animais
assintomaticos ou sintomaticos (MOLINA et al.,, 1994). Neste sentido, a ativacdo
exacerbada do sistema imune durante a infeccdo por L. infantum tem sido
responsabilizada por diversas sindromes associadas a infeccdo como doenca
articular, renal, ocular entre outras (SOLANO-GALEGO et al., 2009).

Os sinais clinicos sdo bastante variaveis e inespecificos, com predominancia
de dermatopatias e linfadenomegalias, além de perda de peso, intolerancia ao
exercicio, letargia, poliaria, polidipsia, lesbes oculares, epistaxe, onicogrifose,
debilidade, vomito e diarreia (MIRO et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).

Por conseguinte, algumas alteracdes laboratoriais podem ser detectadas e
incluem azotemia, proteindria, hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia,
trombocitopenia, anemias e aumento dos valores das enzimas hepaticas (SOLANO-
GALEGO et al.,, 2009). Essas alteracdes sdo analisadas através de exames
hematoldgicos e bioquimicos com a finalidade de monitoramento na terapia da LVC,
além de auxiliar na elaboracéo do progndstico e terapia (GOMEZ-OCHOA et al, 2010,
TORRECILHA et al., 2016; BANETH et al., 2018).

No Brasil, desde o ano de 2016, a miltefosina € o Unico agente leishmanicida
autorizado pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2016),
porém o tratamento com esse farmaco necessita de associa¢cdes, como o uso de
alopurinol para melhor resposta terapéutica, uma vez que seu uso apenas diminui
carga parasitaria e ocasiona remissdo dos sinais clinicos (MANNA et al., 2015;
REGUERA et al., 2016).

Portanto, sdo necessarios estudos que englobem mais opcdes terapéuticas,

uma vez que a doenca € bastante complexa e ha poucos farmacos disponiveis para
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a terapia da LVC gue contemplem poucos efeitos adversos, administracéo oral e que

promovam cura clinica (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; MIRO e VELEZ, 2018).
Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os aspectos clinicos e

laboratoriais de cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos a terapia

com marbofloxacina associado com alopurinol.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Conselho de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) registrado sob o protocolo de
ndmero 23082.014015/208-25.

2.2 Animais

Dezenove cdes com sinais clinicos de LVC foram selecionados, sendo que 12
participaram do presente estudo. Os caes eram domiciliados, de ambos os sexos, de
raca variadas e idade entre um a sete anos, provenientes do servico ambulatorial do
Hospital Veterinario da UFRPE. Todos os pacientes apresentavam pelo menos um
sinal clinico sugestivo de LV, além de alteracées hematoldgicas e bioquimicas. Os
tutores dos caes foram informados dos procedimentos a serem realizados, por meio
da assinatura de um termo de consentimento da pesquisa.

Todos os cédes foram submetidos ao teste imunocromatogréafico (DPP® — Bio
Manguinhos) e posteriormente confirmados através de exames parasitolégicos
(biopsia de medula éssea, aspirado de linfonodos e citologia esfoliativa de pele) pela

visibilidade de formas amastigotas da L. infantum.

2.3 Protocolo de tratamento

Os animais foram divididos em dois grupos de tratamento: Grupo 1 (G1)
tratados copor via oral durante 28 dias e alopurinol na dose de 10mg/kg a cada 12
horas durante 90 dias e Grupo 2(G2) tratados com marbofloxacina (Marbopet®
Laboratério CEVA, Brasil) na dose de 2mg/kg/dia PO durante 28 dias e alopurinol na
dose de 10mg/kg BID PO, porém com o inicio do alopurinol apds o periodo de
administracdo da marbofloxacina, ou seja, apds o 28° dia.
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Nas terapias de apoio, foram utlizadas apenas anti-inflamatérios
(corticosterdides, AINEs) de uso oftdlmico para o manejo das lesbes oftalmicas
causadas pela infeccdo por L. infantum. Coleiras repelentes aos flebotomineos foram
utilizadas nos animais para evitar a reinfeccéo dos pacientes e como forma de controle

da doenca.

2.4 Acompanhamento dos animais

Todos os animais, de ambos os grupos, foram monitorados clinicamente e
através de exames hematoldgicos, bioguimicos nos dias zero, que € o inicio do
tratamento (DO0), 30 (D30), 60 (D60) e 90 (D90) dias apds o tratamento.

2.5 Avaliagéo clinica

Durante o monitoramento, todos os animais foram avaliados quanto a presenca
de sinais sisttmicos como dermatopatias, linfadenopatias, sinais oftalmicos, sinais
gastrintestinais, distirbios miccionais, epistaxe e alterac6es musculoesqueléticos.

Cada parametro clinico foi classificado de acordo com sua gravidade em uma
escala numérica de 0 a 3, adaptado de Rougier et al (2012), como segue: 0: ausente,
1: leve, 2. moderada e 3. severa. Nos casos de linfadenomegalia e dermatites
(ulcerativa, nodular e papular) a classificacao foi seguida de: 0: ausente, 1: local e 2:
generalizado. A soma das pontuacdes clinicas foi calculada adicionando os pontos
dados a cada um dos 14 parametros clinicos listados em cada momento do

monitoramento.

2.6 Andlises hematimétricas e bioquimicas

Foram coletados 5ml de sangue/animal por meio de venopuncao cefalica,
jugular ou safena lateral, acondicionadas em microtubos plasticos com solugéo
anticoagulante acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) para a realizacdo de analises
hematimétricas e sem EDTA para analises bioquimicas.

Em todos os animais foram realizados hemogramas utilizando um contador
automatico de células (Labtest SDH-3 vet) seguido da contagem diferencial em
estiracos sanguineos corados pelo método do tipo Romanowsky. Os parametros

avaliados foram: contagem de eritrocitos, leucécitos (neutréfilos, linfocitos, monécitos
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e eosinofilos), volume globular (VG), concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e volume corpuscular médio (VCM).

