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RESUMO

Na busca por um novo farmaco para o tratamento da leishmaniose visceral
canina (LVC), doenca que dispfe de poucas opc¢des terapeuticas, este trabalho
buscou avaliar o efeito de uma nova droga, a tiazoacetilpiridina — 04 (TAP-04)
para tratamento de cées naturalmente infectados por Leismania infantum.
Foram utilizados 6 cées sintomaticos de idades entre 2 e 7 anos de ambos o0s
sexos e diferentes racas recebendo por 90 dias, uma vez por semana, a dose
de 1 mg/Kg por via oral de TAP-04, Aos dias 0, 30, 60, 90 do tratamento foram
coletadas amostras sangue para monitoramento de parametros hematolégicos,
bioguimicos e dosagens de vitamina D assim como biopsias de pele integra
Foram utilizadas técnicas de histologia convencional para avaliar a o padréao
inflamatorio e sua intensidade e a imuno-histoquimica para marcar e contar as
formas amastigotas. Os fragmentos de pele coletados aos dias 0, 30,60 e 90
de tratamento foram processados para histopatologia e para a
imunohistoquimica (IHQ). Na histopatologia foi usada a coloracdo HE para
observacdo do parédo inflamatoério e bem como classificar em leve, moderada e
intensa a inflamacgéo. Na IHQ foi confirmada a positividade dos fragmentos bem
como a contagem de formas amastigotas por campo de maior aumento. Na
contagem de amastigotas foi atribuido um escore de 0 a 3 para as amostras.
Como resultado encontramos um infiltrado linfo histioplasmocitario, em alguns
casos difuso em outros apenas perifolicular, com presenca de inflamecdo em
todos os momentos do tratamento. Quanto a contagem de amastigotas nao
houve reducdo no parasitismo na pele. Este é o primeiro trabalho a utilizar o
TAP-04 para tratamento da LVC.

Palavras-chave: Leishmaniose, céo, tiazoacetilpiridinas, vitamina D, TAP-04,

pele.



ABSTRACT

In the search for a new drug for the treatment of canine leishmaniasis
(CanL), a disease orphan of treatments, this work sought to evaluate the effect
of a new and promising drug TAP - 04 for the treatment of dogs naturally
infected by Leismania infantum. Six symptomatic dogs aged 2 to 7 years of both
sexes and different breeds were used, receiving a dose of 1 mg / kg orally of
TAP-04 for 90 days, once a week, On days 0, 30, 60, 90 of the treatment, blood
samples were collected to monitor hematological, biochemical and vitamin D
levels, as well as biopsies of intact skin. On day 0, the animals showed low
levels of vitamin D and, on average, did not change significantly during the
treatment, with a positive correlation between the values and the clinical
condition. It is also concluded that in the dose used, TAP-04 is well tolerated by
the animals and it is not possible to attribute undesirable effects to the
treatment. On parasitism on the skin of animals being treated. Conventional
histology techniques were used to assess the inflammatory pattern and its
intensity and immunohistochemistry to mark and count amastigote forms. The
skin fragments collected on days 0, 30.60 and 90 of treatment were processed
for histopathology and for immunohistochemistry (IHC). Histopathology used
HE staining to visualize the inflammatory pattern and to classify inflammation as
mild, moderate and intense. In the IHQ, the positivity of the fragments was
confirmed, as well as the count of amastigote forms per field of greatest
increase. The amastigote count was assigned a score of 0 to 3 for the samples.
As a result, we found a histioplasmocytic lymphatic infiltrate, a diffuse time just
a peripheral time at all times of the treatment and when the amastigotes count
there is no reduction in skin parasitism. This is the first work to use TAP-04 to

treat CanL.

Keywords: Leishmaniasis, dog, thiazoacetylpyridines, vitamin D, TAP-04,
Skin.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é causada pela espécie
Leishmania Infantum sendo em cées sintomaticos uma patologia
imunologicamente caracterizada por altas concentracbes séricas de
imunoglobulinas e baixa resposta imunolégica celular (MAIA e CAMPINO,
2008).

Os caes acometidos ainda tem grande importancia na saude publica
visto que sdo o0s principais reservatorios urbanos da leishmaniose visceral
(DINIZ et al., 2008), doenca transmitida a mamiferos susceptiveis por
flebotomineos durante o repasto sanguineo (GUIMARAES-E-SILVA et al.
2017).

Os sinais clinicos na LVC sdo linfadenomegalia, perda de peso,
intolerancia ao exercicio, letargia, polilria, epistaxe, onicogrifose, debilidade,
vomito e diarreia (MIRO et al., 2008). Nos exames complementares observam-
se proteindria, hipoalbuminemia, trombocitopenia, anemia, alteracdo das
enzimas hepaticas como também alteracdes nos indicadores de funcéo renal
(MIRO et al., 2008).

Recentemente baixos niveis séricos de Vitamina D tem sido
considerados como fatores de risco para a LVC, visto que a 25-hidroxi vitamina
D tem reconhecido papel imunomodulador, fortalecendo a imunidade inata
induzindo a expressdao de peptideos antimicrobianos (LIU et al., 2017),
(SCHOTT e HANCOCK. 2000), aumentando a formacao de espécies reativos
de oxigénio, modulando a expressédo de citocinas e induzindo a fagocitose (JO,
2010). Especificamente a vitamina D reduz a producéo de citocinas derivadas
de linfocitos Thl e Thl7, a diferenciagéo de linfocitos B e da secrecéo de IgG.
(CHEN et al.,2007).

Atualmente, sao utilizadas drogas na terapia da LVC que possuem
principios ativos contra Leishmania sp., moduladores do sistema imunitario
(imunossupressores e imunoestimulantes) e medicamentos de apoio para

controlar as complicacdes secundarias a doenca (OLIVEIRA et al.,, 2017).



Porém no Brasil a Unica droga liberada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento (MAPA) é a miltefosina, liberada em 2016 para o tratamento

da LVC, atendendo a portaria interministerial 1.426, de 11 de julho de 2008 que

proibe o uso de medicamentos para o tratamento de LVC que sejam de uso

humano e néo sejam registrados (MAPA, 2008).

Buscando contornar as reag0es adversas e 0 custo do tratamento da
LVC no Brasil foram feitos novos estudos os quais mostraram a efetividade
dos tiazois, especificamente da tiazoacetilpiridina 04 (TAP — 04) que
apresentou as maiores taxas de inibicdo da viabilidade das formas
amastigotas no interior do macréfago em um experimento in vitro com outros
tiazois de sua categoria (OLIVEIRA, 2017).

As manifestacdes dermatolégicas estao dentre as mais importantes na
LVC, ocorrendo o parasitismo na pele de caes sintoméaticos ou
assintomaticos. (MADEIRA et al, 2009). Sendo justificativa importante para
manutencdo da endemia nas regides acometidas (OIE, 2018). A biopsia de
pele foi usada neste trabalho como indicador da efetividade de tratamento e
parametro a ser associado a outros achados clinicos, bioquimicos e
hematolégicos.

Diante da baixa disponibilidade de opcdes terapéuticas para o
tratamento da LVC este trabalho busca avaliar o efeito do tratamento com
tiazoacetilpiridina (TAP-04) frente a infeccdo natural por L. Infantum, e
investigar a relacdo da concentracdo sérica de vitamina D com o0 curso

clinico da doenca nos animais tratados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenca cronica, sistémica
e Iimunomediada de carater zoonético, causada por L. infantum
(ABBASZADEH-AFSHAR et al.,, 2015; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2017). A
depender da resposta imune, o periodo de incubacdo pode variar de trés
meses a sete anos, o que leva a diferentes apresentacfes clinicas da doenca
(GENARO, 1993; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).

2.2 Agente etiolbgico, vetor e transmisséao

O agente etiologico da LV €& um protozoario pertencente a ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania, sendo
conhecidas aproximadamente 53 espécies de Leishmania sendo 31 espécies
parasitas de mamiferos e 20 espécies patogénicas para humanos (AKHOUNDI
et al., 2016).

