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RESUMO 

 

O tratamento de cães infectados por Leishmania infantum tem sido um desafio para o 
médico veterinário, por ser uma terapia dispendiosa e a longo prazo com opções 
terapêuticas limitadas. Nesse sentido, o tratamento da leishmaniose canina (Lcan) 
requer monitoramento laboratorial, para acompanhar a resposta clínica, imunológica 
e da carga parasitária. O estudo teve como objetivo avaliar clínica, carga parasitária e 
perfil da produção de anticorpos no monitoramento terapêutico em cães com infecção 
natural por L. infantum. Foram utilizados 26 cães com diagnóstico parasitológico 
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 cães foram monitorados durante 6 meses, com avaliações 
clínicas nos dias D0, D30, D90 e D180, sendo a sorologia quantitativa realizada 
apenas no início e final do tratamento. Os parâmetros clínicos foram classificados de 
acordo com a gravidade em uma escala de 0 a 3. A qPCR foi baseada na amplificação 
de L.infantum do minicirculo do cinetoplasto (kDNA). Os animais do G1 e G2 
apresentaram 86,6% e 45,4% de redução nos escores clínicos nos primeiros três 
meses, respectivamente. A recidiva dos sinais clínicos foi observada em 9,1% do G2. 
Os títulos de anticorpos diminuíram em 93,3% com o uso da marbofloxacina e 
alopurinol, contra 63,6% utilizando miltefosina ao final do estudo (D180). No G1 (D0), 
a média do número de parasitos/μL na medula óssea foi de 239.267 com uma mediana 
de 13.792 parasitos/ μL. No grupo da miltefosina, a média foi de 965.795,1 parasitos/ 
μL com mediana de 117,8 parasitos/ μL. A marbofloxacina com alopurinol mostrou-se 
viável para a redução da carga parasitária. O acompanhamento durante seis meses 
de cães tratados com marbofloxacina e alopurinol permitiu observar uma melhora 
clínica significativa, com cura clínica em 20%. Na tentativa de uma melhor resposta 
terapêutica, a proposta inédita da combinação de marbofloxacina e alopurinol, 
demostrou um potencial protocolo para o uso em cães com Lcan, principalmente no 
Brasil, pois só existe uma medicação licenciada para tal, com efeitos gastrintestinais 
presentes. Porém, novos estudos poderão demonstrar a redução da infectividade em 
cães. 
 
Palavras chave: Leishmaniose canina; tratamento; PCR quantitativa; 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 D0, 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.The qPCR 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/μL in the bone 
marrow was, for G1, 239,267 with a median of 13,792 parasites/μL. In G2, the mean 
was 965,795.1 parasites/μL with a median of 117.8 parasites/μL. 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.INTRODUÇÃO 

 
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a leishmaniose é causada por 

protozoários intracelulares do gênero Leishmania, dos quais 20 espécies podem 

causar doenças e são transmitidas a animais e humanos por vetores da família 

Psychodidae (OMS, 2022). Com distribuição mundial em 99 países, 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 vários órgãos 

internos (OMS, 2022).  

Devido à sua gravidade, a LV é considerada uma das cinco doenças 

negligenciadas prioritárias para a eliminação. Em 2020, mais de 90% dos novos casos 

notificados à OMS ocorreram em 10 países: Brasil, China, Etiópia, Eritreia, Índia, 

Quênia, Somália, Sudão do Sul, Sudão e Iêmen (OMS, 2022).   

No Brasil, a LV  está distribuída em todo o território e a região Nordeste detém o 

maior números de casos (JUNIOR, 2018). Nessas áreas, Leishmania infantum é 

transmitida particularmente pelo inseto vetor Lutzomyia longipalpis, sendo o cão o 

principal reservatório em ambientes urbanos (ALVAR et al., 2012; JUNIOR, 2018; 

CUNHA et al., 2022).     

A Leishmaniose canina (Lcan) é considerada uma doença imunomediada com 

manifestações clínicas variáveis e inespecíficos ou muitas vezes ausentes (MIRÓ et 

al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Nesse cenário, o diagnóstico é muitas 

vezes complexo, sendo realizado por exames clínicos, parasitológicos, sorológicos e 

moleculares (MORALES-YUSTE, MARTÍN-SÁNCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022; 

BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).  

Nos cães, o uso de medicamentos anti-Leishmania tem sido um desafio, por serem 

onerosos e com opções terapêuticas limitadas. No Brasil, a única medicação 

leishmanicida licenciada é a miltefosina e pode ser combinada principalmente com 

alopurinol (REGUERA et al., 2016; MAPA, 2016).  

De um modo geral, esses fármacos são utilizados para a redução dos sinais 

clínicos e da carga parasitária, sendo difícil alcançar uma cura parasitológica, o que 

explica as constantes recidivas dos quadros clínicos (BANETH SOLANO-GALLEGO; 

2022). Com isso, o tratamento de cães com leishmaniose requer monitoramento 

laboratorial como a sorologia quantitativa e carga parasitária, além do estadiamento 
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clínico periódicos (BRASILEISH, 2018; DANTAS-TORRES et al., 2019; BANETH 

SOLANO-GALLEGO; 2022). 

  A reação em cadeia de polimerase em tempo real (qPCR) representa grande 

avanço nos métodos moleculares, particularmente por facilitar a quantificação da 

carga parasitária em determinado tecido biológico, enquanto a Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) e o Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) 

tem sido utilizada para a detecção de anticorpos anti-Leishmania (GALLUZZI et al., 

2018; DANTAS-TORRES et al., 2019).  

As frequentes recidivas da doença sugerem a busca por novos medicamentos ou 

abordagens terapêuticas. Por isso, terapias alternativas como marbofloxacina 

também estão descritas no tratamento da Lcan (ROUGIER et al., 2008; ROUGIER et 

al., 2012; PINEDA et al., 2017).     

Esse fármaco tem ação leishmanicida e propriedades imunomoduladoras em 

estudos in vitro (DALHOFF, SHALIT, 2003; VOULDOUKIS et al., 2006; AMANTE et 

al, 2020). Porém, não existe registros de estudos in vivo desse fármaco combinado 

ao alopurinol, sabe-se que os benefícios alcançados com as combinações de drogas 

estão relacionados a um aumento da meia-vida da droga, sinergismo, toxicidade 

parasitária direta e melhores respostas imunológicas em hospedeiros infectados 

(BASTOS et al., 2022).          

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o monitoramento terapêutico de 

cães com infecção natural por L. infantum tratados com marbofloxacina combinado ao 

alopurinol, sob o ponto de vista clínico, carga parasitária e perfil da produção de 

anticorpos.  
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2.REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Leishmaniose Visceral (LV) 

 

A LV é uma doença parasitária reemergente, cosmopolita e que acomete os 

animais silvestres, domésticos e os humanos (GUIMARÃES et al., 2017; KASHIF et 

al., 2017; SOLANO-GALLEGO et al., 2017). A transmissão ocorre através da picada 

de fêmeas de flebotomíneos do gênero Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no 

Velho Mundo (ALVAR et al., 2004).  

Segundo a OMS, há 50.000 a 90.000 novos casos de LV por ano em todo o 

mundo (OMS, 2020). Essa zoonose é endêmica em 80 países e com mais de 600 

milhões de pessoas em risco no mundo com apenas 25 a 45% dos casos relatados à 

OMS (DNDI, 2022).  

O Brasil é um dos países com o maior número de casos anuais e cerca de 96% 

dos casos na América Latina (OMS, 2022). Essa crescente expansão com 

aparecimento de novos focos endêmicos, ocorre principalmente pelo crescimento 

desordenado das metrópoles, aumento de sinantrópicos das áreas urbanas e 

condições precárias de moradia, como falta de gerenciamento de resíduos sólidos 

ou descargas de esgoto a céu aberto, que podem aumentar a população dos 

flebotomíneos (LEITE et al., 2021; OMS, 2022).  

No território brasileiro, o cão é o principal reservatório urbano de Leishmania 

infantum, em virtude de uma alta carga parasitária na pele e estreita relação 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 sinantrópicos (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 etiológico e ciclo biológico  

 

O agente etiológico da LV é um protozoário pertencente à ordem 

Trypanosomatida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (SHAW, 1994), 
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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 Américas, 

a Leishmania infantum é a espécie comumente envolvida na transmissão da LV 

(ALVAR et al., 2012).  

O ciclo biológico é do tipo heteroxeno, com participação de dois hospedeiros, o 

flebotomíneo, que apresenta a forma promastigota (Figura 1) no seu intestino, e um 

hospedeiro definitivo mamífero, que possui a forma ovoide não móvel, denominada 

de amastigota (KASPER et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O principal modo de transmissão de L. infantum (Figura 2) para os hospedeiros 

é através da inoculação de formas promastigotas metacíclicas pelo vetor, que são 

fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitário. No interior dessas 

células, as promastigotas se diferenciam em amastigotas e posteriormente fazem 

divisão binária até que ocorra o rompimento da célula hospedeira, liberando as 

amastigotas no organismo e que serão fagocitadas por novos macrófagos, assim o 

cão parasitado é fonte de infecção para um novo vetor (GRAMICCIA, GRADONI, 

2005; PALTRINIERI et al., 2010). 

 

 

Figura 1. Formas de desenvolvimento de Leishmania. 1: promastigota 2: amastigota 
Fonte: Nascimento (2023) 
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No momento do repasto sanguíneo, em um cão infectado, o vetor ingere as 

formas amastigotas do parasito que ao chegar no intestino, sofrem divisão binária e 

modificam-se em formas promastigotas. Após, ocorre a metaciclogênese 

(promastigotas metacíclicas) e essas formas infectantes migram para a probóscide 

para serem inoculados com a saliva por ocasião do hematofagismo do inseto vetor 

(GRAMICCIA, GRADONI, 2005; PALTRINIERI et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Leishmaniose Canina (Lcan) 

 

A Lcan é endêmica em mais de 70 países (KASZAK, PLANELLAS, 

DWORECKA-KASZAK, 2015; DANTAS-TORRES et al., 2012; BANETH, SOLANO-

GALLEGO; 2022). No continente americano, a infecção canina tem sido observada 

desde o Canadá até à Argentina (DE ALMEIDA, SPANN, BRADBURY, 2020) e pode 

estar relacionado com a circulação de cães infectados entre diferentes regiões, 

adaptação de populações de flebotomíneos em áreas previamente livres e falhas nas 

estratégias atuais de controle (PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012; 

SATRAGNO, 2017; DANTAS-TORRES et al., 2019).  

Figura 2. Ciclo da Leishmania infantum. 
Fonte: Nascimento (2023) 
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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 transmissão como 

vertical, sexual e por meio de transfusão de sangue foram relatadas (SLIMANE et al., 

2014; TOEPP et al., 2019; SILVA et al., 2020).  

Nos cães, a doença é sistêmica, crônica e se apresenta de forma assintomática 

ou sintomática com sinais clínicos variáveis, fato este que resulta em um diagnóstico 

muitas vezes complexo (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; MAIA; CAMPINO, 2012; 

BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).   

2.3.1 Imunopatogenia  

 

A inoculação de formas infectantes de L. infantum (Figura 3) com a saliva do 

vetor recruta células fagocíticas, como neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, 

criando um ambiente pró-inflamatório (PEREIRA et al., 2017). Estudos in vitro 

demonstraram que os neutrófilos são células efetoras com capacidade de controlar a 

infecção inicial e contribuem para a eliminação do parasito, por meio de uma série de 

mecanismos, incluindo fagocitose, geração de explosão oxidativa e extrusão de 

armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) (LEAL et al., 2014; PEREIRA et al., 

2017).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 produção de IL-17, que pode levar a um recrutamento 

excessivo de neutrófilos para locais inflamatórios e aumentar ligeiramente a 

expressão de IL-8, responsável por promover a persistência do parasito, por meio 

do acúmulo maciço e duradouro de neutrófilos (ZEILHOFER, SCHORR, 2000, 

TOEPP, PETERSEN, 2020).  

Os neutrófilos, ao fagocitarem parasitos, podem sofrer apoptose e serem 

ingeridos por macrófagos, que assim serão infectados pelo parasito. Essa hipótese é 

conhecida como “Cavalo de Tróia”, pois permite uma entrada silenciosa da 

Leishmania sem ativação do macrófago (LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 

2003; CARREIRA; DA SILVA, 2021). 

Os cães assintomáticos, são mais resistentes a infecção, porque há um 

predomínio da resposta dos linfócitos T (CD4+) auxiliares do tipo 1 (Th1). Essas 

células são consideradas pró-inflamatórias e secretam principalmente as 

interleucinas-2 (I L -2) e 12 (I L -12), fator de necrose tumoral (TNF- α) e IFN-γ, que 

limitam a infecção e a resposta inflamatória associada ao aumento da atividade 

leishmanicida dos macrófagos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; TOEPP, 

PETERSEN, 2020; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).  

Leishmania sp é capaz de modular a resposta imunológica, inibindo a produção 

de IL-12 a qual é essencial para uma resposta Th1, conhecida por suas funções 

leishmanicidas (LIU, UZONNA, 2012). Ao ocorrer, uma falha na produção de IL-12, há 

predomínio da resposta de linfócitos T (CD4+) auxiliares do tipo 2 (Th2), que liberam 

citocinas IL-4 e IL-13 e linfócitos B com aumento da produção de IgG1 e consequente 

hipergamaglobulinemia (DESCHACHT, 2012; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022; 

OLÍAS-MOLERO et al., 2020; GARCÍA-CASTRO et al., 2022).  

2.2.3 Manifestações clínicas  

 

 

Após a infecção, os sinais clínicos podem surgir entre três meses a sete anos 

(SALANT et al., 2021), a depender do tipo de resposta linfocítica imune estabelecida 

(GARCIA et al., 2022). A presença de macrófagos infectados por L. infantum em 

diversos tecidos causa reações inflamatórias granulomatosas particularmente em 
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fígado, baço, medula óssea e pele (ABBEHUSEN et al., 2017; MORALES-YUSTE, 

MARTÍN-SÁNCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022). 

A maioria dos sinais clínicos é decorrente da produção exacerbada de 

imunocomplexos, e está relacionada principalmente à patogênese da nefropatia, 

sinais oftalmológicos 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 catabólica da doença e alterações imunológicas associadas à 

infecção por L. infantum (PACIELLO et al., 2009; MORALES-YUSTE, MARTÍN-

SÁNCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022). 

A linfadenomegalia com aspecto inicial exsudativo evolui para poliferativo 

hiperplásico (LUVIZOTTO, 2006). As alterações na medula óssea variam de acordo 

com o estágio da infecção e podem se manifestar como granulocitose, displasia 

eritroide ou hipoplasia (MOMO et al., 2014).   

A pele é o principal órgão envolvido na Lcan (MORALES-YUSTE, MARTÍN-

SÁNCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022), pois a presença de parasitos é primordial para 

a transmissão ao vetor. As lesões cutâneas mais frequentes nos cães com infecção 

por L. infantum são 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 está associada à dermatite liquenoide e mononuclear de interface na 

ausência de parasitas (KOUTINAS, KOUTINAS et al., 2014).   

As manifestações oculares na Lcan são diversas, com prevalência variando de 

16% a 92%, ao quais podemos destacar: blefarites, ceratoconjunitive seca ou não, 

uveites, conjuntivites folicular ou membranosa (FREITAS et al., 2017, ALI et al., 2021, 

GOULLI et al., 2023). Essas alterações são ocasionadas pela decorrência de infiltrado 

linfoplasmocitário perivascular em resposta à presença do protozoário (SOLANO-

GALLEGO et al., 2009; GOULLI et al., 2023).   

Os sinais neurológicos na Lcan descritos são variados e incluem convulsões, 

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 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da Lcan é complexo pela variedade de sinais clínicos e 

alterações laboratoriais, sendo necessária uma combinação de testes parasitológicos, 

sorológicos e moleculares (MAIA; CAMPINO, 2012; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).  

   2.2.4.1 Diagnóstico parasitológico 

 

A observação direta do parasito (Figura 4) representa o padrão-ouro para o 

diagnóstico da doença por apresentar alta especificidade e baixo custo (SOLANO-

GALLEGO et al., 2011). Porém, a sensibilidade pode ser influenciada principalmente 

pela carga parasitária, coletas malsucedidas e tipo de material biológico (REGINA-

SILVA et al., 2014; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).  

 Estudos demonstraram sensibilidade de 93-99% em aspirados de baço, 52-

85% na medula óssea, 52-58% para linfonodos e 42,2% em pele (MARCELINO et al., 

2020; OIE, 2021). A aspiração de medula óssea é menos sensível se comparado com 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Formas amastigotas de Leishmania sp em pele de cão – aumento de 1000x) 

Fonte: Nascimento (2021) 
 

Fonte: Nascimento (2023) 
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2.2.4.2 Diagnóstico sorológico 

 

 

A sorologia é uma importante técnica diagnóstica, regularmente utilizada na 

clínica de pequenos animais e para inquéritos epidemiológicos, no entanto, esse 

método deve ser interpretado com cautela, podendo ocorrer a presença de reações 

cruzadas com Leishmania braziliensis (SAMPAIO et al., 2021) e outros 

tripanossomatídeos como Trypanosoma caninum e Trypanosoma cruzi (ALVES et al., 

2012; ZANETTE et al., 2014) e alguns patógenos 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, o exame de triagem recomendado pelo Ministério da Saúde é o 

imunoensaio cromatográfico rápido em plataforma de duplo percurso (Dual Path 

Platform -DPP® – BioManguinhos/ Fundação Oswaldo Cruz) e como teste 

confirmatório o Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA- EIE-LVC Bio-

Manguinhos/FIOCRUZ) (GRIMALDI et al., 2012; BRASIL, 2014).  O DPP possui as 

vantagens de ser um teste rápido, de fácil execução e com resultados fáceis de 

interpretar (GRIMALDI et al., 2012).  

A Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) é uma técnica quantitativa 

comumente utilizada para o diagnóstico (DOS REIS et al., 2023) e o estadiamento de 

cães infectados por L. infatum (PALTRINIERI et al, 2016; BRASILEISH, 2018; 

PROVERBIO et al., 2014). Entretanto, é importante salientar que a soroconversão 

em cães infectados, pode ocorrer de 4 a 22 meses com tempo médio de 10,5 meses 

após a infecção (OLIVA et al., 2006). Assim, os testes sorológicos não são 

recomendados para uma detecção precoce da infecção, sendo utilizados nesses 

casos os métodos moleculares (MAIA, CAMPINO, 2008; COURA- VITAL et al., 2013).  

   2.2.4.3 Diagnóstico molecular  

 

A Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) constitui uma ferramenta sensível 

para o diagnóstico da infecção por Leishmania, com sensibilidade e especificidade 

próximas de 100% (SOLCÀ et al, 2012; SILVEIRA et al., 2018). Uma das vantagens 

dessa técnica é a variedade de amostras que podem ser analisadas, como medula 

óssea, linfonodos, baço, pele e suabe conjuntival. Amostras de sangue e urina são 

menos invasivas, entretanto, menor sensibilidade ao teste (SOLANO-GALLEGO et al., 
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2009; MORALES-YUSTE, MARTÍN-SÁNCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022; SERENO et 

al., 2020).   

Uma variação da PCR convencional é a PCR em tempo real (qPCR), que 

permite quantificar a concentração do DNA da amostra e é amplamente utilizada para 

o monitoramento da carga parasitária de cães tratados (DOS SANTOS NOGUEIRA et 

al., 2019; MEDKOUR, et al., 2020). Em estudos de carga parasitária de L. infantum, 

a qPCR 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 cães são classificados 

de acordo com o estádio clínico, principalmente com base na sorologia quantitativa, 

achados laboratoriais relacionados à doença renal progressiva, gravidade das 

lesões e alterações analíticas dos casos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; 

NOGUEIRA, RIBEIRO, 2015). No Brasil, o estadiamento clínico dos animais 

infectados é proposto por Brasileish (2018) sendo fundamental para estabelecer o 

tratamento ideal em cada estádio (Anexo 1). 

A escolha da melhor terapia depende do estadiamento clínico e tem como 

objetivo reduzir sinais clínicos, carga parasitária e infectividade para o vetor 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022). A cura 

parasitológica é extremamente difícil na Lcan, mas a carga parasitária pode ser 

reduzida e acompanhada da cura clínica, desde que ocorra um monitoramento a longo 

prazo para acompanhar a resposta terapêutica e detectar possíveis recaídas 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO, 2022).  

Dentre as opções terapêuticas, o alopurinol é amplamente utilizado em 

combinação com outras drogas, principalmente para prevenir a recorrência da doença 

(YASUR-LANDAU et al., 2016). Apesar disso, há relatos que o uso do alopurinol 

isolado reduza efetivamente a carga parasitária (NASCIMENTO et al., 2020).  

O alopurinol apresenta baixa toxicidade que o torna muito eficaz em cães com 

danos renais (PLEVRAKI et al., 2006). Contudo, seu uso prolongado pode causar a 

formação de urolitíase, por ser um análogo 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 sódio) é 

a primeira linha de tratamento leishmanicida em países mediterrâneos, apesar de sua 

alta toxicidade, sendo sua combinação com alopurinol o protocolo de tratamento de 

escolha nesta região (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BANETH, SOLANO-

GALLEGO; 2022).   

Esse fármaco atua inibindo a enzima fosfofrutoquinase dos protozoários, que é 

necessária para a oxidação de ácido glicolítico e ácidos graxos, causando sua morte 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022; MORALES-

YUSTE, MARTÍN-SÁNCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022). Apesar dos antimoniais 

apresentarem uma boa atividade leishmanicida, é um fármaco nefrotóxico e 

cardiotóxico (MATEO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2020).  

No Brasil, o uso dos antimoniais é proibido para o tratamento da Lcan, assim 

uma alternativa de substituição dos antimoniais é o uso de miltefosina, por ser a única 

medicação licenciada com ação leishmanicida (MAPA, 2016). Seu uso em 

combinação com alopurinol ou em monoterapia, promove redução de carga 

parasitária em cães, com recidiva da doença dentro de quatro a doze meses (DOS 

SANTOS NOGUEIRA et al., 2019; AYRES, et al. 2022). 

Ainda que, seu mecanismo de ação não esteja totalmente elucidado, estudos 

mostram que a atividade da miltefosina está associada à ligação lipídica e ao 

desencadeamento da apoptose, além de estimular células T elevando os níveis de 

IFN-γ, estimulando assim a produção de óxido nítrico e radicais reativos de oxigênio, 

eliminando os parasitos (MANNA et al., 2009; DORLO, et al., 2012; REGUERA et al., 

2016). 

 A anfotericina B é uma droga com atividade antileishmanial efetiva contra 

diferentes espécies de Leishmania spp. que têm relevância clínica 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 só é recomendado 

em áreas não endêmicas, devido a preocupações com efeitos colaterais e indução de 

resistências em casos humanos (BEST et al., 2014). 

Outros protocolos terapêuticos têm sido utilizados em diversos ensaios clínicos 

como imunomoduladores e classes de antibióticos, a exemplo das fluoroquinolonas, 

representadas pela marbofloxacina (DALHOFF, SHALIT, 2003; VOULDOUKIS et al., 

2006; AMANTE et al., 2020). As fluoroquinolonas são 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-α e óxido nítrico (ON) via sintase e 

correlacionadas com a produção de NO2 (VOULDOUKIS et al., 2006). Segundo 

Rougier et al. (2012), o tratamento com a marbofloxacina reduziu os sinais clínicos e 

a carga parasitária de cães com leishmaniose. Além disso, trata-se de fármaco seguro 

para pacientes com doença renal crônica 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 clínicos e a carga parasitária, um bom exemplo é a domperidona com 

propriedades imunoestimulantes através da secreção de prolactina, que atua como 

agente pró-inflamatório (GOMEZ-OCHOA et al., 2009; SABATÉ et at., 2014; 

GONÇALVES et al., 2014).     

Estudos demonstraram que a domperidona é capaz de reduzir sinais clínicos 

em 86% de cães acometidos por leishmaniose e diminuição dos títulos de anticorpos 

séricos em 38%, além de melhorar a função renal reduzindo as gamaglobulinas 

(GOMEZ-OCHOA et al., 2009; CAVALERA et al., 2021).  

 Há um grande interesse em terapias anti-Leishmania de uso oral, sendo o 

fluconazol, cetoconazol e itraconazol alternativas que satisfazem este requisito 

(GALVÃO; 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, não há 

estudos suficientes para recomendar o uso dessas drogas unicamente como terapia 

para Leishmania (GALVÃO; RABELLO; COTA, 2017).  

 O tratamento com pentamidina tem sido utilizado com sucesso para 

reestabelecer a resposta imunológica cães com LV (LASRI et al., 2003). Enquanto, 

um estudo piloto com a aminosidina investigou a eficácia e a segurança da 

administração diária por via subcutânea de aminosidina na dose de 15 mg/kg durante 

21 dias em cães sem azotemia ou proteinúria (ATHANASIOU et al., 2012).  

O uso de nutracêuticos como imunomoduladores para leishmaniose visceral 

tem gerado interesse nas abordagens atuais da doença (LOMBARDI et al., 2019; DE 

SOUSA GONÇALVES et al., 2021). Algumas moléculas de nutrientes como óleo de 
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peixe, óleo de krill e cogumelos secos foram avaliadas quanto ao seu potencial 

terapêutico considerando o impacto metabólico dos fatores inflamatórios e parasitários 

da Lcan (CORTESE et al., 2015; MASTELLONE et al., 2020; SOUSA GONÇALVES 

et al., 2021). 

Os nucleotídeos dietéticos modulam a resposta imune Th1 na Lcan e poderiam 

ser parte de uma estratégia de manejo imunomodulador para pacientes com 

leishmaniose (RIBEIRO et al., 2018; SEGARRA, 2021). Sua combinação com AHCC 

(extrato padronizado de micélio cultivado de Lentinula edodes) também foi testada em 

cães com melhorias significativas nos escores clínicos 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 clínicos serem necessários para 

confirmar esses resultados, como por exemplo, se os cães permanecem infecciosos 

para os flebotomíneos e quanto tempo de duração no tratamento (MEDKOUR et al., 

2020). 

A resistência aos medicamentos anti-Leishmania é um fator fundamental na 

falha do tratamento, embora outros fatores também contribuam para esse fenômeno, 

incluindo as coinfecções e doenças autoimunes concomitantes. No Brasil, há dados 

que indicam um aumento da resistência de L. infantum à miltefosina em um cão com 

LV tratado anteriormente com miltefosina e alopurinol (YASUR-LANDAU et al., 2018; 

GONÇALVES et al., 2021). Resistência ao alopurinol em combinação com antimoniais 

com recidiva de doença clínica (PINILLA; GUTIERREZ; FLOREZ, 2022) tem sido 

demonstrada (YASUR-LANDAU et al., 2016).  

Diante do painel descrito, o tratamento esta cada vez mais desafiante devido à 

complexidade da enfermidade e das poucas opções terapêuticas disponíveis 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, não devem ser destinadas à medicina veterinária devido à suspeita 

de desenvolvimento de resistência a drogas pelo uso em animais (ADEL et al., 2015).  
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4.OBJETIVOS  

4.1 Objetivo geral 

 

- Avaliar o monitoramento terapêutico de cães com infecção natural por 

Leishmania infantum, tratados com marbofloxacina combinada ao alopurinol, sob o 

ponto de vista clínico, carga parasitária e perfil da produção de anticorpos.  

4.1 Objetivos específicos  

 

- Avaliar os escores físicos no monitoramento de cães com infecção natural por 

Leishmania infantum tratados com marbofloxacina combinada ao alopurinol;  

- Avaliar os títulos de anticorpos anti-Leishmania no monitoramento de cães 

com infecção natural por Leishmania infantum tratados com marbofloxacina 

combinada ao alopurinol;  

- Avaliar a carga parasitária no monitoramento de cães com infecção natural 

por Leishmania infantum tratados com marbofloxacina combinada ao alopurinol.   
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CAPÍTULO I  

 

 
USO DA MARBOFLOXACINA COMBINADA COM ALOPURINOL SOB O PONTO 

DE VISTA CLÍNICO E PERFIL DA PRODUÇÃO DE ANTICORPOS NO 

MONITORAMENTO TERAPÊUTICO NA LEISHMANIOSE CANINA. 
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CAPÍTULO I 

RESUMO 

A leishmaniose canina é uma doença imunomediada com sinais clínicos bem variáveis 
e inespecíficos ao qual implica em um manejo terapêutico e monitoramento que 
precisa ser realizado com o auxílio de exames laboratoriais, dentre os vários exames 
requeridos tem-se a sorologia quantitativa. O objetivo deste estudo foi avaliar a 
combinação de marbofloxacina e alopurinol sob o ponto de vista clínico e perfil da 
produção de anticorpos anti-Leishmania no monitoramento terapêutico na Lcan. 
Foram utilizados 26 cães com diagnóstico parasitológico e divididos em dois grupos 
de tratamento: G1 - 15 animais tratados com marbofloxacina e alopurinol e G2 - 11 
animais, apenas com miltefosina. Os cães foram monitorados durante 6 meses, com 
avaliações clínicas nos dias D0, D30, D90 e D180, sendo a sorologia quantitativa 
realizada apenas no início e final do tratamento. Os parâmetros clínicos 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 redução nos 
escores clínicos nos primeiros três meses, respectivamente. A recidiva dos sinais 
clínicos foi observada em 9,1% do G2. Ao final do tratamento, a média da redução do 
escore clínico no G1 foi de 61,3% e 22,3% no G2. Ao final do tratamento, os títulos de 
anticorpos diminuíram em 93,3% com o uso da marbofloxacina e alopurinol, contra 
63,6% utilizando apenas miltefosina. Observou-se em ambos os grupos que os cães 
com escores clínicos altos apresentaram títulos de anticorpos altos (D0) e conforme 
os escores clínicos diminuíram no D180, as titulações também reduziram com 
diferença significativa (H = 19,2506; p = 0,0002). A marbofloxacina com alopurinol 
mostrou-se viável e com ausência de efeitos adversos, embora por ser tratar de um 
antibacteriano com amplo espectro de ação, deve ser utilizado de forma racional. 
Novos estudos poderão demonstrar a redução da infectividade em cães tratados com 
marbofloxacina e alopurinol.    
 
 
Palavras chave: Leishmaniose canina; tratamento; carga parasitária; 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 D0, 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. INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é uma doença zoonótica causada por 

protozoários do gênero Leishmania, transmitida por flebotomíneos da subfamília 

Phlebotominae e tem o cão, como principal reservatório no ciclo epidemiológico 

urbano (ALVAR et al., 2004; ALCOVER et al., 2020; MATSUMOTO et al., 2022).  

A leishmaniose canina (Lcan) está presente em aproximadamente 70 países, 

principalmente na América do Sul e região do Mediterrâneo (SOLANO-GALLEGO et 

al., 2009; DANTAS- TORRES et al., 2012).  

No Brasil, estudos demonstram que a prevalência da Lcan varia de 4,9% a 

35,1%, dependendo da região avaliada e do método diagnóstico 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 

serológicas não têm a sensibilidade necessária para detectar anticorpos anti-

Leishmania nas fases iniciais da infecção (MAIA, CAMPINO, 2008; COURA-VITAL et 

al., 2013).  

A apresentação clínica da Lcan é variada, inespecífica e depende da resposta 

imune do hospedeiro (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Nos cães, a enfermidade 

apresenta-se geralmente de curso crônico e pode levar o animal ao óbito, mesmo 

quando tratada. Alguns animais infectados podem não desenvolver sinais clínicos ou 

alterações clínico-patológicas, tornando o diagnóstico da doença complexo (MIRÓ et 

al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011), sendo muitas vezes necessária a 

combinação de testes sorológicos, parasitológicos e moleculares (MORALES-YUSTE, 

MARTÍN-SÁNCHEZ, CORPAS-LOPEZ, 2022; BANETH SOLANO-GALLEGO; 2022).  

No território brasileiro, o uso de drogas anti-Leishmania em cães tem sido um 

desafio para os médicos-veterinários por se tratar de um tratamento contínuo, caro e 

com opções de tratamento limitadas, visto que a única droga leishmanicida licenciada 

é a miltefosina (REGUERA et al., 2016; MAPA, 2016). Devido à inexistência da cura 

parasitológica, é necessário o acompanhamento da carga parasitária que pode ser 

reduzida a longo prazo a depender da resposta terapêutica (SOLANO-GALLEGO et 

al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022).   

Dentre os vários exames requeridos para o correto monitoramento da Lcan, há 

a sorologia quantitativa pela reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e a PCR 
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em tempo real (qPCR) (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Embora existam estudos 

que demonstrem uma relação direta entre clínica e os títulos de anticorpos na Lcan 

(PROVERBIO et al., 2014), outros observaram sinais clínicos presentes e títulos de 

anticorpos baixos a médios (PALTRINIERI et al, 2016).  

A qPCR auxilia na quantificação de cargas parasitárias de L. infantum em vários 

tecidos biológicos 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 doença após a terapia, sugerem a busca por novos 

medicamentos ou abordagens terapêuticas para Lcan. Por essas razões, terapias 

alternativas como marbofloxacina também foram descritas no tratamento da Lcan 

(ROUGIER et al., 2012; PINEDA et al., 2017).  Esse fármaco tem ação leishmanicida 

em macrófagos 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 o monitoramento terapêutico de 

cães com infecção natural por Leishmania infantum tratados com marbofloxacina 

combinada com alopurinol, sob o ponto de vista clínico e perfil da produção de 

anticorpos.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 

número 8764010520 (Anexo 2). Os tutores dos cães foram informados dos 

procedimentos de inclusão para o tratamento experimental por meio da assinatura de 

um termo de consentimento da pesquisa (Apêndice 1).  

   

2.2 Critérios de exclusão e inclusão 

 

Foram pré-selecionados 52 cães domiciliados, de ambos os sexos, de raça 

variadas e idade entre um a sete anos, atendidos no serviço ambulatorial do Hospital 

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

about:blank#bib4
about:blank#bib4
about:blank#bib2
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os cães apresentavam ao menos um sinal clínico sugestivo de LV e positivos no 

diagnóstico parasitológico realizado a partir do aspirado de medula óssea, linfonodos 

ou citologia aspirativa da pele.  

Dos cães pré-selecionados, 26 foram retirados da pesquisa de acordo com os 

critérios de exclusão: doença renal crônica, reagentes no SNAP® 4Dx® Plus (IDEXX®) 

e/ou presença de hemoparasito (Babesia sp, Anaplasma sp, Hepatozoon sp, Ehrlichia 

sp e microfilarias) em esfregaço sanguíneo, administração de miltefosina, alopurinol, 

fluorquinolonas ou qualquer outro fármaco com ação contra Leishmania spp (12 

meses anteriores à pesquisa). Os cães que foram a óbito ou não retornaram nas 

avaliações também foram excluídos.   

 

2.4 Desenho experimental  

 

Este estudo é um ensaio clínico randomizado, no qual os cães foram divididos 

aleatoriamente em dois grupos de tratamento: Grupo 1 (G1) - 15 animais tratados com 

marbofloxacina (Marbopet® Laboratório CEVA, Brasil) na dose de 2mg/kg/dia, por via 

oral, durante 28 dias em combinação com alopurinol (manipulação veterinária) na 

dose de 10mg/kg BID, por via oral durante 180 dias e Grupo 2/controle (G2) - 11 

animais submetidos à miltefosina (Milteforan® Laboratório 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 avaliações clínicas nos dias zero (D0), que é o início do tratamento, 30 

dias (D30), 90 dias (D90) e 180 dias (D180) após o tratamento. O perfil de anticorpos 

foi realizado no início e término do experimento.  

Nas terapias de apoio, foram utilizadas apenas anti-inflamatórios 

(corticosteróides, AINEs) de uso local e colírios oftalmológicos para o manejo das 

lesões oftálmicas causadas pela infecção por L. infantum. Coleiras repelentes aos 

flebotomíneos foram utilizadas nos animais para evitar a reinfecção dos pacientes e 

como forma de controle e prevenção da doença.  
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2.5 Avaliação clínica   

 

Durante o monitoramento, todos os animais foram avaliados quanto à presença 

de sinais físicos como dermatopatias, linfadenopatias, sinais oftálmicos, sinais 

gastrintestinais, distúrbios miccionais, epistaxe e alterações músculo-esqueléticos. 

Em todos os momentos eram verificados os pesos dos animais. Pelo menos dois 

avaliadores estavam aptos para fazer a avaliação física nos cães.  

Os parâmetros clínicos 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 lesões cutâneas foram classificadas da seguinte forma: 0 

(ausente), 1 (local) e 2 (generalizado) adaptado de Rougier, et al., (2012). Ao final das 

análises, os escores físicos dos cães foram inseridos na ficha de avaliação (Apêndice 

2).  

 

2.6 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

 

    A amostra de L. infantum foi mantida através de repiques semanais de culturas 

de promastigotas em meio bifásico (NNN/Schenider). A técnica de RIFI foi realizada 

de acordo com Camargo (1966) em que foram utilizadas microplacas para a diluição 

dos soros, pipetando-se 90 µL de PBS 0,01M, pH 7,2 e 10 µL do soro a ser testado 

no primeiro orifício.  

   Foram distribuídos 50 µL de PBS 0,01M, pH 7,2 em outros cinco poços a partir 

da primeira diluição, transferindo-se 50 µL para o orifício seguinte. Os controles 

Figura 1. Desenho experimental.  

Fonte: Nascimento (2023) 
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positivo e negativo foram obtidos a partir da soroteca do Laboratório de Doenças 

Parasitárias do Departamento de Medicina Veterinária (DMV) da UFRPE.  

 

2.7 Análise dos dados  

 

        As variáveis foram analisadas por meio de estatística descritiva. Posteriormente, 

o teste de Lilliefors para verificar a normalidade dos dados e o teste de qui-quadrado 

para comparar os diferentes tratamentos em relação aos títulos de anticorpos.  

         O Teste de Wilcoxon, foi utilizado para analisar as respostas aos fármacos em 

relação aos títulos de anticorpos ao longo dos diferentes tratamentos. Para todos os 

testes foi considerado um nível de significância de 5%. O software BioEstat versão 5.3 

foi usado para as análises estatísticas (AYRES et al., 2007).  

A redução dos escores clínicos foi calculada de acordo com MEDKOUR et al., 

2020:  Redução percentual de EC% = (EC no D+xx- ES no D+0) /EC no D0) x 100. 

EC: escore clínico; D+xx: no Dia xx pós-tratamento (D30, D90 ou D180), D0: na 

inclusão (dia 0). 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Avaliação clínica  

 

No início de tratamento (D0), 73,3% (11/15) apresentavam dermatopatias no G1, 

enquanto no G2 essa frequência 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 lesão ulcerativa localizada em dois cães 

(Figura 1).  

      Os animais do G1 e G2 apresentaram 86,6% e 45,4% respectivamente de redução 

nos escores clínicos nos primeiros três meses. A recidiva dos sinais clínicos foi 

observada em 9,1% do G2. Ao final do tratamento, a média da redução do escore 

clínico no G1 foi de 61,3% e 22,3% no G2.  
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Figura 2. Redução dos sinais clínicos ao longo do tratamento dos cães.  
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3.2 Títulos de anticorpos anti-Leishmania  

 

        Os títulos de anticorpos diminuíram 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, não houve diferença estatística (X2 = 0,016; p = 

0,8982). Um dos animais do G2 apresentou dermatite ulcerativa em região nasal (D0), 

mas com altos títulos de anticorpos: 1/320. No presente estudo, observou-se que 

15,4% dos cães do G1 (D0) apresentaram altos títulos de anticorpos e com presença 

apenas um sinal clínico, a linfadenomegalia.  

 

        

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Números absolutos de títulos de anticorpos momentos D0 e D180 de cães 

no G1 e G2.  

 

        O grupo tratado com marbofloxacina associada ao alopurinol apresentou mais 

do que 50% de títulos negativados após seis meses de tratamento, enquanto no grupo 

da miltefosina (G2) negativou-se em 27,3%. Porém, não houve diferença estatística 

(X2 = 0,016; p = 0,8982). 

Observou-se em ambos os grupos, que os cães com escores clínicos altos 

apresentaram títulos de anticorpos altos (D0) e conforme os escores clínicos 

diminuíram no D180, as titulações também reduziram com diferença significativa (H = 

19,2506; p = 0,0002).  
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Animais 

 Pontuação dos Escores clínicos  Títulos de anticorpos   

Marbofloxacina + 

alopurinol (G1) 
Miltefosina (G2) 

Marbofloxacina + 

alopurinol (G1) 
Miltefosina (G2) 

D0 D180 % REC D0 D180 % REC D0 D180 D0 D180 

1 3 1 66,6 6 1 83,3 1/160 0 1/40 1/40 

2 1 1 0 3 3 100 1/160 1/80 1/40 1/40 

3 10 2 80 1 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. Pontuação de escores clínicos e títulos de anticorpos nos momentos D0 e 

D180 de cães submetidos ao tratamento no grupo 1 (G1) e 2 (G2). REC: redução do 

escore clinico.  

 

4. DISCUSSÃO 

 

   No estudo, não houve nenhum efeito adverso ao uso dos protocolos. Outros 

dados de pesquisa também obtiveram resultados semelhantes (MIRÓ et al., 2009, 

ROUGIER et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2019).  

A eficácia clínica da marbofloxacina e alopurinol durante os três meses da 

pesquisa foi maior (73,3%) quando comparada com o protocolo de marbofloxacina 

(68,9%) de Rougier et al. (2012). Essa eficácia (G1) foi mantida com leve aumento até 

o final do tratamento (86,6%). Isso provavelmente se deve à ação leishmaniostática 

do alopurinol ao qual mantem o animal clinicamente estável. Enquanto na 

monoterapia, Rougier et al. (2012) observaram recidiva média de cinco meses e meio 
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após o término do tratamento com marbofloxacina. Esse achado foi fundamental para 

determinar a eficácia da combinação desse fármaco com o alopurinol no presente 

estudo.  

No grupo controle (G2), os escores clínicos diminuíram, entretanto é nítido que 

a redução foi bem maior na terapia combinada do G1. Assim, além da ação combinada 

do alopurinol, essa maior redução pode ser explicada pelos efeitos imumomodulares 

das fluorquinolonas (DALHOFF, SHALIT, 2003; VOULDOUKIS et al., 2006). A 

miltefosina (G2) foi utilizada como monoterapia porque tem ação leishmanicida, sendo 

o único tratamento licenciado no Brasil (MAPA, 2016) e possui uma ação de mais 

quatro a oito semanas após seu término do protocolo (WOERLY et al., 2009; DOS 

SANTOS NOGUEIRA et al., 2019).    

Ainda, não se pode negar que a miltefosina é capaz de estimular células T 

elevando os níveis de IFN-γ, estimulando assim a produção de óxido nítrico e radicais 

reativos de oxigênio, eliminando os parasitos (MANNA et al., 2009; DORLO et al., 

2012; REGUERA et al., 2016).  Entretanto, apesar dos estudos acima, os resultados 

dos escores clínicos do G2 não 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 redução 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 após 

o início do tratamento, e foi acompanhada de um declínio na carga parasitária, apesar 

disso, foi observado que a combinação desse fármaco com alopurinol também 

resultou em recidiva (14,3% dos cães) antes dos 6 meses de tratamento (MANNA et 

al., 2009).   

         Com a relação aos títulos de anticorpos, o G1 apresentou mais do que 50% de 

resultados não reagentes após seis meses de tratamento, enquanto no grupo da 

miltefosina (G2), 27,3% foram não reagentes após o início do tratamento.  

É sabido que o aparecimento dos sinais clínicos característicos da Lcan é 

resultado principalmente da resposta imune do hospedeiro, que envolve a deposição 

de imunocomplexos solúveis em vários tecidos (QUINNELL et al., 2003). Alguns 

estudos relatam que cães com sinais clínicos evidentes exibem altos títulos de 

anticorpos anti-Leishmania associados à redução da resposta imune celular (BANETH 

et al., 2008; GIZZARELLI et al., 2021). Os dados ora obtidos também corroboraram 
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os estudos mencionados, entretanto observa-se que houve cães (G1: 5; G: 2) em 

ambos os grupos com títulos altos (D0) e poucos sinais clínicos evidentes.  Ao longo 

do tratamento com miltefosina, quase 50% dos animais não apresentaram diminuição 

das titulações de anticorpos, apenas mantiveram o mesmo valor do início de 

tratamento.  

Outros estudos reforçam essa ideia de que o aumento das imunoglobulinas não 

está associado a sinais clínicos (FREITAS et al., 2012), o que indica a importância de 

realizar o acompanhamento de cães com LV com titulação de anticorpos, além da 

avaliação da carga parasitária, porque estudos demonstraram que pode levar até três 

anos para que os anticorpos sejam detectados após a infecção (SOLANO-GALLEGO 

et al., 2007) e alguns cães permanecem negativos para anticorpos indefinidamente 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2001; LEONTIDES et al., 2002).  Apesar do estudo ter 

demonstrado uma correlação entre os escores clínicos e os títulos de anticorpos, 

quando utilizada isoladamente não constitui uma boa ferramenta para o 

monitoramento terapêutico em cães infectados por L. infantum.  

         O acompanhamento durante seis meses de cães tratados com marbofloxacina 

e alopurinol permitiu observar uma melhora clínica significativa, com cura clínica em 

3 animais (3/15). Na tentativa de uma melhor resposta terapêutica, a proposta inédita 

da combinação de marbofloxacina e alopurinol, demostrou um potencial protocolo 

para o uso em cães com Lcan, principalmente no Brasil, pois só existe uma medicação 

licenciada para tal, com efeitos gastrintestinais presentes. 

A marbofloxacina com alopurinol mostrou-se viável e com ausência de efeitos 

adversos, embora por ser tratar de um antibacteriano com amplo espectro de ação, 

deve ser utilizado de forma racional. Novos estudos poderão demonstrar a redução 

da infectividade em cães tratados com marbofloxacina e alopurinol.    
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AVALIAÇÃO DA CARGA PARASITÁRIA NO MONITORAMENTO DE CÃES 

COM INFECÇÃO NATURAL POR Leishmania infantum TRATADOS COM 

MARBOFLOXACINA COMBINADA AO ALOPURINOL. 
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CAPÍTULO II 

Resumo 

A leishmaniose visceral é uma doença parasitária zoonótica que acomete os animais 
e humanos. No Brasil, o cão é o principal hospedeiro em ambientes urbanos, com 
sinais clínicos variáveis e inespecíficos, assim tem-se um tratamento desafiante para 
o veterinário por ser uma afecção imunomediada. Ao longo do tratamento da 
leishmaniose canina (Lcan), a carga parasitária pode ser reduzida desde que ocorra 
um monitoramento a longo prazo para acompanhar a resposta terapêutica e detectar 
possíveis recaídas. Nesse sentindo, a qPCR facilita a quantificação da carga 
parasitaria em determinado tecido ou amostra biológica O objetivo deste estudo foi 
avaliar a carga parasitária em cães naturalmente infectados por Leishmania infantum. 
Foram utilizados 26 cães 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 amplificação 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 início 
do tratamento, a média do número de parasitos/μL na medula óssea foi, para o G1, 
de 239.267 com uma mediana de 13.792 parasitos/μL. No G2, a média foi de 
965.795,1 parasitos/μL com mediana de 117,8 parasitos/μL. Uma redução significativa 
na carga parasitária na medula óssea foi observada após 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 não foi detectado DNA do parasito. A 
marbofloxacina com alopurinol mostrou-se viável para a redução da carga parasitária, 
porém novos estudos poderão demonstrar a redução da infectividade em cães. 
 
Palavras chave: Leishmaniose canina; tratamento; carga parasitária; 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, qPCR (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/μL in the bone marrow was, for G1, 239,267 
with a median of 13,792 parasites/μL. In G2, the mean was 965,795.1 parasites/μL 
with a median of 117.8 parasites/μL. 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 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é uma doença zoonótica causada por 

protozoários do gênero Leishmania, transmitida por flebotomíneos da subfamília 

Phlebotominae e tendo o cão como principal reservatório no ciclo epidemiológico 

urbano (ALVAR et al., 2004; ALCOVER et al., 2020; MATSUMOTO et al., 2022).  

A leishmaniose canina (Lcan) está presente em aproximadamente 70 países, 

principalmente na América do Sul e região do Mediterrâneo (SOLANO-GALLEGO et 

al., 2009; DANTAS-TORRES et al., 2012). No Brasil, estudos de prevalência da Lcan 

observaram variações de 4% a 75%, dependendo da região avaliada e do método 

diagnóstico utilizado (COURA-VITAL et al., 2011; ROCHA et al., 2018).  

A apresentação clínica da Lcan é variada e bastante inespecífica e depende da 

resposta imune do hospedeiro (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Nesses animais, a 

enfermidade apresenta-se geralmente de curso crônico e pode levar o animal ao óbito, 

mesmo quando tratada. Alguns cães infectados podem não desenvolver sinais 

clínicos ou alterações clínico-patológicas, tornando o diagnóstico da doença complexo 

nesses animais (MIRÓ et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).  

O uso de drogas anti-Leishmania em cães tem sido um desafio para os médicos 

veterinários por se tratar de um tratamento contínuo, caro e com opções de tratamento 

limitadas, visto que a única droga licenciada no Brasil é a miltefosina (REGUERA et 

al., 2016; MAPA, 2016). 

As frequentes recidivas da doença após a terapia atualmente disponível sugere 

a busca por novos medicamentos ou abordagens terapêuticas para Lcan. Por essas 

razões, terapias alternativas como marbofloxacina também têm sido descritas 

(ROUGIER et al., 2012). 

Devido à inexistência da cura parasitológica, a carga parasitária pode ser 

reduzida desde que ocorra um monitoramento a longo prazo para acompanhar a 

resposta terapêutica e detectar possíveis recaídas (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 amplificação do produto da reação com 

sensibilidade de cerca de 93% e uma especificidade de 100% (HOSSAIN et al. 

2017). Estudos confirmaram o potencial da qPCR na quantificação de cargas 
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parasitárias de L. infantum em vários 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 parasitária no 

monitoramento de cães com infecção natural por L. infantum tratados com 

marbofloxacina combinada ao alopurinol.   

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 

número 8764010520 (Anexo 2).  

  

2.2 Animais e critérios de exclusão e inclusão   

 

Foram pré-selecionados 52 cães domiciliados, de ambos os sexos, de raça 

variadas e idade entre um a sete anos, atendidos no serviço ambulatorial do Hospital 

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

os cães apresentavam ao menos um sinal clínico sugestivo de LV e positivos no 

diagnóstico parasitológico realizado a partir do aspirado de medula óssea, linfonodos 

ou citologia aspirativa da pele.  

Dos cães pré-selecionados, 26 foram retirados da pesquisa de acordo com os 

critérios de exclusão: doença renal crônica, reagentes no SNAP® 4Dx® Plus (IDEXX®) 

e/ou presença de hemoparasito (Babesia sp, Anaplasma sp, Hepatozoon sp, Ehrlichia 

sp e microfilarias) em esfregaço sanguíneo, administração de miltefosina, alopurinol, 

fluorquinolonas ou qualquer outro fármaco com ação contra Leishmania spp (12 

meses anteriores à pesquisa). Os cães que foram a óbito ou não retornaram nas 

avaliações também foram excluídos.   

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023308002062?casa_token=gZ3mm_D6cUAAAAAA:84iRo7Lp3izgqj1nC8dR9d-Ei_qLD07tiHFGvvyYGq7-UztO3jAr_SCSr7t1fXUt_rh61jsOIEc#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023308002062?casa_token=gZ3mm_D6cUAAAAAA:84iRo7Lp3izgqj1nC8dR9d-Ei_qLD07tiHFGvvyYGq7-UztO3jAr_SCSr7t1fXUt_rh61jsOIEc#bib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023308002062?casa_token=gZ3mm_D6cUAAAAAA:84iRo7Lp3izgqj1nC8dR9d-Ei_qLD07tiHFGvvyYGq7-UztO3jAr_SCSr7t1fXUt_rh61jsOIEc#bib2
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2.3 Protocolo experimental    

 

Os animais foram divididos em dois grupos de tratamento: 15 cães no Grupo 1 

(G1) tratados com marbofloxacina (Marbopet® Laboratório CEVA, Brasil) na dose de 

2mg/kg/dia, via oral, durante 28 dias em combinação com alopurinol (manipulação 

veterinária) na dose de 10mg/kg BID, oral, durante 180 dias e 11 cães no Grupo 2 

(G2) com miltefosina (Milteforan® Laboratório 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 clássico e único autorizado no Brasil.  

 Os animais, de ambos os grupos, foram monitorados clinicamente nos dias 

zero, que é o início do tratamento (D0), 30 dias (D30),90 dias (D90) e 180 (D180) dias 

após o tratamento. A carga parasitária da medula óssea foi realizada no início e 

termino do experimento. Permitiu-se o uso de anti-inflamatórios (corticosteróides, 

AINEs) de uso local e colírios oftalmológicos para o manejo das lesões oftálmicas. 

Coleiras repelentes aos flebotomíneos foram utilizadas nos animais para evitar a 

reinfecção dos pacientes e como forma de controle e prevenção a transmissão dos 

flebotomíneos.   

 

2.4 Coletas de medula óssea  

 

A punção aspirativa medular foi realizada na região do osso esterno e/ou crista 

ilíaca, com o auxílio de uma agulha hipodérmica 40x12 (18G) acoplada a uma seringa 

de 20ml (contendo 10 microlitros de ácido etilenodiaminotetraacético – EDTA). O 

material aspirado foi acondicionado em microtubos de polipropileno atóxico em uma 

temperatura de - 80°C até a extração do DNA da amostra. Um esfregaço de medula 

óssea foi realizado para a busca de formas amastigotas de Leishmania e confirmação 

de uma amostra de boa qualidade (com alta celularidade medular).   

Para a contenção do animal, foi utilizado a forma mecânica ou a química, ao qual 

o cão era avaliado pela equipe de anestesia do Hovet – UFRPE e realizado o 

procedimento anestésico e pós-anestésico.  
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2.5 Carga parasitária - qPCR  

 

    A extração de DNA e a qPCR foi realizada no Laboratório de Imunoparasitologia 

e no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do Departamento de Imunologia 

do CPqAM/FIOCRUZ. A extração de medula óssea foi realizada usando o QIAamp® 

DNA Blood Mini Kit (QIAGEN® Sample and Assay Technologies, Germantown, MD, 

EUA), de acordo com o fabricante instruções. O DNA foi armazenado em tubos de 

microtubos (1,5 mL) a −20 °C até os ensaios moleculares.  

   A qPCR foi baseada na amplificação 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 diluições de DNA padrão de L. infantum 

(MHOM/BR/1974/PP75) (0,01 fg–1000 ng) foi usado para avaliar o limite de detecção 

do sistema: 0,07 parasitos por reação 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 qPCR foi realizada em ABI Prism 

7500 (Applied Biosystems, CA, USA) e QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher Scientific) 

utilizando uma reação de 50 μL: 2 μL de DNA, 3 pmol de cada primer 5’-

CCAGAACATCATCCCTGCTT-3’, e 5’-ACCACCTGGTCCTCAGTGT-3’ (SOLANO-

GALLEGO et al., 2007) e 25 μL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) nas 

seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial 95oC/10 mim, seguida por 40 

ciclos de 95oC/15 s, 60oC/50 s e 72oC/30 s.  

 

2.6 Análise dos dados  

 

        As variáveis foram analisadas por meio de estatística descritiva. Posteriormente, 

o teste de Lilliefors para verificar a normalidade dos dados e o teste de qui-quadrado 

para comparar os diferentes tratamentos em relação a diminuição da carga 

parasitária.  

         O Teste de Wilcoxon, foi utilizado para analisar as respostas aos fármacos em 

relação as cargas parasitárias ao longo dos diferentes tratamentos. Para todos os 

testes foi considerado um nível de significância de 5%. O software BioEstat versão 5.3 

foi usado para as análises estatísticas (AYRES et al., 2007).  

 



59 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Carga parasitária  

 

No grupo 1 (D0), a média do número de parasitos/μL na medula óssea foi de 

239.267 com uma mediana de 13.792 parasitos/ μL. No grupo da miltefosina, a média 

foi de 965.795,1 parasitos/ μL com mediana de 117,8 parasitos/ μL (Figura 01).                 

    Uma redução significativa na carga parasitária na medula óssea foi observada após 

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.   

  

Figura 01 - Números absolutos de Leishmania/ μL* em amostras de medula óssea nos 

momentos D0 e D180 de cães no G1 e G2.  

*Valores negativos foram inseridos como 1 parasito/μL devido à escala logarítmica.  

 

4. DISCUSSÃO 

 

O tratamento da Lcan é um grande desafio para o clínico veterinário, pois não 

há muitos fármacos disponíveis e alguns apresentam efeitos adversos (SOLANO-

GALLEGO et al., 2011; BANETH, SOLANO-GALLEGO; 2022). Além disso, como não 

existe cura parasitológica, é necessário 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 quantificação 

da carga parasitária em determinado tecido ou amostra biológica (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 parasitária (média de 85,6%), apesar da carga parasitária ter aumentado em 

cinco animais (5/15) com seis meses de tratamento. No grupo controle, a média de 

redução foi maior (97%), porém 30% dos cães tiveram aumento na carga parasitária 

aos 6 meses de tratamento. Sabe-se que a combinação de medicamentos na 

leishmaniose, aumenta o sinergismo, toxicidade parasitária direta e melhores 

respostas imunológicas em hospedeiros infectados (BASTOS et al., 2022).    

        Ao considerar a evolução das cargas parasitárias nos diferentes tratamentos, no 

G1, cerca de 13,3% dos cães negativaram na medula óssea (ausência de DNA do 

parasito), isso, é um ponto bastante positivo, pois o grupo de tratamento clássico 

(miltefosina) negativou em apenas 18,2%. Além disso, os tratamentos anti-Leishmania 

são classicamente conhecidos por não eliminar todos os parasitos dos tecidos (MIRÓ 

et al., 2009, ROUGIER et al., 2012; DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019; AYRES, 

et al. 2022).   

          Em pesquisas realizadas anteriormente, demonstrou-se que o uso da 

marbofloxacina em cães naturalmente infectados por L. infantum diminuiu carga 

parasitária após 3 meses (ROUGIER et al., 2012). Pineda et al. (2017) observaram 

que a carga parasitária analisada em linfonodos de cães tratados com marbofloxacina 

diminuiu de 16,0 parasitos/μL (D0) para 11 parasitos/μL no dia (D28), enquanto 

Rougier et al. (2012) relataram uma carga parasitária média de 26,9 parasitos/ml em 

D0 e 93,5 parasitos/ml em D84.  

Esses valores são bem inferiores, considerando que o linfonodo é considerado 

uma amostra de boa qualidade para detecção de DNA de L. infantum (MANNA et al., 

2008; SOLCÀ at el., 2014), pois é um órgão linfoide bastante envolvido na Lcan, usado 

muitas vezes como amostra no diagnóstico parasitológico.  Entretanto, apesar de uma 

boa sensibilidade, a punção de linfonodo, é tão invasiva como a medula óssea e 

muitas vezes o aspirado apresenta escasso material e/ou com presença de gordura e 

sangue. Enquanto, a medula óssea (amostra alvo do estudo) apesar de ser invasiva, 

foi cuidadosamente coletada e avaliada em lâminas de microscopia para o controle 

de qualidade da amostra.  

Porém, a medula óssea é uma amostra temida pelos clínicos veterinários, 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 oposição dos tutores 



61 

 

dos cães (DE ALMEIDA et al., 2012). No estudo não houve rejeição dos tutores quanto 

à realização do aspirado, por ser tratar de uma pesquisa cientifica. Ainda que, uma 

boa sugestão nesses casos, seria um treinamento de aspirados desse órgão por parte 

dos médicos veterinários, pois não se deve negar que o parasito tem tropismo pela 

medula óssea e tem boa viabilidade para detecção do DNA de Leishmania infantum 

(DE ALMEIDA et al., 2012).  

Para monitoramento nos tratamentos da Lcan, uma melhor opção para avaliar 

a carga parasitária seria um acompanhamento a longo prazo, avaliando além da 

medula óssea, a pele desses animais, uma vez que é o primeiro órgão envolvido na 

infecção com carga parasitária variável que parece aumentar com a gravidade da 

doença e, está correlacionada com sua capacidade de infectar flebotomíneos 

(COURTENAY et al., 2014; BORJA et al., 2016).  

A qPCR mostrou ser uma técnica viável para o monitoramento da Lcan, apesar 

de ter sido utilizado como amostra, a medula óssea, considerado mais invasivo, é um 

material viável para avaliar carga parasitária. A marbofloxacina com alopurinol 

mostrou-se viável para a redução a carga parasitária, porém novos estudos poderão 

demonstrar a redução da infectividade em cães.  
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Apêndice 1. Termo de consentimento livre e esclarecido.  
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Apêndice 2. Modelo de Ficha de acompanhamento dos grupos estudados.  
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Anexo 1. Estadiamento clínico, manejo e tratamento da leishmaniose canina baseado 
na sorologia, sinais clínicos e achados laboratoriais.  
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Anexo 2. Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA/UFRPE.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