A anadlise bioquimica foi realizada através do analisador automatico TP-
ANALYZER BASIC®, ao qual foram mensuradas os seguintes parametros: Ureia,
Creatinina, Alanina aminotransferase (ALT) e Fosfatase alcalina (FA), além de
Proteina total, Albumina e Globulina.

2.7 Andlise Estatistica

Para a comparacdo entre 0s grupos em relacdo as variaveis numéricas foi
utilizado o teste de Mann-Whitney e o teste de Friedman na comparacdo entre as
avaliacbes em cada grupo e nas varidveis categoéricas foram utilizados
simultaneamente os testes Exato de Fisher e Mc-Nemar.

No caso de diferenca significativa pelo teste de Friedmam foram utilizados
testes de comparacdes multiplas do referido teste. A margem de erro utilizada na
deciséo dos testes estatisticos foi de 5%. Os dados foram digitados na planilha EXCEL
e 0 programa utilizado para obtencdo dos calculos estatisticos foi o IBM SPSS na
verséo 23.



49

3. RESULTADOS

3.1 Avaliacéo da eficacia do tratamento
3.1.1 Avaliacéo clinica antes do tratamento (DO)

No inicio de tratamento (DO) todos os animais de ambos 0s grupos
apresentavam dermatopatias/linfadenopatias. No G1, os sinais dermatoldgicos foram:
dermatite descamativa 100% (6/6), dermatite ulcerativa 83,3% (5/6) onicogrifose e
alopecia 66,6% (4/6), paroniquia e dermatite nodular 33,3% (2/6) e dermatite pustular
16,6% (1/6). Outros sinais estavam presentes como as oftalmopatias 50,0% (3/6),
oftalmopatias 16,6% (1/6) e sinais gastrointestinais 16,6% (1/6).

No G2, os sinais dermatoldgicos foram: dermatite descamativa e alopecia
83,3% (5/6), dermatite ulcerativa e onicogrifose 66,6% (4/6), paroniquia 33,3% (2/6),
e dermatite pustular 16,6% (1/6). Além da presenca das oftalmopatias 16,6% (1/6).

3.1.2 Avaliacéo clinica ap0s o tratamento

Apos 30 dias do tratamento, os animais do G1 tiveram reducdo dos escores
clinicos de 22,65% com persisténcia das dermatopatias e linfadenomegalias 100,0%
(6/6). Dentre as dermatites, tem-se: dermatite descamativa 83,3% (5/6) onicogrifose
66,6% (4/6), paroniquia e dermatite ulcerativa 16,6% (1/6). As oftalmopatias ainda
estavam presentes 33,3% (2/6).

No G2, essa diminuicdo foi de 23,01%, com a mesma propor¢cao de
linfadenomegalias do G1. As dermatopatias foram de 83,3% (5/6), com dermatite
descamativa e alopecia 50,0% (3/6) onicogrifose 83,3% (5/6), dermatite pustular,
sinais oculares e sinais articulares com 16,6% (1/6).

No D60, os animais do G1 apresentaram uma taxa de reducédo dos escores
clinicos de 57,94%, com persisténcia de sinais clinicos como: dermatopatias e
linfadenomegalias 100,0% (6/6), onicogrifose 66,6% (4/6), dermatite descamativa
50,0% (3/6), e oftalmopatias 16,6% (1/6).

No grupo G2, houve decréscimo de 43,98%, com 83,3% (5/6), dos animais
apresentando dermatopatias e linfadenomegalias onicogrifose 83,3% (5/6), alopecia
83,3% (5/6), dermatite descamativa 66,6% (4/6), dermatite pustular e sinais oculares
com 16,6% (1/6).
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Apés os 90 dias, nos animais do G1 a reducéo dos escores clinicos foi de 76,4%
(variacdo percentual), apenas com persisténcia da onicogrifose 33,3% (2/6) e
linfadenopatias 83,3% (5/6). No G2, esse decréscimo foi de 54,8%, ao qual todos os
animais persistiram com a linfadenomegalia e alguns com outros sinais como:
onicogrifose 83,3% (5/6), alopecia (50,0% (3/6), dermatite descamativa 33,3% (2/6) e
sinais oculares 16,6% (1/6) (Tabela 1).

Tabela 1 — Percentagens de sinais/alteragfes clinicas em cées naturalmente
infectados por Leishmania infantum submetidos a terapia com marbofloxacina associado
com alopurinol, de acordo com grupo estudado.

Sinal /alteragao G1 G2
DO D30 D60 D90 DO D30 D60 D90
D. Descamativa 100,0% | 16,6% | 50,0% | 50,0% | 83,3% | 50,0% | 66,6% 66,6%
D. Ulcerativa 83,3% | 16,6% - - 66,6% - - -
Alopecia 66,6% | 66,6% - - 83,3% | 50,0% | 83,3% | 83,3%
Onicogrifose 66,6% | 66,6% | 66,6% | 33,3% | 66,6% | 83,3% | 83,3% | 83,3%
D. Nodular 33,3% - - - - - - -
Paroniquia 33,3% | 16,6% - - 33,3% - - -
D. Pustular 16,6% | 16,6% - - 16,6% | 16,6% | 16,6% 16,6%
Linfadenomegalia 100,0% | 100,0% | 100,0% | 83,3% | 100,0% |100,0%| 83,3% 83,3%
Oftalmopatias 50,0% | 33,3% | 16,6% - 16,6% | 16,6% | 16,6% 16,6%
Artropatias 16,6% | 16,6% | 16,6% - - 16,6% - -
Qutros 16,6% - - - - - - -

Estatisticamente, na avaliagdo dos escores clinicos ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos para nenhum momento das avaliacdes, as
médias reduziram com o tempo de avaliacdo em cada um dos grupos com diferencas

significativas entre as avaliacbes em cada grupo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Avaliacdo dos escores clinicos em cées naturalmente infectados por
Leishmania infantum submetidos a terapia com marbofloxacina associado com alopurinol,

de acordo com grupo estudado.