O principal modo de transmissdo do parasito para 0 hospedeiros
mamiferos é por picada de fémeas de insetos hematéfagos da subfamilia
Phlebotominae (GUIMARAES-E-SILVA et al., 2017), sendo o Lutzomyia
longipalpis (LOPES et al., 2017), Lutzomyia migonei no estado de Pernambuco
e Lutzomyia cruzi nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(PITAPEREIRA et al.,, 2008). O ciclo biologico é do tipo heteroxeno, com
participacdo de dois hospedeiros, o flebotomineo, que apresenta a forma

11



promastigota no seu intestino, e um hospedeiro definitivo mamifero, que possui
a forma ovoide ndo mével, denominada de amastigota (KASPER et al., 2015).

A infecc@o do vetor ocorre quando a fémea faz o repasto sanguineo num
hospedeiro infectado ingerindo as formas amastigotas de Leishmania spp
existentes no interior dos macréfagos. No inseto, as amastigotas se
reproduzem por divisdo binaria, transformam-se em promastigota, e estas se
multiplicam rapidamente até originarem as promastigotas metaciclicas
infectantes (BRASIL, 2014).

No hospedeiro, apdés o0 repasto sanguineo do vetor, as formas
promastigotas séo fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitéario,
e se diferenciam em formas amastigotas, que se multiplicam por divisdo
binaria. Os macréfagos, repletos desta Ultimas, rompem-se liberando essas
formas, que serdo fagocitadas por novos macréfagos em um processo continuo
(PALTRINIERI et al., 2010).

Outras formas de transmissdo podem ocorrem, como por vetores
alternativos, transfusdo sanguinea, sexual e vertical (OLIVEIRA et al., 2017).

Mamiferos pertencentes a familia Canidae, principalmente o cao
doméstico, sdo apontados com a principal fonte de infeccdo 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 (DANTASTORRES 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; METZDOREF,
2015). Estdo envolvidos ainda no ambiente urbano os roedores (géneros
Oryzomys e Akodon), gambas (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).

12



2.3. Imunopatogenia e Sinais Clinicos

As formas promastigotas metaciclicas ao serem depositadas no
organismo sao aderidas e recrutadas por células do sistema fagocitario
mononuclear, principalmente macréfagos, dando inicio a uma série de eventos
(REIS et al., 2006). Numa infec¢do por L. infantum, as células do sistema
mononuclear fagocitario infectadas atuam como células apresentadoras de
antigenos, estimulando os linfécitos (CD4+) T auxiliares do tipo 1 (Thl), ou T
auxiliares do tipo 2 (Th2). Quando o antigeno é apresentado por moléculas do
complexo maior de histocompatibilidade do tipo II, elas liberam linfocinas que
regulam o potencial microbicida dos macrofagos (REIS et al., 2006). As células
Thl sado consideradas pro-inflamatérias 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 (REIS et al., 2006). H& fortes evidéncias que células TCD8+
citotoxicas também estdo envolvidas na resisténcia a doenga (PINELLI et al.,
1995).

O eixo Th2 media a imunidade humoral com producéo exacerbada de
anticorpos e € considerada anti-inflamatéria, 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 predominantemente
do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da infeccéo (REIS et al., 2006).

Os animais que desenvolvem sinais clinicos, apresentam uma
diminuicdo de células TCD4+ Thl e aumento de TCD4+ Th2, produzindo IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, promovendo proliferacdo de células B e
consequentemente, producédo de grande quantidade de anticorpos (PINELLI et

al.,, 1994, 1999). Esses anticorpos nao protegem e, muitas vezes s&o

13



prejudiciais, pois formam imunocomplexos que se depositam nas membranas
basais de diversos 6rgédos (SLAPPENDEL, 1988; MARTINEZ-MORENO et al.,
1995). Desta forma, as citocinas produzidas pelas células Th, a depender da
resposta imunolégica do hospedeiro, poderédo ativar mecanismos que resultam
tanto em protecédo, quanto na exacerbacdo da doenca (PINELLI et al., 1999).

A figura 1 ilustra resumidamente a resposta imune e seus eixos frente ao

parasito.

Figura 1 - Resposta imune celular na infecg&o por Leishmania infantum.
Retirado de Nascimento (2019).
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O numero e a intensidade dos sinais clinicos sdo determinados por um
conjunto de fatores que envolvem a cepa do parasito, genética e o estado
imunoldgico do hospedeiro (FERRER, 2002; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
Desta forma, o sistema imunoldgico dos caes é capaz de controlar a infeccao
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,
14



alguns cées infectados podem evoluir para sindromes graves levando o0s
animais ao o6bito (RIBEIRO et al., 2018). De acordo com a presenca oOu
auséncia de sinais clinicos, os animais podem ser classificados em
assintomaticos ou sintomaticos (ALEXANDRE-PIRES et al., 2010) sendo que
0S assintomaticos representam importante papel como reservatorio da doenca
(BARBIERI, 2006).

Os animais assintomaticos respondem por 20 a 40% do total de

soropositivos, sendo que destes, cerca de 80% irdo desenvolver a doenca
(MORETTI et al., 1995).
A doenca pode ainda ser classificada como aguda, subaguda ou cronica, de
acordo com o quadro evolutivo, sendo as formas subaguda e aguda raras em
comparacao a forma crénica, apresentando uma evolucao entre 3 a 4 semanas
e 2 a 3 meses, respectivamente (CAMPILLO et al., 1999)

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 cées 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 proliferativo hiperplasico (LUVIZOTTO, 2006).

As alteracbes oftdlmicas mais observadas sdo Dblefarites,
ceratoconjunitive seca ou nao, uveites, conjuntivites folicular ou membranosa
(SILVA, 2007; NOGUEIRA, 2007). Essas alteracbes sao ocasionadas pela
decorréncia de infiltrado linfoplasmocitario perivascular em resposta a infeccéo
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 inflamatorio crénico
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(SILVA, 2007; NOGUEIRA, 2007).

A multiplicacdo de parasitos no organismo animal, particularmente nos
hepatocitos pode induzir alteracbes 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; SOLANOGALLEGO et al., 2011). Entretanto, h& evidéncias que a
resposta imune celular também esteja envolvida na patogénese da nefropatia
da doenca (COSTA et al., 2000).

2.4  AlteracBes hematoldgicas e bioquimicas

As alteracbes mais comuns incluem azotemia, proteindria,
hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, trombocitopenia,
anemias, leucocitose ou leucopenia e aumento dos valores das enzimas
hepaticas (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
arregeneracao tem sido mais relatada em caes com infeccao natural, podendo
ser explicada por perda sanguinea na epistaxe e ulceracdes da pele, eritrélise,
inflamacé&o 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 alteractes
significativas no hematoécrito e hemoglobina (COSTA-VAL et al., 2007).

A trombocitopenia é outro achado frequente, sendo causada pela
destruicdo periférica imunomediada das plaquetas circulantes, vasculite,
trombocitopoiese alterada e aumento da destruicdo plaquetaria apos faléncia
renal e/ou hepatico (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).

Quanto a série leucocitaria, a leucocitose pode estar presente em alguns

animais, principalmente por neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo,
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estando associado a um quadro de infeccdo bacteriana secundaria
concomitantemente (MATTOS JR et al., 2004). A linfocitose também tem sido
relatada em caes assintomaticos e sintomaticos (FELDMAN et al., 2000;
IKEDA-GARCIA et al., 2003), sendo decorrente da estimulacdo antigénica
persistente em infec¢cdes cronicas (GROULADE et al.,, 1977; BARR et al.,
1991). Enquanto, a linfopenia est4 associada a severidade das manifestacdes
clinicas da doenca, sendo possivelmente atribuidas a liberacdo de citocinas
imunodepressoras na presenca do parasito, além do bloqueio de maturacao
das linhagens leucocitarias, causada pelo intenso parasitismo da medula 6ssea
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,
sdo relativamente comuns na LVC (TORRECILHA et al., 2016). A
hiperproteinemia nos cdes com LV é decorrente de uma resposta imune
humoral policlonal de linfécitos B, onde se observa um aumento de
gamaglobulina, diminuicdo de albumina e inversdo na relacdo albumina/
globulina, ao qual ocorre em decorréncia de perdas por comprometimento
hepético e renal ou subnutricdo crénica em animais com anorexia (REIS, et al.,
2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; GREENE, 2012). A hipoalbuminemia é
muito comum em cdes com a enfermidade, devido & doenca hepéatica cronica
(> 60% dos animais tem hipoalbuminemia) e proteinaria (THRALL et al., 2012).

