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RESUMO

O tratamento de caes infectados por Leishmania infantum tem sido um desafio para o
médico veterinario, por ser uma terapia dispendiosa e a longo prazo com opc¢des
terapéuticas limitadas. Nesse sentido, o tratamento da leishmaniose canina (Lcan)
requer monitoramento laboratorial, para acompanhar a resposta clinica, imunoldgica
e da carga parasitaria. O estudo teve como objetivo avaliar clinica, carga parasitéria e
perfil da producéo de anticorpos no monitoramento terapéutico em caes com infeccao
natural por L. infantum. Foram utilizados 26 cdes com diagndstico parasitologico
positivo (formas amastigotas de Leishmania) e divididos em dois grupos de
tratamento: G1- 15 animais tratados com marbofloxacina e alopurinol e G2: 11 animais
com miltefosina. Os cées foram monitorados durante 6 meses, com avaliagcdes
clinicas nos dias DO, D30, D90 e D180, sendo a sorologia quantitativa realizada
apenas no inicio e final do tratamento. Os parametros clinicos foram classificados de
acordo com a gravidade em uma escala de 0 a 3. A gPCR foi baseada na amplificacéo
de L.infantum do minicirculo do cinetoplasto (KDNA). Os animais do G1 e G2
apresentaram 86,6% e 45,4% de reducdo nos escores clinicos nos primeiros trés
meses, respectivamente. A recidiva dos sinais clinicos foi observada em 9,1% do G2.
Os titulos de anticorpos diminuiram em 93,3% com o0 uso da marbofloxacina e
alopurinol, contra 63,6% utilizando miltefosina ao final do estudo (D180). No G1 (DO0),
a média do niumero de parasitos/uL na medula éssea foi de 239.267 com uma mediana
de 13.792 parasitos/ uL. No grupo da miltefosina, a média foi de 965.795,1 parasitos/
UL com mediana de 117,8 parasitos/ uL. A marbofloxacina com alopurinol mostrou-se
viavel para a reducdo da carga parasitaria. O acompanhamento durante seis meses
de cées tratados com marbofloxacina e alopurinol permitiu observar uma melhora
clinica significativa, com cura clinica em 20%. Na tentativa de uma melhor resposta
terapéutica, a proposta inédita da combinacdo de marbofloxacina e alopurinol,
demostrou um potencial protocolo para o uso em caes com Lcan, principalmente no
Brasil, pois s6 existe uma medicacao licenciada para tal, com efeitos gastrintestinais
presentes. Porém, novos estudos poderdo demonstrar a reducédo da infectividade em
caes.

Palavras chave: Leishmaniose canina; tratamento; PCR guantitativa; fluorquinolona.



ABSTRACT

The treatment of dogs infected with Leishmania infantum has been a challenge for the
veterinarian, because it is an expensive and long-term therapy with limited therapeutic
options. Thus, the treatment in canine leishmaniasis requires laboratory monitoring, as
clinical and immunological response and parasite load of the dog. The objective of this
study was to evaluate the combination of marbofloxacin and allopurinol from a clinical
perspective and antibody production profile in therapeutic monitoring for CanL (Canine
Leishmaniasis). Twenty-six dogs with positive parasitological diagnosis (amastigotes
forms the Leishmania) were divided into two treatment groups: G1 - 15 animals treated
with marbofloxacin and allopurinol, and G2 - 11 animals treated with miltefosine only.
The dogs were monitored for 6 months with clinical evaluations on days DO, D30, D90,
and D180, and quantitative serology was performed only at the beginning and end of
treatment. Clinical parameters were classified according to severity on a scale of O to
3.The gPCR was based on the amplification of L. infantum kDNA (kinetoplast
minicircle). In the first three months, animals in G1 and G2 showed reductions of 86.6%
and 45.4%, respectively, in clinical scores. Clinical signs relapsed in 9.1% of G2. At
the end of treatment, the mean reduction in clinical scores was 61.3% for G1 and
22.3% for G2. Antibody titers decreased by 93.3% with the use of marbofloxacin and
allopurinol, compared to 63.6% using miltefosine alone at the end of treatment. In both
groups, dogs with high clinical scores had high antibody titers (D0), and as clinical
scores decreased on D180, antibody titers also significantly reduced (H = 19.2506; p
=0.0002). Prior to the start of treatment, the mean number of parasites/lL in the bone
marrow was, for G1, 239,267 with a median of 13,792 parasites/uL. In G2, the mean
was 965,795.1 parasites/uL with a median of 117.8 parasites/uL. Marbofloxacin with
allopurinol proved to be viable for reducing parasite load. Monitoring dogs treated with
marbofloxacin and allopurinol for six months allowed us to observe a significant clinical
improvement, with clinical cure in 20%. In an attempt to achieve a better therapeutic
response, the unprecedented proposal for the combination of marbofloxacin and
allopurinol demonstrated a potential protocol for use in dogs with Lcan, mainly in Brazil,
as there is only one medication licensed for this, with gastrointestinal effects present.
However, new studies may demonstrate a reduction in infectivity in dogs.

Keywords: Canine leishmaniasis; treatment; polymerase chain reaction;
fluoroquinolone.
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1.INTRODUCAO

Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose é causada por
protozoarios intracelulares do género Leishmania, dos quais 20 espécies podem
causar doencas e sao transmitidas a animais e humanos por vetores da familia
Psychodidae (OMS, 2022). Com distribuicdo mundial em 99 paises, esta zoonose
emergente se apresenta de duas formas, a saber leishmaniose tegumentar (LT), que
afeta a pele e as mucosas, e leishmaniose visceral (LV) que acomete varios 6rgaos
internos (OMS, 2022).

Devido a sua gravidade, a LV é considerada uma das cinco doengas
negligenciadas prioritarias para a eliminagdo. Em 2020, mais de 90% dos novos casos
notificados & OMS ocorreram em 10 paises: Brasil, China, Etiopia, Eritreia, india,
Quénia, Somélia, Sudao do Sul, Sudao e Iémen (OMS, 2022).

No Brasil, a LV esta distribuida em todo o territrio e a regido Nordeste detém o
maior niumeros de casos (JUNIOR, 2018). Nessas areas, Leishmania infantum é
transmitida particularmente pelo inseto vetor Lutzomyia longipalpis, sendo o cdo o
principal reservatério em ambientes urbanos (ALVAR et al., 2012; JUNIOR, 2018;
CUNHA et al., 2022).

A Leishmaniose canina (Lcan) é considerada uma doenga imunomediada com
manifestacées clinicas variaveis e inespecificos ou muitas vezes ausentes (MIRO et
al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Nesse cenario, o diagndstico € muitas
vezes complexo, sendo realizado por exames clinicos, parasitolégicos, soroldgicos e
moleculares (MORALES-YUSTE, MARTIN-SANCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022;
BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).

Nos caes, o uso de medicamentos anti-Leishmania tem sido um desafio, por serem
onerosos e com opcdes terapéuticas limitadas. No Brasil, a Unica medicacéo
leishmanicida licenciada é a miltefosina e pode ser combinada principalmente com
alopurinol (REGUERA et al., 2016; MAPA, 2016).

De um modo geral, esses farmacos séo utilizados para a redugdo dos sinais
clinicos e da carga parasitaria, sendo dificil alcancar uma cura parasitoldgica, o que
explica as constantes recidivas dos quadros clinicos (BANETH SOLANO-GALLEGO;
2022). Com isso, o tratamento de cdes com leishmaniose requer monitoramento

laboratorial como a sorologia quantitativa e carga parasitaria, além do estadiamento



clinico periédicos (BRASILEISH, 2018; DANTAS-TORRES et al., 2019; BANETH
SOLANO-GALLEGO; 2022).

A reacao em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) representa grande
avanco nos métodos moleculares, particularmente por facilitar a quantificacdo da
carga parasitaria em determinado tecido biolégico, enquanto a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio de Imunoabsor¢céo Enzimatica (ELISA)
tem sido utilizada para a detecgdo de anticorpos anti-Leishmania (GALLUZZI et al.,
2018; DANTAS-TORRES et al., 2019).

As frequentes recidivas da doenca sugerem a busca por novos medicamentos ou
abordagens terapéuticas. Por isso, terapias alternativas como marbofloxacina
também estdo descritas no tratamento da Lcan (ROUGIER et al., 2008; ROUGIER et
al., 2012; PINEDA et al., 2017).

Esse farmaco tem acado leishmanicida e propriedades imunomoduladoras em
estudos in vitro (DALHOFF, SHALIT, 2003; VOULDOUKIS et al., 2006; AMANTE et
al, 2020). Porém, néo existe registros de estudos in vivo desse farmaco combinado
ao alopurinol, sabe-se que os beneficios alcancados com as combinacdes de drogas
estdo relacionados a um aumento da meia-vida da droga, sinergismo, toxicidade
parasitaria direta e melhores respostas imunoldgicas em hospedeiros infectados
(BASTOS et al., 2022).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o monitoramento terapéutico de
cées com infeccéo natural por L. infantum tratados com marbofloxacina combinado ao
alopurinol, sob o ponto de vista clinico, carga parasitaria e perfil da producédo de

anticorpos.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral (LV)

A LV é uma doenca parasitaria reemergente, cosmopolita e que acomete os
animais silvestres, domésticos e os humanos (GUIMARAES et al., 2017; KASHIF et
al., 2017; SOLANO-GALLEGO et al., 2017). A transmissdo ocorre através da picada
de fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no
Velho Mundo (ALVAR et al., 2004).

Segundo a OMS, ha 50.000 a 90.000 novos casos de LV por ano em todo o
mundo (OMS, 2020). Essa zoonose é endémica em 80 paises e com mais de 600
milhdes de pessoas em risco no mundo com apenas 25 a 45% dos casos relatados a
OMS (DNDI, 2022).

O Brasil € um dos paises com o maior numero de casos anuais e cerca de 96%
dos casos na América Latina (OMS, 2022). Essa crescente expansdao com
aparecimento de novos focos endémicos, ocorre principalmente pelo crescimento
desordenado das metrépoles, aumento de sinantropicos das areas urbanas e
condicdes precarias de moradia, como falta de gerenciamento de residuos sélidos
ou descargas de esgoto a céu aberto, que podem aumentar a populacdo dos
flebotomineos (LEITE et al., 2021; OMS, 2022).

No territério brasileiro, o cdo € o principal reservatério urbano de Leishmania
infantum, em virtude de uma alta carga parasitaria na pele e estreita relacdo com o
ser humano (HARHAY et al., 2011; LAURENTI et al, 2013; ARUMUGAM, SCORZA,
PETERSEN, 2022).

Entretanto, outros hospedeiros podem estar envolvidos no ciclo urbano e
periurbano, como o gato doméstico (ASFARAM, FAKHAR, 2019), roedores e
marsupiais sinantropicos (CARREIRA et al., 2012; FERREIRA et al., 2015), muares e
asininos (LIMEIRA et al., 2021), cachorro do mato (SOARES et al., 2017) e morcegos
(DE OLIVEIRA et al., 2015; DE REZENDE et al., 2017).

2.2 Agente etioldgico e ciclo bioldgico

O agente etiologico da LV é um protozodrio pertencente a ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (SHAW, 1994),
11



sendo conhecidas aproximadamente 20 espécies de Leishmania que causam a
enfermidade em humanos (KASPER et al., 2015; OMS, 2022) e 12 espécies que
causam a enfermidade em animais (TREVISAN et al., 2015). Nas Ameéricas,
a Leishmania infantum é a espécie comumente envolvida na transmissdo da LV
(ALVAR et al., 2012).

O ciclo biologico é do tipo heteroxeno, com participacdo de dois hospedeiros, o
flebotomineo, que apresenta a forma promastigota (Figura 1) no seu intestino, e um
hospedeiro definitivo mamifero, que possui a forma ovoide ndo moével, denominada
de amastigota (KASPER et al., 2015).

Flagero

Maochndrm
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Mincdndie

Nt b
- eodaplasematic n

Figura 1. Formas de desenvolvimento de Leishmania. 1: promastigota 2: amastigota
Fonte: Nascimento (2023)

O principal modo de transmissao de L. infantum (Figura 2) para os hospedeiros
€ através da inoculacdo de formas promastigotas metaciclicas pelo vetor, que séo
fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No interior dessas
células, as promastigotas se diferenciam em amastigotas e posteriormente fazem
divisdo binaria até que ocorra o rompimento da célula hospedeira, liberando as
amastigotas no organismo e que serdo fagocitadas por novos macrofagos, assim o
cdo parasitado é fonte de infec¢cdo para um novo vetor (GRAMICCIA, GRADONI,
2005; PALTRINIERI et al., 2010).
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No momento do repasto sanguineo, em um cao infectado, o vetor ingere as
formas amastigotas do parasito que ao chegar no intestino, sofrem divisdo binaria e
modificam-se em formas promastigotas. Apds, ocorre a metaciclogénese
(promastigotas metaciclicas) e essas formas infectantes migram para a probdscide
para serem inoculados com a saliva por ocasido do hematofagismo do inseto vetor
(GRAMICCIA, GRADONI, 2005; PALTRINIERI et al., 2010).

[asroems ngers brne amawsgrin

Parraris £2 (epaile SANguren yoy
— — q
Promastigatas metaciclices /$ { ‘.. \
v N L E

N““"W'“Q
anphragm de amuboot
‘ Hospedeiro vertebrado

Figura 2. Ciclo da Leishmania infantum.
Fonte: Nascimento (2023)
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Hospedeiro invertebrado

2.3 Leishmaniose Canina (Lcan)

A Lcan é endémica em mais de 70 paises (KASZAK, PLANELLAS,
DWORECKA-KASZAK, 2015; DANTAS-TORRES et al., 2012; BANETH, SOLANO-
GALLEGO; 2022). No continente americano, a infecgdo canina tem sido observada
desde o Canada até a Argentina (DE ALMEIDA, SPANN, BRADBURY, 2020) e pode
estar relacionado com a circulacdo de cédes infectados entre diferentes regiodes,
adaptacao de populacdes de flebotomineos em areas previamente livres e falhas nas
estratégias atuais de controle (PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012;
SATRAGNO, 2017; DANTAS-TORRES et al., 2019).
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A Lcan é transmitida principalmente pelo Lutzomyia longipalpis (ALVAR et al.,
2012; JUNIOR, 2018; CUNHA et al., 2022), porém outras formas de transmissao como
vertical, sexual e por meio de transfusao de sangue foram relatadas (SLIMANE et al.,
2014; TOEPP et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Nos caes, a doenca € sistémica, cronica e se apresenta de forma assintomatica
ou sintomética com sinais clinicos variaveis, fato este que resulta em um diagndstico
muitas vezes complexo (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; MAIA; CAMPINO, 2012;
BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).

2.3.1 Imunopatogenia

A inoculacéo de formas infectantes de L. infantum (Figura 3) com a saliva do
vetor recruta células fagociticas, como neutrofilos, macrofagos e células dendriticas,
criando um ambiente pro-inflamatério (PEREIRA et al., 2017). Estudos in vitro
demonstraram que os neutrofilos sdo células efetoras com capacidade de controlar a
infeccéo inicial e contribuem para a eliminacéao do parasito, por meio de uma série de
mecanismos, incluindo fagocitose, geracao de explosdo oxidativa e extrusdo de
armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETS) (LEAL et al., 2014; PEREIRA et al.,
2017).
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Figura 3. Imunopatogenia da Lcan.
Fonte: Nascimento (2023)
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Por outro lado, as células Th17 (célula auxiliar T CD4+) promovem respostas
de defesa principalmente pela producéo de IL-17, que pode levar a um recrutamento
excessivo de neutréfilos para locais inflamatorios e aumentar ligeiramente a
expressao de IL-8, responsavel por promover a persisténcia do parasito, por meio
do acumulo macico e duradouro de neutrofilos (ZEILHOFER, SCHORR, 2000,
TOEPP, PETERSEN, 2020).

Os neutrofilos, ao fagocitarem parasitos, podem sofrer apoptose e serem
ingeridos por macréfagos, que assim serdo infectados pelo parasito. Essa hipétese é
conhecida como “Cavalo de Trbia”, pois permite uma entrada silenciosa da
Leishmania sem ativacdo do macrofago (LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH,
2003; CARREIRA; DA SILVA, 2021).

Os caes assintomaticos, sdo mais resistentes a infec¢do, porque ha um
predominio da resposta dos linfocitos T (CD4+) auxiliares do tipo 1 (Thl). Essas
células sao consideradas pro-inflamatorias e secretam principalmente as
interleucinas-2 (I L -2) e 12 (I L -12), fator de necrose tumoral (TNF- a) e IFN-y, que
limitam a infeccdo e a resposta inflamatoria associada ao aumento da atividade
leishmanicida dos macréfagos (SOLANO-GALLEGO et al, 2011; TOEPP,
PETERSEN, 2020; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).

Leishmania sp € capaz de modular a resposta imunoldgica, inibindo a producgao
de IL-12 a qual é essencial para uma resposta Thl, conhecida por suas funcdes
leishmanicidas (LIU, UZONNA, 2012). Ao ocorrer, uma falha na producéo de IL-12, h4
predominio da resposta de linfécitos T (CD4+) auxiliares do tipo 2 (Th2), que liberam
citocinas IL-4 e IL-13 e linfocitos B com aumento da producéo de IgG1 e consequente
hipergamaglobulinemia (DESCHACHT, 2012; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022;
OLIAS-MOLERO et al., 2020; GARCIA-CASTRO et al., 2022).

2.2.3 Manifestacdes clinicas

Apos a infeccéo, os sinais clinicos podem surgir entre trés meses a sete anos
(SALANT et al., 2021), a depender do tipo de resposta linfocitica imune estabelecida
(GARCIA et al., 2022). A presenga de macrofagos infectados por L. infantum em

diversos tecidos causa reacOes inflamatérias granulomatosas particularmente em
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figado, baco, medula 6ssea e pele (ABBEHUSEN et al., 2017; MORALES-YUSTE,
MARTIN-SANCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022).

A maioria dos sinais clinicos é decorrente da producdo exacerbada de
imunocomplexos, e estd relacionada principalmente a patogénese da nefropatia,
sinais oftalmologicos e artropatias (WANG, WANG, WEN, 2019; GIZZARELLI et al.,
2020; ROURA et al., 2020). Além da perda de peso, a atrofia muscular pode estar
presente pela natureza catabodlica da doenca e alteragdes imunoldgicas associadas a
infeccdo por L. infantum (PACIELLO et al.,, 2009; MORALES-YUSTE, MARTIN-
SANCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022).

A linfadenomegalia com aspecto inicial exsudativo evolui para poliferativo
hiperplasico (LUVIZOTTO, 2006). As alterag6es na medula 6ssea variam de acordo
com o0 estagio da infeccdo e podem se manifestar como granulocitose, displasia
eritroide ou hipoplasia (MOMO et al., 2014).

A pele é o principal 6rgdo envolvido na Lcan (MORALES-YUSTE, MARTIN-
SANCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022), pois a presenca de parasitos € primordial para
a transmisséo ao vetor. As lesdes cutaneas mais frequentes nos caes com infeccao
por L. infantum sdo as esfoliativas, papulares, nodulares e ulcerativas, além de
alopecia e onicogrifose (ALVAR et al.,, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2011,
SOLANO-GALLEGO et al., 2017; NOLI, AUXILIA, 2005; PALTRINIERI et al., 2016;
KOUTINAS, KOUTINAS et al., 2014). A onicogrifose, ou crescimento das unhas, é
muito comum e esta associada a dermatite liquenoide e mononuclear de interface na
auséncia de parasitas (KOUTINAS, KOUTINAS et al., 2014).

As manifestacdes oculares na Lcan séo diversas, com prevaléncia variando de
16% a 92%, ao quais podemos destacar: blefarites, ceratoconjunitive seca ou nao,
uveites, conjuntivites folicular ou membranosa (FREITAS et al., 2017, ALl et al., 2021,
GOULLI et al., 2023). Essas alteracdes sdo ocasionadas pela decorréncia de infiltrado
linfoplasmocitario perivascular em resposta a presenca do protozoario (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009; GOULLI et al., 2023).

Os sinais neurolégicos na Lcan descritos sao variados e incluem convulsoes,
cegueira, sinais vestibulares e cerebelares, paraparesia, tetraparesia, tetraplegia e
mioclonia (MACAU et al., 2017, ZOBBA et al., 2017, PORTEIRO et al., 2021).
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2.2.4 Diagnéstico

O diagndstico da Lcan € complexo pela variedade de sinais clinicos e
alteracdes laboratoriais, sendo necessaria uma combinacao de testes parasitologicos,
sorologicos e moleculares (MAIA; CAMPINO, 2012; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).

2.2.4.1 Diagndstico parasitolégico

A observacgéo direta do parasito (Figura 4) representa o padrdo-ouro para o
diagnoéstico da doenca por apresentar alta especificidade e baixo custo (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Porém, a sensibilidade pode ser influenciada principalmente
pela carga parasitaria, coletas malsucedidas e tipo de material biolégico (REGINA-
SILVA et al., 2014; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).

Estudos demonstraram sensibilidade de 93-99% em aspirados de baco, 52-
85% na medula 6ssea, 52-58% para linfonodos e 42,2% em pele (MARCELINO et al.,

2020; OIE, 2021). A aspiragdo de medula 6ssea é menos sensivel se comparado com

o baco, porém mais segura (OIE, 2021).

Figura 4. Formas amastigotas de Leishmania sp em pele de cdo — aumento de 1000x)
Fonte: Nascimento (2021)
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2.2.4.2 Diagndstico soroldgico

A sorologia € uma importante técnica diagndéstica, regularmente utilizada na
clinica de pequenos animais e para inquéritos epidemioldgicos, no entanto, esse
método deve ser interpretado com cautela, podendo ocorrer a presenca de reacdes
cruzadas com Leishmania braziliensis (SAMPAIO et al., 2021) e outros
tripanossomatideos como Trypanosoma caninum e Trypanosoma cruzi (ALVES et al.,
2012; ZANETTE et al., 2014) e alguns patégenos como Toxoplasma gondii (ZANETTE
et al., 2014), Babesia canis (LAURENTI et al., 2014) e Ehrlichia canis (OLIVEIRA et
al., 2008; ZANETTE et al., 2014).

No Brasil, o0 exame de triagem recomendado pelo Ministério da Saude € o
imunoensaio cromatografico rapido em plataforma de duplo percurso (Dual Path
Platform -DPP® — BioManguinhos/ Fundacdo Oswaldo Cruz) e como teste
confirmatorio o Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimética (ELISA- EIE-LVC Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ) (GRIMALDI et al., 2012; BRASIL, 2014). O DPP possui as
vantagens de ser um teste rapido, de facil execucdo e com resultados faceis de
interpretar (GRIMALDI et al., 2012).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € uma técnica quantitativa
comumente utilizada para o diagnéstico (DOS REIS et al., 2023) e o estadiamento de
caes infectados por L. infatum (PALTRINIERI et al, 2016; BRASILEISH, 2018;
PROVERBIO et al., 2014). Entretanto, é importante salientar que a soroconversao
em cées infectados, pode ocorrer de 4 a 22 meses com tempo médio de 10,5 meses
apos a infeccdo (OLIVA et al., 2006). Assim, os testes sorolégicos ndo sao
recomendados para uma deteccdo precoce da infec¢do, sendo utilizados nesses
casos 0s métodos moleculares (MAIA, CAMPINO, 2008; COURA- VITAL et al., 2013).

2.2.4.3 Diagndstico molecular

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) constitui uma ferramenta sensivel
para o diagnostico da infeccéo por Leishmania, com sensibilidade e especificidade
proximas de 100% (SOLCA et al, 2012; SILVEIRA et al., 2018). Uma das vantagens
dessa técnica é a variedade de amostras que podem ser analisadas, como medula
0ssea, linfonodos, baco, pele e suabe conjuntival. Amostras de sangue e urina séo

menos invasivas, entretanto, menor sensibilidade ao teste (SOLANO-GALLEGO et al.,
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2009; MORALES-YUSTE, MARTIN-SANCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022; SERENO et
al., 2020).

Uma variagcdo da PCR convencional é a PCR em tempo real (QPCR), que
permite quantificar a concentracdo do DNA da amostra e € amplamente utilizada para
0 monitoramento da carga parasitaria de caes tratados (DOS SANTOS NOGUEIRA et
al., 2019; MEDKOUR, et al., 2020). Em estudos de carga parasitaria de L. infantum,
a gPCR mostrou uma sensibilidade de 93,33% e uma especificidade de 100%
(HOSSAIN et al., 2017).

2.2.4 Tratamento

No contexto atual, antes da terapia anti-Leishmania, os caes sao classificados
de acordo com o estadio clinico, principalmente com base na sorologia quantitativa,
achados laboratoriais relacionados a doenca renal progressiva, gravidade das
lesbes e alteracBes analiticas dos casos (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011,
NOGUEIRA, RIBEIRO, 2015). No Brasil, o estadiamento clinico dos animais
infectados € proposto por Brasileish (2018) sendo fundamental para estabelecer o
tratamento ideal em cada estadio (Anexo 1).

A escolha da melhor terapia depende do estadiamento clinico e tem como
objetivo reduzir sinais clinicos, carga parasitaria e infectividade para o vetor
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022). A cura
parasitologica € extremamente dificil na Lcan, mas a carga parasitaria pode ser
reduzida e acompanhada da cura clinica, desde que ocorra um monitoramento a longo
prazo para acompanhar a resposta terapéutica e detectar possiveis recaidas
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO, 2022).

Dentre as opcOes terapéuticas, o alopurinol € amplamente utilizado em
combinagdo com outras drogas, principalmente para prevenir a recorréncia da doenca
(YASUR-LANDAU et al., 2016). Apesar disso, ha relatos que o uso do alopurinol
isolado reduza efetivamente a carga parasitaria (NASCIMENTO et al., 2020).

O alopurinol apresenta baixa toxicidade que o torna muito eficaz em caes com
danos renais (PLEVRAKI et al., 2006). Contudo, seu uso prolongado pode causar a
formacao de urolitiase, por ser um analogo da hipoxantina que bloqueia a xantina
oxidase, interrompendo o metabolismo das purinas (TORRES, et al., 2011; TORRES,
et al., 2016; DIAS, et al., 2020; JESUS et al., 2022).
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A terapia antimonial (antimoniato de meglumina e estibogluconato de sédio) &
a primeira linha de tratamento leishmanicida em paises mediterraneos, apesar de sua
alta toxicidade, sendo sua combinac¢ao com alopurinol o protocolo de tratamento de
escolha nesta regido (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BANETH, SOLANO-
GALLEGO; 2022).

Esse farmaco atua inibindo a enzima fosfofrutoquinase dos protozoarios, que é
necesséria para a oxidacdo de &cido glicolitico e 4cidos graxos, causando sua morte
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022; MORALES-
YUSTE, MARTIN-SANCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022). Apesar dos antimoniais
apresentarem uma boa atividade leishmanicida, é um farmaco nefrotoxico e
cardiotéxico (MATEO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2020).

No Brasil, 0 uso dos antimoniais € proibido para o tratamento da Lcan, assim
uma alternativa de substituicdo dos antimoniais € o uso de miltefosina, por ser a Unica
medicacdo licenciada com acao leishmanicida (MAPA, 2016). Seu uso em
combinagcdo com alopurinol ou em monoterapia, promove reducdo de carga
parasitaria em caes, com recidiva da doenca dentro de quatro a doze meses (DOS
SANTOS NOGUEIRA et al., 2019; AYRES, et al. 2022).

Ainda que, seu mecanismo de acéo nao esteja totalmente elucidado, estudos
mostram que a atividade da miltefosina esta associada a ligacdo lipidica e ao
desencadeamento da apoptose, além de estimular células T elevando os niveis de
IFN-y, estimulando assim a producdo de 6xido nitrico e radicais reativos de oxigénio,
eliminando os parasitos (MANNA et al., 2009; DORLO, et al., 2012; REGUERA et al.,
2016).

A anfotericina B € uma droga com atividade antileishmanial efetiva contra
diferentes espécies de Leishmania spp. que tém relevancia clinica nas Américas, tais
como como L. infantum, L. braziliensis e L. amazonensis (MORAIS-TEIXEIRA, et al.,
2014). Seu uso na terapia da Lcan tem uma boa resposta, porém sé é recomendado
em &reas ndo endémicas, devido a preocupacdes com efeitos colaterais e inducdo de
resisténcias em casos humanos (BEST et al., 2014).

Outros protocolos terapéuticos tém sido utilizados em diversos ensaios clinicos
como imunomoduladores e classes de antibioticos, a exemplo das fluoroquinolonas,
representadas pela marbofloxacina (DALHOFF, SHALIT, 2003; VOULDOUKIS et al.,

2006; AMANTE et al., 2020). As fluoroquinolonas sao conhecidas por apresentarem
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propriedades imunomoduladoras, diminuindo a resposta das citocinas em particular
(DALHOFF; SHALIT, 2003).

Estudos demonstraramm que a marbofloxacina apresenta atividade
leishmanicida indireta através do TNF-a e o6xido nitrico (ON) via sintase e
correlacionadas com a produgdo de NO: (VOULDOUKIS et al., 2006). Segundo
Rougier et al. (2012), o tratamento com a marbofloxacina reduziu os sinais clinicos e
a carga parasitaria de caes com leishmaniose. Além disso, trata-se de farmaco seguro
para pacientes com doenca renal crbnica e apresenta poucos ou nenhum efeito
gastrintestinal (PINEDA et al., 2017; ROUGIER et al., 2012).

O tratamento da Lcan com imunomoduladores é uma alternativa para reduzir
os sinais clinicos e a carga parasitaria, um bom exemplo € a domperidona com
propriedades imunoestimulantes através da secrecdo de prolactina, que atua como
agente pro-inflamatério (GOMEZ-OCHOA et al., 2009; SABATE et at., 2014;
GONGALVES et al., 2014).

Estudos demonstraram que a domperidona € capaz de reduzir sinais clinicos
em 86% de cades acometidos por leishmaniose e diminuicéo dos titulos de anticorpos
séricos em 38%, além de melhorar a funcéo renal reduzindo as gamaglobulinas
(GOMEZ-OCHOA et al., 2009; CAVALERA et al., 2021).

H& um grande interesse em terapias anti-Leishmania de uso oral, sendo o
fluconazol, cetoconazol e itraconazol alternativas que satisfazem este requisito
(GALVAO; RABELLO; COTA, 2017). Estes agentes demonstraram ser altamente
eficazes contra Leishmania spp tanto em testes in vitro (SHOKRI et al., 2017; BEACH,;
GOAD; HOLZ, 1988) quanto in vivo (EL-SAYED, ANWAR, 2010). Entretanto, ndo ha
estudos suficientes para recomendar 0 uso dessas drogas unicamente como terapia
para Leishmania (GALVAO; RABELLO; COTA, 2017).

O tratamento com pentamidina tem sido utilizado com sucesso para
reestabelecer a resposta imunoldgica cdes com LV (LASRI et al., 2003). Enquanto,
um estudo piloto com a aminosidina investigou a eficacia e a seguranca da
administragao diaria por via subcutanea de aminosidina na dose de 15 mg/kg durante
21 dias em caes sem azotemia ou proteinuria (ATHANASIOU et al., 2012).

O uso de nutracéuticos como imunomoduladores para leishmaniose visceral
tem gerado interesse nas abordagens atuais da doenca (LOMBARDI et al., 2019; DE
SOUSA GONCALVES et al., 2021). Algumas moléculas de nutrientes como 6leo de
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peixe, 6leo de krill e cogumelos secos foram avaliadas quanto ao seu potencial
terapéutico considerando o impacto metabdlico dos fatores inflamatorios e parasitarios
da Lcan (CORTESE et al., 2015; MASTELLONE et al., 2020; SOUSA GONCALVES
et al., 2021).

Os nucleotideos dietéticos modulam a resposta imune Thl na Lcan e poderiam
ser parte de uma estratégia de manejo imunomodulador para pacientes com
leishmaniose (RIBEIRO et al., 2018; SEGARRA, 2021). Sua combinacdo com AHCC
(extrato padronizado de micélio cultivado de Lentinula edodes) também foi testada em
cades com melhorias significativas nos escores clinicos e nos biomarcadores usados
para monitorar a resposta ao tratamento (SEGARRA et al., 2021; JESUS et al., 2022).

Recentemente, foi proposto o uso do artesunato como uma boa alternativa de
quimioterapia para Lcan, apesar de novos ensaios clinicos serem necessarios para
confirmar esses resultados, como por exemplo, se 0s cdes permanecem infecciosos
para os flebotomineos e quanto tempo de duracao no tratamento (MEDKOUR et al.,
2020).

A resisténcia aos medicamentos anti-Leishmania € um fator fundamental na
falha do tratamento, embora outros fatores também contribuam para esse fenémeno,
incluindo as coinfec¢des e doencas autoimunes concomitantes. No Brasil, ha dados
gue indicam um aumento da resisténcia de L. infantum a miltefosina em um céo com
LV tratado anteriormente com miltefosina e alopurinol (YASUR-LANDAU et al., 2018;
GONCALVES et al., 2021). Resisténcia ao alopurinol em combinag&o com antimoniais
com recidiva de doenca clinica (PINILLA; GUTIERREZ; FLOREZ, 2022) tem sido
demonstrada (YASUR-LANDAU et al., 2016).

Diante do painel descrito, o tratamento esta cada vez mais desafiante devido a
complexidade da enfermidade e das poucas opc¢des terapéuticas disponiveis no
mercado (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).
Além disso, a OMS sugere que as drogas anti-Leishmania exclusivamente usadas
para LV humana, ndo devem ser destinadas a medicina veterinaria devido a suspeita

de desenvolvimento de resisténcia a drogas pelo uso em animais (ADEL et al., 2015).
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4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo geral

- Avaliar o monitoramento terapéutico de cdes com infeccao natural por
Leishmania infantum, tratados com marbofloxacina combinada ao alopurinol, sob o

ponto de vista clinico, carga parasitaria e perfil da producdo de anticorpos.

4.1 Objetivos especificos

- Avaliar os escores fisicos no monitoramento de caes com infec¢ao natural por
Leishmania infantum tratados com marbofloxacina combinada ao alopurinol;

- Avaliar os titulos de anticorpos anti-Leishmania no monitoramento de cées
com infeccdo natural por Leishmania infantum tratados com marbofloxacina
combinada ao alopurinol;

- Avaliar a carga parasitaria no monitoramento de cdes com infeccao natural

por Leishmania infantum tratados com marbofloxacina combinada ao alopurinol.
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CAPITULO |

USO DA MARBOFLOXACINA COMBINADA COM ALOPURINOL SOB O PONTO
DE VISTA CLINICO E PERFIL DA PRODUCAO DE ANTICORPOS NO
MONITORAMENTO TERAPEUTICO NA LEISHMANIOSE CANINA.

35



CAPITULO |

RESUMO

A leishmaniose canina € uma doenca imunomediada com sinais clinicos bem variaveis
e inespecificos ao qual implica em um manejo terapéutico e monitoramento que
precisa ser realizado com o auxilio de exames laboratoriais, dentre os varios exames
requeridos tem-se a sorologia quantitativa. O objetivo deste estudo foi avaliar a
combinacdo de marbofloxacina e alopurinol sob o ponto de vista clinico e perfil da
producdo de anticorpos anti-Leishmania no monitoramento terapéutico na Lcan.
Foram utilizados 26 caes com diagnostico parasitologico e divididos em dois grupos
de tratamento: G1 - 15 animais tratados com marbofloxacina e alopurinol e G2 - 11
animais, apenas com miltefosina. Os caes foram monitorados durante 6 meses, com
avaliacoes clinicas nos dias DO, D30, D90 e D180, sendo a sorologia quantitativa
realizada apenas no inicio e final do tratamento. Os parédmetros clinicos foram
classificados de acordo com a gravidade em uma escala de 0 a 3, conforme. Os
animais do G1 e G2 apresentaram 86,6% e 45,4% respectivamente de redugcéo nos
escores clinicos nos primeiros trés meses, respectivamente. A recidiva dos sinais
clinicos foi observada em 9,1% do G2. Ao final do tratamento, a média da reducao do
escore clinico no G1 foi de 61,3% e 22,3% no G2. Ao final do tratamento, os titulos de
anticorpos diminuiram em 93,3% com o uso da marbofloxacina e alopurinol, contra
63,6% utilizando apenas miltefosina. Observou-se em ambos 0s grupos que 0s caes
com escores clinicos altos apresentaram titulos de anticorpos altos (DO) e conforme
0s escores clinicos diminuiram no D180, as titulagbes também reduziram com
diferenca significativa (H = 19,2506; p = 0,0002). A marbofloxacina com alopurinol
mostrou-se viavel e com auséncia de efeitos adversos, embora por ser tratar de um
antibacteriano com amplo espectro de acdo, deve ser utilizado de forma racional.
Novos estudos poderédo demonstrar a redugéo da infectividade em cées tratados com
marbofloxacina e alopurinol.

Palavras chave: Leishmaniose canina; tratamento; carga parasitaria; fluorquinolona.
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ABSTRACT

Canine leishmaniasis is an immunomediated disease with highly variable and
nonspecific clinical signs, requiring therapeutic management and monitoring through
laboratory tests, including quantitative serology. The objective of this study was to
evaluate the combination of marbofloxacin and allopurinol from a clinical perspective
and anti-Leishmania antibody production profile in therapeutic monitoring for CanL
(Canine Leishmaniasis). Twenty-six dogs with parasitological diagnosis were divided
into two treatment groups: G1 - 15 animals treated with marbofloxacin and allopurinol,
and G2 - 11 animals treated with miltefosine only. The dogs were monitored for 6
months with clinical evaluations on days DO, D30, D90, and D180, and quantitative
serology was performed only at the beginning and end of treatment. Clinical
parameters were classified according to severity on a scale of 0 to 3. In the first three
months, animals in G1 and G2 showed reductions of 86.6% and 45.4%, respectively,
in clinical scores. Clinical signs relapsed in 9.1% of G2. At the end of treatment, the
mean reduction in clinical scores was 61.3% for G1 and 22.3% for G2. Antibody titers
decreased by 93.3% with the use of marbofloxacin and allopurinol, compared to 63.6%
using miltefosine alone at the end of treatment. In both groups, dogs with high clinical
scores had high antibody titers (D0), and as clinical scores decreased on D180,
antibody titers also significantly reduced (H = 19.2506; p = 0.0002). Marbofloxacin with
allopurinol proved to be viable and without adverse effects, although as it is an
antibacterial with a broad spectrum of action, it must be used rationally. New studies
may demonstrate a reduction in infectivity in dogs treated with marbofloxacin and
allopurinol.

Keywords: Canine leishmaniasis; treatment; parasite load; fluoroquinolone.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) € uma doenca zoondtica causada por
protozoarios do género Leishmania, transmitida por flebotomineos da subfamilia
Phlebotominae e tem o cdo, como principal reservatorio no ciclo epidemioldgico
urbano (ALVAR et al., 2004; ALCOVER et al., 2020; MATSUMOTO et al., 2022).

A leishmaniose canina (Lcan) esta presente em aproximadamente 70 paises,
principalmente na América do Sul e regido do Mediterraneo (SOLANO-GALLEGO et
al., 2009; DANTAS- TORRES et al., 2012).

No Brasil, estudos demonstram que a prevaléncia da Lcan varia de 4,9% a
35,1%, dependendo da regido avaliada e do método diagndstico utilizado
(MONTEIRO et al.,, 2005; ROCHA et al, 2018; CARVALHO et al., 2020;
BERNARDINO et al.,, 2020; CARNEIRO et al., 2023). Sabe-se que as técnicas
serolégicas ndo tém a sensibilidade necessaria para detectar anticorpos anti-
Leishmania nas fases iniciais da infeccdo (MAIA, CAMPINO, 2008; COURA-VITAL et
al., 2013).

A apresentacao clinica da Lcan € variada, inespecifica e depende da resposta
imune do hospedeiro (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Nos cées, a enfermidade
apresenta-se geralmente de curso crénico e pode levar o animal ao 6bito, mesmo
quando tratada. Alguns animais infectados podem néo desenvolver sinais clinicos ou
alteracdes clinico-patolégicas, tornando o diagnéstico da doenca complexo (MIRO et
al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011), sendo muitas vezes necessaria a
combinacao de testes soroldgicos, parasitologicos e moleculares (MORALES-YUSTE,
MARTIN-SANCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022; BANETH SOLANO-GALLEGO; 2022).

No territorio brasileiro, o uso de drogas anti-Leishmania em cées tem sido um
desafio para os médicos-veterinarios por se tratar de um tratamento continuo, caro e
com op¢Oes de tratamento limitadas, visto que a Unica droga leishmanicida licenciada
€ a miltefosina (REGUERA et al., 2016; MAPA, 2016). Devido a inexisténcia da cura
parasitologica, € necessario 0 acompanhamento da carga parasitaria que pode ser
reduzida a longo prazo a depender da resposta terapéutica (SOLANO-GALLEGO et
al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).

Dentre os varios exames requeridos para o correto monitoramento da Lcan, ha

a sorologia quantitativa pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a PCR
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em tempo real (QPCR) (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Embora existam estudos
gue demonstrem uma relacéo direta entre clinica e os titulos de anticorpos na Lcan
(PROVERBIO et al., 2014), outros observaram sinais clinicos presentes e titulos de
anticorpos baixos a médios (PALTRINIERI et al, 2016).

A gPCR auxilia na quantificacdo de cargas parasitarias de L. infantum em varios
tecidos biologicos e possui uma sensibilidade e especificidade altas (VITALE et al.,
2004; FRANCINO et al., 2006; NUNES et al., 2018; CANTOS- BARREDA et al., 2020).

As frequentes recidivas da doenga apds a terapia, sugerem a busca por novos
medicamentos ou abordagens terapéuticas para Lcan. Por essas razdes, terapias
alternativas como marbofloxacina também foram descritas no tratamento da Lcan
(ROUGIER et al., 2012; PINEDA et al., 2017). Esse farmaco tem acéo leishmanicida
em macrofagos infectados in vitro, além de propriedades imunomoduladoras
(DALHOFF, SHALIT, 2003; VOULDOUKIS et al., 2006; AMANTE et al, 2020).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o0 monitoramento terapéutico de
cdes com infeccdo natural por Leishmania infantum tratados com marbofloxacina
combinada com alopurinol, sob o ponto de vista clinico e perfil da producdo de

anticorpos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Conselho de ética no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) registrado sob o protocolo de
namero 8764010520 (Anexo 2). Os tutores dos cdes foram informados dos
procedimentos de inclusdo para o tratamento experimental por meio da assinatura de

um termo de consentimento da pesquisa (Apéndice 1).

2.2 Critérios de exclusado e inclusao

Foram pré-selecionados 52 cdes domiciliados, de ambos os sexos, de raca
variadas e idade entre um a sete anos, atendidos no servigco ambulatorial do Hospital

Veterinario (Hovet) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Todos

39


about:blank#bib4
about:blank#bib4
about:blank#bib2

0sS caes apresentavam ao menos um sinal clinico sugestivo de LV e positivos no
diagndstico parasitolégico realizado a partir do aspirado de medula éssea, linfonodos
ou citologia aspirativa da pele.

Dos cées pré-selecionados, 26 foram retirados da pesquisa de acordo com 0s
critérios de exclusao: doenca renal cronica, reagentes no SNAP® 4Dx® Plus (IDEXX®)
e/ou presenca de hemoparasito (Babesia sp, Anaplasma sp, Hepatozoon sp, Ehrlichia
sp e microfilarias) em esfregaco sanguineo, administracdo de miltefosina, alopurinol,
fluorquinolonas ou qualquer outro farmaco com acdo contra Leishmania spp (12
meses anteriores a pesquisa). Os caes que foram a 6bito ou ndo retornaram nas

avaliacdes também foram excluidos.

2.4 Desenho experimental

Este estudo é um ensaio clinico randomizado, no qual os cées foram divididos
aleatoriamente em dois grupos de tratamento: Grupo 1 (G1) - 15 animais tratados com
marbofloxacina (Marbopet® Laboratorio CEVA, Brasil) na dose de 2mg/kg/dia, por via
oral, durante 28 dias em combinacéo com alopurinol (manipulagdo veterinaria) na
dose de 10mg/kg BID, por via oral durante 180 dias e Grupo 2/controle (G2) - 11
animais submetidos a miltefosina (Milteforan® Laboratorio VIRBAC, Brasil) na dose
de 2mg/kg/dia, via oral durante 28 dias.

Os animais, de ambos os grupos, foram monitorados clinicamente durante 6
meses, com avalia¢gdes clinicas nos dias zero (DO0), que € o inicio do tratamento, 30
dias (D30), 90 dias (D90) e 180 dias (D180) apos o tratamento. O perfil de anticorpos
foi realizado no inicio e término do experimento.

Nas terapias de apoio, foram utilizadas apenas anti-inflamatorios
(corticosterdides, AINES) de uso local e colirios oftalmolégicos para o manejo das
lesBes oftalmicas causadas pela infeccdo por L. infantum. Coleiras repelentes aos
flebotomineos foram utilizadas nos animais para evitar a reinfeccdo dos pacientes e

como forma de controle e prevencéo da doenca.
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Figura 1. Desenho experimental.
Fonte: Nascimento (2023)

2.5 Avaliacéo clinica

Durante o monitoramento, todos os animais foram avaliados quanto a presenca
de sinais fisicos como dermatopatias, linfadenopatias, sinais oftalmicos, sinais
gastrintestinais, distarbios miccionais, epistaxe e alteracbes musculo-esqueléticos.
Em todos os momentos eram verificados os pesos dos animais. Pelo menos dois
avaliadores estavam aptos para fazer a avaliacao fisica nos céaes.

Os parametros clinicos foram classificados de acordo com a gravidade em uma
escala de 0 a 3, conforme segue: 0: ausente; 1: leve; 2: moderado; e 3: grave. Além
disso, linfadenomegalia ou lesbes cutaneas foram classificadas da seguinte forma: O
(ausente), 1 (local) e 2 (generalizado) adaptado de Rougier, et al., (2012). Ao final das
analises, os escores fisicos dos caes foram inseridos na ficha de avaliacdo (Apéndice
2).

2.6 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A amostra de L. infantum foi mantida através de repiques semanais de culturas
de promastigotas em meio bifasico (NNN/Schenider). A técnica de RIFI foi realizada
de acordo com Camargo (1966) em que foram utilizadas microplacas para a diluicao
dos soros, pipetando-se 90 pL de PBS 0,01M, pH 7,2 e 10 pL do soro a ser testado
no primeiro orificio.

Foram distribuidos 50 yL de PBS 0,01M, pH 7,2 em outros cinco pogos a partir

da primeira diluicdo, transferindo-se 50 pL para o orificio seguinte. Os controles

41



positivo e negativo foram obtidos a partir da soroteca do Laboratdrio de Doencas

Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da UFRPE.

2.7 Andlise dos dados

As variaveis foram analisadas por meio de estatistica descritiva. Posteriormente,
o teste de Lilliefors para verificar a normalidade dos dados e o teste de qui-quadrado
para comparar os diferentes tratamentos em relacéo aos titulos de anticorpos.

O Teste de Wilcoxon, foi utilizado para analisar as respostas aos farmacos em
relacao aos titulos de anticorpos ao longo dos diferentes tratamentos. Para todos 0s
testes foi considerado um nivel de significancia de 5%. O software BioEstat versao 5.3
foi usado para as analises estatisticas (AYRES et al., 2007).

A reducdo dos escores clinicos foi calculada de acordo com MEDKOUR et al.,
2020: Reducéo percentual de EC% = (EC no D+xx- ES no D+0) /EC no DO) x 100.
EC: escore clinico; D+xx: no Dia xx poés-tratamento (D30, D90 ou D180), DO: na

inclusédo (dia 0).

3. RESULTADOS

3.1 Avaliacéo clinica

No inicio de tratamento (DO0), 73,3% (11/15) apresentavam dermatopatias no G1,
enquanto no G2 essa frequéncia foi 63,6% (7/11). As linfadenomegalias foram
observadas em 72,7% (8/11) no G2, e 93,4% (14/15) no G1. Outros sinais estavam
presentes como os problemas articulares: 13,3% (G1) e 18,62% (G2), e oftalmopatias,
20,0% (G1) e 27,3% (G2). Ao final do tratamento, apenas um animal do G2 apresentou
dermatite ulcerativa. No G1, observou-se lesdo ulcerativa localizada em dois cées
(Figura 1).

Os animais do G1 e G2 apresentaram 86,6% e 45,4% respectivamente de reducao
nos escores clinicos nos primeiros trés meses. A recidiva dos sinais clinicos foi
observada em 9,1% do G2. Ao final do tratamento, a média da redugéo do escore
clinico no G1 foi de 61,3% e 22,3% no G2.
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Figura 2. Reducdao dos sinais clinicos ao longo do tratamento dos céaes.
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3.2 Titulos de anticorpos anti-Leishmania

Os titulos de anticorpos diminuiram em 93,3% com o uso da marbofloxacina e
alopurinol, contra 63,6% utilizando apenas miltefosina (grupo controle) do final do
tratamento (D180) (Figura 3). Porém, ndo houve diferenca estatistica (X2 = 0,016; p =
0,8982). Um dos animais do G2 apresentou dermatite ulcerativa em regiao nasal (DO0),
mas com altos titulos de anticorpos: 1/320. No presente estudo, observou-se que
15,4% dos cées do G1 (D0) apresentaram altos titulos de anticorpos e com presenca

apenas um sinal clinico, a linfadenomegalia.

Marbofloxacina e alopurninal Mitetouna
o0 00
8 wo /‘ A 3 me
[ f \ a
g we \ - and
-3 \ Bex
o \ e
S e 4 \ A ‘} ' -
2 \ -
2 M \ 2 wo
= - \ . =
- 300 .- e — - . W = - . . . .
L . / -
0 B . . ““ e . » o . et ®
Cien Chm
- ~ —— »

Figura 3. Numeros absolutos de titulos de anticorpos momentos DO e D180 de caes
no G1 e G2.

O grupo tratado com marbofloxacina associada ao alopurinol apresentou mais
do que 50% de titulos negativados apds seis meses de tratamento, enquanto no grupo
da miltefosina (G2) negativou-se em 27,3%. Porém, ndo houve diferenca estatistica
(X2=0,016; p = 0,8982).

Observou-se em ambos 0s grupos, que 0s cdes com escores clinicos altos
apresentaram titulos de anticorpos altos (D0O) e conforme os escores clinicos
diminuiram no D180, as titulacdes também reduziram com diferenca significativa (H =
19,2506; p = 0,0002).
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Pontuacédo dos Escores clinicos Titulos de anticorpos
Marbofloxacina + Marbofloxacina +
_ Miltefosina (G2) _ Miltefosina (G2)
Animais alopurinol (G1) alopurinol (G1)
DO | D180 | % REC | DO | D180 | % REC DO D180 DO D180
1 3 1 66,6 6 1 83,3 1/160 0 1/40 1/40
2 1 0 3 100 1/160 1/80 1/40 1/40
3 10 2 80 5 0 1/80 1/40 1/40 1/40
4 6 3 50 6 2 66,6 1/40 0 1/80 1/80
5 9 2 77 10 2 80 1/80 1/80 1/320 | 1/160
6 1 0 100 19 6 68,4 1/80 0 1/160 | 1/160
7 1 0 100 3 1 66,6 0 0 1/160 1/40
8 11 0 100 9 4 55,6 1/80 1/40 1/80 1/40
9 1 1 0 4 1 75 0 0 1/40 0
10 1 1 0 4 2 50 1/320 0 1/160 0
11 11 1 90,9 1 0 100 1/640 1/80 1/320 0
12 8 1 87,5 - - - 1/80 1/40 - -
13 2 1 50 - - - 1/320 0 - -
14 2 1 50 - - - 1/640 1/320 - -
15 3 1 66,6 - - - 1/160 0 - -

Figura 4. Pontuacdo de escores clinicos e titulos de anticorpos nos momentos DO e
D180 de caes submetidos ao tratamento no grupo 1 (G1) e 2 (G2). REC: reducéo do

escore clinico.

4. DISCUSSAO

No estudo, ndo houve nenhum efeito adverso ao uso dos protocolos. Outros
dados de pesquisa também obtiveram resultados semelhantes (MIRO et al., 2009,
ROUGIER et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2019).

A eficacia clinica da marbofloxacina e alopurinol durante os trés meses da
pesquisa foi maior (73,3%) quando comparada com o protocolo de marbofloxacina
(68,9%) de Rougier et al. (2012). Essa eficacia (G1) foi mantida com leve aumento até
o final do tratamento (86,6%). Isso provavelmente se deve a acdo leishmaniostatica
do alopurinol ao qual mantem o animal clinicamente estavel. Enquanto na
monoterapia, Rougier et al. (2012) observaram recidiva média de cinco meses e meio
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apos o término do tratamento com marbofloxacina. Esse achado foi fundamental para
determinar a eficacia da combinacdo desse farmaco com o alopurinol no presente
estudo.

No grupo controle (G2), os escores clinicos diminuiram, entretanto € nitido que
a reducdo foi bem maior na terapia combinada do G1. Assim, além da acdo combinada
do alopurinol, essa maior reducao pode ser explicada pelos efeitos imumomodulares
das fluorquinolonas (DALHOFF, SHALIT, 2003; VOULDOUKIS et al., 2006). A
miltefosina (G2) foi utilizada como monoterapia porque tem acao leishmanicida, sendo
0 Unico tratamento licenciado no Brasil (MAPA, 2016) e possui uma acdo de mais
guatro a oito semanas ap0s seu término do protocolo (WOERLY et al., 2009; DOS
SANTOS NOGUEIRA et al., 2019).

Ainda, ndo se pode negar que a miltefosina é capaz de estimular células T
elevando os niveis de IFN-y, estimulando assim a producao de éxido nitrico e radicais
reativos de oxigénio, eliminando os parasitos (MANNA et al., 2009; DORLO et al.,
2012; REGUERA et al., 2016). Entretanto, apesar dos estudos acima, os resultados
dos escores clinicos do G2 ndo corroboram com estas pesquisas (WORLEY et al.,
2009; ANDRADE et al., 2011; DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019). No presente
estudo, resultou-se uma média de 45,4% de reducéo contra 68,26% no dia 90 descrito
por dos Santos Nogueira et al. (2019).

A recidiva somente foi observada no grupo G2, com uma média de 60 dias apds
o inicio do tratamento, e foi acompanhada de um declinio na carga parasitaria, apesar
disso, foi observado que a combinacdo desse farmaco com alopurinol também
resultou em recidiva (14,3% dos cées) antes dos 6 meses de tratamento (MANNA et
al., 2009).

Com a relacao aos titulos de anticorpos, o G1 apresentou mais do que 50% de
resultados ndo reagentes apos seis meses de tratamento, enquanto no grupo da
miltefosina (G2), 27,3% foram néo reagentes apés o inicio do tratamento.

E sabido que o aparecimento dos sinais clinicos caracteristicos da Lcan &
resultado principalmente da resposta imune do hospedeiro, que envolve a deposicao
de imunocomplexos soluveis em varios tecidos (QUINNELL et al., 2003). Alguns
estudos relatam que cdes com sinais clinicos evidentes exibem altos titulos de
anticorpos anti-Leishmania associados a reducéo da resposta imune celular (BANETH
et al., 2008; GIZZARELLI et al., 2021). Os dados ora obtidos também corroboraram

46



os estudos mencionados, entretanto observa-se que houve céaes (G1: 5; G: 2) em
ambos os grupos com titulos altos (D0O) e poucos sinais clinicos evidentes. Ao longo
do tratamento com miltefosina, quase 50% dos animais ndo apresentaram diminui¢cao
das titulacbes de anticorpos, apenas mantiveram o mesmo valor do inicio de
tratamento.

Outros estudos reforcam essa ideia de que o aumento das imunoglobulinas ndo
esta associado a sinais clinicos (FREITAS et al., 2012), o que indica a importancia de
realizar o acompanhamento de cdes com LV com titulagdo de anticorpos, além da
avaliacdo da carga parasitaria, porque estudos demonstraram que pode levar até trés
anos para que os anticorpos sejam detectados apoés a infeccdo (SOLANO-GALLEGO
et al., 2007) e alguns cdes permanecem negativos para anticorpos indefinidamente
(SOLANO-GALLEGO et al., 2001; LEONTIDES et al., 2002). Apesar do estudo ter
demonstrado uma correlacdo entre os escores clinicos e os titulos de anticorpos,
gquando utilizada isoladamente ndo constitui uma boa ferramenta para o
monitoramento terapéutico em cées infectados por L. infantum.

O acompanhamento durante seis meses de caes tratados com marbofloxacina
e alopurinol permitiu observar uma melhora clinica significativa, com cura clinica em
3 animais (3/15). Na tentativa de uma melhor resposta terapéutica, a proposta inédita
da combinacdo de marbofloxacina e alopurinol, demostrou um potencial protocolo
para o uso em caes com Lcan, principalmente no Brasil, pois s6 existe uma medicacao
licenciada para tal, com efeitos gastrintestinais presentes.

A marbofloxacina com alopurinol mostrou-se viavel e com auséncia de efeitos
adversos, embora por ser tratar de um antibacteriano com amplo espectro de acao,
deve ser utilizado de forma racional. Novos estudos poderdo demonstrar a reducao

da infectividade em cées tratados com marbofloxacina e alopurinol.
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CAPITULO I

AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA NO MONITORAMENTO DE CAES
COM INFECCAO NATURAL POR Leishmania infantum TRATADOS COM
MARBOFLOXACINA COMBINADA AO ALOPURINOL.
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CAPITULO Il

Resumo

A leishmaniose visceral é uma doenca parasitaria zoondtica que acomete os animais
e humanos. No Brasil, o cado € o principal hospedeiro em ambientes urbanos, com
sinais clinicos variaveis e inespecificos, assim tem-se um tratamento desafiante para
o veterinario por ser uma afeccdo imunomediada. Ao longo do tratamento da
leishmaniose canina (Lcan), a carga parasitaria pode ser reduzida desde que ocorra
um monitoramento a longo prazo para acompanhar a resposta terapéutica e detectar
possiveis recaidas. Nesse sentindo, a qPCR facilita a quantificacdo da carga
parasitaria em determinado tecido ou amostra biolégica O objetivo deste estudo foi
avaliar a carga parasitaria em caes naturalmente infectados por Leishmania infantum.
Foram utilizados 26 caes acometidos por leishmaniose e divididos em dois grupos de
tratamento: Grupo 1 (G1: 15 animais) tratados com marbofloxacina e alopurinol e
Grupo 2 (G2: 11 animais) com miltefosina. A qPCR foi baseada na amplificacdo de
L.infantum do minicirculo do cinetoplasto (kDNA) e foi empregado o conjunto LINF 1B,
conforme protocolo padronizado por De Paiva Cavalcanti et al. (2009).Antes do inicio
do tratamento, a média do niumero de parasitos/uL na medula éssea foi, para o G1,
de 239.267 com uma mediana de 13.792 parasitos/uL. No G2, a média foi de
965.795,1 parasitos/uL com mediana de 117,8 parasitos/pL. Uma redugéo significativa
na carga parasitaria na medula 6ssea foi observada ap6s 180 dias do tratamento
(D180) (P < 0,0001), principalmente no G1 (53,3%) comparando com o G2 (36,4%),
exceto por dois animais em cada grupo em que nao foi detectado DNA do parasito. A
marbofloxacina com alopurinol mostrou-se viavel para a reducao da carga parasitaria,
porém novos estudos poderdo demonstrar a reducéo da infectividade em caes.

Palavras chave: Leishmaniose canina; tratamento; carga parasitaria; fluorquinolona.
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Abstract

Visceral leishmaniasis is a zoonotic parasitic disease that affects both animals and
humans. In Brazil, dogs are the primary hosts in urban environments, exhibiting
variable and nonspecific clinical signs, making it a challenging condition for
veterinarians due to its immunomediated nature. During the treatment of canine
leishmaniasis (CanL), the parasite load can be reduced if long-term monitoring is
performed to track the therapeutic response and detect possible relapses. In this
regard, gPCR (quantitative polymerase chain reaction) facilitates the quantification of
the parasite load in specific tissues or biological samples. The objective of this study
was to evaluate the parasite load in dogs naturally infected with Leishmania infantum.
Twenty-six dogs affected by leishmaniasis were divided into two treatment groups:
Group 1 (G1: 15 animals) treated with marbofloxacin and allopurinol, and Group 2 (G2:
11 animals) treated with miltefosine. The qPCR was based on the amplification of L.
infantum kDNA (kinetoplast minicircle) and employed the primer set LINF 1B, following
the protocol standardized by De Paiva Cavalcanti et al. (2009). Prior to the start of
treatment, the mean number of parasites/uL in the bone marrow was, for G1, 239,267
with a median of 13,792 parasites/uL. In G2, the mean was 965,795.1 parasites/uL
with a median of 117.8 parasites/uL. A significant reduction in parasite load in the bone
marrow was observed after 180 days of treatment (D180) (P < 0.0001), particularly in
G1 (53.3%) compared to G2 (36.4%), except for two animals in each group where no
parasite DNA was detected. Marbofloxacin with allopurinol proved to be viable for
reducing parasite load, but new studies may demonstrate a reduction in infectivity in
dogs.

Keywords: Canine leishmaniasis; treatment; parasite load; fluoroquinolone.
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1.1 INTRODUCAO

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) € uma doenca zoondtica causada por
protozoarios do género Leishmania, transmitida por flebotomineos da subfamilia
Phlebotominae e tendo o cdo como principal reservatério no ciclo epidemiolégico
urbano (ALVAR et al., 2004; ALCOVER et al., 2020; MATSUMOTO et al., 2022).

A leishmaniose canina (Lcan) esta presente em aproximadamente 70 paises,
principalmente na América do Sul e regido do Mediterraneo (SOLANO-GALLEGO et
al., 2009; DANTAS-TORRES et al., 2012). No Brasil, estudos de prevaléncia da Lcan
observaram variacdes de 4% a 75%, dependendo da regido avaliada e do método
diagndstico utilizado (COURA-VITAL et al., 2011; ROCHA et al., 2018).

A apresentacao clinica da Lcan é variada e bastante inespecifica e depende da
resposta imune do hospedeiro (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Nesses animais, a
enfermidade apresenta-se geralmente de curso crénico e pode levar o animal ao ébito,
mesmo quando tratada. Alguns caes infectados podem nao desenvolver sinais
clinicos ou alteracdes clinico-patolégicas, tornando o diagnostico da doenca complexo
nesses animais (MIRO et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

O uso de drogas anti-Leishmania em cdes tem sido um desafio para os médicos
veterindrios por se tratar de um tratamento continuo, caro e com opgdes de tratamento
limitadas, visto que a Unica droga licenciada no Brasil € a miltefosina (REGUERA et
al., 2016; MAPA, 2016).

As frequentes recidivas da doenca apds a terapia atualmente disponivel sugere
a busca por novos medicamentos ou abordagens terapéuticas para Lcan. Por essas
razdes, terapias alternativas como marbofloxacina também tém sido—descritas
(ROUGIER et al., 2012).

Devido a inexisténcia da cura parasitolégica, a carga parasitaria pode ser
reduzida desde que ocorra um monitoramento a longo prazo para acompanhar a
resposta terapéutica e detectar possiveis recaidas (SOLANO-GALLEGO et al., 2011,
BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).

Esse acompanhamento requer exames moleculares como a PCR em tempo
real (QPCR), que permite quantificar a amplificacdo do produto da reacdo com
sensibilidade de cerca de 93% e uma especificidade de 100% (HOSSAIN et al.

2017). Estudos confirmaram o potencial da qPCR na quantificacdo de cargas
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parasitarias de L. infantum em varios tecidos (VITALE et al., 2004; FRANCINO et al.,
2006; NUNES et al., 2018; CANTOS- BARREDA et al., 2020).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a carga parasitaria no
monitoramento de cdes com infeccdo natural por L. infantum tratados com

marbofloxacina combinada ao alopurinol.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Conselho de ética no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) registrado sob o protocolo de
namero 8764010520 (Anexo 2).

2.2 Animais e critérios de exclusao e inclusao

Foram pré-selecionados 52 cédes domiciliados, de ambos o0s sexos, de raca
variadas e idade entre um a sete anos, atendidos no servico ambulatorial do Hospital
Veterinério (Hovet) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Todos
0s caes apresentavam ao menos um sinal clinico sugestivo de LV e positivos no
diagnéstico parasitolégico realizado a partir do aspirado de medula éssea, linfonodos
ou citologia aspirativa da pele.

Dos cées pré-selecionados, 26 foram retirados da pesquisa de acordo com 0s
critérios de exclusao: doenca renal cronica, reagentes no SNAP® 4Dx® Plus (IDEXX®)
e/ou presenca de hemoparasito (Babesia sp, Anaplasma sp, Hepatozoon sp, Ehrlichia
sp e microfilarias) em esfregaco sanguineo, administracdo de miltefosina, alopurinol,
fluorquinolonas ou qualquer outro farmaco com acdo contra Leishmania spp (12
meses anteriores a pesquisa). Os caes que foram a 6bito ou ndo retornaram nas

avaliacfes também foram excluidos.
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2.3 Protocolo experimental

Os animais foram divididos em dois grupos de tratamento: 15 caes no Grupo 1
(G1) tratados com marbofloxacina (Marbopet® Laboratério CEVA, Brasil) na dose de
2mg/kg/dia, via oral, durante 28 dias em combinacdo com alopurinol (manipulacéo
veterinaria) na dose de 10mg/kg BID, oral, durante 180 dias e 11 cées no Grupo 2
(G2) com miltefosina (Milteforan® Laboratério VIRBAC, Brasil) na dose de 2mg/kg/dia
via oral durante 28 dias. A miltefosina foi utilizada apenas como controle da pesquisa,
por ser um tratamento classico e unico autorizado no Brasil.

Os animais, de ambos os grupos, foram monitorados clinicamente nos dias
zero, que € o inicio do tratamento (D0), 30 dias (D30),90 dias (D90) e 180 (D180) dias
apos o tratamento. A carga parasitaria da medula 6ssea foi realizada no inicio e
termino do experimento. Permitiu-se o uso de anti-inflamatdrios (corticosteroéides,
AINES) de uso local e colirios oftalmologicos para o manejo das lesfes oftalmicas.
Coleiras repelentes aos flebotomineos foram utilizadas nos animais para evitar a
reinfeccdo dos pacientes e como forma de controle e prevencdo a transmissao dos

flebotomineos.

2.4 Coletas de medula 6ssea

A puncéo aspirativa medular foi realizada na regido do 0sso esterno e/ou crista
iliaca, com o auxilio de uma agulha hipodérmica 40x12 (18G) acoplada a uma seringa
de 20ml (contendo 10 microlitros de acido etilenodiaminotetraacético — EDTA). O
material aspirado foi acondicionado em microtubos de polipropileno atdxico em uma
temperatura de - 80°C até a extracdo do DNA da amostra. Um esfregaco de medula
Ossea foi realizado para a busca de formas amastigotas de Leishmania e confirmacéo
de uma amostra de boa qualidade (com alta celularidade medular).

Para a contencdo do animal, foi utilizado a forma mecéanica ou a quimica, ao qual
0 céo era avaliado pela equipe de anestesia do Hovet — UFRPE e realizado o

procedimento anestésico e pds-anestésico.
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2.5 Carga parasitaria - gPCR

A extrac@o de DNA e a gPCR foi realizada no Laboratério de Imunoparasitologia
e no Laboratoério de Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Imunologia
do CPqAM/FIOCRUZ. A extracdo de medula 0ssea foi realizada usando o QlAamp®
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN® Sample and Assay Technologies, Germantown, MD,
EUA), de acordo com o fabricante instrucées. O DNA foi armazenado em tubos de
microtubos (1,5 mL) a —20 °C até os ensaios moleculares.

A gPCR foi baseada na amplificacéo de L. infantum do minicirculo do cinetoplasto
(kDNA) e foi empregado o conjunto LINF 1B, conforme protocolo padronizado por De
Paiva Cavalcanti et al. (2009). Uma série de diluicbes de DNA padrao de L. infantum
(MHOM/BR/1974/PP75) (0,01 fg—1000 ng) foi usado para avaliar o limite de deteccao
do sistema: 0,07 parasitos por reacdo ou 10fg de DNA.

Esse método foi realizado em dois aparelhos de PCR em tempo real: ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, CA, USA) e QuantStud. A gPCR foi realizada em ABI Prism
7500 (Applied Biosystems, CA, USA) e QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher Scientific)
utiizando umareacdo de 50 uL: 2 uL de DNA, 3 pmol de cada primer 5-
CCAGAACATCATCCCTGCTT-3, e 5-ACCACCTGGTCCTCAGTGT-3’ (SOLANO-
GALLEGO et al., 2007) e 25 uL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) nas
seguintes condi¢des de ciclagem: desnaturacgéao inicial 950C/10 mim, seguida por 40
ciclos de 950C/15 s, 600C/50 s e 720C/30 s.

2.6 Andlise dos dados

As variaveis foram analisadas por meio de estatistica descritiva. Posteriormente,
o teste de Lilliefors para verificar a normalidade dos dados e o teste de qui-quadrado
para comparar os diferentes tratamentos em relacdo a diminuicdo da carga
parasitaria.

O Teste de Wilcoxon, foi utilizado para analisar as respostas aos farmacos em
relacdo as cargas parasitarias ao longo dos diferentes tratamentos. Para todos os
testes foi considerado um nivel de significancia de 5%. O software BioEstat versao 5.3

foi usado para as analises estatisticas (AYRES et al., 2007).
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3. RESULTADOS

3.1 Carga parasitaria

No grupo 1 (D0), a média do numero de parasitos/uL na medula 6ssea foi de
239.267 com uma mediana de 13.792 parasitos/ pL. No grupo da miltefosina, a média
foi de 965.795,1 parasitos/ uL com mediana de 117,8 parasitos/ uL (Figura 01).

Uma reducéo significativa na carga parasitaria na medula 6ssea foi observada apos
o tratamento (D180) (P < 0,0001), principalmente no G1 (53,3%) comparando com o
G2 (36,4%), exceto por dois animais em cada grupo que foram negativados.

Marbofloxacina + alopurinol Miltefosina
100.000.000,00 1.000.000.000.000,00
1.000.000.00 ° 3 10.000.000.000,00 7‘
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Figura 01 - Numeros absolutos de Leishmania/ uL* em amostras de medula 6ssea nos
momentos DO e D180 de cdes no G1 e G2.

*Valores negativos foram inseridos como 1 parasito/uL devido a escala logaritmica.

4. DISCUSSAO

O tratamento da Lcan é um grande desafio para o clinico veterinario, pois ndo
ha muitos farmacos disponiveis e alguns apresentam efeitos adversos (SOLANO-
GALLEGO etal., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022). Além disso, como ndo
existe cura parasitologica, € necessario monitorar o animal ao longo da vida por
diversos exames laboratoriais (BANETH SOLANO-GALLEGO; 2022).

Neste sentido, exames de monitoramento como a qPCR facilita a quantificagao

da carga parasitaria em determinado tecido ou amostra biologica (GALLUZZI et al.,
2018; DANTAS-TORRES et al., 2019).
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No estudo demonstrou-se que o uso da marbofloxacina e alopurinol reduziu
carga parasitaria (média de 85,6%), apesar da carga parasitaria ter aumentado em
cinco animais (5/15) com seis meses de tratamento. No grupo controle, a média de
reducao foi maior (97%), porém 30% dos cées tiveram aumento na carga parasitaria
aos 6 meses de tratamento. Sabe-se que a combinacdo de medicamentos na
leishmaniose, aumenta o sinergismo, toxicidade parasitaria direta e melhores
respostas imunoldgicas em hospedeiros infectados (BASTOS et al., 2022).

Ao considerar a evolucao das cargas parasitarias nos diferentes tratamentos, no
G1, cerca de 13,3% dos cées negativaram na medula 6ssea (auséncia de DNA do
parasito), isso, € um ponto bastante positivo, pois o grupo de tratamento classico
(miltefosina) negativou em apenas 18,2%. Além disso, os tratamentos anti-Leishmania
s&o classicamente conhecidos por ndo eliminar todos os parasitos dos tecidos (MIRO
et al., 2009, ROUGIER et al., 2012; DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019; AYRES,
et al. 2022).

Em pesquisas realizadas anteriormente, demonstrou-se que o0 uso da
marbofloxacina em caes naturalmente infectados por L. infantum diminuiu carga
parasitaria apés 3 meses (ROUGIER et al., 2012). Pineda et al. (2017) observaram
gue a carga parasitaria analisada em linfonodos de caes tratados com marbofloxacina
diminuiu de 16,0 parasitos/uL (D0) para 11 parasitos/uL no dia (D28), enquanto
Rougier et al. (2012) relataram uma carga parasitaria média de 26,9 parasitos/ml em
DO e 93,5 parasitos/ml em D84.

Esses valores sao bem inferiores, considerando que o linfonodo é considerado
uma amostra de boa qualidade para deteccdo de DNA de L. infantum (MANNA et al.,
2008; SOLCA at el., 2014), pois é um 6rgéo linfoide bastante envolvido na Lcan, usado
muitas vezes como amostra no diagndéstico parasitolégico. Entretanto, apesar de uma
boa sensibilidade, a puncdo de linfonodo, € tdo invasiva como a medula 6ssea e
muitas vezes o aspirado apresenta escasso material e/ou com presenca de gordura e
sangue. Enquanto, a medula 6éssea (amostra alvo do estudo) apesar de ser invasiva,
foi cuidadosamente coletada e avaliada em laminas de microscopia para o controle
de qualidade da amostra.

Porém, a medula 6éssea é uma amostra temida pelos clinicos veterinarios, pela
dificuldade em coletas e/ou falta de pratica, além da necessidade muitas vezes de

uma anestesia completa do animal e isso geralmente resulta em oposicéo dos tutores

60



dos cées (DE ALMEIDA et al., 2012). No estudo néo houve rejeicao dos tutores quanto
a realizacdo do aspirado, por ser tratar de uma pesquisa cientifica. Ainda que, uma
boa sugestéo nesses casos, seria um treinamento de aspirados desse 0rgao por parte
dos médicos veterinarios, pois ndo se deve negar que o parasito tem tropismo pela
medula 6ssea e tem boa viabilidade para deteccdo do DNA de Leishmania infantum
(DE ALMEIDA et al., 2012).

Para monitoramento nos tratamentos da Lcan, uma melhor opcéo para avaliar
a carga parasitaria seria um acompanhamento a longo prazo, avaliando além da
medula 0ssea, a pele desses animais, uma vez que é o primeiro 6érgéo envolvido na
infeccdo com carga parasitaria variavel que parece aumentar com a gravidade da
doenca e, estd correlacionada com sua capacidade de infectar flebotomineos
(COURTENAY et al., 2014; BORJA et al., 2016).

A gPCR mostrou ser uma técnica viavel para o monitoramento da Lcan, apesar
de ter sido utilizado como amostra, a medula 6ssea, considerado mais invasivo, € um
material viavel para avaliar carga parasitaria. A marbofloxacina com alopurinol
mostrou-se viavel para a reducdo a carga parasitaria, porém novos estudos poderao

demonstrar a reducao da infectividade em caes.
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Apéndice 1. Termo de consentimento livre e esclarecido.

UFRPE
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO - CIAEP 02.0222.2020

DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa intitulada Avaliacdo do tratamento de caes com infecgdo natural por
Leishmania infantum com diferentes protocolos experimentais, sob a responsabilidade do pesquisador Léucio Camara Alves. a qual
pretende fazer a avaliagao da miltefosina em combinacdo com o alopurinol em caes infectados por Leishmania infantum. Suva
participacdo com seu animal particular € voluataria e se dara enquanto o mesmo estiver fazendo o tratamento. onde serdo examinados
em intervalos regulares nos dias 0 (D0). 30 (D30). 45 (D45), 90 (D90) e 180 (D180). Durante o monitoramento, serdo coletados sangue
total e soro para a realizagao de testes sorologicos. No D0 e D180 serdo coletadas amostras de Medula ossea.

Os riscos decorrentes da participacdo dos seu (s) animal (is) na pesquisa s3o pesquisa sdo. principalmente. a falta da resposta
do animal ao tratamento. O tempo para avaliar a resposta terapéutica sera de 15 dias, caso o animal ndo responda nesse intervalo, sera
stituido um novo protocolo. Se vocé aceitar participar, os resultados decorrentes do estudo com seu (s) animal (is) estara contribuindo
para uma nova fonte de tratamento para animais positivos para Leishmaniose Visceral.

O Meédico Veterinano responsavel pelo (s) seu (s) animal (is) sera a Dra Janilene Oliveira inscrita no CRMV sob o n° 4730.
Além dele. a equipe do Prf. Leucio Camara Alves também se responsabilizara pelo bem-estar do (s) seu (s) animal (is) durante todo o
estudo e ao final dele. Quando for necessario. durante ou apos o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato com o Leucio Camara
Alves ou com a sua equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: (81) 3320-6422; (81) 8415-8542

Equipe: Winny Gomes, Janilene Oliveira

Endereco: Laboratorio de Doengas Parasitarias - R. Manuel de Medeiros. s/n - Dois Irmaos, Recife - PE, 52171-900

Telefone: (81) 3320-6422

Se depois de consentir em sua participacdo o (a) Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade de retirar
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa. seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem prejuizo a
sua pessoa. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade e de seu (s) animal (i5) ndo serdo divulgadas,
sendo guardada em sigilo.

Declaracio de consentimento pés-informacio

Eu, , fui devidamente esclarecido (a) sobre todos os
procedimentos do projeto Avaliacio do tratamento de caes com infeccio natural por Leishmania infantum com diferentes
protocolos experimentais. seus riscos e beneficios ao (s) animal (is) pelo (s) qual (is) sou responsavel. Fui também informado que
posso retirar meu (5) animal (is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a
participacao do (s) meu (s) animal (is) identificado (s). a seguir, neste projeto.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com o pesquisador

Recife-PE, / /

Assinatura do participante
Impressio do dedo polegar
Caso nao satba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Nome do participante:

Documento de Identidade do participante:

Identificagdo do (s) animal (is) (repetir tantas vezes quantas forem os animais)
Nome:

Numero de identificagio:

Espécie:

Raga:
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Apéndice 2. Modelo de Ficha de acompanhamento dos grupos estudados.

FICHA DE ACOMPANHAMENTO - PROJETO MARBOFLOXACINA

DIA:
Data: /[ Ficha:
Nome do animal: Tutor: Peso:
EXAME FISICO
Exame dermatologico
a) Alopecia ( ) Ausente ( )suave ( )Moderado ( ) severo 5 O "
b) Onicogrifose () Ausente ( ) suave ( )Moderado ( ) severo L
c) Paroniquia ( ) Ausente ( )suave ( )Moderado ( ) severo N ll“-'
d) D. descamativa ( ) Ausente ( )suave ( )Moderado ( ) severo I‘-‘ \
e)D.ulcerativa  ( ) Ausente ( )local ( ) generalizado | ) \I
f) D. nodular ( )Ausente ( )local ( ) generalizado 7N £y
g) D. pustular ( )Ausente ( )local ( ) generalizado J 2 A\ U N\

h) D. papular ( )Ausente ( )local ( ) generalizado =

Exame oftalmico
Sinais oculares (conjuntivite, queratite, uveite): ( ) Ausente ( ) suave ( )Moderado ( ) severo

Sinais gastrointestinais () Ausente ( ) suave ( )Moderado ( ) severo
Problema articular ( ) Ausente ( )suave ( )Moderado ( ) severo

Disturbios miccionais ( ) Ausente ( ) suave ( )Moderado ( ) severo

Epistaxe: ( ) Ausente ( )suave ( )Moderado ( ) severo
Linfadenomegalia ( ) Ausente ( )local ( ) generalizado:
Apetite: ( ) Normorexia ( )Hiporexia ( )anorexia ( ) Polifagia

Parametros vitais

FC: FR: Temp: TPC: Mucosas:

COLETAS

Puncio medular: ( )ndo ( )sim ( )esternal ( )iliaca ()- ()+
Biopsia de pele: ( )nao ( )sim

TRATAMENTO

MARBOFLOXACINA: 2m/kg SID 28 dias.

Tratamento oftalmico :

Tratamento de suporte:

Queixas:
Recomendagdes: Uso de repelente. inseticida spot-on e colar contra flebotomos a fim de evitar uma re-
infecgio pelo parasito.

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

A soma dos escores clinicos:

67



ANEXOS

68



Anexo 1. Estadiamento clinico, manejo e tratamento da leishmaniose canina baseado
na sorologia, sinais clinicos e achados laboratoriais.

Estadios — Sinais Resultados _ e
clinicos Rarologs clinicos laboratoriais Torapia Eroghostive
Positiva com
niveis de
ESTADIO | anticorpos
baixos a Imunoterapia® +
Sem doenca ?a?ggtsoiogico Ausentes Sem alteragoes imunomodulagao Bom
negativo
) Sinais clinicos
Negativa ou ausentes a
positiva com |
: eves, como
A niveis de linfadenopatia RGeS
ESTADIO Il anticorpos periférica, Geralmente sem imunomod?:lag:ao‘
Sem Doenga / ?naé’é?:sa/ dermatite alteragdes. Perfil renal +lopurkiol 4 Bom
Doenga leve | parasitologico | PaPUIar nomal miltefosina
positivo
o Anemia nao regenerativa
Sinaisdo leve, hipergamaglobulinemia,
Estadio Il, além | hipoalbuminemia, sindrome
de outros como | da hiperviscosidade do soro
esoes neas (proteinas totais >12 g/dl) Imunoterapia® +
e ifusas ou oriundos da formagao de imunomodulagao*
P;)S'_t“’a com métnca_fs, imunocomplexos, tais como | + alopurinol +
ESTADIO Il gr:;%cs)r?)is gglr?r?gtrilt:se' uveite e glomerulonefrite. miltefosina —
i
Doim;ad baixos a altos / | exfoliativa, Subestadios S'egtlﬁi" asd - reservado
moderada itoloai onicogrifose/ iretrizes da
gg;?t?\'/g e ulcg?a?(,:cses, a) Perfil renal normal para 0 manejo
anorexia, i%rgatmlna <1,4mg/di; RPC | 43 nefropatia e
epistaxis, febre, ' controle PSS
emagrecimento | b) Creatinina <1,4 mg/dl;
RPC =0.5-1
. Sinais do Estadio Imunoterapia® +
l'F:fc\):;it;v(a’eoom IIL sinais imunomodulagao*
a il originarios de Alteragdes do Estadio IlIl, | * alopurinol +
ESTADION | mbdi osp lesdes por além de DRC no Estadio 1 | Miltefosina
s altos ! imunocomplexo | (RPC >1) ou 2 (creatinina | gequir as diretrizes Reservado a
Doenca grave parasitologico s;_t\r/_?scuhte_i 1,4-2 mg/dl) da IRIS da IRIS para o pobre
positivo al e, ”|Ve' 9} 'et manejo da DRC e
glomerulonefrite controle PSS
Imunoterapia® +
Positiva com Sinais dos Estadio | Alteracoes do Estadio IV, imunomod?;lag:ao%
niveis de IV, além de além de DRC no estadio lll | alopurinol +
ESTADIO V anticorpos tromboembolismo (creatinir)a. 2,1-5 mg/dl) e miltefosina
médios pulmonar ou IV (creatinina > 5 mg/dl) da : —
Doenga muito | a altos / sindrome nefrética | IRIS, ou sindrome nefrética | Seguir as diretrizes | Pobre
grave parasitolégico | edoenca renalem | (marcada proteintria com | daIRIS para o
positivo estadio final RPC >5) manejo da DRC e
controle PSS

Abreviacoes: RIFI (reacdo de imunofluorescéncia indireta); DRC (doenca renal cronica); IRIS (International Renal Interest Society);
PSS (pressao sistémica sanguinea), RPC (razdo proteina-creatinina urinarias).

1Em cdes soronegativos ou com niveis de anticorpos baixos ou médios, a infeccdo deve ser confirmada por meio de citologia, histologia,
imuno-histoguimica e/ou PCR. Niveis altos de anticorpos (aumento de 3-4 vezes acima do ponto de corte ou cut-off pré-estabelecido de
um laboratoério de referéncia) sdo conclusivos para o diagnostico da LCan (Solano-Gallego et al., 2011; Ribeiro et al., 2013).

2Monitorar a cada 4 a 6 meses com exames sorologicos, paratsitologicos e/ou moleculares, exames gerais para estadiamento e revisdo de trata-
mento (Ribeiro, 2016; Leishvet, 2018).

3imunoterapia com a vacina LeishTec: um frasco aos 0, 14 e 28 dias em animais infectados (Toepp et al., 2018) ou dois frascos nos dias 0, 21e 42, em
monoterapia ou associada ao alopurinol, com reforgos semestrais (Ribeiro et al., 2013, 2017).

4imunomodulacdo com domperidona: 0,5-1 mg/kg duas vezes ao dia por 30 dias (Gémez-Ochoa et al., 2009).
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Anexo 2. Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFRPE.

oy

Universidade Federal Rural de Pernambuco

UNIVERSIDADE s .
FEDERAL RURAL Comissao de Etica no

DE PERNAMBUCO Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do tratamento de cdes com infecgao natural por Leishmania
infantum submetidos diferentes protocolos experimentais”, protocolada sob o CEUA n2 8764010520 (i 000303), sob a
responsabilidade de Leucio Camara Alves e equipe; Winny Gomes de Oliveira Silva ; Wagner Wesley Araujo
Andrade; Maria de Lara Oliveira Lima; Janilene de Oliveira Nascimento; Roseane Oliveira Feitosa; Leticia Maximiano
Bezerra; Talita Nayara Bezerra Lins; MARIA VANUZA NUNES DE MEIRELES; Caio Felipe Cavalcanti de Andrade Gomes;
Carlos Adriano de Santana Leal; Cassia de Freitas - que envolve a producdo, manutengao e/ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta
de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA/UFRPE)
na reuniao de 19/06/2020.

We certify that the proposal “Evaluation of different protocols of treatment in dogs with natural infection of
Leishmania infantum", utilizing 60 Dogs (males and females), protocol number CEUA 8764010520 (10 0oo303), under the
responsibility of Leucio Camara Alves and team; Winny Gomes de Oliveira Silva ; Wagner Wesley Araujo Andrade;
Maria de Lara Oliveira Lima; Janilene de Oliveira Nascimento; Roseane Oliveira Feitosa; Leticia Maximiano Bezerra;
Talita Nayara Bezerra Lins; MARIA VANUZA NUNES DE MEIRELES; Caio Felipe Cavalcanti de Andrade Gomes; Carlos
Adriano de Santana Leal; Cassia de Freitas - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {(except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well as with the
rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the
Ethic Committee on Animal Use of the Rural Federal University of Pernambuco (CEUA/UFRPE) in the meeting of
06/19/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 06/2020 a 05/2023  Area: Medicina Veterinaria

Origem:  Animais de proprietarios
Espécie: Caes sexo: Machos e Fémeas  idade: 1 a 10 anos Quantidade: 60
Linhagem: diversas racas Peso: 5a25kg

Recife, 16 de julho de 2023

e 2

Prof. Dr. Carlos Fernando Rodrigues Guarana Prof. Dr. Francisco de Assis Leite Souza
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais  Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal Rural de Pernambuco Universidade Federal Rural de Pernambuco

Rua Dom Manoel de Medeiros, S/N, Dois Irmdos, Recife-PE [ CEP 52171-900 - tel: +55 0xx81 3320-6327
Horario de atendimento: 29 a 62 das 8 &s 12h / 13h 4s 17h : e-mail: ceva@ufrpe.br
CEUAN 8764010520