Grupo
Avaliacao (Mediana)
0 dia 9,17 + 2,93 (9,00) W
30 dias 6,67 + 1,63 (6,50) ®
60 dias 3,67 + 0,82 (3,50) ©
90 dias 2,00 + 1,26 (2,00) ®
Valor de p p® < 0,001*
Média variacéo absoluta
Dia 0 - 30 2,50
Dia 0 — 60 5,50
Dia 0 —-90 7,17
Média da variacdo percentual
Dia 0 - 30 22,65
Dia 0 — 60 57,94
Dia 0 —-90 76,41

Grupo G1 Média+DP  Grupo G2 Média + DP

(Mediana)

8,17 + 3,31 (9,50)
6,67 + 3,56 (7,50) ®
4,67 + 2,34 (4,50) ©
3,67 + 1,75 (3,50) ©

p®@ = 0,001*

1,50
3,50
4,50

23,01
43,98
54,88

Valor de p
p® =1,000
p® = 0,747
p® =0,217
p® = 0,086
p® =0,519
p® =0,088
p® =0,072
p® = 0,974
p® = 0,091
p® =0,015*

(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%
(1) Através do teste Mann-Whitney
(2) Através do teste Friedman.

Em relacdo as variacdes (reducdes) absolutas e porcentuais ressalta-se que as

médias da variacao porcentual apresentaram diferencas mais elevadas no grupo G1

nas avaliagcdes com 60 dias e com 90 dias, entretanto a Unica diferenca significativa

entre 0s grupos ocorreu na variacao (diferenca) de 0 para 90 dias (76,4% para G1 x

54,88% para G2) (Grafico 1).



52

100,0

80,0 76:4%

60,0

u Gl
u G2

40,0

Média da redugdo percentual

22,65 2301
20,0

0,0 -

Dia 0 — 30 dias Dia 0 — 60 dias Dia 0 — 90 dias

Gréfico 1 — Média da reducdo percentual entre cada escores clinicos em cées
naturalmente infectados por Leishmania infantum submetidos a terapia com
marbofloxacina associado com alopurinol de acordo com grupo estudado.

3.1.3 Andlise hematimétrica antes do tratamento (DO)

Em ambos os grupos, no inicio de tratamento (DO) observou-se a presenca de
trombocitopenia 66,6% (4/6), enquanto a anemia foi observada em 66,6% (4/6) no G1
e 83,3% (5/6) no G2. Quanto ao tipo de anemia, observou-se no G1 50,0% (2/4) de
anemia normocitica normocrémica e 50,% (2/4) de anemia normocitica hipocrémica.
No G2, 80% (4/5) dos animais foi observado anemia normocitica normocrémica,
seguido de anemia microcitica hipocrémica 20,0% (1/5).

Os neutrdfilos hipersegmentados estavam aumentados apenas no grupo G1
com 16,6% (1/6). A linfopenia estava presente em 33,3% (2/6) dos animais em ambos
0s grupos. A eosinofilia e a leucopenia ndo foram observadas em nenhum dos animais
dos grupos estudados em inicio de tratamento. Todos os animais de ambos os grupos

apresentavam hiperproteinemia plasmatica.
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3.1.4 Andlise Hematimétrica ap0s o tratamento

Apébs 30 dias da realizacdo do tratamento, em ambos 0s grupos, observou-se
a presenca de trombocitopenia apenas no G2, com a mesma propor¢ao do inicio de
tratamento. A anemia foi observada em ambos os grupos [83,3% (4/6)], sendo que no
G175 % (3/4) apresentavam anemia normocitica normocrémica e 25,0% (1/4) de
anemia normocitica hipocrédmica. Com relacdo ao grupo G2, 50,0% (2/4) foi
diagnosticada anemia normocitica normocrémica, seguido de anemia normocitica
hipocrémica na mesma proporgao.

No D30, quanto ao leucograma, a leucocitose e leucopenia ndao foram
observadas em nenhum dos grupos estudados. A eosinopenia e a linfopenia estavam
presentes em 33,3% (2/6) no G1, enquanto no G2 apenas a linfopenia 16,6% (1/6).
Quanto a eosinofilia, ndo foi encontrado nenhum animal com a alteracdo nesse
momento. Os neutrofilos hipersegmentados estavam dentro do padrao de referéncia
em ambos 0s grupos. Todos os animais do G1 apresentaram hiperproteinemia
plasmética, enquanto no G2 86,6% (5/6).

Apébs 60 dias, a trombocitopenia foi observada em apenas um animal do G1
(16,6%), e no G2 a proporcdo continuava com 66,6% (4/6). A anemia teve uma
propor¢cao maior no G2 66,6% (4/6) e G1 33,3% (2/6). Dos animais que persistiram a
anemia no G1, 100,0% (2/2) do tipo anemia normocitica hipocrémica, enquanto no G2
75,0% (3/4) anemia normocitica normocrémica e 25,0% anemia normocitica
hipocrémica.

No leucograma (D60), observou-se a leucocitose por neutrofilia absoluta
apenas no G2 33,3% (2/6), enquanto que a leucopenia por neutropenia absoluta foi
observada no G1 16,1% (1/6). A eosinopenia foi de 16,6% (1/6) em ambos 0S grupos,
enguanto a eosinofilia ndo estava presente. A linfopenia foi observada apenas no G2
33,3% (2/6). Todos os animais de ambos 0s grupos apresentavam hiperproteinemia
plasmética.