Na LVC, as alteracbes das enzimas hepaticas estdo associadas com a
evolucdo da doenca em funcdo da multiplicagdo 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 hepatdcitos, além da
fosfatase alcalina (FA) (THRALL et al., 2012).
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2.5 Alterac6es Dermatoldgicas

A pele canina apresenta grande importancia por ser o 6rgdo onde ocorre
a primeira interacdo entre o parasito e 0 sistema imune canino. A presenca de
amastigota na pele de canideos, inclusive de animais assintomaticos, confirma
a influéncia desta espécie na propagacao da doenca (GIUNCHETTI et al. 2006,
QUEIROZ et al. 2010, QUEIROZ et al. 2011).

Dentre as manifestacdes cutaneas descritas, destaca-se a dermatite
esfoliativa seca com descamacao excessiva, associada ou ndo a alopecia ou
hipotricose (CIARAMELLA et al. 1997, SARIDOMICHELAKIS 2007). Ulcera,
alopecia periorbital ou difusa, dermatite nodular, onicogrifose, onicose, pelos
secos e opacos também sdo descritos (CIARAMELLA et al. 1997,
PAPADOGIANNAKIS et al, 2005).

LesBes menos comuns, tais como hiperqueratose nasodigital, eritema
multiforme, despigmentacédo, pustulas e paniculite, sdo relatadas. Dermatites
bacterianas secundarias sdo comuns. (CFSPH, 2009).

Na avaliacdo dermatohistopatolégica destacam-se a hiperqueratose
ortoqueratética, hiperplasia epidérmica, exocitose, crosta, incontinéncia
pigmentar, edema superficial, dermatite nodular, perivascular e intersticial,
perifoliculite, dermatite periglandular, adenite sebacea e foliculite
(PAPADOGIANNAKIS et al, 2005). O tipo celular inflamatério predominante sédo
0S mononucleares, com predominancia de macrofagos e linfocitos. Neutrofilos,
eosinofilos e mastdcitos normalmente sdo encontrados em menor quantidade
(SARIDOMICHELAKIS et al. 2007). Algumas lesbes microscopicas,
dependendo da sua intensidade, podem ser encontradas tanto em animais com
a pele lesionada quanto em pele macroscopicamente higida
(PAPADOGIANNAKIS et al, 2005).

Microscopicamente a inflamacéo tém um predominio do tipo histiocitico
de intensidade acentuada. A localizacdo histolégica predominante foi a
peri/intra-anexo, sendo a forma amastigota visualizada em cerca de metade
dos casos (CAMARGOS, 2015)

Quanto a intensidade da inflamacdo, Munford (2016) encontrou
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predominancia de inflamacdo moderada e intensa em animais sintomaticos e
de discreta a moderada em animais assintomaticos sem encontrar diferencas
significativas entre animais sintomaticos e assintomaticos quanto a intensidade
de inflamacdo (p=1,000). O infiltrado inflamatério encontrado é
predominantemente linfoplasmocitario e linfohistioplasmocitario (MUNDFORD,
2016).

3. Diagnostico

O diagnéstico da LVC continua sendo um desafio, devido a presenca
de animais assintomaticos, inespecifidade de sinais clinicos e auséncia de um
diagndstico que possua 100% de especificidade e sensibilidade (MOREIRA JR,
et al., 2003). Sendo assim, € necessario a realizacdo do diagndstico
laboratorial quer seja por meio de exames laboratoriais parasitolégicos,
sorolégicos e moleculares isolados ou associados (ALVAR et al., 2004; MAIA e
CAMPINO, 2012). No entanto o diagnéstico correto pode ser considerado um
problema de saulde publica devido a variedade de sinais clinicos e padrées
histopatolégicos inespecificos semelhantes a outras enfermidades e a
inexisténcia de um teste diagnostico com 100% de sensibilidade e
especificidade (Ministério da Saude, 2006). Reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o teste rapido TR DPP® sao
exames sorolégicos comumente utilizados na triagem de diagnéstico e controle
da doenca tanto no setor publico quanto no privado (ALVAR et al. 2004,
SANTIS et al. 2013). Ja o diagnadstico parasitologico direto é realizado por meio
da observacdo da forma amastigota encontrada em material biolégico oriundo
preferencialmente de puncéo/biopsia hepética, esplénica, de linfonodo, medula
O0ssea e cutanea. Esse tipo de exame apresenta aproximadamente 100% de
especificidade

O parasitologico indireto € comumente realizado por meio de técnicas de

imunohistoquimica e reacdo em cadeia da polimerase (ALVAR et al. 2004).

19



3.1 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 macrofagos ou livres em preparacoes citologicas, como aspirado
de linfonodos, biopsias de medula éssea e citologia esfoliativa da pele (SILVA,
2007; GREENE, 2012). Esse método direto representa o método de eleicdo
para o diagnostico de infeccao estabelecida na enfermidade, por ser rapido, de
facil execucdo, 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).

3.2 Diagnostico soroldgico

Os métodos sorologicos detectam a presenca de anticorpo IgG anti
Leishmania infantum e sdo bastante Uteis em inquéritos epidemiol6gicos
(GREENE, 2012). No entanto, esses métodos devem ser interpretados com
cautela, uma vez que nado sdo 100% sensiveis e especificos, podendo ocorrer
a presenca de reaces falso-positivas, por outros tripanossomatideos como o
Trypanosoma caninum e alguns patégenos prevalentes em algumas regiées do
Brasil como a Babesia spp, Ehrlichia spp e Anaplasma spp (RIBEIRO, 2007;
SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BARROS et al, 2012).

Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e o teste rapido TR DPP® sdao exames soroldgicos comumente
utilizados na triagem de diagndstico e controle da doenga tanto no setor publico
guanto no privado (Alvar et al. 2004, Santis et al. 2013).

No Brasil, as técnicas sorolégicas recomendadas pelo Ministério da
Saude para o diagnéstico da infecgdo canina € o DPP (Dual Path Platform) —
BioManguinhos/Fundac¢ao Oswaldo Cruz® como triagem e o ELISA como teste
confirmatorio (GRIMALDI et al., 2012; BRASIL, 2014).
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3.3 Diagnodstico 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 deteccdes em caes
assintomaticos (MAIA e CAMPINO, 2008). A Rea¢do 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 0ssea,
linfonodos, pele e suabe conjuntival tem mostrado melhores resultados em
relacdo ao sangue periférico, devido & baixa quantidade de parasitos nessa
amostra biolégica (FERREIRA, 2013). Outra técnica molecular derivada da
PCR é 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). No quadro 1 estéo listadas

algumas vantagens e desvantagens das técnicas de diagnadstico.

QUADRO 1- Vantagens e desvantagens das técnicas de diagnostico para
LVC. Traduzido de SOLANO-GALLEGO et al, 2011.

TECNICAS DE VANTAGENS DESVANTAGENS
DIAGNOSTICO
SOROLOGIA * Determinagao do nivel * Nao detecta a presenca real
de anticorpos que é do parasita Leishmania
essencial para o * Reagbes cruzadas com outros
diagnéstico e tripanossomos
estabelecimento de um
prognostico
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* Teste clinico rapido

Determina o nivel de
anticorpos

* Altos niveis de
anticorpos na presenca
de sinais clinicos
compativeis e / ou
anomalias clinico-
patoldgicas sé@o
conclusivos de
leishmaniose clinica

Permite a deteccéo direta
do préprio parasita e do
tipo de achados
patologicos:

- Achados patologicos
suspeitos de infeccao

- Permite a excluséo de
outros diagnosticos
diferenciais

- Rapido e nédo invasivo
(citologia)

* Permite a detecgéo de
DNA de leishmania

* Alta sensibilidade
(kDNA) e especificidade
* Quantificagao da carga
parasitaria (se PCR em
tempo real)

* Fornece apenas resultados
positivos ou negativos

* Sensibilidades variaveis e
desempenho com risco de
falsos negativos

* Um resultado positivo precisa
ser avaliado por uma sorologia
quantitativa

* O desempenho e a precisao
do ponto de corte dependeréo
do laboratério

* Diferencas entre laboratérios e
baixa padronizacéo de técnicas
* Baixos niveis de anticorpos
exigirdo mais analises

* Baixa sensibilidade para a
deteccao

de formas amastigotas de Leish
mania em tecidos ou fluidos
corporais

* Requer a realizagao de outros
testes de diagndstico, como
imunohistoquimica e / ou PCR,
guando os parasitas ndo sao
visualizados

* Nao revela o estado
imunolégico do cao

* Requer experiéncia

* Resultados falsos positivos
possiveis devido a
contaminacao de DNA

* Diferentes padronizagoes e
técnicas usadas por diferentes
laboratérios de diagnostico

* N&o revela o estado
imunoldgico

* Nao pode ser realizado como
a Unica técnica diagnostica para
a confirmagéo da doenca
porque um resultado positivo
confirma a infeccdo

por Leishmania , mas néo
doenca
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* Permite o isolamento
de parasitas Leishmania
* Facilita a identificagao
isoenzimatica do parasita

* Técnica de diagndstico
demorada e trabalhosa

* Pode levar um més para
fornecer um resultado

* Realizada apenas em
laboratérios de pesquisa
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4, Tratamento

O tratamento da LVC é um grande desafio visto o pequeno numero de
drogas existentes, a toxicidade do tratamento e a persisténcia da infeccéo além
da condicéo clinica do paciente (IKEDA-GARCIA et al., 2007).

