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RESUMO: A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doencga infecciosa causada por
um protozodrio, pertencente ao género Leishmania. E uma antropozoonose de elevada
importancia devido ao aumento na taxa de mortalidade humana nas regides consideradas
endémicas, ao grande numero de cdes infectados e ao intenso parasitismo desses animais. A
liberagao da miltefosina (Milteforan®), pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), para tratamento dos animais ocorreu em outubro de 2016; esse medicamento &
utilizado nos EUA e na Europa ha varios anos e com bons resultados. Realizou-se avaliagdo
de 20 caes, sendo 10 animais pertencentes ao grupo 1 (G1), submetidos ao tratamento com
a miltefosina, e o grupo 2 (G2), com 10 animais sem tratamento. Os dados foram coletados
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em dois momentos chamados de (M1) e (M2), sendo pré e pds-tratamento respectivamente.
Objetivou-se avaliar os efeitos hematolégicos e bioquimicos sérico em resposta ao
tratamento, na observancia de possiveis efeitos sobre estes parametros. As principais
alteracdes hematoldgicas encontradas foram: hemoglobina, hemacias e hematdcrito abaixo
das referéncias que caracterizaram anemia. Na hematologia, houve diferenga estatistica
significativa entre o pré e pds-tratamento nos valores de hematécrito e plaquetas ocorrendo
um aumento na média dos mesmos. Nos exames bioquimico séricos, houve alteracdes
significativas para os parametros: alaninoaspartatotransferase e globulinas, causando
diminuigdo dos valores médios, albumina e relagdo albumina/ globulina aumentaram seus
valores. Os caes que receberam o tratamento com a miltefosina apresentaram uma melhora
clinica e nao foi observado efeitos hepatotdxicos e nefrotéxicos.

Palavras-chave: Leishmania. Hemograma. Miltefosina. Bioquimica.

ABSTRACT: Canine visceral leishmaniasis (CVL) is an infectious disease caused by
a protozoan belonging to the genus Leishmania. It is an anthropozoonosis of enormous
importance due to the increase in the human mortality rate in the regions considered endemic,
the large number of infected dogs and the intense parasitism of these animals. The release of
miltefosine (Milteforan®) by the Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimenco (MAPA)
for treatment of the animals took place in October 2016; this drug has been used in the USA
and Europe for several years and with good results. A total of 20 dogs were evaluated, 10 of
which belonged to group 1 (G1), treated with miltefosine, and group 2 (G2), with 10 animals
without treatment. The data were collected in two moments called (M1) and (M2), being at
pre and post treatment respectively. The objective was to evaluate the hematological and
biochemical effects of serum in response to treatment, observing possible effects on these
parameters. The main hematological changes were: low hemoglobin, red blood cells and
hematocrit that characterized anemia. In the hematology, there was a significant statistical
difference between the pre and post treatment in the hematocrit and platelet values, with an
increase on these values. In the biochemical exams, there were significant alterations to the
parameters: alaninoaspartatetransferase and globulins, causing a decrease in mean values,
albumin and albumin / globulin ratio increased their values. Dogs receiving treatment with
miltefosine showed clinical improvement and hepatotoxic and nephrotoxic effects were not
observed.

Keywords: Leishmania. Blood Count. Miltefosine. Biochemistry.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC)
€ uma doenga cronica progressiva, se
constituindo entdo de uma antropozoonose
de elevada importancia devido ao aumento
na taxa de mortalidade humana em
regides endémicas, ao grande numero de
caes infectados e ao intenso parasitismo
que ocorre nesses animais (CARVALHO
NETA et all,, 2007). As leishmanioses sao
classificadas em leishmaniose visceral (LV)
e leishmaniose cuténea (LC), causadas por
diferentes espécies do parasito. A infecgao,
nas varias formas da doencga, caracteriza-
se por parasitismo de células do sistema
fagocitico mononuclear da derme, mucosas
ou visceras, como figado, bagco e medula
ossea (QUINELL; COURTENAY,2009).

O Brasil esta entre os cinco paises do
mundo mais prevalentes para LVC (RONDON
etall., 2008). A importancia das leishmanioses
também se verifica no impacto que produzem
dentro da saude publica, notadamente pela
alta incidéncia, letalidade e pelas implicagdes
econdmico-sociais que ocorrem  pela
deplecéo da forgca de trabalho (BORASCHI;
NUNES, 2007).

Nos paises onde a LV é zoondtica, como
no caso do Brasil, os cdes desempenham um
papel fundamental na epidemiologia e por isso,
sdo considerados os principais reservatérios
para a doenga humana. A presenca de
formas amastigotas na superficie da pele
do animal é uma das causas da importancia
desse reservatorio devido a convivéncia dos
humanos com esses animais de estimagao em
ambientes onde estdo presentes os vetores
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(ALVAR et all., 2004). A apresentagao clinica
da leishmaniose em caes €& muito variada,
mimetiza outras doengas e deve ser incluida
como diagnéstico diferencial importante.
Cerca de 70% dos animais infectados podem
ser assintomaticos, ou seja, ndo apresenta
alteragdes clinico patolégicas da doenca.
Somando-se a isto, o diagndstico é bastante
complexo, principalmente neste grupo de
animais (SOLANO-GALLEGO et all., 2009).

Os caes podem apresentar lesdes
alopécicas, descamativas, nao pruriginosas,
localizadas ou generalizadas, decorrentes
de dermatite esfoliativa, ulcerativa, papular,
nodular ou pustular. Os sinais clinicos mais
frequentes observados na LVC incluem
dificuldade locomotora, perda de peso,
polidipsia, apatia, anorexia, vémito, diarreia,
polifagia, epistaxe e melena. Dentre os
achados de exame fisico, merecem destaque
a linfoadenomegalia, caquexia, hipertermia,
esplenomegalia, uveite e conjuntivite (SALZO,
2008). Os achados laboratoriais mais
frequentes sado anemia, trombocitopenia,
diminui¢cdo da relagdo A/G, hiperproteinemia,
hipoalbuminemia, hiberglobulinemia,
azotemia e proteinuria (ALMEIDA et all., 2005;
AMUSATEGUI et all., 2003; FEITOSA et all.,
2000; NOLI, 1999).

A deteccdo precoce dos caes
infectados € primordialmente fundamental
para que se possa impedir a expansao da
doenca e acaba por ser uma prerrogativa
essencial para o controle da mesma (MAIA;
CAMPINO, 2008; ORDEIX et all., 2005). A
eliminagcdo do cao considerado positivo para
leishmaniose, sendo assintomatico ou nao, é
o ponto mais delicado da relagdo animal-tutor,
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influenciando na atuacao do veterinario, que
se depara com a questao legal (leishmaniose
€ uma doenga de notificagdo compulsoéria, ou
seja, obrigatdria) (TIBAGY et all., 2005).

Programas de controle  estdo
direcionados a eliminacdo dos reservatorios,
que sao os caes e dos vetores (mosquitos),
0 que tem sido bastante discutido. Além do
diagndstico precoce e o tratamento dos casos
humanos, essas estratégias parecem ser as
mais importantes para reduzir os casos fatais
(ROMERO; BOELAERT, 2010). Em 2016,
em Nota Técnica conjunta, n° 001/2016,
os Ministérios da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e o da Saude (MS)
autorizaram o registro do produto Milteforan®,
principal droga utilizada no tratamento da LVC
que até entdo nao era utilizada no tratamento
da doenga no Brasil (VIRBAC, 2016).

A presente pesquisa objetivou observar
as alteragcbes hematoldgicas e bioquimicas
dos cédes com leishmaniose em tratamento
com a miltefosina no Municipio de Araguaina
- TO.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

A leishmaniose € uma doenca de
grande relevancia na saude publica pela
alta taxa de mortalidade, principalmente
em idosos, pacientes portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e em
criancas desnutridas e esta em alta expansao
geografica (CRAFT; EZRA; OCHOA, 2010).
Nesse sentido, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda para fins de controle
da doencga, a saber: diagndstico e tratamento
precoce de pacientes humanos, combate ao
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vetor biolégico e identificacdo e eutanasia
de reservatorios caninos infectados. Dentro
desse contexto, milhares de caes soro
reagentes (positivos) sdo eliminados todos os
anos no Brasil (COSTA, 2011).

21. Leishmaniose Visceral

As leishmanioses s&o doencgas
endémicas e constituem-se como
enfermidades  zoondticas, com ampla
distribuicdo mundial e sao transmitidas,
principalmente, pela forma vetorial a partir
da picada do vetor, principalmente Lutzomyia
longipalpis. Nas Américas, a enfermidade
possui como agente causador o protozoario
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi,
de ciclo digenético (OMS, 2015). E
considerada uma doenga negligenciada e
chega a afetar milhdes de pessoas ao redor
do mundo, principalmente individuos carentes
e residentes em paises em desenvolvimento,
como o Brasil (OMS, 2015). Existem cerca de
12 a 15 milhdes de individuos infectados com
Leishmania SPP (BRASIL, 2013).

Segundo a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), a leishmaniose pode
se manifestar nas formas cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) e visceral (LV), sendo
esta ultima popularmente conhecido como
calazar (OMS, 2015). Os agentes etioldgicos
dessa doenga sdo protozoarios do género
Leishmania, que pertencem a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae
(DAWIT; GIRMA; SIMENEW, 2013).

A incidéncia anual da leishmaniose no
mundo é de 0,7 a 1,2 milhdes de casos de LC
e 0,2a0,4 milhdes de casos de LV, e o nUmero
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de obitos entre 20 a 30 mil pessoas por ano
(OMS, 2015). No Brasil, a maior incidéncia
de casos de LV ocorre na regido nordeste do
pais (BRASIL, 2013). Os caninos domésticos
sd0 0s principais reservatorios urbanos da
enfermidade nas Américas, pois estdo em
contato direto com os seres humanos, e
ainda, apresentam intenso parasitismo na
pele (BRANDAO - FILHO; DANTAS-TORRES,
2006). A Similaridade entre a evolugao da
leishmaniose e o desenvolvimento sistémico
da doenga faz dos caninos um bom modelo
experimental para a doenga em seres
humanos (ALVES et all., 2010).

A leishmaniose visceral (LV) ¢&
transmitida no Brasil por meio de dipteros
da espécie Lutzomyia longipalpis e L. cruzi
que ao sugar o sangue de um individuo
infectado, inocula o parasito em sua corrente
sanguinea (GONTIJO; MELO, 2012). O Brasil
€ responsavel por 90% dos casos de LV da
América Latina (SHAW, 2003). E somando se
a india, Etidpia, Sudao, Nepal e Bangladesh,
correspondem ha mais de 90% da incidéncia
anual de LV no mundo (OMS, 2015). Mais
de 50.000 &bitos acontecem todos os anos
devido a gravidade da LV (OMS, 2015),
ocupando assim, o segundo lugar, ficando
atras apenas da malaria, dentro do ranking
de mortalidade causada por enfermidades
parasitarias (EZZATI; LOPEZ; MATHERS,
2007).

ALV ou calazar, é resultante dainfeccao
por L. donovani e L. infantum. No Brasil,
a forma visceral é associada ao parasito L.
infantum, conhecido como L chagasi ou L.
infantum chagasi (DIRO; VAN GRIENSVEN,
2012). A LV tem se expandido do ambiente
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rural em diregcdo as areas urbanas, e € mais
frequente em criancas menores de dez anos
(BRASIL, 2013).

Os fatores que auxiliam no surgimento
da LV podem ser divididos em fatores
relacionados ao parasito e ao hospedeiro.
Entre os fatores relacionados ao hospedeiro:
a capacidade do mesmo em desenvolver
resposta imune eficaz contra o parasito,
evolugdo, genética, estado nutricional entre
outros (ENGWERDA; STANLEY 2007). Os
fatores relacionados ao parasito incluem: a
carga parasitaria e caracteristicas genéticas
do parasito (MAIA; CAMPINO, 2008;
MATLASHEWSKI; ZHANG, 2010).

A evolucdo e o desenvolvimento
sisttmico da LV apresentam similaridades
entre as espécies canina e humana. A doencga
promove manifestacbes clinicas variaveis
e inespecificas dependendo da resposta
imunoldgica individual e do sistema acometido
(GODAOQY, 2015). A LV é uma doenga crbénica
grave, potencialmente fatal para os humanos,
cuja letalidade pode alcangar 10% quando
nao se institui o tratamento adequado, sendo
considerada a principal forma da doenca
causada no Brasil (GONTIJO; MELO, 2012).

2.2. Leishmaniose Cutanea

A Leishmaniose Cutanea (LC) pode ser
causada por varias espécies dermotropicas de
leishmanias, que sao divididas em espécies
do Velho Mundo, tais como: L. tropica e
L. major e espécies do Novo Mundo, tais
como: L. amazonensis, L. mexicana, L. naiffi,
L. braziliensis e L. guyanensis (REEDIJK;
SCHALLIG; VRIES, 2015). De acordo com
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o parasito infectante, a LC pode assumir
trés manifestacbes clinicas diferentes: a
leishmaniose cutdnea localizada (LCL),
essa forma clinica € mais frequentemente
associada aos parasitos L. major e L. tropica
no Velho Mundo, enquanto no Novo Mundo,
associa-se a L. mexicana, L. amazonensis, L.
braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2013).

A lesédo caracteristica dessa
enfermidade é geralmente, indolor, Unica, e
se localiza em areas mais expostas da pele,
de formato arredondado de base infiltrada e
fundo avermelhado e granuloso (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2013). Esse tipo de lesao tende
a cura espontanea, sendo, no Brasil, mais
frequentemente associada a infecgao por L.
braziliensis (BRASIL, 2013). Ja a leishmaniose
cutédnea difusa (LCD) se caracteriza por
lesdes do tipo nodulares nao ulceradas na
pele. Depois da les&o primaria inicial, ocorre
disseminacao das lesbes para outras areas
da pele, possivelmente, pela disseminacao
do parasito por via linfatica ou hematogénica
e por falha na ativacdo da resposta imune
celular (BRASIL, 2013; CHOI; LERNER,
2001).
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A leishmaniose mucocutanea (LMC)
pode se desenvolver anos apos a cura clinica
da lesdo cutanea ou a partir da picada de
flebotomineos infectados com L. braziliensis
em individuos que nao tenha histérico de
lesdo cutanea prévia. Tem por caracteristica
o envolvimento das membranas e mucosas
devido a disseminacdo hematogénica e
linfatica do parasito ou por extensao direta
de lesdes cutaneas nas proximidades dessas
mucosas (CHOI; LERNER, 2001).

2.3. Ciclo dadoenga

O ciclo da Leishmania spp. envolve
dois hospedeiros diferentes: a fémea do
flebotomineo infectada e um mamifero
vertebrado (TEIXEIRA, 2013). Possuem um
ciclo heteroxénico, alternando entre formas
extracelulares flageladas, promastigotas
(Figura A), que podem ser encontradas no
intestino doinseto vetor e formas intracelulares,
sem flagelo, amastigotas (Figura B), que se
multiplicam dentro de macréfagos ou células
dendriticas do hospedeiro vertebrado (NIETO,
2011).
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Figura 1: Morfologia da Leishmania SP promastigota.

Fonte: Solano Gallego; Baneth (2012).

Figura 2: Morfologia da Leishmania sp amastigota.

Fonte: Solano Gallego et all. (2009)
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No repasto sanguineo, a fémea do
vetor ingere as formas amastigotas que
estdo nos macrofagos da pele do hospedeiro
vertebrado infectado. Os vetores possuem
pecas bucais curtas e realizam hematofagia
e sua probdscide penetra na pele do
hospedeiro lacerando capilares e cortando
os tecidos e assim, se alimentam do sangue
que se acumula em pogos (ANDRADE,
2007). Os danos teciduais gerados por esse
tipo de alimentagcdo, permitem a liberacao
de macrofagos e das formas amastigotas

dos tecidos para o sangue, possibilitando a
infeccao do vetor no momento do repasto.
Para que ocorra o desenvolvimento do parasito
dentro do vetor, acontecem modificagdes
daquele até a chegada no interior do intestino
do vetor (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

As formas amastigotas alteram se
para promastigotas prociclicas, com flagelos
externos, e replicam por divisdo binaria
simples. Apds alguns dias a replicacao
diminui e os parasitos mudam para uma
forma alongada e de grande mobilidade,
os promastigotas nectomonas (Figura C)
(DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Figura 3: Desenho esquematico dos morfotipos de Leishmania, da esquerda pra direita: promastigota prociclica,

promastigota nectomona, promastigota haptomona, promastigota paramastigota e promastigota metaciclica.

Fonte: Lawer e colaboradores (1990). (Desenho de Paulo Pimenta).

J Business Techn.

181

2020; ISSN 2526-4281 18(4): 181



Santos S, Ribeiro A, Conti A. A MILTEFOSINA NO TRATAMENTO DE CAES COM LEISHMANIOSE E SEUS EFEITOS HEMATOLOGICOS E
BIOQUIMICOS. Original Article. J Business Techn. 2020; ISSN 2526-4281 18(4): 174-207

Nesse sentido, os parasitos sao
liberados no epitélio do intestino do inseto e se
dividindo por divisao binaria, logo se aderem
as microvilosidades presentes no intestino.
Essas formas movem-se para a porgao
anterior do intestino, quando atingem a valvula
estomodeal os promastigotas nectomonas
transformam se em promastigotas leptomonas,
formas que sdo mais curtas e continuam a
replicagéo (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Por fim, os parasitos se diferenciam em
formas promastigotas metaciclicas, que sao
infectantes para os hospedeiros vertebrados
quando inoculadas na pele e sao fagocitadas
por neutrofilos causando a apoptose
dessas células (DOSTALOVA; VOLF, 2012;
PETERS; SACKS, 2009; TEIXEIRA, 2013).
Na interacdo da célula com o hospedeiro
ocorre a internalizagdo do parasito em um
vacuolo (parasitéforo) onde ele se diferencia
na forma amastigota. Logo apds a fusao
do vacuolo com o lisossomo, inicia-se o
processo de replicagdo. Com o rompimento
da célula hospedeira, ha uma liberacdo de
parasitos que podem infectar novas células
e assim iniciar um novo ciclo de replicagao
(TEIXEIRA, 2013).

A lesdo causada por espécies
dermotropicas permanece na pele e, quando
se trata de parasitos viscerotropicos, as lesdes
serdo encontradas em varios 6rgaos como:
figado, rim, medula 6ssea e bago. O ciclo
recomega com um novo repasto sanguineo
(PONTE SUCRE, 2003).

2.4. O vetor

Existesm cerca de mais de 400
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espécies de Lutzomyia descritas, porém
a grande maioria delas sem importancia
na epidemiologia das leishmanioses. Das
espécies descritas, apenas 44 sao vetores
conhecidos ou suspeitos de transmitir
Leishmania para o homem (DUNCAN;
YOUNG, 1994).

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢é
transmitida no Brasil pelo inseto fémea da
espécie Lutzomya longipalpis comumente
conhecido como “fleb6tomo” (CHAVES, 1996;
MIRANDA, 2008). No Brasil, duas espécies de
vetores, até o momento, estdo relacionadas
com a transmissdo da doenga, Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo a primeira
a principal espécie transmissora, enquanto
que a segunda foi encontrada somente no
estado do Mato Grosso do Sul (BRASIL,
2013).

Os flebotomineos sdo insetos
pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia  Phlebotominae
(READY, 2013). Sédo de pequeno porte,
apresentam v60 em pequenos saltos,
coloragao clara, intensa pilosidade e tem
atividade noturna e crepuscular (BRASIL,
2014).

Os reservatorios sao infectados a partir
da picada das fémeas dos flebotomineos
durante o repasto sanguineo (CAMARGO et
all, 2007; FEITOSA et all., 2000). Os que se
alimentam em diferentes espécie animais,
porém, os canideos silvestres (raposas
e marsupiais) e os caes domésticos sao
0s principais reservatorios do parasito. O
flebotomineo esta bem adaptado ao ambiente
peridomiciliar e se alimenta de uma variedade
de hospedeiros como galinhas, suinos, gatos,
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bovinos, equinos, macacos, entre outros
(BARATA et all., 2005).

O vetor desenvolve se na sua fase
larval em solo umido rico em matéria
organica. O acumulo de matéria organica
gerada pelos animais domésticos, ligadas
as mas condi¢cdes sanitarias e locais com
pouca incidéncia luminosa sao adequados
para o desenvolvimento da fase larvar. Ja na
fase adulta, abrigam se nos mesmos locais
do criadouro, porém somente as fémeas sao
hematoéfagas obrigatérias (FELIPE et all.,
2011).

Ha indicios de que o periodo de maior
transmissao ocorra durante e logo apos a fase
chuvosa, pois ocorre um aumento consideravel
na densidade populacional do inseto. O habito
do vetor costuma ser vespertino e noturno,
ficando em repouso no periodo matutino em
lugares sombreados e umidos e que estejam
protegidos do vento e de predadores naturais,
como o intra e peridomicilio (BARATA et
all., 2005; LAISON; RANGEL, 2007; MAIA-
ELKHOURY et all., 2008).

O flebotomineo L longipalpis € um
vetor de grande importancia nos ambientes
urbanos e tem seu papel central do processo
de transmissdo da doenca e sua ampla
distribuicdo no pais (MORAES CORREIA
et all,, 2007). Dessa forma, muito se tem
buscado a respeito do desenvolvimento de
novas ferramentas que auxiliem no controle e
prevencao da infeccao do vetor pelo parasito
(OLIVEIRA, 2016).

2.5. Hospedeiros e Reservatérios

Os hospedeiros vertebrados da
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Leishmania SPP sao mamiferos pertencentes
a sete ordens distintas: Didelphimorphia
(marsupiais), Pilosa (tamanduas e preguicas),
Cingulata (tatus), Rodentia (roedores), Primata
(macacos e humanos), Carnivora (caes e
gatos principalmente) e Chiroptera (morcegos)
(JANSEN; ROQUE, 2014).

Seres humanos e outras Vvarias
espécies de animais sao considerados como
hospedeiros naturais de Leishmania spp. Os
hospedeiros invertebrados sao chamados
vetores, sdo insetos de diversas espécies
de flebotomineos (OMS, 2015; REY, 2001).
De forma geral, o cao (Canis familiaris)
desempenha o papel mais importante na
transmissdo urbana de L. infantum chagasi
para 0 homem, permanecendo os demais
canideos responsaveis pela manutencao,
principalmente, do ciclo silvestre do parasito
(ALVAR et all., 2004).

Ja no ambiente silvestre, as raposas
(Dusicyonvetulus e  Cerdocyonthous) e
0os marsupiais (Didelphis albiventris) sao
reservatérios da Leishmania spp. No Brasil,
as raposas sao encontradas infectadas nas
regides Nordeste, Sudeste e Amazébnica. Os
marsupiais didelfideos foram encontrados
infectados no Brasil (Brasil, 2006). Séao
capazes de transportar o protozoario
do ecotopo silvestre/doméstico, e assim
amplificarem a cadeia de transmissdo em
espacos intra urbanos (WERNECK, 2008).

A epidemiologia da doenca depende
da triade formada pelo homem, vetor e
reservatorio (MELO, 2004). A infecgao canina
geralmente precede o aparecimento de casos
humanos sendo mais prevalente que a doencga
humana. Em ambito doméstico, a maioria dos
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caes com sorologia positiva ndo apresenta
sinais clinicos (assintomaticos), atuando, no
entanto, como reservatérios e podendo servir
de fonte de infec¢cdo para os flebotomineos
(ALVAR; MORENO, 2002).

Um estudo sobre a dindmica de
transmissdo da LV enfatizou duas variaveis
a serem consideradas dentro dos programas
de controle, a sazonalidade da variagao da
populacao de flebotomineos e a quantidade
de caes infectados (MONTEIRO et all,
2005). E fundamental conhecer o tamanho
da populagdo canina para que assim, haja
uma maior efetividade ao planejamento
e a avaliacdo dos resultados de agdes
desencadeadas no sentido da protecéo e
preservacido da saude de animais e seres
humanos. E necessario estabelecer relacdes
entre o numero de caes e os casos de doencgas
em humanos para, dar continuidade as agdes
dos programas de Vigilancia Epidemioldgicas
(ALVES, 2005).

As acdes de vigilancia visam alertar os
servicos e a classe médica veterinaria quanto
ao risco da transmissao da LVC, divulgar a
populacédo sobre a ocorréncia da doenca na
regiao, os sinais clinicos e os servigos para
o diagnostico e medidas preventivas para
eliminag&do dos provaveis criadouros do vetor
(BRASIL, 2004). Na area de investigagao
devera ser desencadeada a busca ativa de
caes sintomaticos para coleta de exames.
Apos a confirmagdo da doenca, coletar
material para exame soroldégico em todos os
caes da area a fim de avaliar a prevaléncia
canina e desencadear as demais medidas
(BRASIL, 2004).

Em 2015, dos cdes examinados no
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Tocantins, 7.765 apresentaram a doenca.
Segundo a Secretaria Estadual de Saude
(SESAU), foram diagnosticados 8.706
cdes com calazar no estado do Tocantins
no ano de 2016. As cidades de Palmas,
Araguaina e Gurupi obtiveram os maiores
numeros de casos sendo que os dados
incluem os registros das clinicas particulares
(SESAU, 2017). Entre 2007 e 2014 foram
diagnosticados 19.716 animais soropositivos
durante os inquéritos soroldgicos realizados
em Araguaina. Observou-se uma ocorréncia
do maior numero de caes infectados em
2009 com 2.644 animais reagentes. Em 2011
ocorreu a maior prevaléncia de infecao canina
correspondendo a 54,5% (SESAU, 2017).

De acordo com os dados do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) em Araguaina no
ano de 2016, foram 2.342 casos confirmados
e em 2017, de janeiro a abril foram registrados
819 casos (ASCOM, 2016; SESAU, 2017).

2.6. Ciclo de transmissao

A transmissao vetorial pode acontecer
de trés maneiras: ciclo domiciliar — cé&o
parasitado € a principal fonte para o vetor L.
longipalpis, funcionando como reservatoério
e o vetor posteriormente infectara o homem;
ciclo peridomiciliar — as raposas vao buscar
alimentos, as galinhas mantem L longipalpis
no peridomicilio, o inseto se infecta ao se
alimentar nas raposas e assim, transmite
0 protozoario no repasto sanguineo no cao;
ciclo silvestre — ocorre entre L. longipalpis e
as raposas no Sudeste e Nordeste do Brasil,
os caes e os homens se infectam ao penetrar
neste ecétopo (REBELO, 1999).
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Diversos fatores de risco estao
envolvidos no curso do desenvolvimento
da doenca: desmatamentos, mudancgas
climaticas, transformacbes ambientais e
urbanizagcdo podem gerar efeitos sobre os
vetores, influenciando assim na sobrevivéncia
do mosquito (OLIVEIRA, 2016; OMS, 2015).
Ja os fatores sociais como condigbes
socioecondmicas desfavoraveis, moradia,
desnutrigdo e migracao populacional também
afetam diretamente os reservatérios e os
humanos, contribuindo para a transmissao
e infecgdo dos novos reservatérios e
hospedeiros (OMS, 2015).

2.7. Sinais clinicos no Cao

E uma sindrome clinica cuja
apresentacao varia desde formas
assintomaticas a quadro classico sintomatico
representado poranemia, febre, perdade peso,
alopecia, linfoadenomegalia, onicogrifose,
tosse seca entre outros (FEITOSA et all,
2000; OLIVEIRA, 2016). Deve ser considerado
suspeito de leishmaniose visceral todo
individuo com febre e esplenomegalia, desde
que descartado os diagndsticos diferenciais
mais frequentes na regido (BRASIL, 2014).

A doenca grave se caracteriza por febre
continuaeprolongada, hepatoesplenomegalia,
perda de peso, palidez cutaneomucosa devido
a pancitopenia e hipergamaglobulinemia.
Evolui com comprometimento do estado
geral, desnutricdo, edema de membros
inferiores, ascite, hemorragias e ictericia.
O obito, geralmente, decorre por infecgbes
bacterianas ef/ou sangramentos (ROCHA,
2015).
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Lesbes oculares como Dblefarites,
edema de cornea, ceratoconjuntivite,
formacao de sinéquia e lesdes em corpo ciliar
e iris podem estar associado ao deposito de
imunocomplexos nessas regides, podendo
ser corroborado pela presenga de anticorpos
especificos antileishmania em varios tecidos
intraoculares, significando lesées de origem
imunopatolégica (CIARAMELLA et all,
2005). No trato gastrointestinal podem ser
observadas melena e diarreia crénica, devido
as ulceragdes na mucosa intestinal e gastrica.
Essas inflamagbdes podem alcancar desde
a mucosa até a muscular da submucosa.
Colite ulcerativa e erosiva também pode estar
presente (LUVIZOTTO, 2006).

Os pulmbes apresentam quadro de
pneumonia intersticial crénica e difusa com
infiltrado  linfoplasmocitario  (LUVIZOTTO,
2006). A LVC pode manifestar lesdes
osteoproliferativas de diafises O6sseas com
sinais de atrofia muscular e osteoliticas
(CIARAMELLA; CORONA, 2003).

No coragao pode ocorrer
miocardite  multifocal com inflamacéao
linfohistioplasmocitaria acentuada,
degeneracdo das fibras miocardicas e
necrose. A presenca e envolvimento do
parasito como sendo a causa de tais
lesbes ja foi evidenciada por técnicas de
imunomarcagao (FERRARI et all., 2006). A
desordem imunoldgica pode originar doengas
oportunistas concomitantes a LVC como
cistites, pneumonias bacterianas, piodermites,
demodicose, malasseziose, dermatofitoses
e co-infecgbes com outros agentes, como
babesia e dirofilaria (LUVIZOTTO, 2006).

A infeccao causada eleva a producéao
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de imunocomplexos que ficam circulantes até
se depositarem nos tecidos. A deposicao dos
imunocomplexos nos vasos sanguineos causa
as principais complicagdes da leishmaniose
como vasculite, uveite, glomerulonefrite
e poliartrite (GREENE, 2006; NELSON;
COUTO, 2006). As manifestag¢des clinicas da
LVC variam conforme o periodo de incubagao,
podendo ser de um més a sete anos (COUTO;
NELSON, 2006; GREENE, 2006; MIRO et
all., 2008).

2.8. Diagnéstico

As técnicas utilizadas para o
diagndstico da doenga compreendem exames
parasitologicos, moleculares e imunoldgicos.
Métodos parasitolégicos incluem o esfregaco
de medula éssea, aspirado de baco, figado,
linfonodos e o isolamento em cultura e/ou
em animais susceptiveis. Estes nado séao
considerados exames de eleicdo, pois a
observacao do parasito pode ser influenciada,
por exemplo, pela pratica de quem faz a
leitura do material e a ndo observagao do
parasito ndo exclui a possibilidade do animal
estar infectado (BRASIL, 2004). Dentre os
métodos moleculares, a reagdo em cadeia
de polimerase (PCR) constitui uma boa
alternativa, permitindo identificar e ampliar
seletivamente sequéncias de DNA do parasito
a partir de diferentes tecidos, incluindo medula
Ossea, aspirado de linfonodo, pele e sangue
(FEITOSA; IKEDA-GARCIA, 2007).

Quanto aos exames imunoldgicos,
destacam-seostestessorologicos,queincluem
as técnicas de Imunofluorescéncia Indireta
(IFI) e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
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(ELISA). A IFI tem sido a mais utilizada pela
alta sensibilidade (98-100%) e especificidade
(80-100%), porém possui reagao cruzada com
agentes de outras doengas. O teste de ELISA
€ 0 mais utilizado para imunodiagndstico de
leishmaniose visceral. E um teste rapido, de
facil execugao e leitura, sendo um pouco mais
sensivel e um pouco menos especifico que o
IFI. O teste é sensivel, permitindo a detecgao
de baixos titulos de anticorpos, mas é pouco
preciso na detec¢cdo de casos subclinicos ou
assintomaticos (IKEDA-GARCIA et all., 2003).

2.9. Tratamento

um numero limitado de agentes
farmacoldgicos utilizados no tratamento da
LVC, entre eles, aminosidina, alopurinol,
pentamidina, anfotericina, antimoniais
pentavalentes, espiramicina, domperidona,
metronidazol e associagbes entre eles
(OMS, 2015). A miltefosina foi recentemente
langada para uso veterinario nos paises
do mediterraneo. Apesar de o tratamento
recuperar o animal clinicamente, com
diminuicido da carga parasitaria e dos titulos de
anticorpos circulantes observados na maioria
dos caes tratados, porém, ndo garante que
esses estejam livres da infeccédo (BRASIL,
2014; OMS, 2015).

Nos paises da Unido Europeia é
comum o tratamento dos caes infectados
como uma alternativa a contribuir no controle
da LV pelo fato de reduzir significativamente
a carga parasitaria e a infectividade de caes
para os flebotomineos (MIRO et all., 2008).
No Brasil, o tratamento é defendido pela
Associagao Nacional dos Clinicos Veterinarios
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de Pequenos Animais (ANCLIVEPA) e era
proibido pelo Ministério da Saude (MS). O MS
juntamente com o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio
de uma Portaria Interministerial n° 1426
proibiu o tratamento da LVC com produtos de
uso humano ou nao registrados pelo MAPA
(BRASIL, 2014).

Ndo existe nenhum tratamento de
leishmaniose que permita alcancar a cura
parasitolégica. Os tratamentos disponiveis
conseguem apenas atingir a cura clinica, com
remissdo dos sintomas e diminui¢do do titulo
de anticorpos dos animais (BANETH; SHAW,
2002; CIARAMELLA; CORONA, 2003; MIRO
et all,, 2008). Em uma nota técnica conjunta
do MS/MAPA (001/2016) foi autorizado o
registro do produto importado Milteforan® que
tem como principio ativo a miltefosina. A
nota ressalva que o tratamento da LVC nao
se configura uma medida de saude publica
para o controle da doenca. O animal tratado
ainda configura como reservatorio, ndo sendo

assim, a resolugao total do problema (CRMV-
RS, 2016).

2.10. MILTEFOSINA

A miltefosina (MT) pertence a
classe das alquilfosfocolinas, sao ésteres
de fosfocolina de alcoois alifaticos de
cadeia longa. As alquilfosfocolinas estao
estruturalmente relacionadas ao grupo dos
alqui-lisofosfolipideos, analogos sintéticos
de lisofosfatidilcolina ou lisolectina sem o
esqueleto de glicerol (DORLO et all., 2012). O
nome quimico da MT é hexadecil 2- (trimetil
azanium) fosfato de etila, também conhecido
como hexadecilfosfocolina. Sua formula
empirica ¢ C,,H,,NO,P e o peso molecular
igual a 407,57 g/mol (Figura D). E um composto
anfifilico e zwitteribnico devido ao grupo
amino quartenario carregado positivamente
(carregado permanentemente) e ao grupo
fosforil carregado negativamente (DORLO et
all., 2012).

Figura 4: Estrutura molecular da Miltefosina

o
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Fonte: Fernandes (2016).
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211. Mecanismo de agao

Originalmente, a MT foi desenvolvida
para o tratamento de cancer de mama e
outros tumores solidos (BLITTERSWIJK;
VERHEII, 2008; OLLIARO; SUNDAR, 2007).E
possivel que este farmaco atue na leishmania
semelhante a sua atuagcdo nas células
tumorais, induzindo a apoptose e alterando
as vias de sinalizacdo celular mediada por
lipideos (ARTHUR; BITTIMAN, 1998). A MT &
um leishmanicida toxico para as leishmanias
pois aumenta a ativagdo dos linfocitos T
e macrofagos, importantes na destruicao
do parasito (BANETH; SHAW, 2002). Ja
€ usado ha varios anos na terapéutica da
leishmaniose humana, tendo sido introduzida
recentemente uma formulagdo especifica
para uso veterinario (VIRBAC, 2016). Devido
a estrutura quimica, a MT possui uma
alta afinidade por membranas, e assim os
primeiros alvos moleculares deste farmaco se
encontram em nivel de membrana plasmatica
(BLITTERSWIJK; VERHEII, 2008).

Existe uma multiplicidade de propostas
de mecanismos potenciais da MT. Sugere-
se que a MT apresenta mais de um sitio
molecular de acdo (DORLO, 2012). Danos
a membrana flagelar, inibicdo da sintese
de fosfatidilcolina, interferéncia com o
metabolismo alquilfosfolipidio, biossintese
de glicosilfosfatidilinositol, modulacgao
da homeostase de calcio e indugcdo da
apoptose tem sido relatados como possiveis
mecanismos de agao (KEDZIERSKI, 2009).

212. Farmacocinética
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Apos a administragao oral, a absorgao
da droga é completa no trato gastrointestinal,
com biodisponibilidade absoluta de 94% em
caes. Atinge a concentragdo maxima entre
um periodo de 4 a 48 horas e apresenta meia
vida de 159 horas para a sua eliminagéo
(MAYNARD et all., 2006)

213. Vantagens

Por se tratar de um farmaco com
administracao por via oral, desponta se como
a melhor alternativa para o tratamento da
LV (JHA et all.,, 1999). Experimentos in vivo
e in vitro mostraram eficacia deste farmaco
no tratamento de infecgcdes causadas
por L. donovani (CROFT, SNOWDON;
YARDLEY,1996; LE FICHOUX et all.,1998).

Nos estudos em humanos, verificou-se
que a eficacia da miltefosina era semelhante
a dos antimoniais pentavalentes, podendo ser
particularmente util quando ocorre resisténcia
aos antimoniais (CHATTERJEE; SUNDAR
2006; MOHEWBALI et all., 2007).

214. Precaugoes e Cuidados

A sua utilizagao requer cuidados e que
o proprietario tenha conhecimento das regras
de boa utilizacdo do produto. Devem ser
tomadas precaucdes, tais como, utilizagcéo de
luvas durante a manipulagcéo, armazenamento
em local apropriado, evitar contato com as
mucosas e nao deixar criangas e gravidas
manipularem o produto (MAYNARD et all.,
2006).

2.15. Efeitos Adversos
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Os principais efeitos  adversos
ocorrem no trato gastrointestinal, com isso,
0s animais podem apresentar vOmitos,
diarreias e inapeténcia. Surgem durante os
primeiros dias de tratamento principalmente,
podendo ser, na maioria das vezes, auto-
limitantes (CHATTERJEE; SUNDAR, 2006;
GROUSSON; MEDAILLE; VISCHER, 2007;
MOHEBAL et all., 2007). Este farmaco
pode aumentar os niveis sanguineos de
transaminases, elevar a ureia e creatinina
(FISCHER et all., 2001). A miltefosina nao
deve ser administrada a cadelas gestantes
ou em aleitamento pois ¢é teratogénica
(GROUSSON; MEDAILLE; VISCHER, 2007).

216. Excrecao

A MT nao tem excregdo renal, e por
isso pode ser utilizada em caes que tenham
a fungao renal comprometida. A miltefosina
€ parcialmente excretada pelas fezes
(GROUSSON; MEDAILLE; VISCHER, 2007).

217. Dosagem

Tem que ser administrada junto com o
alimento, geralmente misturada na ragéo ou
diretamente na boca do animal. A dose diaria &
de 2mg/kg, durante 28 dias (MAYNARD et all.,
2006; GROUSSON; MEDAILLE; VISCHER,
2007).

218. Medidas Preventivas

O desenvolvimento de vacinas anti-LVC
€ uma das alternativas na tentativa de controlar
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a crescente expansao da doenca (MAROLI
et all., 2001; REIS et all., 2006). No mercado
brasileiro ha uma vacina Leish-tec® (Hertape
Calier S.A) que é recombinante e preconiza
0 exame sorologico antes da vacinagao
para comprovagao da soronegatividade e o
protocolo vacinal compreende trés vacinacdes
no intervalo de 21 dias e revacinagao anual.
Uma das vantagens deste tipo de vacinas
recombinantes, relaciona-se ao fato de
empregar antigenos caracterizados, em
que suas propriedades imunogénicas das
diferentes por¢cbes da molécula possam ser
identificadas e caracterizadas (REIS et all.,
2006).

O antigeno A2, no caso do género
Leishmania que atualmente é considerado o
antigeno melhor caracterizado, demonstrou
ser capaz de induzir uma resposta imune
protetora contra LVC. Esse antigeno é um
fator de viruléncia de Leishmania, associado
a capacidade de visceralizagdo dos parasitos
(ZANIN et all., 2007). Entretanto, as vacinas
ainda n&o tém sido utilizadas como medidas
de controle pelo Ministério da Saude Brasileiro
(BRASIL, 2014).

Na Europa vem sendo comercializada
a vacina CanilLeish®, e resultados promissores
tém sido observados. A vacina surge nesse
contexto como uma alternativa para o
controle da doenca (ALVAR; MORENO, 2002;
GONTIJO; MELO, 2012). Outra alternativa
utilizada para o controle e protec¢ao individual
sdo os compostos que apresentam um efeito
repelente sobre o vetor e inseticida. Neste
cenario, os piretroides sintéticos sdo os
produtos mais utilizados, gerando poucos
efeitos toxicos em cées e boa eficacia contra
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o vetor (BRASIL, 2014).

Diferentes produtos distinguem-
se sobre os modos de aplicagdo sobre os
animais. Ha os produtos de liberagcao lenta,
como as coleiras, spot-on e spray ou seja,
formulagbes que apresentam diversas
maneiras de liberar o inseticida, fornecendo
uma protecao completa em diferentes épocas
e exigindo distintos tempos de aplicagdes
(BRASIL, 2014).

As coleiras impregnadas com
deltametrina demonstraram ndo sO6 uma
reducdo na taxa de alimentacdo dos
flebotomineos como também uma diminuigao
do seu tempo de vida, o que leva a uma
diminuicdo da taxa de propagacgao da doenca
(ZANIN et all., 2007). A apresentacao sob a
forma de coleiras tem como vantagem a facil
utilizacao, e longa duragcédo de acédo de 4 a
8 meses. O aumento da taxa de sucesso é
também devido ao fato de se diminuir o grau
de esquecimento por parte dos proprietarios
(MAROLI et all., 2001).

Foi demonstrado que o uso de produtos
spot-on (tépico) a base de permetrina (65%),
em um estudo realizado numa area endémica
de LV, promoveu redugcdo da incidéncia
de infecgdo no grupo tratado. Testaram no
Brasil o uso de cortinados impregnados
com deltametrina como barreira fisica em
comparagcao aos cortinados nao tratados.
Os achados apontaram que esta estratégia
aumentou o efeito como barreira fisica,
bem como a mortalidade de flebotomineos
(COURTENAY; QUINNELL, 2009).

Outra opcgao proposta para caes foi
0 uso topico pour-on (aplicagdo no dorso
do animal) a base de duas formulagdes de
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deltametrina (concentrado para emulsdo e
concentrado em suspensao) com o qual foi
observado uma protecao e efeito repelente
por até 8 meses. Estes achados mostraram
que esta pratica ofereceu potencial protegao,
semelhante a utilizagcdo de coleiras de cao
impregnadas comdeltametrina(COURTENAY,;
QUINNELL 2009). As estratégias de controle
sao executadas por meio da vigilancia
de casos humanos, vigilancia e controle
de casos caninos (eutanasia de animais
soropositivos), controle quimico vetorial e
acdes de educagcao em saude desenvolvidas
na comunidade e em escolas (BRASIL, 2014;
OMS, 2015). Agdes de vigilancia e controle do
calazar em Araguaina tém sido desenvolvidas
rotineiramente, bem como o envolvimento da
comunidade em agdes preventivas (ASCOM,
2016).

O trabalho de borrifagao nao é realizado
apenas nas residéncias em que ocorreram
casos de leishmaniose, mas em um raio que
favoreca o controle do inseto transmissor. O
controle quimico € apenas uma das acdes
do programa e que a principal agao ainda é
a limpeza e/ou a manutengao nas residéncias
por parte dos proprietarios (ASCOM, 2016).
Sao realizados mutirdes de limpeza nos
bairros periféricos € uma constante visita dos
agentes de endemias e agentes de saude nas
residéncias observando a limpeza do local e
orientando os proprietarios, como medida de
acao preventiva (ASCOM, 2016).

As estratégias, juntamente com a
conscientizagc&do e engajamento da populagéo
local sao prerrogativas essenciais para a
prevencao da leishmaniose. E necessario que
ocorra todos os esclarecimentos a respeito da
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doenga para que assim, o combate a doenca
seja efetivo e gere resultados na diminuicao
das estatisticas dos casos de leishmaniose
tanto humano quanto canino no municipio e
no Estado.

3. MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi aceito e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Tocantins
(UFT) sob o protocolo de n° 23101.003786/2017-

31. O experimento foi realizado em uma
Clinica Particular do Municipio de Araguaina
no Tocantins. Os exames hematoldgicos,
bioquimicos e parasitologico foram realizados
no laboratério da mesma clinica. Os exames
sorolégicos e de PCR em laboratorio
conveniado. No periodo compreendido entre
01/08/17 a 01/11/17. Para realizagdo da
pesquisa foram utilizados 20 caes domésticos,
Canis lupus familiaris, adultos, sem distingao
de raga, sexo ou peso, sendo dez animais com
diagnostico positivo e dez com diagndstico
negativo para leishmaniose, com idade
variando de 1 a 12 anos. Destes animais, oito
eram machos e doze fémeas, provenientes da
casuistica de uma clinica veterinaria particular
do Municipio de Araguaina - TO.

31. Triagem para composigao
dos grupos experimentais

O grupo experimental (G1) era
composto pelos animais positivos nos testes
parasitolégico, sorolégico (ELISA) e molecular
(PCR). Ja os animais do grupo controle
(G2) foram escolhidos perante sorologia e
parasitologia negativos.
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3.1.1. Exame Parasitolégico

O exame parasitoloégico foi realizado
por avaliacdo da medula d6ssea através da
puncdo da medula pelo osso esterno, foi
realizado o esfregaco (3 laminas por animal).
A coloracdo foi feita com corante rapido
tipo Panético® e a observacdo das laminas
realizada em microscopia Optica com objetiva
de imersdo (1000x), observando se toda a
extensdao da lamina a procura de formas
amastigotas no interior de macrofagos ou
livres.

3.1.2. Diagnéstico Sorolégico e
Molecular (PCR)

Foi coletado 2ml de sangue da veia
jugular e colocado em tudo sem anticoagulante
para exame sorologico (Elisa) e encaminhado
para laboratorio de referéncia. Para o exame
molecular, era coletado 2 ml de medula 6ssea
por pungdo em 0ssO esterno ou escapula,
o conteudo transferido para tubo com
anticoagulante (EDTA) e encaminhado para
laboratério de referéncia.

3.1.3. Exames Hematol6gicos

O sangue foi coletado por pungao
venosa em jugular ou cefdlica totalizando
5ml, em que 2mL foram transferidos para
tubo com EDTA para realizagcdo dos exames
hematoldgicos. Realizou se a analise das
hemacias, hemoglobina, plaquetaseleucdcitos
totais. Para os exames hematoldgicos utilizou
se um analisador hematologico veterinario
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automatizado (Poch-100 IV Diff) Roche
Sysmex®.

3.1.4. Exames Bioquimicos

Foi coletado 3mL de sangue e
transferidos para tubo sem anticoagulante
para a realizacdo dos exames bioquimicos.
Realizou a analise dos seguintes parametros:
alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia, creatinina,
proteinas séricas totais e fragdes. Para esses
exames, utilizou-se o soro no analisador
automatico por fotometria de absorbancia
(Cobas c111) Roche®.

3.1.5. Tratamento com Miltefosina

Previamente a Miltefosina, utilizou-se
a Ondansetrona na dose 1mg/kg/SID/VO e
Ranitidina 2mg/kg/BID/VO nos primeiros trés
dias de tratamento com o intuito de evitar os
efeitos colaterais relacionados aos transtornos
gastroentéricos. O protocolo de tratamento
baseou se na utilizacao da Miltefosina na dose
de 2mg/kg/SID/VO por 28 dias consecutivos.

3.1.6. Coleta de dados

Os exames complementares
(hematolégicos e  bioquimicos) foram
realizados em dois momentos (M1 e M2) no
grupo experimental (G1). Sendo o Momento
1 (M1) antes do tratamento com a Miltefosina
(pré-tratamento) e Momento 2 (M2) apods
o tratamento de 28 dias. Para os animais
do grupo controle (G2), os exames foram
realizados apenas uma vez, quando o0s
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animais foram a clinica para consultas de
rotina, sem sinais clinicos e sem queixas
por parte do proprietario, sendo esses,
considerados saudaveis.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando
se o software estatistico SAS 9.0 (SAS, 2012).
Para testar a homogeneidade de variancias
utilizou se o teste de Levene e para testar
a normalidade dos erros, usou se o Teste
Shapiro-Wilk. As médias dos grupos foram
comparadas através do teste T de Student,
adotando se o nivel de significancia de 0,05 (a
= 0,05). A fim de atender as pressuposi¢coes
necessarias para realizacédo do Teste T, foi
necessaria a transformacdo de algumas
variaveis. Assim, a transformacao logaritimica
na base natural mostrou se adequada para
normalizar e homogeneizar as variaveis,
com excegao da uréia, em que a inversa do
logaritmo natural mostrou se adequada para
que a variavel atendesse as pressuposi¢oes
para realizagao de testes paramétricos.

4.2. Avaliagcao hematologica

As principais alteracbes encontradas
foram: hemacia, hemoglobina e hematdcrito
abaixo das referéncias. Quanto aos resultados
dos valores de hemacias, 80% dos caes
apresentaram valores abaixo das referéncias
no pré tratamento (G1-M1), esse percentual
decaiu para 60% logo apods o tratamento (G1-
M2), obtendo-se uma redugdo de 20% nos
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caes que apresentavam essa alteragdo. No
parametro hemoglobina ndo houve alteragdes
entre a porcentagem dos animais que se
apresentavam com hemoglobina abaixo das
referéncias. A porcentagem de caes que
apresentaram hematocrito baixo decaiu em
10% apos a utilizacdo da droga.

Quanto aos resultados de contagem de
plaquetas, destacou-se o fato de 60% dos animais
do (G1-M1) apresentarem trombocitopenia e apos
o tratamento (G1-M2), esse percentual decaiu
para 30%, equiparando se ao grupo controle (G2).
Na Tabela 1 encontra-se as médias dos valores
encontrados nos exames hematolégicos no (G1)
nos dois momentos (M1-M2) e no G2.

Tabela 1. Principais valores hematimétricos absolutos dos caes do G1 (com Leishmaniose) em
dois momentos (M1 e M2) e do G2 (sem Leishmaniose).

(G1-M1)

Minimo

Pardmetros Referéncias Média MAximo

(G1-M2)
Média Maximo

Teste T G2)  Minimo

(‘Kﬂ;‘;‘\ﬁ% Média Maximo

Minimo

Eritrocitos 5,5-8,5 2,92-8,04 3,12-8,76 | 0,0664 5,07-7,45
(NS)
Hemoglobina 12-18 10,22 | 6,2-178 | 11,53 | 6,5-19,2 | 00524 | 14,24 | 10-17,9
(NS)
Hematdcrito 37-55 31,40 |[18,7-50,3| 35,77 |20,9-58,9| 0,0367* | 42,68 | 35-50,3
Plaquetas 200-500 24540 | 29-802 | 346,50 | 78-681 | 0,0306* | 333,3 | 103-680
(5,15) (5,63)
Leucdcitos 7-17 5,6-27,7 6,3-21,2 | 0,4281 11,34 | 5,8-15,3
11,83 12,41 (NS)

Valores entre parénteses sao as médias transformadas para validagao das pressuposi¢coes
estatisticas. Os valores do teste T pareado sao significativos quando menores que 0,05
(P<0,05). Os valores com asterisco sao significativos. Sigla (NS): ndo significativos.

Nos dois momentos do grupo 1 (G1), os
valores médios de eritrocitos, permaneceram
abaixo da referéncia. Obtendo se a média de
4,699 108/uL para eritrocitos no pré-tratamento
(M1) e 5,283 10%/uL no pos-tratamento (M2).
Ocorrendo uma elevagdao de 0,584 106/uL
na meédia do pés-tratamento (M2). Mesmo

com a elevacido na média do pds-tratamento,
estatisticamente ndo houve diferencas entre
os dois momentos analisados (p=0,0664).
Permanecendo a média abaixo das referéncias
e inferior ao G2 (grupo controle).

Em consonancia, diversos autores
citam que na LVC a anemia pode ocorrer por
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diversos mecanismos. A eritropoiese pode
estar diminuida pelo carater crénico, por perda
de sangue, lise de hemacias e diminuicdo da
massa eritrocitaria por producdo de auto-
anticorpos que consequentemente levara
a sequestro esplénico (CIARAMELLA;
CORONA, 2003; FELDMAN et all., 2000;
IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2007; MATTOS-
JR et all., 2004).

Observou-se nos dois momentos
(M1 e M2) que as médias para o parametro
hemoglobina, permaneceram inferiores as
referéncias e ao G2. A média elevou-se

em 1,31 g/dL do pré para o poés-tratamento.
Embora o aumento na média, nao configurou
se como normalidade, continuando abaixo das
referéncias. Para o parametro hemoglobina,
nao houve difengas estatisticas (p= 0,0524)
entre o pré e pods-tratamento da variavel
analisada.

Dos parametros hematoldgicos
avaliados, apenas hematécrito (p=0,0367)
(Grafico 1) e plaquetas (p= 0,0306) obtiveram
valores estatisticamente diferentes pois (p
< 0,05) no teste pareado entre o pré e poés
tratamento dos animais com leishmaniose.

Grafico 1. Representacdo dos valores de hematdécrito nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento,

(G1-M2) pés tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncia: 37-

55 %.

Fonte: Autoras da pesquisa.
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Nos valores de hematdcrito, notou
se um aumento no valor da média nos
pos tratamento em 4,37%, contudo, ainda
apresentando valor médio abaixo da
referéncia e do G2. Porém os valores de
hematdcrito pré e pdés foram estatisticamente
diferentes entre si (p= 0,0367). Os animais
em tratamento quando comparados entre o
antes e depois do tratamento melhoraram seu
quadro hematolégico culminando em melhora
no quadro clinico geral dos animais.

Braz et all, (2015) avaliaram 153
caes com LVC e encontraram anemia em
69,9% deles e Medeiros et all., (2008) na
avaliacdo de 154 caes positivos, observaram
quadro anemia em 60% deles, resultados
semelhantes foram descritos pela literatura
(BUSH, 2004; COSTA-VAL et all., 2007).

A anemiaobservada neste estudo antes
do tratamento pode ser classificada como leve
a moderada (hemacias — 4,70 x 106 /mm3 e
hematocrito — 31,40%), concordando com
outros autores que obtiveram valores médios
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de contagem de hemacias e hematocrito de
4,83 x 106 /mm3 e 30,37% e 4,50 x 106 /
mm3 e 31,5% (IKEDA-GARCIA et all., 2003;
MATTOS JR et all., 2004). No pés tratamento
a anemia pbde ser classificada como leve
(hemacias — 5,28 x 106 /mm3 e hematdcrito
— 35,77%).

A constatacdo de anemia na maioria
dos animais € um achado ja esperado
em infeccdo canina por Leishmania spp.
(FREITAS et all., 2012). Um estudo apontou
que a anemia pode se desenvolver nesses
animais apos a hiperatividade do sistema
reticuloendotelial, pela falha na sintese de
hemoglobina e por falhas na medula (REIS et
all., 2006). Alguns dados da literatura mostram
que a LVC pode levar a redugéo no numero de
plaguetas (Grafico 2) induzidas por vasculite
e associadas a reacao de hipersensibilidade
tipo 3, aumento da destruicdo plaquetaria e
nefropatia e hepatopatia (FELDMAN et all.,
2000).
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Grafico 2. Representagdo dos valores das plaquetas nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento,

(G1-M2) pés tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncia para

plaquetas: 200-500 x 103,

Fonte: Autoras da pesquisa.

Os valores encontrados para o
parametro plaquetas sofreram diferenca
estatistica (p= 0,0306) culminando em
aumento na média em 101,1 x 103, passando
de 2454 para 346,5 e assim, obtendo
média maior que a do grupo controle (G2).
O aumento na média para o parametro
plaguetas foi a maior elevagao observada nos
exames hematoldgicos analisados. Com esse
aumento, alguns sinais clinicos relacionados
principalmente com a trombocitopenia
desapareceram.

No estudo de Medeiros et all., (2008),
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o valor médio de contagem de plaquetas
para caes reagentes esteve no limite minimo
de normalidade, embora 53,1% destes
cdes tenham apresentado trombocitopenia.
Segundo Luvizotto (2006) pode ocorrer
acometimento de hemorragias devido
hiperglobulinemia, sequestro esplénico de
plaquetas, vasculite por imunocomplexos,
aplasia, hipoplasia medular, uremia
(dificultando a atividade plaquetaria) e epistaxe
(possivelmente por lesées na cavidade nasal).

A ocorréncia de trombocitopenia
em cdes reagentes para LV pode decorrer
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do aumento na destruicdo plaquetaria,
além de disturbios de trombocitopoiese e
comprometimento do funcionamento renal
e/ou hepatico (FELDMAN et all.,, 2000).
Outro mecanismo na diminuigdo do numero
de plaquetas na LV pode estar associado a
presenca de imunoglobulinas anti-plaquetas
ou aumento na destruigao plaquetaria, descrita
em 63,3% dos caes naturalmente infectados
por L. infantum (CIARAMELLA et all., 2005;
FREITAS et all., 2012; TERRAZANO et all.,
2006).

Para a variavel leucdcitos totais
ocorreu um pequeno aumento na média do
pos-tratamento, elevando a média em 0,58
x 10%/uL. Tanto os valores do pré quanto do
pos-tratamento mantiveram se dentro dos
valores de referéncia em todos os grupos
(G1 e G2) e em todos os momentos do
experimento e nao apresentaram diferengas
estatisticas (p= 0,4281). O aumento na média
nao foi significativo. No presente estudo,
todos os valores médios mantiveram-se
dentro da normalidade, corroborando com as
descri¢cdes de Amusategui et all., (2003).
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No estudo de Freitas et all., (2012),
o valor médio dos leucdcitos esteve dentro
dos limites de normalidade, o que pode ser
atribuido ao processo crénico da doenga, fato
ja relatado por e Ikeda-Garcia et all. (2003) e
Mattos-Junior et all. (2004). Por se tratar de
um processo cronico, a resposta leucocitaria
se modifica de acordo com a evolugao da
doenca (MEDEIROS et all., 2008).

Apesar do hemograma ser uma
ferramenta de diagndstico laboratorial
complementar que pode auxiliar no diagndstico
e prognostico clinico da leishmaniose visceral
canina, esta deve ser utilizada com cautela,
pois as alteragdes observadas sdo comuns a
outras doengas em caes (GEORGETTI et all.,
2013).

4.3. Avaliagao Bioquimico Sérica

As meédias dos parametros
bioquimicos ALT, uréia e creatinina (Tabela
2) permaneceram dentro da normalidade nos

dois momentos assim como no G2.
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Tabela 2: Principais valores bioquimicos dos cdes do G1 (com Leishmaniose) em dois momentos (M1 e M2) e no G2.

Teste T

s e G e G0 o B (e o
ALT 13,4-129 16,4-173,1 | 0,5024(NS) 19,2-91,2
AST 23-66 484 | 31876 | 1153 | 102-444 | 00172¢ | 40,12 | 20-86,1
UREIA 15-65 | 53,06 |18,93-208 | 3622 | 251-52,9 | 0,6639(NS) | 29,16 | 21,44-43,61

O 0515 | 058 | 04-08 | 066 | 04-08 | 0193Ns) | 0,77 | 0512

PR%TT'?J%AS 5376 852 | 598103 | 774 | 522-10,7 | 0,0505(NS) | 6,01 | 5,1-6.8

IOV 2338 | 226 | 138354 | 268 | 17373 | 00172¢ | 300 | 215-3,78

=MV 2448 | 626 | 256821 | 505 | 225832 | 00007 | 291 | 132373

SWNXoW Vel 0517 | 042 | 017138 | 065 | 028162 | 00022¢ | 118 | 07286

Valores entre parénteses ao lado das médias sdo as médias transformadas para validagao das pressuposicoes

estatisticas. Os valores do teste T pareado sao significativos quando menores que p < 0,05. Os valores com

asterisco sao significativos. (NS): ndo significativos.

Houve diferencas estatisticas entre
0 pré e poés-tratamento para a enzima AST
(Grafico 3) (p= 0,0172) que resultaram na
diminuigdo da sua média. Por nao ter ocorrido
elevacdo da mesma, ndo houve alteragdes
clinicas relacionadas a enzima AST. A média
dessa variavel ficou abaixo das referéncias
e do G2. Na avaliagdo da enzima ALT (p=
0,5024) nédo ocorreu diferengas entre o

tratamento e a média permaneceu dentro das
referéncias assim como no grupo controle. Os
animais n&o apresentaram sinais clinicos que
levariam a suspeitas de hepatopatias. Apos a
realizacdo dos exames bioquimicos no pos-
tratamento foi possivel notar que a droga
nao causou elevagao das enzimas hepaticas
mensuradas, ndo apresentando assim efeito
hepatotoxico.
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Grafico 3. Representagao dos valores de AST nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-M2) p6s tratamento e no

grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncia: 23-66 u/L.

Fonte: Autoras da pesquisa

Houve uma diminuicdo significativa
de AST em 15,95U/L entre o pré e poOs-
tratamento. Os valores encontrados entre
0 pré e poés-tratamento para a enzima ALT
elevaram se em 3.97U/L permanecendo com
as meédias dentro da referéncia e inferiorao G2.
Na analise laboratorial, pode ser observado
em animais com leishmaniose, aumento da
alanina aminotransferase (ALT) (DIAS et all.,
2008). Em dois animais do presente estudo
exposto, verificou se a elevacdo da enzima
hepatica ALT no pré-tratamento. Castro et
all., (2012) observaram que os valores de
ALT e AST permaneceram dentro dos valores
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fisiologicos citados na literatura em cerca de
70% dos caes, corroborando com nossos
achados.

Em uma pequena porcentagem de
caes acometidos com a LVC é possivel que
ocorra acometimento hepatico, ocasionando
em perda de peso, apatia, vdmitos, anorexia,
polidipsia e poliuria (AMUSATEGUI et all.,
2003; NOLI, 1999). Alguns autores afirmam
ainda que, em relagcdo a funcdo hepatica,
os valores da fosfatase alcalina (FAL), da
alanina aminotranferase (ALT), e da aspartato
aminotransferase (AST) podem encontrar-se
aumentados (GRADONI; TROTZ-WILLIAMS,
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2003). Contudo, a lesdo hepatica nao é,
normalmente, severa, tendo tendéncia a
normalizar apos o tratamento (CIARAMELLA;
CORONA, 2003).

Na avaliagao renal, os valores de uréia
e creatinina respectivamente nao diferiram
estatisticamente entre os momentos avaliados,
permanecendo com as médias dentro das
referéncias para as variaveis analisadas (p=
0,6639 e 0,193). A média dos valores de
ureia decaiu entre os momentos analisados
e foram maiores que a média do G2, a
média da creatinina se elevou discretamente,
porém, inferior ao grupo controle. A avaliagao
dessas variaveis implica que nao ocorreram
alteragdes renais devido a utilizag&o da droga,
nao causando efeito nefrotdxico, visto que os
valores das médias dos parametros ureia e
creatinina avaliados ndo aumentaram o valor
da média para valores acima das referéncias.
Os animais em tratamento nao apresentaram
sinais clinicos decorrentes de nefropatia.

Nos dados do estudo em questéo,
as funcbes renais e hepaticas mantiveram-
se sem alteragcdes, corroborando com Mird
(2007) que também observou manutengao
das fungdes renal e hepaticas normais,
permanecendo dentro das referéncias,
0 que pode ser observado também no
grupo experimental G2. Segundo Vischer
et all., (2007) a miltefosina ndo tem efeito
nefrotoxico, embora outros efeitos toxicos
nao tenham sido totalmente descartados.
Tem sido atribuido aos parametros renais
valor prognostico. Este é reservado quando
0s niveis de ureia e creatinina encontram-se
persistentemente elevados, mesmo apos o
tratamento (CIARAMELLA; CORONA, 2003).

J Business Techn.

A deposicao de imunocomplexos nos
glomérulos pode acarretaremnefriteintersticial
e glomerulonefrite  membranoproliferativa,
gerando comprometimento da funcao renal,
e sendo, muitas vezes a principal causa
da morte de cades com leishmaniose. A
insuficiéncia renal pode estar presente em
cdes sem o0s sinais clinicos sistémicos de
leishmaniose (CIARAMELLA et all., 2005).
A nefropatia pode ser causada pelo infiltrado
de células T CD4+ detectadas na regiao
glomerular e intersticial dos rins de caes com
LVC (COSTA, 2011).

4.4. Avaliacao das proteinas
totais e fragoes

Nos dois momentos os valores das
proteinas totais apresentaram se acima das
referéncias e do G2. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas para a variavel
bioquimica proteina totais (p= 0,0505) entre o
pré e pos-tratamento com a droga.

As proteinas totais no pré-tratamento
estiveram acima dos valores de referéncia
caracterizando assim, hiperproteinemia,
divergindo dos valores encontrados por Kiral et
all. (2004) que caracterizaram hipoproteinemia
em caes sintomaticos para LVC. Na LVC,
a hiperproteinemia decorre da ativagéo
policlonal de linfécitos B e consequente
producdo elevada de anticorpos em que ha
hipoalbuminemia e aumento nos niveis de
globulinas séricas, gamopatia (FELDMAN et
all.,, 2000; IKEDA-GARCIA et all., 2003).

As proteinas totais séricas podem
estar elevadas devido a hiperglobulinemia,
entretanto, as vezes, pode se encontrar dentro
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dos parametros de normalidade quando
a hipoalbuminemia é severa, mesmo com
aumento das globulinas séricas (LAPPIN,
2004). No pré-tratamento os valores meédios

de albumina (Grafico 4), apresentaram-se

abaixo do valor de referéncia caracterizando
hipoalbuminemia,
Medeiros et all. (2008). No pés tratamento os
valores médios permaneceram dentro dos
niveis de referéncia assim como no G2.

corroborando com

Grafico 4. Representagio dos valores de albumina nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-M2) pds tratamento

€ no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncias: 2.3-3.8 g/dL.

Fonte: Autoras da pesquisa

Houve diferencas estatisticas que
geraramumaumentonameédiaentreopréepos-
tratamento no exame bioquimico da albumina
(p= 0,0172). As médias do pos-tratamento e
grupo controle (G2) permaneceram dentro das
referéncias. Foi constatado por Freitas et all.,
(2012) hiperproteinemia, hiperglobulinemia
e hipoalbuminemia. Segundo Noli (1999),

J Business Techn.

a hipoalbuminemia pode ser secundaria
ao comprometimento hepatico, ocorrendo
também devido a proteinuria ou desnutricao
nos casos de animais nefropatas e/ou
anoréxicos.

Em casos em que a perda de proteinas
€ muito severa, como acontece no caso de
hemorragias frequentes ou de diarreia severa,
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podeobservar-se hipoproteinemia, aocontrario
do habitual em animais com leishmaniose
(CIARAMELLA; CORONA, 2003). No pré
e pos-tratamento, os valores médios das
globulinas (Grafico 5) apresentaram se

acima dos valores de referéncia e do grupo
controle (G2). Houve diferengas estatisticas
significativas que implicaram na diminuicdo
da média das globulinas entre o pré e pos-
tratamento (p= 0,0097).

Grafico 5. Representagao dos valores de globulinas nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-M2) p6s tratamento

€ no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncias: 2.4-4.8 g/dL.

Fonte: Autoras da pesquisa.

Os niveis de globulinas mesmo no
pos tratamento encontraram se com a
média acima das referéncias, assim como
no pré tratamento, caracterizando uma
hiperglobulinemia corroborando ainda
com Medeiros et all. (2008) e Freitas et all.
(2012) que também encontraram em seus
estudos uma hiperglobulinemia. O achado

J Business Techn.

clinico-laboratorial mais comum da LVC é a
hiperglobulinemia, causada pela ativagao das
células policlonais e produgado de anticorpos
(NOLI, 1999; AMUSATEGUI et all., 2003).

4.5. Avaliagcao da relagcao
albuminal/globulinas

2020; ISSN 2526-428118(4): 202



Santos S, Ribeiro A, Conti A. A MILTEFOSINA NO TRATAMENTO DE CAES COM LEISHMANIOSE E SEUS EFEITOS HEMATOLOGICOS E
BIOQUIMICOS. Original Article. J Business Techn. 2020; ISSN 2526-4281 18(4): 174-207

No pré tratamento (M1) a média dos
valores encontrados estiveram abaixo da
referéncia, ja no pos (M2) a relagao albumina/

globulina (grafico 6) mantiveram se dentro da
referéncia para a espécie, assim como no G2.

Grafico 6. Representagdo dos valores da relagdo A/G nos 10 animais (G1-M1) pré tratamento, (G1-M2) p6s

tratamento e no grupo controle (G2) juntamente com as médias. Referéncias: 0,5-1,7 g/dL.

Fonte: Autoras da pesquisa.

Em relacdo ao parametro relagao
(albumina/globulina), observou se diferengas
estatisticas também entre o pré e pos-
tratamento (p= 0,0022) gerando um aumento
na média da mesma. Albumina e relagcao A/G
aumentaram suas medias consideravelmente
durante o tratamento enquanto as globulinas
que estavam aumentadas antes do tratamento
decairam, normalizando assim, a relagao A/G.

Foi demonstrado que apds o tratamento
os valores estiveram dentro das referéncias.

J Business Techn.

Um decréscimo na relacdo A/G pode estar
presente devido a hipoalbuminemia que pode
ser causada por perdas renais, desnutricao
e acometimento hepatico (ALMEIDA et all.,
2005; AMUSATEGUI et all., 2003).

5. CONCLUSAO

Nas condicbes do presente estudo
pode se concluir que o tratamento com a
miltefosina proporcionou uma melhora no
quadro hematologico dos animais e em
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decorréncia disso, os animais melhoraram seu e nao elevou ALT, ndo apresentando assim
quadro clinico, pois a maioria dos sinais era efeito hepatotdxico. No quadro renal avaliado
decorrente da anemia moderada. Os animais com as dosagens de ureia e creatinina pode
tratados com a droga obtiveram remissao se concluir que a droga nao apresentou efeitos

dos sinais clinicos. O tratamento com a droga
causou queda nos valores da enzima AST
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