Dos animais que apresentavam algum tipo de anemia no inicio de tratamento
(DO) foi observado que apds 90 dias de tratamento no G1 100,0% (4/4) dos animais
nao apresentava um quadro de anemia, ao passo que no G2 a anemia estava
presente em 40,0% (2/5) dos pacientes. O numero de plaquetas normalizou em todos
0s animais no 90° dia no G1, e no grupo G2 25,0% (1/4) ainda apresentavam

trombocitopenia.
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Os neutrofilos hipersegmentados estavam diminuidos apenas no grupo G2 com
16,6% (1/6) apds 90 dias. No mesmo grupo observou-se uma neutrofilia absoluta
16,6% (1/6). Os valores de linfocitos foram normalizados no 90° dia no G2, porém no
G1 estava presente 16,6% (1/6). A eosinofilia e eosinopenia ndo foram encontrados
no G1, ao passo que no G2 foi de 16,6% (1/6).

Dos animais do G1 que apresentavam hiperproteinemia plasmatica no DO,
apenas um animal 16,6% (1/6) apresentou valores de proteina plasmatica dentro do
valor de referéncia. No G2, 100,0% (6/6) dos pacientes apresentavam a
hiperproteinemia pos 90 dias.

Observa-se que ocorreram diferencas entre as avaliagbes da proteina
plasmatica no grupo G1, ao qual se destaca que: a média da proteina foi menor na
avaliacdo com 90 dias (9,15) e variou de 10,52 a 10,93 nas outras trés avaliacdes e
pelos testes de comparagces multiplas se comprova diferenca significativa entre 90
dias e as outras avaliagoes.

N&o foram registradas diferencas significativas entre os grupos em nenhuma

das avaliacOes das variaveis hematimetricas analisadas (Tabela 2).

Tabela 3 — Avaliacdo dos indices hematimetricos em cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum submetidos a terapia com marbofloxacina associado com alopurinol,
de acordo com grupo estudado.
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Grupo
Variavel Avaliagao G1 Média + DP (Mediana) G2 Média + DP (Mediana) Valor de p
Hemacias DO 5,24 + 1,29 (5,60) 5,27 + 1,22 (5,34) p® = 1,000
D30 5,43 + 1,00 (5,10) 5,10 + 1,49 (5,25) p® = 0,810
D60 5,68 + 0,65 (5,70) 5,33 + 1,22 (5,45) p® = 0,423
D90 6,43 £ 0,75 (6,05) 5,68 + 0,96 (6,00) p® = 0,335
Valor de p p® =0,062 p®=0,613
Hemoglobina DO 10,39 + 2,81 (10,45) 0,14 * 2,05 (10,05) p® = 0,810
D30 10,80 + 2,01 (10,30) 10,95 + 4,41 (10,20) p® = 0,749
D60 11,40 + 1,95 (11,85) 10,73 + 2,74 (10,90) p® = 0,423
D90 12,77 + 1,23 (12,50) 11,65 + 2,92 (12,30) p® = 0,631
Valor de p p® =0,059 p®=0,284
Hematocrito DO 33,83 + 8,84 (35,00) 33,33 + 7,81 (34,50) p® = 0,806
D30 35,00 + 5,93 (33,00) 33,33 + 8,91 (33,00) p® = 0,810
D60 37,50 + 5,09 (38,50) 35,33 + 7,92 (36,50) p® = 0,522
D90 39,50 + 3,21 (38,00) 37,83 + 6,15 (41,00) p® = 0,808
Valor de p p® = 0,456 p® =0,543
Plaquetas DO 208916,67 + 79403,03 219916,67 + 155896,89 p® = 0,749
(175000,00) (156500,00)
D30 250666,67 + 67724,93 189333,33 £ 112908,22 p® = 0,078
(225000,00) (154000,00)
D60 225000,00 * 35637,06 226000,00 + 122688,22 p® = 0,748
(225000,00) (214000,00)
D90 248000,00 + 34438,35 244333,33 £ 91217,69 p® = 0,462
(245000,00) (200000,00)
Valor de p p® =0,274 p® =0,491
Leucécitos DO 10950,33 + 2446,29 (11455,0)  1274,00  4050,59 (10337,50)  p® = 0,749
D30 8825,00 + 1265,25 (8890,00) 1056,67 + 4949,69 (10065,00)  p® = 0,749
D60 11289,00 + 4076,33 (12435,00) 2480,00 + 4846,18 (11450,00) p® =0,873
D90 9989,00 + 3070,23 (10250,00) 10626,67 + 3295,13 (10045,00) p® =0,873
Valor de p p@® =0,311 p®@ =0,273
Neutréfilos DO 8842,00 + 2048,57 (8203,00) 8097,00 £ 1689,68 (8068,50) p® = 0,423
D30 6453,33 + 1640,46 (6002,00) 8315,00 £ 4006,33 (8171,50) p® = 0,631
D60 8935,00 + 4190,84 (9441,50) 9699,00 + 4462,21 (7627,00)  p® = 0,749
D90 7710,00 + 3265,67 (7973,00) 8110,67 £ 3555,79 (7655,50) p® =0,749
Valor de p p® =0,236 p®@ =0,267
Eosindfilos DO 393,67 + 305,83 (320,50) 500,43 + 418,03 (391,50) p® = 0,749
D30 286,00 + 421,57 (140,00) 381,67 + 265,29 (310,00) p® = 0,261
D60 227,00 + 217,84 (141,50) 583,00 + 435,63 (542,00) p® = 0,055
D90 449,67 + 411,82 (339,50) 320,50 + 314,80 (181,00) p® =0,575
Valor de p p®@ = 0,564 p®@ =0,227
Linfécitos DO 1620,50 + 1249,85 (1801,00) 1985,50 + 2328,20 (1318,50) p® =0,873
D30 1788,67 +£ 1173,17 (1819,50) 1389,83 £ 883,22 (1207,00) p® =0,873
D60 1692,67 £ 826,40 (1499,00) 1473,33 £ 821,64 (1535,50) p® = 0,631
D90 1423,50 + 463,18 (1318,00) 2100,00 £ 729,24 (1947,50) p® =0,149
Valor de p p® =0,974 p® =0,387
PPT DO 10,93 + 1,27 (11,40) ® 9,43 + 1,89 (8,80) p® = 0,146
D30 10,52 + 1,87 (11,40) ® 9,50 + 1,35 (9,00) p® = 0,421
D60 10,82 + 1,19 (10,80) ® 9,80 + 1,40 (10,00) p® = 0,106
D90 9,15 + 0,88 (9,40) ® 9,53 + 1,53 (8,65) p® = 0,748
Valor de p p® =0,003* p® =0,613