O tratamento é necesséario ndo s6 para o melhora do paciente como
também a infectividade canina, diminuindo assim o0s riscos epidemiologicos
para humanos e outros cdes néo infectados (ALVAR, et. al., 2004; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011; TRAVI et al., 2018).

A terapia anti-leishmanial pode diminuir a carga parasitaria, embora nao
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).

Contudo, no Brasil o tratamento da LVC consolidou-se apenas no ano
de 2016, sob a portaria interministerial do Ministério de Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, ao qual autorizou o uso de Mitelfosina, agente antiprotozodrio
com acdo leishmanicida (MAPA, 2016). O alvo de acdo das drogas e seus

efeitos sobre o paciente estdo resumidos no quadro 2.
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QUADRO 2: Alvo das drogas usadas no tratamento da LVC sobre o

parasito e/ou sobre o hospedeiro e efeito do TAP-04.

FARMACO

Antimoniato de Meglumina

AnfotericinaB

Alopurinol

Miltefosina

Domperidona

TAP - 04

AGAO
Parasito

Leishmanicida,
inibicao da
fosfofrutoquinase

Leishmanicida,
permeabilidade de
membrana porligacao
a ergosterol

Sintese proteica- RNA

Leishmanicida

QUELANTE DE
PROTEASES
(CISTEINO-

Hospedeiro

Cardio e hepatotoxicidade

Mefrotoxicidade

Mefrotoxicidade

Urolitiase

Sinalizacdo de
membrana, apoptose,
estimula INF e O
Vomito e diarréira
Imunomaodulador, Th e
5uas citocinas
MODULACADDA
RESPOSTA
IMUNOLOGICA,

REFERENCIA

SOLANO-GALLEGO et al.,
2009

SOLANO-GALEGO et al,
2011

SUNDAR et al, 2007

NOLI e

SARIDOMICHELAKIS, 2014

SOLANC-GALLEGO et al,
2011

MANMA et al., 2008;
REGUERA et al., 2016

GOMEZ-OCHOA et al,
2009
OLIVEIRA, 2017
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4.1 Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes sdo usados ha mais de 50 anos para o
tratamento da LV (TIUMAN et al.,, 2011) e atuam seletivamente, inibindo a
enzima fosfofrutoquinase dos protozoarios, que € necessaria para a oxidacao
de acido glicolitico e acidos graxos, causando sua morte (SOLANO-GALLEGO
et al., 2009). Em paises em que os antimoniais pentavalentes sao permitidos
para caes a dose recomendada para € de 75 a 100 mg/ kg por via subcutanea
uma vez ao dia por quatro a seis semanas (BRASIL, 2008; SOLANO-
GALLEGO et al.,, 2009). A monoterapia com 0 uso de antimoniato promove
remissdo dos sinais clinicos, com baixas recidivas, mas n&o 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 associacdo com 0
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 cées nao foram
observados sinais de pancreatite (PANAGIOTIS et al., 2014).

Este farmaco é amplamente usado, sucedendo o tartaro emético
introduzido por Evandro Chagas, para o tratamento da leishmaniose e o
primeiro farmaco a ter casos de resisténcia descritos, induzidas por utilizacao
de sub-dosagem em humanos (CHARKRAVARTY E SUNDAR, 2010).

4.2 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 estdo
indisponiveis (HELM et al.,, 2013). Como terapia associada a uma droga

leishmanicida, esse farmaco representa o composto mais usado contra o LVC
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na Europa (MATTIN et al., 2014), induzindo remissdo dos sinais clinicos e
baixa toxicidade (RIBEIRO, 2007). Porém, € incapaz de eliminar
completamente o0s parasitos e nao 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 interrupcdo do tratamento pode ocorrer quando as seguintes
condicdes forem satisfeitas: recuperagdo clinica completa; normalizacdo
clinico-patoldgica e niveis de anticorpos negativos ou abaixo do nivel de corte
do teste. Por isso, é 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 apés doze meses de tratamento ndo foram encontradas

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

4.3 Domperidona

A imunomodulacdo € essencial para o tratamento da LVC, tendo a
domperidona como importante farmaco para essa finalidade (PASSOS et al.,
2014). Essa droga é um antagonista do receptor de dopamina e provoca a
liberacdo de serotonina, estimulando producdo de prolactina e producédo de
linfécitos Thl e de IL2, IL-12, INF-y e TNF-a, levando a ativagcdo dos
macrofagos seguida da diminuicdo da populacdo 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 remissao clinica

foi observada em 96% dos caes num intervalo de 90 dias.

4.4 Miltefosina

A miltefosina € um alquifosfolipideo, originalmente desenvolvido como

agente antineoplasico (HILGARD et al., 1993), com capacidade leishmanicida
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in vitro e in vivo (SUNDAR et al., 1998; FARCA et al., 2012). Seu mecanismo
ndo 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 € capaz de estimular células T elevando
0s niveis de INF-y, assim estimulando a produgcédo de 6xido nitrico (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 medicagdo com outros farmacos para uma melhor resposta
terapéutica (MANNA et al., 2015; REGUERA et al., 2016). A associa¢cdo com 0
alopurinol na dose 10mg/Kg/dia e miltefosina na dose de 2mg/kg/dia tem sido
um protocolo que apresenta a mesma efetividade da associagéo alopurinol e
antimonial pentavalente (MANNA et al., 2015; REGUERA et al., 2016).

4.5 Anfotericina B

A anfotericina B é uma droga com atividade anti-leishmanial efetiva
contra diferentes espécies de Leishmania spp. que tém relevancia clinica nas
Ameéricas, tais como L. infantum, L. braziliensis e L. amazonensis (MORAIS-
TEIXEIRA et al., 2014). Seu mecanismo de acdo se da através da ligacéo
preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol) presentes na membrana
plasmatica da Leishmania, que altera a permeabilidade de membrana e causa
distarbios 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 huma 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 ndo endémicas, devido a

preocupacdes com efeitos colaterais e inducdo de resisténcias em casos
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humanos (BEST et al.,, 2014). A principal limitacdo ao uso desta droga € a
necessidade de hospitalizacdo 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).

4.6 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 infec¢gOes 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 gendmica que exibe maiores
semelhancas com as bactérias, esse farmaco atua também sobre a DNA girase
do parasito (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 cédes apresentaram boa
resposta com diminuicdo dos sinais clinicos (ROUGIER et al., 2008), além da
reducdo da carga parasitaria nos linfonodos apos 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
cées, sendo que 23,8% foram clinicamente curados apos trés meses, além
disso a evolugdo dos pardmetros hematolégicos e bioquimicos foram
satisfatorios. A recaida foi observada em 52,6% dos cdes com
aproximadamente 5,5 meses ap0s a conclusdo do tratamento. Contudo, nao

apresentou cura parasitolégica com persisténcia do parasito nos linfonodos
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(ROUGIER et al., 2012).

No estudo realizado por Pineda et al (2017), pacientes com LVC e
insuficiéncia renal cronica tratados com marbofloxacina na dose recomendada,
apresentaram diminuicdo na carga parasitaria em 72% dos cées, além disso
houve aumento da concentracdo de albumina plasmatica e uma diminuicao
significativa na concentracao de globulina. Apesar desse farmaco néo eliminar
totalmente o parasito, como é o caso de outras drogas com acgéo leishmanicida
seu uso mostrou bons resultados e ndo induz modificacbes na ureia e
creatinina em cdes nao azotemicos, sendo uma droga muito segura para
pacientes com doenca renal cronica (PINEDA et al., 2017). Além disso,
apresenta poucos ou nenhum efeito colateral no trato gastrointestinal, incluindo
o fArmaco como opc¢do promissora no tratamento da LVC (ROUGIER et al.,
2012).

4.7 Qutros farmacos

Outros farmacos também podem ser utilizados na terapia da LVC, como
o metronidazol, que é um antibiético 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 séo altas e que a carga
parasitaria ndo é eliminada efetivamente (BIANCIARDI et al., 2004).

Varios medicamentos antifungicos com acao anti-leishmanial foram
investigados em humanos, cdes e roedores (BANETH e SHAW, 2002). A
associacdo 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 associacao foi investigada in vitro contra
amastigotas de L. (L.) amazonensis (NUNES et al., 2017). H4 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.,
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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 antileishmanial (GALVAO et al., 2017).

O tratamento com pentamidina tem sido utilizado com sucesso para
estabelecer a resposta imunologica 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 administracdo diaria por via subcutanea
de aminosidina na dose de 15 mg/kg durante 21 dias em cdes sem azotemia
ou proteindria (ATHANASIOU et al.,, 2013). Os 30 parametros clinicos,
sorolégicos e parasitolégicos melhoraram significativamente no final do
tratamento, sem recaida durante os 3 meses subsequentes (ATHANASIOU et
al., 2013). No quadro 2 encontram-se 0s protocolos terapéuticos mais usados
no tratamento da LVC e no quadro 3 os alvos terapéuticos conhecidos das
drogas usadas e efeitos adversos

Quadro 3: Protocolos terapéuticos usados no tratamento da LVC,
adaptado de SOLLANO-GALLEGO et al, 2011.

* Registrado para uso
75-100 mg / kg uma vez ao dia ou veterinario na maioria dos

. paises europeus; ambos 0s
40-75 mg / kg duas vezes ao dia medicamentos s30

durante 4 semanas, SC ** comumente recomendados
em combinacdo com
- alopurinol.
2mg/ kg / uma vez ao dia por 28 VO: via oral; SC: subcutaneo
dias VO ** O prolongamento do

. tratamento por 2-3 semanas
10 mg / kg duas vezes ao dia por pode ser considerado se a

pelo menos 6-12 meses VO melhora do paciente for
insuficiente.
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4.8. Tiazoacetilpiridina 04 (TAP-04)

Compostos detentores dos grupamentos piridina e tiossemicarbazona
sdo amplamente estudados como farmacos antitumorais devido a propriedade
guelante extremamente favorecida. Entretanto, a pesquisa das piridinas como
agentes tripanocidas e leishmanicidas ainda € pouco explorada (CARDOSO et
al., 2014).

Baseado nos resultados obtidos na ciclizacdo da tiossemicarbazona em
tiazol, a série dos tiazéis foi expandida, explorando o anel piridina para poder
delimitar a importancia de cada grupo funcional para a atividade tripanocida
(CARDOSO et al., 2014). Moléculas que possuem 0 nucleo piridina tem
mostrado ser promissor devido ao amplo espectro de atividades biolégicas
concernentes (KEENAN et al., 2012) e a alta capacidade de formar quelatos
metalicos (PARRILHA et al., 2012).

Vasconcelos (2017) em trabalho in vitro avaliou o efeito do TAP-04
(Fig.2) sobre formas promastigotas e amastigotas de L. infantum além da
citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c
encontrando promissora atividade leishmanicida e baixa toxicidade a célula

hospedeira.
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Figura 2: Estrutura quimica da Tiazoacetilpiridina 04

Fonte: CARDOSO ET AL., (2014). Adaptado.
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5. Vitamina D e Leishmaniose Visceral Canina

Fora as funcdes relacionadas ao metabolismo 6sseo e fixacdo do calcio
sendo precursora do calcitriol a vitamina D € um importante imunomodulador
cujo receptor (VDR) é bastante presente em células apresentadoras de

antigeno como monacitos, macréfagos e células dentriticas.

A vitamina D é conhecida por modular a resposta imunoldgica contra
patdgenos, como por exemplo, a tuberculose, onde fortalece a imunidade inata
induzindo a producado de peptideos antimicrobianos que modulam a expressao
de citocinas e aumentam a formacéo de espécies reativas de oxigénio. (LIU, et
al, 2006).

Estd demostrado também o efeito da vitamina D sobre células T e B,
reduzindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias de Thl e Thl7,
diferenciacdo de células B e secrecdo de 1gG. (RAMOS-MARTINEZ et al.,
2015).

Em estudo com 68 cées foi relatado que niveis plasméaticos de vitamina
d eram significativamente maiores em cdes sadios (31,8 mg/ml) e em cées
doentes assintomaticos (19,6 mg/dL) que em animais doentes e sintomaticos
(19,6 mg/mL). Sendo a baixa concentracdo sérica de vitamina D também
considerada como fator de risco para leishmaniose. (RODRIGUES-CORTEZ et
al, 2017).

Ramos et al. utilizaram camundongos BALB/c suscetiveis infectados
com L. mexicana e suplementados com 1,25 (OH) 2D3 para analisar seu efeito
no desenvolvimento de lesGes de pele. Eles determinaram a expressao in situ
de IL-6, IL-10, IL-12, IFNy e TGFB nos camundongos infectados e mostram
gue, o tratamento ndo afeta a sobrevivéncia dos parasitas, no entanto, a
disseminacdo de amastigotas é limitada, e a arquitetura celular no tecido &

preservada sendo a cura da ferida acelerada (RAMOS et al., 2013).
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6. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o uso do Tiazoacetilpirimida 04 (TAP — 04) no tratamento

experimental de cdes com infeccao natural por Leishmania infantum.

Objetivos Especificos

- Avaliar a resposta clinica e laboratorial dos animais naturalmente
infectados com Leishmania infantum submetidos a tratamento experimental
com o composto TAP - 04,

- Dosar a Vitamina D sérica aos dias 0, 30, 60 90 do tratamento.

- Qualificar histologicamente a lesédo aos dias 0, 30, 60 90 do

tratamento
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CAPITULO |

“Short communication”

CORRELACAO POTENCIAL ENTRE OS NIVEIS DO METABOLITO
CIRCULANTE ESTAVEL DA VITAMINA D (25-HIDROXIVITAMINA D; 25 (OH)
D) E AO STATUS CLINICO E PARASITOLOGICO DE CAES SINTOMATICOS
NATURALMENTE INFECTADOS COM Leishmania infantum.
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RESUMO

Na busca por entender melhor a relacdo da vitamina D com a evolugdo da
leishmaniose visceral canina (LVC), este trabalho avaliou as concentracfes
séricas de 25-hidroxi vitamina D com a progressdo da LVC em animais sob
tratamento experimental com Tiazoacetilpiridina- 04 (TAP — 04).. Foram
utilizados 6 caes naturalmente infectados por leismania infantum, sintomaticos
de idades entre 2 e 7 anos, de ambos os sexos e diferentes racas recebendo
por 90 dias, uma vez por semana, a dose de 1 mg/Kg por via oral de TAP-04,
Aos dias 0, 30, 60, 90 do tratamento foram coletadas amostras sangue para
monitoramento de parametros hematolégicos, bioguimicos e dosagens de 25-
hidroxivitamina D. Ao dia 0 os animais apresentaram valores baixos de
vitamina D e, em média, ndo se alteraram significativamente ao longo do
tratamento observando-se que a TAP-04 foi bem tolerada pelos animais nao
sendo possivel pelos parametros clinicos e laboratoriais avaliados atribuir
efeitos indesejados ao tratamento. Concluiu-se também que os animais que
apresentavam menores concentracdes séricas de 25-hidroxi vitamina D

possuiam um pior quadro clinico.

Palavras-chave: Leishmaniose, céo, tiazoacetilpiridinas, vitamina D, TAP-04.
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ABSTRACT

In the quest to better understand the relationship of vitamin D with the evolution
of canine visceral leishmaniasis (LVC), this study evaluated the serum
concentrations of 25-hydroxy vitamin D with the progression of LVC in animals
under experimental treatment with Tiazoacetylpyridine-04 (TAP - 04) .. We used
6 dogs naturally infected by leismania infantum, symptomatic between the ages
of 2 and 7 years, of both sexes and different breeds receiving a dose of 1 mg /
kg orally for 90 days, once a week. of TAP-04, On days 0, 30, 60, 90 of the
treatment, blood samples were collected to monitor hematological, biochemical
and 25-hydroxyvitamin D dosages. On day 0, the animals showed low levels of
vitamin D and, on average , did not change significantly during the treatment,
observing that the TAP-04 was well tolerated by the animals and it is not
possible due to the clinical and laboratory parameters evaluated to attribute
undesirable effects to the treatment. It was also concluded that the animals that
presented lower serum concentrations of 25-hydroxy vitamin D had a worse

clinical picture.

Keywords: Leishmaniasis, dog, thiazoacetylpyridines, vitamin D, TAP-04.
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1. INTRODUCAO

No mundo a leishmaniose visceral (LV) é um grave problema de saude
publica com 1,3 milhdo de novos casos e 30 mil mortes por ano (WHO, 2018).
O céo funciona como reservatério urbano da doenga ou como hospedeiro
acidental em areas de incidéncia da LV (DANTAS-TORRES, 2007),
(DEREURE et al, 2000).

Os cdes sao comumente afetados por L. infantum, que causa a
doenca viscero-cutanea cronica neste hospedeiro chamada leishmaniose
visceral canina — LCV (OIE, 2018). A infeccdo assintomatica em cédes é
generalizada e contribui para manter a presenca de longo prazo do parasita em
regidbes endémicas (OIE, 2018).

A aparéncia clinica e evolucdo da leishmaniose é consequéncia de
complexas interacBes entre o parasita e a resposta imune do hospedeiro. O
resultado da infeccdo depende da capacidade dos macréfagos do hospedeiros
de efetivamente destruir o parasita (WHO, 2018).

A vitamina D € a precursora do horménio calcitriol e tem seus efeitos
bem descritos na homeostase do célcio e do fosfato porém varios estudos
sugerem fortemente que a vitamina D tem um forte papel imunomodulador
desencadeado por sua ligacdo ao receptor da vitamina D (VDR), que é
expresso em varias células apresentadoras de antigenos, como mondcitos,
macroéfagos e células dendriticas (HART et al, 2011), (BAEKE et al, 2010).

Sabe-se que a vitamina D fortalece o sistema imunoldgico inato,
induzindo a expressdo de peptideos antimicrobianos, como catelicidina e B-
defensina, nos macrofagos humanos infectados por Mycobacterium
tuberculosis (LIU. 2006), (SATO et al, 2013). Esses peptideos desempenham
diversas func¢des antimicrobianas, agindo diretamente na parede bacteriana
(SCOTT e HANCOCK, 2000), aumentando a formacéo de espécies reativas de
oxigénio, modulando a expressao de citocinas (DANIEL et al., 2008; NIINO et
al., 2015) e induzindo a autofagia, outro mecanismo efetivo antimicrobiano
relevante (JO, 2010).
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Estudos recentes demonstraram um efeito direto da vitamina D nas
células T e B, onde reduz a producédo de citocinas pro-inflamatoérias derivadas
de Thl e Thl7, diferenciacdo de células B e secrecdo de IgG (TANG et
al.,2017; CHEN et al.,2007). A vitamina D também tem sido associada como
fator de risco de uma infinidade de doencas auto-imunes, diabetes, cancer e
varias condi¢des infecciosas, como toxoplasmose, influenza, maléaria e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, leishmaniose visceral humana e na
LVC (RODRIGUEZ-CORTES et al. , 2017).

Na busca por farmacos antichagasicos menos toxicos foi sintetizada a
tiazoacetilpiridina — 04 (TAP — 04), com boa atividade in vitro contra o
Tripanossoma Cruzi (CARDOSO et al., 2014). Pelo seu potencial contra
T.Cruzi, outro tripanossomideo, Oliveira (2017) testou sua atividade
leishmanicida in vitro bem como sua toxicidade tendo considerado uma
promissora droga contra L. Infantum.

O objetivo do presente comunicado € relatar a associacdo entre 0s
niveis séricos de vitamina D estdo a progressao da leishmaniose visceral
canina (LVC). Para tanto, objetivou-se determinar a correlacdo potencial entre
0s niveis do metabdlito circulante estavel da vitamina D (25-hidroxivitamina D;
25 (OH) D) e ao status clinico e parasitologico de caes sintomaticos

naturalmente infectados com Leishmania infantum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA -UFRPE) sob o
namero: 077/2019 (processo 23082.014246/2019-10).

2.2. Animais utilizados no ensaio clinico e TAP-04.

Foram utilizados 6 animais, domiciliados e atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco positivos para LCV
em teste rapido e confirmado por parasitolégico de medula O6ssea. Estes
animais positivos foram identificados e anotados seus dados como histérico,
nome, sexo, idade, raca, estado nutricional.

Os animais foram tratados com o composto TAP — 04 na dose de 1
mg/Kg em DMSO (1 mL) + 9 mL de &gua, uma vez por semana por via oral e
receberam coleiras repelentes aos flebotomineos para evitar a reinfeccdo e
como forma de controle da doenca. As amostras de sangue foram colhidas aos
dias 0, 30, 60 e 90 dias de tratamento para hemograma e bioguimico, bem

como dosagem de 25-hidroxi vitamina D.

2.3.  25-hidroxi vitamina D

O metabdlito mais ativo da vitamina D (25-hidroxi D3) foi dosado por
imunoensaio competitivo direto de quimioluminescéncia em amostras de soro
protegido da luz e congelado coletados dos animais aos dias 0, 30, 60 e 90.

2.4. Hematologia e Bioquimica

Amostras de sangue foram colhidas em tubos com EDTA para

realizacdo de hemograma. A contagem absoluta de hemacias e leucécitos foi
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realizada em hemocitdmetro e a contagem diferencial em estiraco corado com
panoptico rapido.

As dosagens de bioquimica de ASL, AST, uréia, creatinina, albumina,
globulina, calcio e fosforo foram realizadas por bioquimica automatizada em
equipamento Bioclin® com kits da mesma marca.

2.5. Analise dos dados

Os valores séricos de vitamina D foram submetidos a o teste de
verificagdo de normalidade (Kolmogorov—Smirnov) pelo programa de analise
STATISTICA® (STARSOFT. INC, USA) a comparacdo entre as
semanas de tratamento (DO, D30. D60 E D90) foi feita por anéalise de variancia,
ANOVA pelo software EXCEL® (Microsoft, USA).

3. RESULTADOS

Como resultado os parametros hematologicos e bioquimicos néo
sofreram poucas alteracdes, sendo elevacao nas concentracdes séricas ASL e
AST ocorrendo em 3 animais que tiveram piora clinica ao longo do tratamento,
portanto ndo podendo serem atribuidas exclusivamente a uma acdo do
farmaco testado, podendo serem consideradas esperadas pela patogenia da
doenga, pelo acompanhamento clinico e laboratorial dos animais fica
demostrada boa tolerancia do organismo a TAP-04.

As concentragdes séricas de vitamina D encontradas nos dias 0 (D0), 30
(D30), 60 (D60), e 90 dias (D90) do tratamento estdo expostas na tabela 1.
Considerando como normal a distribuicdo dos valores e usando a andlise de
variancia para comparar os periodos experimentais (DO, D30, D60 e D90) néo
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as coletas ao
longo do tratamento (p=0,511). Observou-se que menores concentracdes
séricas de vitamina D estdo relacionadas a um pior quadro clinico e

dermatoldgico (i.e, maior numero de lesdes ulcerativas).
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A calcemia dos animais no periodo permaneceu dentro dos valores de
referéncia, de 7,6 a 12 m/dL assim como os valores séricos de fosforo entre 2.5
e 5g/dL

TABELA 1: Valores de 25-hidroxi vitamina D nos animais tratados (ng/mL).

Animal DO D30 D60 D90
1 11,6 7,7 6,4 21,1
2 43 171 3,2 5,6
3 8,7 8,8 7,7 8,2
4 9,2 9,1 5,4 7,4
S 15,2 15,8 16,2 10,1
6 17,9 23,3 13,7 13,8

Média+D.P 11,2+49® 136+62® 88+51® 110+57®

4- DISCUSSAO

Os animais do experimento se encontravam desde o dia O com valores
séricos de 25-hidroxi vitamina D abaixo dos valores adotados como referéncias
(20 ng/mL) (FONSECA, 2017) concordando com diversas publicacdes que
também encontraram valores séricos mais baixos em animais infectados, e
ainda mais baixo em animais sintomaticos (RODRIGUEZ-CORTES, 2017).

Os valores obtidos nos animais deste experimento antes do tratamento
foram 11,2 + 4,9 ng/mL, sendo possivel observar que 0s animais com
concentragcbes mais baixas de vitamina D estavam com pior estado geral assim
como no trabalho de Rodriguez-Cortes et al (2017) que comparou as
concentracdes séricas de 25-hidroxi vitamina D de 68 cdes sendo 50 animais
positivos, dentre estes, 35 clinicamente assintomaticos e 15 com sinais clinicos
de leishmaniose, encontrando o0s seguintes valores médios de vitamina D:
Negativos 31,8, assintométicos 29,6 e sintomaticos 19,6, correlacionando os
niveis mais baixos de vitamina D com pior estado clinico, sendo os animais
deste experimento com concentra¢cdes ainda mais baixas.
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Em humanos com leishmaniose visceral menores concentracdes séricas
de vitamina D estdo associadas a piores quadros clinicos (KUMAR et al.,
2014).

Dentre os animais estudados niveis séricos abaixo de 15 mg/dL estava
relacionados com mais lesdes ulcerativas enquanto animais com niveis acima
deste valor apresentavam consideravelmente menos lesdes ulcerativas.

ApOs o tratamento (90 dias) ndo houve alteragdo significativa na
concentracdo seérica de vitamina D, apesar do relato dos proprietarios quanto
ao melhora da apatia e apetite de todos os animais. Os animais que tiveram
desfecho mais favoravel neste estudo (considerando cura de lesdes ulceradas
e crescimento de pelos em areas de alopecia) foram os dois animais que ao
final dos 90 dias apresentavam maior dosagem de vitamina D, concordando
com Rodriguez-cortes et al (2017) em seu estudo da associa¢éo da vitamina D
com a progresséo da doengca e com Fonseca (2017) que relaciona os valores
séricos baixos de vitamina D em cdes com uma pior sobrevida em doencas
cronicas.

Apesar deste estudo ndo fazer suplementacdo de vitamina D sabe-se
que o tratamento com esta provocou reducdo da carga parasitaria no baco e
figado de camundongos BALB/c infectados com L. donovani tratados com uma
associacdo de vitamina D com &cido retindico (GOGULAMUDI et al., 2019)
concluido que a elevacdo da vitamina é favoravel a reducdo da carga
parasitaria.

Ainda ha a possibilidade da interacdo da molécula de TAP-04 se ligar ao
receptor de vitamina D (VDR) pelo seu grupo tiazol induzindo o efeito o 25-
hidroxi vitamina D sobre o sistema imunolégico em dissociacédo dos efeitos da
vitamina D sobre o metabolismo do célcio (ROCHEL e MORAS, 2012), sendo
necessarios mais estudos par.a confirmar se esse efeito ocorreu e contribuiu
nos casos de melhora clinica (N=2).

Os animais que apresentaram elevacdo da concentracdo sérica de
vitamina D ao longo do tratamento tiveram um desfecho favoravel em
comparacao aos animais eu apresentara niveis baixos persistentes ou queda

dos niveis plasmaticos.

55



5- CONCLUSAO

Fica demostrada a associacdo entre niveis séricos de 25-hidroxi
vitamina D mais baixos com casos clinicos mais graves, bem como que
animais que apresentaram elevacao das concentracfes séricas da vitamina ao
longo do tratamento com TAP-04 tiveram desfecho favoravel.

Os resultados clinicos deste estudo mostram que o TAP-04 na dose de
1 mg/Kg, VO, 1x por semana por 90 dias é bem tolerado pelos animais sem
indicios de efeitos indesejaveis e alteragbes nos parametros clinicos,
bioquimicos e hematoldgicos avaliados, com auséncia de nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade, n&o sendo observada a melhoria clinica em 4 dos 6
pacientes.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DO PARASITISMO NA PELE INTEGRA DE CAES
INFECTADOS POR Leishmania infantum TRATADOS COM
TIAZOACETILPIRIDINA - 04.

59



RESUMO

O tratamento da leishmaniose visceral canina (LVC) busca a cura clinica
do animal, especialmente a reducédo da carga parasitaria na pele com o intuito
de reduzir o potencial infectante do animal. Neste sentido foi avaliado o efeito
da tiazoacetilpiridina 04 (TAP-04), na dose de 1mg/Kg, VO, uma vez por
semana, sobre o parasitismo na pele dos animais em tratamento. Foram
utilizadas técnicas de histologia convencional para avaliar a o padrdo
inflamatorio e sua intensidade e a imuno-histoquimica para marcar e contar as
formas amastigotas. Os fragmentos de pele coletados aos dias 0, 30,60 e 90
de tratamento foram processados para histopatologia e para a
imunohistoquimica (IHQ). Na histopatologia foi usada a coloracdo HE para
visualizacédo do padrao inflamatério e bem como classificar em leve, moderada
e intensa a inflamacédo. Na IHQ foi confirmada a positividade dos fragmentos
bem como a contagem de formas amastigotas por campo de maior aumento. A
contagem de amastigotas foi atribuido um escore de 0 a 3 para as amostras.
Como resultado encontramos um infiltrado linfo histioplasmaocitario, hora difuso
hora apenas perifolicular em todos os momentos do tratamento e quanto a
contagem de amastigotas nao houver reducao no parasitismo na pele. Conclui-
se que no protocolo utilizado ndo houve redugéo do parasitismo em pele. Este
€ o primeiro trabalho avaliar o efeito do TAP-04 sobre o parasitismo em pele de

caes portadores de LVC.

Palavras-chave: Leishmaniose, céo, tiazoacetilpiridinas, Pele, TAP-04.
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ABSTRACT

The treatment of canine visceral leishmaniasis (CanL) seeks the clinical
cure of the animal, especially the reduction of the parasitic load on the skin with
the intuition to reduce the infectious potential of the dog. In this sense, the effect
of thiazoacetylpyridine 04 (TAP-04), at a dose of 1mg / kg, orally, once a week,
on skin amastigotes of animals under treatment was evaluated. Conventional
histology techniques were used to assess the inflammatory pattern and its
intensity and immunohistochemistry to mark and count amastigote forms. The
skin fragments collected on days 0, 30, 60 and 90 of treatment were processed
for histopathology and for immunohistochemistry (IHC). Histopathology used
HE staining to visualize the inflammatory pattern and to classify inflammation as
mild, moderate and intense. In the IHQ, the positivity of the fragments was
confirmed, as well as the count of amastigote forms per field of greatest
increase. The amastigote count was assigned a score of 0 to 3 for the samples.
As a result, we found a histioplasmocytic lymphatic infiltrate, a diffuse time just
a peripheral time at all times of the treatment and when the amastigotes count
there is no reduction in skin parasitism. It is concluded that in the protocol used
there was no reduction in skin parasitism. This is the first study to evaluate the

effect of TAP-04 on parasitism in the skin of dogs with CanL.

Keywords: Leishmaniasis, dog, thiazoacetylpyridines, skin, TAP-04.
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1. INTRODUCAO

Sendo uma das mais graves doencas negligenciadas, a
leishmaniose visceral que acomete o homem e o cdo (LVC) é endémica em
maior parte do Brasil e em varias outras regiées do globo. (QUEIROZ et al.,
2011), (OIE, 2018).

Na interacdo parasito-hospedeiro a pele é cenario de importantes
manifestacdes clinicas e sub-clinicas ocorrendo o parasitismo da pele mesmo
em casos assintomaticos (MADEIRA et al., 2009), justificando assim a
importancia dos cdes como reservatorio urbano da doencas contribuindo para
manter a presenca de longo prazo do parasita em regides endémicas (OIE,
2018).

A pele é também de grande importancia por ser o local de interacao
entre 0 hospedeiro e o vetor e consequentemente entre o hospedeiro e o
parasita. Na LVC o tegumento sofre grandes alteracdes, sendo o processo
inflamatério com infiltrado linfohitioplasmocitario o achado mais frequente
(SOLANO-GALLEGO et al., 2004; QUEIROZ et al, 2011; TOPLU e
AYDOGAN, 2011) em 3 padrbes histologicos: A dermatite perivascular
superficial e profunda, periofoliculite granulomatosa e dermatite intersticial
(SCOTT et al., 2001).

Para avaliacdo do parasitismo por L. infantum na pele podem ser usadas
a histologia convencional e a imunohistoquimica (IHQ) (TAFURI et al., 2004). A
histologia convencional no diagnéstico da LVC é limitada pela sua baixa
sensibilidade (QUEIROZ et al.,, 2011) enquanto a IHQ pode oferecer alta
sensibilidade (OLIVEIRA,. 2017).

Este trabalho investiga o parasitismo na pele de caes naturalmente

infectados sob tratamento com tiazoacetilpiridina-04 (TAP-04).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA -UFRPE)
sob o0 numero: 077/2019 (processo 23082.014246/2019-10).

2.2. Animais utilizados no ensaio clinico e TAP-04.

Foram utilizados 6 caes domiciliados e atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco positivos para LCV
em teste rapido e confirmado por parasitolégico de medula Ossea. Estes
animais positivos foram identificados e anotados seus dados como histérico,

nome, sexo, idade, raca, estado nutricional.

Os animais foram tratados com o composto TAP — 04 na dose de
1 mg/Kg em DMSO (1 mL) + 4gua g.s.p 10 mL, uma vez por semana por via
oral e receberam coleiras repelentes aos flebotomineos para evitar a reinfecgédo
e como forma de controle da doenca. As amostras de pele integra foram
colhidas aos 0, 30, 60 e 90 dias de tratamento.

2.3. Histopatologia e Imuno-histoquimica

Fragmentos de pele integra da regido do cotovelo foram obtidos com um
punch de 4 mm, sob bloqueio local com lidocaina a 1%, e fixados em formalina

tamponada 10%. Apds 24h de fixacdo, as amostras foram desidratadas,
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clarificadas, incluidas em parafina e cortadas em micré6tomo com espessura de
4um sendo preparada para cada coleta uma lamina corada com hematoxilina-

eosina (HE) (TOLOSA et al., 2003) e outra para imunomarcagao.

A imuno-histoquimica (IHQ) pela estreptoavidina-peroxidase foi
realizada para a deteccdo de formas amastigotas no tecido cutaneo atraves da
microscopia optica segundo técnica descrita por Tafuri et al. (2004). Os cortes
foram desparafinizados, hidratados e incubados em peréxido de hidrogénio 4%
(30V) em PBS 0,01 M de pH 7,2, seguido pela incubacdo em leite desnatado
para bloqueio de ligacdes inespecificas. Soro hiperimune de um cao
naturalmente infectado foi utilizado como anticorpo primario (diluicdo 1: 100) e
as amostras foram incubadas em camara umida por 18h a 40C. Apds lavagem
com PBS, as laminas foram incubadas com anticorpos biotinilados de cabra
anti-coelho e anti-camundongo (DAKO, Kit-LSAB 2, Califérnia, EUA). Depois,
os cortes foram incubados com estreptoavidina-peroxidase (DAKO LSAB 2,
Califérnia, EUA) por 20 minutos em temperatura ambiente, seguido pela reacdo
realizada com diaminobenzidina (DAB, DAKO, Kit-LSAB 2, Califérnia, EUA).
Finalmente, os cortes foram desidratados, clarificados e contra-corados com
hematoxilina de Harris para posterior montagem com laminula. Seguindo a
metodologia usada por Oliveira (2013) atribuimos um escore de 0 a 3 ao

numero de formas amastigotas encontradas conforme a tabela 1.

Tabela 1. Intensidade das reagdes inflamatorias e o comprometimento do orgdo
avaliado para a variavel HE e para a determinagdo do nimero de formas amastigotas
imunomarcadas através da THQ.

“Score” HE IHQ
0 Nenhuma inflamagao Nenhuma forma amastigota detectada
1 Inflamacgao discreta 1 — 3 formas amastigotas por campo de

maior amplifica¢@o microscopica

2 Inflamag¢@o moderada 4 — 10 formas amastigotas por campo de
maior amplificagdo microscopica

3 Inflamag@o intensa >10 formas amastigotas por campo de
maior amplificagdo microscopica
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2.3. Analise dos dados

A comparacao dos escores entre os dias de tratamento (DO, D30. D60 E
D90) foi feita por analise de variancia, ANOVA pelo software EXCEL®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os cdes do experimento ao dia O (DO) (6/6) tiveram formas
amastigotas marcadas pela IHQ (Figura 1) provando a alta sensibilidade da
técnica de imuno-histoquimica, a partir da utlizacdo da estreptoavidina
peroxidase, em animais com diagnostico parasitolégico de LVC, assim como
com Ferrer et al. (1991) e Tafuri et al. (2004), os quais relataram que a técnica
de imuno-histoquimica possui o valor de diagnostico definitivo da infeccéo,
conforme afirmaram Xavier et al. (2006) e Oliveira (2013).

Os resultados encontrados concordam Xavier et al. (2006) e Solano-
Gallego et al. (2004) mostrando que o processo inflamatorio com presenca de
macréfagos, linfécitos e plasmécitos (figura 2) decorrente da LVC se encontra
em diferentes regides da pele, seja ela integra ou lesionada. Também
percebemos que em dois animais (animal 1 e animal 6) nos quais ocorreram
consideraveis reducdes nas lesdes ulcerativas e alopecia o padrdo histolégico

ao fim do tratamento néo se alterou (figura 2 C e 2 E).

Ao analisar os escores atribuidos a inflamacdo e ao numero de
amastigotas detectados por campo em imersdo nao encontramos diferencas

significativas, os escores podem ser vistos nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Escores atribuidos a inflamacéo encontrada nas amostras coradas com HE.

1 3 3 3 2
2 2 2 2 2
3 3 3 3 3
4 2 3 2 2
5 2 3 3 3
6 2 2 2 3
SOMA 14 16 15 15

65



Tabela 3. Escores atribuidos ao numero de amastigotas por campo de maior aumento

OUTAWN R
MNP WRE
P WWwweEk w
OCWkrR WN K
NWE WO R

SOMA 10 14 10 10

4. CONCLUSAO

Fica demostrada alta sensibilidade do protocolo de IHQ utilizado, bem
como a presenca moderada ou intensa inflamacdo difusa e/ou perifolicular
com padrao linfohistioplasmocitario a despeito da aparéncia integra da pele e
da recuperacéo clinica do paciente .

Os resultados deste estudo mostram que o TAP-04 na dose de 1 mg/Kg,
VO, 1x por semana por 90 dias foi bem tolerado pelos animais sem indicios de
efeitos indesejaveis poréem nao foi capaz de reduzir o parasitismo na pele.
Ressalta-se que este estudo utilizou animais naturalmente infectados com

diferentes estagios clinicos da doenca.
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Apendice

Figura 1.

Fig 1. A. Formas amstigotas marcadas pela IHQ. DO Animal 3.

Fig. 1 B. Formas amstigotas marcadas ela IHQ em maior aumento. D60 Animal 3,
persisténcia do parasitismo em pele ao longo do tratamento.

Fig. 1 C. Diversas formas amastigotas em meédio aumento (objetiva 40x), D90
Animal 5.

Fig. 1 D. Amastigotas no centro do campo, (Objetiva 100x), D90 animal 4.
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Fig. 2 A. Aspecto do infiltrado, intensa inflamagdo difusa DO, animal 1.

Fig. 2 B. Infiltrado perifolicular, DO, animal 2.

Fig. 2 C. Infiltrado linfohistioplasmocitario em maior aumento (Objetiva 100x), seta: vaculo
com amstigotas, outras podem ser observadas no quadro. DO, animal 1.

Fig. 2 D. Infiltrado linfohistioplasmocitario em maior aumento (Objetiva 100x), seta: duas
formas amastigotas, outras podem ser observadas no quadro. DO, animal 5.
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Fig. 2 E. Aspecto da inflamacdo ao fim do tratamento de animal com melhora clinica
do quadro dermatoldgico, animal 1, D90.
Fig. 2 F. Inflamac&o intensa ainda persistente ao fim do tratamento, D90, animal 6.
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