(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%
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3.1.5 Andlise bioquimica antes do tratamento (DO)

No G1, 66,6% (4/6) dos animais apresentavam hipoalbuminemia, enquanto que
no G2 o valor foi de 83,3% (5/6). A hiperglobulinemia esteve presente em 66,6% (4/6)
nos animais do G1, ao passo que no G2 essa alteracao foi presente em 83,3% (5/6).
No grupo G1, 50,0% (3/6) dos animais foi evidenciado elevacdo da enzima
fosfatase alcalina e no G2 esse valor foi de 33,3% (2/6). Em relacdo aos metabolitos
renais, houve aumento da ureia 66,6% (4/6) no G1 e 33,3% (2/6) no G2, porém ambos

sem alteragéo do valor de creatinina (Tabela 3).

3.1.6 Anédlise bioquimica apés o tratamento

Apés 30 dias de tratamento, apenas 16,6% (1/6) apresentavam a albumina
dentro dos valores de referéncia (KANEKO et al, 2008). Os valores de proteina sérica
estavam normais apenas no G2 16,6% (1/6). A hiperglobulinemia esteve presente em
ambos 0s grupos, com 100% (6/6) no G1 e 16,6% (1/6) no G2.

O aumento da ALT foi observada apenas no G2 16,6% (1/6) no D30, enquanto
no mesmo grupo o aumento de fosfatase alcalina (FA) representou 50,0% (3/6). A
ureia estava aumentada em 50,0% (3/6) no G1 e 33,3% (2/6) no G2, porém ambos
sem alteracdo do valor de creatinina.

No D60, a proporcédo de albumina normal foi de 50,0% (3/6) no G1, enquanto o
G2 permaneceu com a mesma propor¢cao do D30. Os valores de proteina sérica
estavam normais apenas no G2 16,6% (1/6). A hiperglobulinemia esteve presente em
ambos 0s grupos nha mesma propor¢ao do D30.

Ao termino de 90 dias de tratamento, 83,3% (5/6) dos pacientes do G1
apresentaram valores de albumina dentro do padrao de referéncia (KANEKO et al,
2008). No G2, essa porcentagem foi de 50,0% (3/6). A hiperglobulinemia esteve
presente em 100,0% (6/6) dos animais do G1 e 83,3% (5/6) no G2.

Em ambos os grupos 16,6% (1/6) dos animais apresentaram aumento da
enzima FA, com nenhuma alteracdo dos valores de ALT. Em relacdo as enzimas
renais nenhum paciente dos grupos apresentou aumento de ureia e creatinina.

Estatisticamente, ocorreram diferengas entre as avaliacbes da albumina em
ambos 0s grupos e as médias da albumina foram mais elevadas com 90 dias (3,00 no

grupo G1 e 2,72 no grupo G2), seguida da avaliacdo com 60 dias (2,68 no G1 e 2,07
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no grupo G2) e menos elevadas na avaliagdo com 30 dias. Os testes de comparacdes
multiplas mostraram diferencgas significativas entre 30 e 90 dias no grupo G1 e entre
as duas primeiras avaliacbes e as duas ultimas (0 e 30 dias diferentes de 60 e 90
dias).

Tabela 4 — Avaliacao da bioquimica sérica em cédes naturalmente infectados por Leishmania
infantum submetidos a terapia com marbofloxacina associado com alopurinol, de acordo com
grupo estudado.

Grupo

Variavel Avaliagéo G1 Média = DP (Mediana) G2 Média + DP (Mediana) Valor de p

Ureia 0 dia 57,12 + 25,12 (61,05) 47,88 + 31,99 (37,60) p® = 0,337
30 dias 52,67 + 21,52 (53,85) 48,43 + 19,43 (41,05) p® = 0,873
60 dias 44,33 + 7,89 (41,25) 58,03 + 31,41 (58,25) p® = 0,200
90 dias 51,72 + 9,76 (52,15) 47,50 + 15,32 (49,70) p® = 1,000
Valor de p p® =0,327 p® =0,740

Creatinina 0 dia 1,00 £ 0,17 (0,95) 0,88 £ 0,13 (0,80) p® = 0,156
30 dias 1,07 £ 0,20 (1,00) 0,95 + 0,18 (0,90) p® = 0,289
60 dias 1,10 + 0,14 (1,10) 0,98 + 0,19 (0,95) p = 0,223
90 dias 1,05 + 0,22 (1,10) 1,03 + 0,24 (1,00) p® = 0,805
Valor de p p® =0,858 p® = 0,660

ALT 0 dia 33,23 + 8,71 (32,25) 50,08 + 35,56 (41,95) p® = 0,520
30 dias 44,18 + 17,20 (39,25) 95,70 + 140,68 (40,10) p® =0,810
60 dias 34,27 + 7,77 (31,35) 37,22 £ 22,95 (34,90) p® = 0,748
90 dias 46,52 + 22,84 (40,15) 36,88 + 16,55 (33,80) p = 0,470
Valor de p p® = 0,550 p® =0,829

Fosfatase alcalina 0 dia 153,80 * 36,14 (154,40) 186,15 + 143,23 (120,35) p® = 0,522
30 dias 134,65 + 23,17 (133,75) 354,60 + 301,71 (261,15) pW = 0,423
60 dias 136,60 + 20,07 (132,35) 167,43 + 98,90 (122,50) p = 0,749
90 dias 143,18 + 31,68 (136,45) 114,70 £ 32,99 (107,00) p® = 0,109
Valor de p p® =0,769 p® =0,061

Proteina do soro 0 dia 9,33+2,13 (8,70) 10,88 + 4,36 (9,45) p® = 0,522
30 dias 10,23 + 1,94 (9,85) 13,22 + 5,51 (11,90) pW = 0,470
60 dias 9,12 + 1,51 (8,80) 10,05 2,40 (10,30) p = 0,574
90 dias 8,68 + 0,75 (8,90) 8,40 + 0,80 (8,65) p® = 0,519
Valor de p p® =0,299 p®=0,138

Albumina 0 dia 2,25 + 0,82 (2,10) &) 1,78 + 0,56 (1,65) @ p® = 0,297
30 dias 1,92 + 0,78 (1,80) ® 1,75 + 0,62 (1,60) @ p = 0,747
60 dias 2,68 + 0,95 (2,80) B9 2,07 + 0,47 (2,00)® p® = 0,296
90 dias 3,00 £ 0,51 (2,75)© 2,72 0,70 (2,55) ® pW = 0,226
Valor de p p@ =0,018* p®@ =0,036*

Globulina 0 dia 7,08 + 2,82 (6,60) 9,53 + 4,63 (8,70) p® = 0,423
30 dias 8,32 + 2,57 (8,45) 11,37 + 6,15 (10,00) p® = 0,521
60 dias 6,43 + 1,86 (5,80) 7,98 + 2,50 (8,45) p = 0,294
90 dias 5,68 + 0,73 (5,65) 5,68 + 1,45 (6,20) p® = 0,630
Valor de p p® = 0,250 p® =0,259

(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
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4. DISCUSSAO

No inicio de tratamento, todos os animais de ambos 0s grupos apresentavam
dermatopatias e linfadenopatias. Essas alterac6es dermatoldgicas ocorrem na maioria
dos casos de LVC e demostram o comprometimento da epiderme, derme e hipoderme
em associacao aos anexos cutaneos, devido a presenca do parasito (GENARO, 1993;
SILVA, 2007; NOGUEIRA, 2007). Noli (1999) considera a linfadenopatia um dos sinais
clinicos mais consistentes, embora possa estar ausente ocasionalmente.

Ao término dos 90 dias, observou-se que os animais tiveram reducao clinica,
porém com persisténcia de sinais clinicos como a onicogrifose e as linfadenomegalias.
A onicogrifose é uma caracteristica bem marcante, que ocorre pela estimulacdo da
matriz ungueal decorrente do parasito ou pelo resultado da apatia do animal doente,
impedindo seu desgaste natural (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Em um estudo realizado por Castro et al. (2012) a linfadenomegalia foi o sinal
clinico mais presente (41,6%), seguido de onicogrifose (38,8%), o que pode ser
observado em diversos outros estudos que também apontam a lindadenomegalia
como o sinal clinico mais presente juntamente com as dermatopatias (DIAS, 2008;
FREITAS et al., 2012; PALTRINIERI et al., 2016).

As oftamopatias presentes em ambos 0s grupos numa propor¢ao menor em
relacdo aos demais sinais clinicos, sdo comumente descritas (16% a 80,5%) em caes
com LV e frequentemente associadas a sinais sistémicos da doenca (PENA et al.,
2000; GREENE, 2012). O comprometimento articular encontrado no DO foi pouco
evidenciado como descrevem estudos anteriores (SILVA, 2007; NOGUEIRA, 2007).

Os sinais gastrointestinais foram pouco evidentes, com a presenca apenas no
grupo G1, que corrobora com estudos anteriores (AMUSATEGUI et al., 2003;
DENEROLLE, 1996). Porém, avaliacbes mostram que essas alteracdes podem
acontecer numa propor¢cao maior (20 - 59%) (FEITOSA et al., 2000; ZARAGOZA et
al., 2003;).

Apobs 30 e 60 dias, todos os animais tiveram persisténcia das dermatopatias e
linfadenomegalias, mas com remissdo dos outros sinais clinicos mencionados
anteriormente, principalmente no G1.

A melhora clinica observada durante os 90 dias no G1 discorda com resultados
descritos por Rougier et al, (2012), no qual a soma dos escores clinicos diminuiu em

61% entre o inicio de tratamento e o terceiro més. Entretanto, no G2, os dados
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corroboram com o autor mencionado. E provavel que a diferenca aqui encontrada seja
pelo fato de que Rougier et al. (2012) utilizou apenas a marbofloxacina.

Porém, sabe-se que ha uma persisténcia do efeito terapéutico apds o 28° da
marbofloxacina, ao qual pode ser atribuido as propriedades imunomoduladoras do
farmaco (SHALIT e DALHOFF 2003; VOULDOQUKIS et al., 2006; ROUGIER et al.,
2008).

Nesse estudo foi encontrado uma alteracdo bastante comum na LVC, que € a
anemia, podendo ser relacionada ha varios fatores, como hemorragia, hemolise,
insuficiéncia renal cronica, hipoplasia ou aplasia medular e diminuigéo da fluidez da
membrana lipidica do eritrécito (DE LUNA et al., 2000; AMUSATEGUI et al., 2003;
COSTA-VAL et al, 2007; PALTRINIERI et al., 2016).

No G1, com o tratamento houve aumento das variaveis: hematdcrito,
hemoglobina e hemécias, dessa forma, o protocolo foi responsivo a anemia. Enquanto
que no G2, alguns animais permaneceram com a anemia, o que pode ser explicado
pela cronicidade da doenca e resposta individual do paciente. Rougier et al. (2012),
observaram em seu trabalho o qual utilizou a marbofloxacina isoladamente, pouca
melhora nos quadros de anemia.

A neutrofilia, devido a uma resposta sistémica inflamatoria, pode estar presente
e particularmente proeminente em casos com dermatite ulcerativa e infeccao
bacteriana secundaria (NICOLATO et al., 2013).

Por outro lado, alterac6es morfoldgicas quantitativas ou qualitativas em outras
populacées de leucécitos sdo menos comuns, embora linfopenia, linfocitose ou
eosinofilia sejam ocasionalmente descritas (NICOLATO et al., 2013). A linfocitose foi
observada apenas no G2, normalizando apés o D90. Este fato pode ocorrer devido a
inflamacé&o crénica no paciente (HARVEY, 2012). Outros estudos relatam que cées
naturalmente infectados por L. infantum com baixa carga parasitaria, mostraram um
aumento valores absolutos de mondcitos e linfécitos, quando comparados com caes
altamente parasitados (REIS et al., 2006; ROATT et al., 2017)

A trombocitopenia foi outro achado bem comum entre os grupos, sendo
causada pela destruicdo periférica imunomediada das plaguetas circulantes
(CORTESE, et al., 2009; CORTESE, et al., 2011). Em ambos os grupos houve
normalizac&o nos valores de plaquetas, que pode ser obervado em estudos anteriores
(ROUGIER et al., 2008; ROUGIER et al., 2012).



60

Ambos os grupos de tratamentos, apresentaram hiperproteinemia plasmética
durante todo o estudo, sendo essa alteragéo relacionada ao aumento de globulinas e
desidratacédo, frequentemente associada a doencas inflamatorias crénicas (THRALL
et al., 2012).

Quanto aos altera¢des da bioquimica sérica relacionadas a LVC, foi observado
estabilizacdo nos valores de referéncia durante os 90 dias, principalmente em relacéo
ao aumento da albumina em ambos os grupos, sendo que no grupo G1 esse aumento
foi maior com aumento da relacdo A/G. Estudos anteriores estdo de acordo com esses
dados (KOUTINAS et al., 2001; VALLADARES et al., 2001; ROUGIER et al, 2012).

Em relagcdo aos metabolitos renais, nenhum paciente dos grupos no D90
apresentou aumento de ureia e creatinina, concordando com ensaios clinicos prévios,
nos quais nao foi verificado aumento da creatinina (ROATT et al., 2017).

A combinagéo da reducgdo dos sinais clinicos e normalizacdo das alteragfes
hemato-bioquimicos permitem confirmar a eficacia da marbofloxacina no tratamento
de LVC (KARGIN et al., 2004). Além disso, a melhora no estado clinico do animal € o
principal critério para avaliar a eficacia do tratamento (ROUGIER et al., 2012).

Em um estudo anterior (ROUGIER et al.,, 2012), o tratamento com
marbofloxacina mostrou um caminho bastante encorajador no tratamento da LVC, o
que se confirma com o presente estudo, ao qual apds 90 dias de acompanhamento,
0s grupos de tratamento tiveram boa eficacia, porém o G1 foi superior, devido a uma
maior remissdo dos sinais clinicos, melhora nos valores hemato-bioquimicos e
aumento dos valores de albumina.

O tratamento da LVC com marbofloxacina associada ao alopurinol traz uma
nova opcao a ser utilizada, uma vez que que contempla pontos primordiais no
protocolo terapéutico: administracdo oral, poucos efeitos adversos, reducéo dos sinais
clinicos e consequentemente reducdo da capacidade infectante. O que torna uma
associacao segura a ser utilizada em caes com LV.
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5. CONCLUSAO

O uso da marbofloxacina associada ao alopurinol mostrou ser uma nova opc¢ao
terapéutica a ser utilizada no protocolo terapéutico da Leishmaniose Visceral Canina,
uma vez que apresenta poucos efeitos adversos, administragéo oral, remisséo dos
sinais clinicos e normalizacéo dos valores hematoldgicos e bioquimicos.

Ambos grupos de tratamento tiveram boa eficacia, porém o G1 foi superior,
devido a uma maior remissdo dos sinais clinicos, melhora nos valores hemato-

bioguimicos e aumento dos valores de albumina
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ANEXOS |

Tabela 1. Valores hematolégicos normais de referéncia em caes

Parametros Unidades Intervalo de referéncia
Eritrécitos x10%/ul 55-8,5
Hemoglobina g/dL 12,0 - 18,0
Hematdocrito (VG) % 37 - 55
VCM fL 60 - 77
CHCM % 32-36
Reticulécitos % 00-1,5
Leucadcitos /ul 6.000 — 17.000
Neutrofilos Jul 3.000 — 11.500
Linfocitos /ul 1.000 - 4.800
Mondcitos /ul 150 — 1.350
Eosinodfilos /ul 100 — 1.250
Basodfilos /ul Raros
Plaguetas /ul 200.000 — 500.000
Proteina plasmatica (g/dl) 55-8,0

Fonte: KANEKO, J.J. Clinical Biochemistry of Domestic Animals (2008)

Tabela 2. Valores bioquimicos normais de referéncia em caes

Parametros Unidades Intervalo de referéncia

FA U/L 20 - 156

ALT U/L 21 -102
Creatinina mg/dL 05-15

Ureia mg/dL 21 - 60
Albumina g/dL 2,6—-3,3
Globulina g/dL 2,7-44
Proteinas totais séricas g/dL 54-7,1
Relacdo Albumina:Globulina - 0,59-1,11

Fonte: KANEKO, J.J. Clinical Biochemistry of Domestic Animals (2008)
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) 5r (a) para participar da Pesquisa intitulada (Avaliac&o clinico-
laboratorial de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum submetidos a
terapia com marbofloxacina associada ao alopurinol), sob a responsabilidade do
pesquisador (Janilene de Oliveira Nascimento), a qual pretende (Avaliar os aspectos
clinicos e laboratoriais de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum
submetidos a terapia mencionada). Sua participacdo com seu animal € voluntaria. Se
voCcé aceitar participar, os resultados decorrentes do estudo com seu (s) animal (is) estara
contribuindo para a inovacdo de opcdes terapéuticas eficazes a ser utilizada no
tratamento da Leishmaniose Visceral Canina. Se depois de consentir em sua participacio
0 (a) Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados,
independente do motivo e sem prejuizo a sua pessoa. Os resultados da pesquisa seréo
analisados e publicados, mas sua identidade e de seu (s) animal (is) ndo serfo
divulgadas, sendo guardada em sigilo.

Consentimento Pés—Informacéo

Eu, . fui informado sobre o
projeto que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracio, e entendi a
explicacéo. Por isso, eu concordo em participar do projeto.

Data: ! !

Assinatura do participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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' UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNASH@@OCEUA - UFRPE
Rue Dam Manael de Medeiros, s'n, Aﬁfﬂ?ﬂﬂlﬂ EEEFI .
Dois Imidos - CEF: :!u”] 200 = RENFC-"FE b :31" 4 llcf

Va/idade
Comissiio de ]:_'tll.n no I.LS»«EIl de Antmals - CEU}{ G WP ¢ (03408
Licenga condicional para o uso de animaig em experimentacio ¢/ ensmo

A Comisslio de ética no uso de animsis CEUA de U‘Euwmdm: Federnl Rural de-

Pernambuco, no uso de-suas atribuipdes, autoriza o execugdo do projele descrimmnado abaixe. O

UFAPE

presente projeto fambém se encontra de acordo com A nommes vigenles 1o, Bresil, especialmente a.
Lei 1179472008, ' '
Nimerc 42 licenga TRGIE

Mumeroe do processo 23082.014015/2018-25

Deta de emissdo da licenga -~ | 20 de margo de 2015 |
Aspectos climeos, parge -parasitina ¢ ‘coinfeoplo  em nﬁt_n

Titule B Projeto
' neturalmente infectados  por  Leishmania  infantum
| submefidos & tratamenty experimental "_.
Finulidude (Bnsing, Peaquiss, ] Pesquisa .
Extensiio),
Responsével pela cxeougic do Liucio Camars . Alvés
prajoto - . ' _ _ R
- T Witny Gomes ds Oliveirz Silva, Jimilene de Oliveira -
E!n]ahpr:;durm .| Mascimento,  Maris  Vanuea Munes Meircles, - Jéssica.

Cristiafe \.-Ia{,cr Eu::m:u:l J-!IL]'.IE“I'IE Biahque Oliveirs, E:.nfnc]
| Antonio do Nasciments Ramos, Edna }uhchcll} de 54 Santos,

T .?||.| ta Mayarn BezererLins

Tipe deanimal e q’uun{‘.idnd:: firtzl Cho macho ¢ fEmen 200, Total: “EI-::I

putorizada 0 0 - .

; h';rﬂ"' m@eﬁmﬂm '
o gHARET esidanty AUFRFE
Prof Df* Musleyne Josd Afonso Accialy Lins Amaonm
{Presidente da Cormissio de Btica oo Usa de Animeis- CEUAUTFEPE)
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FICHA DE ACOMPANHAMENTO - PROJETO MARBOFLOXACINA

DIA:
Data: / Ficha:
Mome do animal: Tutor: Peso:
EXAME FiSICO
Exame dermatologico
a) Alopecia { )Ausente ( )suave ( )Moderado | ) severo @
b) Onicogrifose () Ausente { )suvave { )Moderado { ) severo \
c) Paroniquia { ) Ausente ( Jsuave { Moderado ( ) severo
d) D. descamativa ( ) Ausente { )suave ( )Moderado ( ) severo
e) D ulcerativa  ( ) Ausente ( )local ( ) generalizado j J
f) D. nodular { )Ausente ( )local ({ ) generalizado
2) D. pustular ( ) Ausente ( )local ( ) generalizado I ™
h) D. papular () Ausente ({ }local { ) generalizado o -

Exame oftalmico

Sinais oculares (conjuntivite, queratite, uveite): ({ ) Ausente ( ) suvave ({ )Moderado ( ) severo

Sinais gastrointestinais { ) Ausente ( ) suave ( )Moderado( ) severo
Problema articular { )Ausente { )suvave { )Moderado ( ) severo
Distiirbios miccionais { ) Ausente { ) suave [ )Moderado ( ) severo
Epistaxe: { )Ausente ( )suave ( )Moderado | ) severo
Linfadenomegalia { )Ausente ( )local ( ) generalizado:

Apetite: { )Normorexia ( ) Hiporexia ( )anorexia { ) Polifagia

Parimetros vitais

FC: FE: Temp:
COLETAS

Pungdo medular: { mioc ({ Jsim
Citologia cutinea: { mfc ({ Jsim
Apirado linfonodo: { mioc ({ Jsim
TRATAMENTO

G1( ) G2( )

TPC: MMucosas:

{ )esternal ( )iliaca ()- ()t
{ ) pele infegra ( \pele lesionada (- ()t
Cy- 07

Tratamento oftalmico :

Tratamento de suporte:

Queixas:

Recomendacgdes: Uso de repelente, inseticida spot-on e colar contra flebdtomos a fim de evitar uma re-

infecgio pelo parasito.

Ezcala numérica de pontuagio: 0- ausente; 1- suave; 2 -moderado e 3 - severo
0- ausentes; 1- local e 2- generalizado
Adaptado de Rougier et al (2012)

A soma dos escores clinicos:




