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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ uma doenga sistémica grave, causada pelo
protozoario Leishmania chagasi. Os mecanismos envolvidos na susceptibilidade e resisténcia
dos cdes a esta infec¢do sdo controversos. Neste trabalho, os aspectos epidemiolodgico,
imunoldgico e terapéutico da LVC foram estudados. Inicialmente foi realizado um estudo
epidemioldgico na Raposa, municipio de alta endemicidade para LVC, localizado na ilha de
Sdo Luis, Maranhdo. A triagem dos animais soropositivos para Leishmania foi feita por
ELISA e os cées soropositivos foram clinicamente avaliados. Os animais foram classificados
em assintomaticos e sintomaticos de acordo com os sinais clinicos, sendo avaliado seu perfil
epidemioldgico, incluindo sexo, convivéncia com outros animais, tipo de alimentacgdo e idade.
A sorologia para IgG1 e IgG2 anti-Leishmania foi feita por ELISA e foi testada a presenca de
correlag@o entre as subclasses e os sinais clinicos. Em seguida, foi investigada a producao de
oxido nitrico (NO), interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF-a) no soro e
sobrenadante de cultura do linfonodo e bago. Na segunda fase da pesquisa, foram utilizados
cées da raca Beagle. Apos confirmagdo da infec¢@o por Leishmania chagasi por PCR, os cies
foram divididos em dois grupos (n=10/grupo) e foram tratados durante 90 dias, por via oral,
diariamente, com Aluporinol (droga de referéncia) ou com um composto quimico promissor,
Haloacetamido (droga teste). A cada 30 dias, foi realiza avaliagdo clinica e bioquimica sérica.
Foram quantificadas também as concentragdes séricas de IL-10, IFN-y e Superoxido
dismutase (SOD). A carga parasitaria foi monitorada nos linfonodos por PCR em tempo real e
na pele por imunohistoquimica. O acompanhamento dos animais foi continuado até 90 dias
apos o final do tratamento. Os resultados obtidos demonstraram que a soroprevaléncia foi de
29,6%. Do total de caes infectados, a maioria eram machos, jovens, conviviam com outros
animais ¢ se alimentavam de comida caseira. Em relagdo aos sinais clinicos, 37% eram
assintomaticos e 63% eram sintomadticos. Os cdes sintomdticos apresentaram aumento de
anticorpos IgG anti-Leishmania, de NO e de IFN-y, entretanto, apresentaram uma diminuig¢ao
na producdo de TNF-a. Houve correlagdo positiva entre os niveis de IgG2 ¢ o nimero de
sinais clinicos. O tratamento com Haloacetamido reduziu significativamente a carga
parasitaria, tanto nos linfondos quanto na pele, e aumentou a produg¢do de SOD no ultimo més
de tratamento, mas induziu uma piora no quadro clinico, sem alteragdes séricas hepaticas e

renais, quando comparado ao tratamento com Alopurinol. Entretanto, noventa dias apos a



suspensao dos farmacos, ndo houve diferencas entre os grupos nos parametros avaliados, com
excecdo das citocinas que forma aumentadas nos animais tratados com Haloacetamido. Dessa
forma, demonstramos que: o NO, associado ao aumento de IFNy, pode induzir diminui¢do nas
concentracdes de TNF-a e concomitante imunossupressdo nos cdes;, que a producdo
aumentada de IgG2 parece estar relacionada ao quadro mais grave da infec¢do; e que embora
sejam necessarios estudos complementares para comprovar a sua eficacia a longo prazo, o
tratamento com o Haloacetamido, pode reduzir a carga parasitaria de animais infectados,

aumentando a produgdo de SOD e regulando a secregdo de citocinas.

Palavras — chave: Leishmaniose visceral canina, Leishmania chagasi , 6xido nitrico,

Superoxido Dismutase, Alopurinol,Haloacetamido



ABSTRACT

The canine visceral leishmaniasis (CVL) is a systemic disease caused by Leishmania
chagasi protozoan. The mechanisms involved in susceptibility or resistance of dogs to this
infectious disease are controversy. In this work, the epidemiologic, immunological and
therapeutic aspects of CVL were evaluated. Initially it was done an epidemiologic study in
Raposa municipality situated at Sao Luis island, Maranhao state, and highly endemic to CVL.
The trial of serum positive dogs to Leishmania was done by ELISA and the serum positive
dogs were clinically evaluated. The dogs were classified in asymptomatic and symptomatic
according to the clinical status, and their epidemiologic aspects, including sex, presence of
other animals, kind of food, and age were observed. The correlation among anti-Leishmania
IgG1 and IgG2 isotypes and the clinical signs was evaluated. Then, the production of nitric
oxide (NO), interferon-y (IFN-y) and tumor necrosis factor (TNF-o) in the serum and
supernatant of lymph node and spleen cultures was evaluated. In the second phase, dogs from
the Beagle strain was used. After confirmation of Leishmania chagasi infection by PCR, the
dogs were shared in two groups (n=10/group) and were daily treated by oral route, with
aluporinol (reference drug) or a new and promissory chemical compound, haloacetamid (test
drug). The treatment was maintained by 90 days. Each 30 days, the dogs were clinically and
biochemically evaluated. The serum levels of IL-10, IFN-y and Superoxide dismutase (SOD)
were evaluated. The parasite burden was followed at lymph nodes and skin by real time PCR
and imunohistochemistry, respectively. The dogs were followed until 90 days after the end of
treatment. The results showed a prevalence of 29.6% to Leishmania infection. The majority of
infected dogs was male, young, lived with other animals and was fed with house food. The
clinical evaluation shown that 37% of the dogs were asymptomatic and 63% were
symptomatic. The symptomatic dogs shown increase of anti-Leishmania 1gG antibody, NO
and IFN-y. However, they shown decrease of TNF-oa production. There was a positive
correlation only between the IgG2 levels and the clinical signs number. The treatment with
haloacetamid reduced the parasite burden in the lymph nodes and in the skin and increased the
SOD production however the dogs became worst at the third month of treatment, even so they
did not show alterations in the liver and kidney biochemical profile when compared to the
Alopurinol group. Nevertheless, ninety days after the suspension of the treatments, there was
no difference between the groups at all the evaluated parameters, with exception of cytokine

which was increased in the Haloacetamid group. Hence, we shown here that: the NO



associated to the IFNy increase can induce a decrease of TNF-o and an immunesuppressive
status in the dogs; the increased production of IgG2 seems to be related to the infection
progression; and finally, however more studies are necessary to verify the long term efficacy
of the haloacetamid, the treatment by three months with this product can reduce the parasite
burden from infected dogs by increasing the SOD production and regulating the cytokines

secretion.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, Leishmania chagasi , nitric oxide, Superoxide

Dismutase, Alopurinol, Haloacetamide.
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CAPITULO I



1. INTRODUCAO

1.1 Leishmania

As leishmanioses sdo antropozoonoses reemergentes causadas por protozodrios
intracelulares do género Leishmania. Sdo descritas 21 espécies, dentre as quais 30 s@o
reconhecidamente capazes de causar patologias no homem (Herwaldt., 1999; Ashford., 2000).
Dependendo da espécie de Leishmania envolvida, a infeccdo pode causar sintomatologia
diferenciada, indo desde a forma cutanea até a forma mais grave, a visceral (Scott et al.,
2004). A leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar, causada pela espécie Leishmania
(Leishmania) infantum [syn. Leishmania (Leishmania) chagasi], ¢ endémica em cerca de 88
paises da Europa e América Latina (Alvar 2004). No Brasil ocorre em todo o territdrio, tanto
a Leishmaniose Visceral como a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), as quais sdo
endémicas nas regides Norte e Nordeste, devido principalmente as caracteristicas econdmicas
e culturais dessas populagdes, predominando principalmente nos estados da Bahia, Ceara,

Piaui e Maranhao (Rath et al., 2003; MS, 2006a).

Esses parasitos apresentam ciclo de vida denominado digenético (heteroxénico), acometendo
hospedeiros vertebrados, na forma amastigota ¢ insetos vetores - ordem Diptera, famila
Psychodidae da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo
Mundo e Phlebotomus — no Velho Mundo, na forma promastigota (Lainson et al., 1987;
Killick-Kendrick, 1990). No Brasil, o principal vetor da leishmaniose visceral é Lutzomyia
longipalpis popularmente conhecido como mosquito palha ou birigui (Lainson et al.,2005). Ja
foi demonstrado que a propria saliva destes insetos Phlebotomus papatasi e Lutzomyia
longipalpis podem inclusive influenciar na severidade da infec¢do de acordo com a espécie de

Leishmania (Hall et al., 1995; Kamhawi et al., 2000).
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Figura 1. Distribuicio de outras espécies de Lutzomya no Brasil. Fonte: SVS/MS

Durante a transmissao, as formas promastigotas presentes no trato digestivo do inseto
vetor apresentam em sua superficie moléculas de lipofosfoglicanos (LPG), cuja expressao
varia de acordo com sua maturidade, sendo portanto diferente nas formas prociclicas e
metaciclicas (Awasthi et al.,2004; Sacks et al., 2001). Essa elevada disponibilidade de LPG e
de outros glicoconjugados, como a metaloprotease ( gp63) e proteofosfoglicanos na superficie
do parasito, ¢ responsavel por sua protecdo da acdo das enzimas hidroliticas presentes no
intestino do flebotomineo, da acdo do sistema complemento e atuando como ligante de adesao

ao macrofago (Killick-Kendrick, 1990; Alexander et al., 1999; Naderer et al.,2004).

Apds o repasto sanguineo das fémeas do flebotomineo e o indculo do parasito no
hospedeiro mamifero, o flagelado do género Leishmania reside nas células do sistema
mononuclear fagocitico como mondcitos, macrdfagos e células dendriticas (Koutinas et al.,
1993; Pinelli et al., 2000). O mecanismo pelo qual esse parasito consegue inativar a resposta
das células fagociticas ainda ndo esta elucidado, porém alguns estudos sugerem que os
receptores Fclg e CR3 podem estar envolvidos nesse processo, contribuindo para fagocitose

da Leishmania. J& se sabe que o LPG ndo tem um papel importante para as formas

22



amastigotas do parasito, embora gp63 esteja envolvida diretamente com o estabelecimento e
sobrevivéncia do mesmo nas células. Esse mecanismo inclui degradag¢do de imunoglobulinas,

fatores do complemento e proteinas lisossomais (Handman., 1999; Chaudhuri et al.,1988).

Yao et al (2003), sugere que a interagdo com esses receptores CR3 pode ser
necessaria para inibir a producdo de reativos intermediarios de nitrogénio e oxigénio pelos

macrofagos.

Virios outros mecanismos sdo sugeridos para explicar a capacidade desse
protozoario de inibir as respostas microbicidas das células fagociticas, em especial dos
macrofagos. Isso inclui a interagdo do parasito com receptores como Toll- like componentes
da imunidade inata, participantes de uma resposta inespecifica a alguns patogenos (Awasthi et
al.,2004). Embora ja tenha sido descrito o LPG ndo ¢é capaz de ativar TRL4 que pode estar

envolvido no densenrolar da infec¢do através da regulagdo de iNOS (Debus et al., 2003).

O fato ¢ que apos esse processo complexo de internalizacdo do parasito seja por
interacdo via CR3, CRI, Toll-like ou NOD (estudado por participar dos mecanismos de
defesa a patdgenos intracelulares) o tipo e tamanho de vacuolo formado em seguida, varia de
acordo com a espécie de Leishmania e o estabelecimento ou ndo da infec¢do vai depender de

diversos outros fatores em especial imunogenéticos.

1.2. Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Existe uma grande duvida a respeito da leishmaniose visceral no Novo Mundo — se
ela foi introduzida, na época da colonizac¢do européia e causada pela espécie L. infantum, ou
ha varios milhdes de anos, juntamente com a introducdo dos canideos, devendo a espécie ser
classificada como Leishmania chagasi. Aplicacdo de técnicas bioquimicas e de biologia
molecular afirmam que sdo uma Unica espécie e aceitam a hipotese da mesma ser originada

nas Américas.

Os hospedeiros vertebrados na LV, sdo animais selvagens, como roedores, tatus,
raposas e preguicas, animais domésticos, a exemplo de caes, gatos e o proprio homem. No
ambiente doméstico, o cdo (Canis familiaris Linnaeus, 1758) é considerado o principal
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reservatorio do parasito, tendo assim um papel chave no ciclo hospedeiro/reservatorio/vetor

(Ashford, 2000; Courtenay, 2002, Chamizo, 2005).

A leishmaniose visceral canina (LVC) tem sido descrita como uma das doengas
emergentes de maior prevaléncia nos paises da América Latina. Os procedimentos profilaticos
recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude para o controle dessa doenga, incluem o
tratamento sistematico dos casos humanos, o controle vetorial e a eliminacdo dos
reservatdrios domésticos, uma vez que até hoje ndo ha cura definitiva para os caes (Tesh,
1995; MS, 2006). Ambas as leishmanioses, visceral canina e visceral humana compartilham
muitas caracteristicas e sinais clinicos. Dessa forma, o estudo da evolugdo da doenca nos caes
tem trazido muitas informagdes a respeito do desenvolvimento da infec¢do e dos mecanismos

imunoldgicos envolvidos na resisténcia ou susceptibilidade a esse parasito (Moreno et al.,
2002).

As manifestacdes clinicas da LVC s3o altamente varidveis. Os animais, uma vez
infectados, podem permanecer em um quadro infeccioso assintomatico ou podem apresentar
uma doenga progressiva com sinais clinicos variados como hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, lesdes cutaneas, alopecia, apatia, onicogrifose, anorexia e perda de peso (Reis
et al., 2006). Alguns estudos como os de Molina et al., 1994 e Almeida et al., 2005, realizados
na Colombia, Espanha e Brasil respectivamente, apontam correlagdo positiva entre presenca

destes sinais clinicos e a capacidade dos reservatdrios em transmitir a infecgao.

A presenca de infecgdo latente nos cdes durante toda sua vida ¢ muito comum
podendo contribuir para manuten¢do dos parasitos nas regides endémicas (Gradoni et al,
1987; Courtenay et al, 2002). Os dados da literatura sdo muito controversos a respeito da
transmissao da infec¢do por cdes assintomaticos e sintomaticos, porém sugerem que esse fator

¢ dependente da espécie de Leishmania e das diferencgas geograficas (Vergosa et al.,2008).

Chagas et al (1937 e 1938) primeiramente relataram a existéncia de cdes infectados
na mesma regido onde foram detectados casos humanos e mais tarde outros trabalhos

mostraram o c@o como principal fonte de infecc@o para os flebotomineos (Margonari et al.,

2006).
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1.3. Aspectos clinicos da LVC

Ap6s infectado, ocorrerd no organismo do animal uma proliferacdo parasitaria e
celular, e ainda uma produgdo de grande quantidade de imunocomplexos que irdo se depositar
na parede dos vasos e posteriormente ocorrerda a formagdo de processos inflamatdrios
degenerativos e necrdticos em diversas regides do organismo, constituindo o componente

mais patogénico da enfermidade (Noli, 1999; Ferrer, 2002).

Diversas sdo as formas clinicas dessa doenca no c@o, podendo ser denominadas
como aguda, subaguda, crdnica, assintomatica e sintomatica, ¢ essa variedade também ¢
refletida no seu periodo de incubacdo que pode variar de poucos meses até anos. A
variabilidade de sinais clinicos apresentados pelos cdes com LVC levou alguns grupos de
pesquisadores a classificarem os animais sintomaticos como oligossintomatios e
polissintomaticos. Esta classificagcdo, no entanto, difere de acordo com os autores. Macianti et
al. (1988), por exemplo, consideram os cdes com perda de peso moderada e/ou pélo opaco
como oligossintomaticos. Por outro lado, Molina et al. (1994) consideram os animais que
apresentam aumento dos linfonodos e onicogrifose ou dermatite/depilagdo, perda de peso e
pélos opacos como oligossintomaticos, uma classificagdo semelhante aquela do Ministério da
Saude que preconiza que animais com preseng¢a de adenopatia linféide, pequena perda de peso
e pélo opaco sdo oligossintomaticos. A mesma variagdo ocorre em relagdo aos caes

polissintomaticos conforme descrito no quadro abaixo.

Quadro 1 — Classificacdo da LVC de acordo com os sinais clinicos.

- Assintomaticos: auséncia de sinais sugestivos de infeccdo por

Mancianti et al. Leishmania

(1988) - Oligossintomaticos: perda de peso moderada e/ou pélo opaco

- Sintomaticos: todos ou alguns dos sinais severos da doenca
(lesdes cutaneas, particularmente no focinho e nas orelhas,
caracterizadas principalmente pela alopecia, descamacdo e eczema,

pélo opaco, pequenas ulceras nas orelhas, focinho, cauda e
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articulacdes, linfoadenopatia, onicogrifose, ceratoconjutivite, coriza,
apatia, diarréia e hemorragia intestinal, edema das patas, vomitos e

epistaxe.

Molina et al., (1994)

- Assintomaticos: cdes sem sinais clinicos sugestivos da infecg¢ao

por Leishmania.

- Oligossintomaticos: aumento dos linfonodos e onicogrifose ou

dermatite/depilagdo, perda de peso e pélos opacos.

- Polissintomaticos ou sintomaticos: todos ou alguns sintomas mais
comuns incluindo 3 ou mais sinais da doenga como as alteragdes
cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, ulceras,
hiperqueratose,dermatite/depilacdo), onicogrifose, emagrecimento,

ceratoconjuntivite e paralisia dos membros caudais.

Ministério da Satde
(2006) Secretaria de
Vigilancia em Saude -
Manual de Vigilancia
e Controle da

Leishmaniose Visceral

- Assintomaticos: auséncia de sinais clinicos sugestivos da infec¢ao

por Leishmania.

- Oligossintomaticos: presenga de adenopatia linfoide, pequena

perda de peso e pélo opaco.

- Sintomaticos: todos ou alguns sinais mais comuns da doenga como
as alteracdes cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, ulceras,
hiperqueratose), onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite e

paralisia dos membros posteriores.

Barcelos, (2009)

- Assintomaticos: auséncia de sinais clinicos caracteristicos da

infec¢do por Leishmania spp.

- Oligossintomaticos: c@es que o exame clinico demonstra
linfoadenopatia, moderada perda de peso e/ou alopecia

acompanhada de lesdes cutaneas.

- Polissintomaticos: os cdes nesta fase clinica apresentam as
seguintes caracteristicas, alteragdes cutaneas (alopecia, dermatites

esfoliativas ou ulceras), onicogrifose, ceratoconjuntivite e caquexia.
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Dentre os sinais clinicos mais frequente nos cdes doentes, estdo linfoadenopatia,

hepatoesplenomegalia e alteragcdes cutaneas, conforme mostra o quadro acima.

A esplenomegalia ¢ caracteristica marcante da LV, e foram descritas alteracdes como:
hiperplasia e hipertrofia da polpa vermelha em cées infectados, bem como, infiltrado de células
mononucleares e plasmocitos. Na polpa € comum encontrar a substitui¢do de macrofagos por
linfécitos em decorréncia da hiperplasia e hipertrofia dessa regido (Reis et al.,2008). As lesdes
hepaticas tém sido reportadas em roedores e humanos, no entanto em cdes naturalmente e
experimentalmente infectados, estas tém sido relativamente pouco descritas. As lesdes graves
sd0 apenas encontradas em cerca de 5% dos animais doentes e ocorrem quando a Leishmania
spp. se multiplica nos macrofagos hepaticos dando origem a uma hepatite cronica (Monteiro,

2010).

Entre as alteragdes localizadas e generalizadas presentes nos linfonodos dos caes, ¢
comum encontrar aumento do tamanho (Rogers et al., 1993), inflamag¢do cronica, com
hiperpalsia e hipertrofia das zonas cortical e medular (Lima et al., 2004). Ja entre as lesdes de
pele ¢é descrita a ocorréncia de dermatite cronica proliferativa, que pode se apresentar como
dermatite descamativa-pustular, ulcerativa ou nodular. A recorrente aceleracio no
crescimento das unhas pode ser principalmente em decorréncia da redugdo da mobilidade do
animal doente bem como de uma possivel agdo do parasito na matriz ungueal (Lins et

al.,2003).

Mais raramente, podem ser encontradas lesdes que comprometam os testiculos,
préstata, bexiga, pulmio, intestino, sistema nervoso central, olho, zonas articulares, entre
outros (Campillo et al., 1999). Segundo Feitosa (2000), podem ainda ocorrer disturbios da
locomocao, poliartrite, polimiosite, ulceras interdigitais, periosteite osteolitica proliferativa

evidente em alguns casos.

Outros aspectos como alopecia, tem ainda sido explicada através da ag@o do parasito
no foliculo piloso, levando a atrofia da matriz pilosa e hiperqueratinose além da produgao
alterada de acido pantoténico e deposi¢do de imuno complexos na pele induzindo uma forte

resposta imune (Azevedo et al., 2003).

27



Figura 2. Principais sinais clinicos em cies infectados por Leishmania chagasi. A - lesdes

de pele, B - alopecia e perda de peso, C - linfoadenopatia e D - uveite.

1.4. Aspectos laboratoriais da LVC

Conforme variagdo dos achados clinicos observados acima, a obtengdo de
conhecimentos detalhados de outros parametros como: imunoldgicos, histopatologicos e

laboratoriais sdo fundamentais para o entendimento de uma doencga tdo complexa.

Os achados laboratoriais apresentam-se principalmente por alteracdes hematoldgicas
como a anemia, geralmente normocitica normocromica, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia,
hiperproteinemia, trombocitopenia, leucopenia associada a linfopenia ou leucocitose

(Ciaramella et al.,2003)

O acompanhamento em conjunto das fung¢des hepatica e renal dos cdes com LV ndo
tem nenhum valor preponderante para o diagndstico da doenga, porém estes parametros
podem fornecer dados para a avaliacdo do estado clinico dos animais, do prognéstico da

doenca e da evolugdo de caes tratados (Costa-Val et al., 2007). Dentre estes, podemos
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destacar o monitoramento das enzimas Fosfatase Alcalina, Alanina Aminotransferase,
Aspartato Aminotransferase e dos metabolitos como: Uréia, Creatinina, Albumina e Proteinas

Totais.

Ciaramella (1997) descreve que a maioria das alteragdes no proteinograma sérico de
caes infectados por Leishmania consistem em elevagdes enzimaticas, causadas por disturbios
da sintese hepatica, da perda renal em casos de doenga glomerular, ou até, associada a uma
série de doencas cronicas. A hiperproteinemia nos cdes com leishmaniose ¢ decorrente de
uma resposta imune humoral policlonal de linfécitos B, onde se observa aumento de
gamaglobulina, diminuicdo de albumina e inversdo na relagdo albumina/ globulina
(Ciaramella et al., 1997; Ferrer et al., 1997 e Reis et al., 2006) . Na infec¢do por Leishmania
chagasi as doengas hepaticas, resultam em acentuada tumefagdo dos hepatdcitos — lipidose
hepatica, inflamacao do parénquima hepético e podem induzir o aumento de enzimas como a

fosfatase alcalina sérica.

Uma das caracteristicas marcantes da LVC ¢ o desenvolvimento de insuficiéncia renal
cronica, que na maioria das vezes, ¢ a principal causa de morte dos cdes doentes. Ela se da
pelo desenvolvimento lento e progressivo das lesdes renais irreversiveis e perda de fungdo
renal, que é conseqiiéncia da deposicdo glomerular de complexos imunocirculantes (Dietze,
1997 e Luvizotto, 2006). De acordo com Almeida et al. (2005) e Dias et al. (2008) em estagios
avangados de LVC, os valores médios de uréia, creatinina ¢ ALT sd3o eclevados, mas a
porcentagem desses casos ¢ relativamente baixo. Rigo et al. (2009) sugere que o
comprometimento renal no calazar deve-se tanto a agdo direta da Leishmania no intersticio
renal, quanto ao tratamento com as medicagdes leishmanicidas. Desta forma, € interessante ter

conhecimento da fun¢fo renal basal, através de urindlises, para avaliar comorbidades

monitorando mais de perto a funcdo renal.

Larangeira (2008) sugere que a elaboracdo de um perfil clinico, bioquimico e
imunopatoldgico pode servir como base para esclarecer questdes relacionadas a evolugdo da
infecgdo no cdo, servindo para identificar inclusive, animais infectados transmissores e nio

transmissores do parasito , favorecendo assim um possivel controle da doenga.

Além das provas bioquimicas, os exames sorologicos especificos para deteccdo de
anticorpos para Lesihmania incluem, a imunofluorescéncia indireta (IFI), a reacdo de fixacdo

de complemento (RFC) e o ELISA (ensaio imunoenzimatico) (Ribeiro, 2005) . Sdo realizados
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ainda, exames para deteccdo de parasita na pele ou através dos esfregacos de medula dssea e
pungdo dos linfonodos que indicam a infec¢@o, porém ndo necessariamente a doencga (Ribeiro,

2005).

Embora, a utilizacdo dos testes acima sejam mais viavéis economicamente e
rotineiramente, a sensibilidade e especificidade das técnicas de ELISA e IFA sdo bastante
questionadas e consideradas baixas, ocasionando taxas de infec¢des subestimadas e
consequentemente permitindo a manutencido de animais infectados nas areas endémicas (De
Paula et al., 2003). O uso do ELISA para diagnostico ¢ muito questionado pela ocorréncia de

reagdes cruzadas com outras infecgdes como por Trypanosoma cruzi € Babesia.

Silva et al (2005), ressaltou a necessidade de se implementar medidas de controle da
LV levando-se em conta as diferencas microambientais de cada regido e sugerem que o uso da
técnica de Western blot seria o mais adequado para o diagnostico da leishmaniose canina,
permitindo a deteccdo precoce dos animais infectados, identificando inclusive dentre esses

animais quem sdo potenciais transmissores da infec¢do para o flebétomo.

A utiliza¢do da reagdo em cadeia da polimerase, é aplicada para o diagnostico de
varias doencas parasitdrias, incluindo a leishmaniose, e essa técnica mostra maior
especificidade e sensibilidade para detec¢do de DNA génomico do parasito, em amostras
como sangue total, pun¢do de medula 6ssea, linfonodos e fragmentos de pele. A técnica de
PCR em tempo real foi recentemente introduzida para detectar quantitativamente e
diferencialmente Leishmanias no organismo ( Francino et al., 2006; Van der Meide et al.,

2005; Manna et al., 2009).

Manna et al (2009), demonstraram por PCR em tempo real, a relacdo entre a carga de
Leishmania e as diversas manifestacdes clinicas apresentadas por caes infectados, mostrando
ainda, que a quantificagdo de citocinas pode ser importante para o acompanhamento do

desenvolvimento da doenca em caes assintomaticos (Manna et al., 20006).

Até o momento as abordagens quantitativas e qualitativas tornaram-se as ferramentas
mais importantes para o monitoramento da infec¢do, tanto em animais que ndo recebem

tratamentos, como naqueles em que sdo aplicadas quimioterapias leishmanicidas.
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1.5. Aspectos imunoldgicos da LVC

Estudos realizados em cdes com infeccdo natural ou experimental com L.
infantum/chagasi tém revelado que muitos animais sobrevivem a infec¢do, desenvolvendo

uma resposta imune celular especifica para o parasito, a qual pode resultar em resisténcia.

Em modelos murinos suscetiveis a infec¢do, foi detectada a presenca de resposta do
tipo Th2 com a produg@o de citocinas 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-10, bem como inibi¢do da ativacio
de macrofagos e proliferacdo celular, acompanhada de resposta humoral com secrecido de
anticorpos especificos (Etges and Muller, 1998; Launois et al., 1998; Solbach; Laskay, 2000).
Por outro lado, animais resistentes demonstraram uma resposta imune celular muito ativa do
tipo Thl, dando lugar a produ¢do de IFN-y, TNF-a e outras interleucinas como IL-12 e IL-2
(Corrales & Moreno, 2006). Estas citocinas induzem a ativagdo dos macrofagos, para

posterior destrui¢@o intracelular do parasito (Campillo et al., 1999).

Entretanto, a doenga canina, de forma similar ao observado em humanos, apresenta
um espectro imunoldgico bem mais complexo que demonstrado em modelos murinos. Lage et
al. (2006), utilizando a técnica de RT-PCR, demonstraram que existe uma produgdo
balanceada de citocinas dos padrdes Th1/Th2 no bago de cédes infectados. Esses autores
demonstraram que houve uma predominania de IL-10 e IFN-y as quais foram relacionadas a
carga parasitaria e a progressdo da infec¢do. Em se tratando das citocinas inflamatdrias, Lima
et al. (2006) demonstraram que cdes com LV secretam elevadas concentragdes de IL-6, mas

baixas concentra¢des de TNF-a, quando comparados a caes sadios.

Em 4reas endémicas para calazar existem cdes sintomaticos que apresentam
respostas imunes celular e humoral anti-Leishmania eficazes, e ainda assim, apresentam
doenga progressiva e, concomitantemente, existem cdes que ndo apresentam resposta humoral

ou celular, ou ambas, e permanecem assintomaticos (Leandro et al., 2001).

Em muitas situacdes, apesar da resposta imune humoral ndo estar comprometida nos
cdes com LV, a resposta celular mediada por células T parece ser suprimida (Pinelli et al.,
1994; Martinez-Moreno et al., 1995; De Luna et al., 1999; Campino e Abranches, (2002).
Cabral et al. (1992), Carvalho et al. (1981), Sacks et al. (1987), Pinelli et al. (1999a,b),
associaram a resposta protetora a LVC a uma predominancia de resposta celular , seguida de
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forte atividade proliferativa de mononucleares de sangue periférico a antigenos de
Leishmania, acompanhada da secrecdo de IFN-y e TNF-o culminando na ativagdo de
macrdfagos e producdo de radicais livres, tais como superdxido e 6xido nitrico, essenciais

para a eliminag¢do do parasita (Kontos; Koutinas,1993; Pinelli et al., 1995; Ferrer, 2002).

Na leishmaniose a indug¢do de oxido nitrico (NO) pode ser um dos principais
mecanismos efetores utilizados pelos macrdéfagos para eliminacdo de Leishmania (Liew et al.,
1999). Ja foi demonstrado que animais infectados apresentam ativacdo da enzima oxido
nitrico sintetase induzivel (iNOS) em 6rgao infectados (Bories et al., 1997), entretanto, sdo
insuficientes, os estudos relacionando a presen¢a de 6xido nitrico com resisténcia a infeccdo
nos humanos e nos reservatorios caninos. Além disso, uma das moléculas fundamentais na
indugdo da producdo de 6xido nitrico ¢ o IFN-y, e conforme demonstrado por Santos-Gomes
et al. (2002), caes recém-infectados apresentam uma inibicdo da producdo desta citocina,
sugerindo um papel imunomodulador do parasito que inibiria a ativagdo dos macréfagos e

conseqiientemente a produgio de 6xido nitrico.

O oxido nitrico ¢ descrito como responsavel pela atividade leishmanicida do
macrofago, ele € sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase em duas etapas, pela oxidagao
do aminoécido L-arginina produzindo em partes iguais L-citrulina e NO (Miranda et al,
2001). A producdo destes radicais é controlada em parte por um grupo de enzimas que sao
descritas por serem importantes na sobrevivéncia do parasito durante a infec¢do. Dentres elas,
a superoxido dismutase (SOD), que faz parte de um grupo de metaloenzimas com fun¢ao de
proteger as células aérobicas da acdo do anion superoxido. Essa reagdo de dismutacdo do
anion superdxido da origem a outros compostos microbicidas como perdxido de hidrogénio

(Szeto., 2006).

32



—

-~
Jd Y

\
/

&
/
\ F Cir0id>

pr——
Ly,
Y80,
—

g%

-y 00
\
' Respirato o + No°
l chain s———p -
| = 3 o* S_OD> HL0, -
’__,— e /
&

.oz

s Lo
Mitochondriaﬂ y o608
permeability IR
transition Lipid peroxidation

Figura 3. Reacido de dismutacdo do anion superoxido que da origem ao peroxido de

hidrogénio. Fonte: Szeto, 2006

A participagdo destes radicais sdo determinantes para a sobrevivéncia de
microorganismos como Leishmanias que residem entracelularmente em macrofagos de
mamiferos, esses metabolitos sdo gerados, portanto como resultado do seu prdprio

metabolismo aerdbico ou durante os processos de fagocitose e ativacdo do “burst

respiratorio”.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses levam a dbito aproximadamente 50.000 individuos anualmente,
sendo um grupo de doengas que se encontram como um dos seis maiores problemas de saude
publica acomentendo cerca de 88 paises. Nos ultimos anos, a letalidade da leishmaniose
visceral vem aumentando gradativamente, passando de 3,6% em 1994 para 6,7% em 2003 e

8,4% em 2004 (MS, 2006)

O fato é que atualmente a leishmaniose visceral canina ¢ uma endemia constante e
em progressdo no Brasil e estd associada ao aparecimento de casos humanos. Os estados
localizados no Norte ¢ Nordeste do pais sdo reconhecidamente os mais afetados com esta
doenga que apresenta dependéncia multifatorial para seu desenvolvimento e manutengdo

nessas regioes.

Estudos epidemioldgicos e a investigacdo de parametros clinicos, laboratoriais e
imunologicos que possam determinar o estabelecimento de resisténcia ou susceptibilidade a
doencga no céo, sdo fundamentais por fornecerem ferramentas para a implantacdo de metas de
controle nas areas endémicas. Além disso, no Brasil poucos trabalhos relacionam outros
fatores como sexo, raca, convivéncia com outras espécies e faixa étaria como indicadores de
predisposicdo, embora na Europa varios trabalhos ja evidenciem a importancia destas

variavéis no desenvolvimento da doenga em animais naturalmente infectados.

Por tal fato, buscamos trabalhar em um municipio endémico para LVC localizado no
estado do MA, chamado Raposa. Essa regido contituida de manguezal e com clima imido, foi
o local escolhido para primeira etapa deste estudo. E uma é4rea de urbaniza¢io recente e
agrega varios fatores que poderiam favorecer a manuteng@o da doenca, o que de fato acontece
como mostram os dados de infec¢do humana (Caldas et al., 2001). Além disso, de acordo com
Garcia et al. (2004) essa regido apresenta grande prevaléncia de cdes infectados por

L.chagasi.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Estudar aspectos espidemioldgicos, clinicos e imunologicos de cdes naturalmente

infectados com L.chagasi, residentes em area endémica do Estado do Maranhao.

3.1.1. Especificos

- Atualizar os dados referentes a leishmaniose visceral canina no municipio da

Raposa-MA, area endémica para doenga

- Identificar o perfil (idade, regime de criagdo,convivio ou ndo com outras espécies,

tipo de alimentag@o e sexo) dos cédes residentes em area endémica para LV

- Correlacionar as concentracdes soroldgicas de IgG anti-Leismania e de suas
subclasses IgGl e IgG2 com a sintomatologia clinica apresentada por caes

naturalmente infectados com Leishmania chagasi
- Quantificar as concentragdes séricas de 6xido nitrico em cies soropositivos

- Quantificar a producao das citocinas [FN-y, TNF-a, no soro e nos sobrenadantes de

cultura de células de bago e linfonofo popliteo
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo

A localidade Vila Nova, situada no municipio de Raposa ( 2° 26'S e 44°06'W) ,
estado do Maranhdo — Brasil, € o local de origem dos caes que participaram da primeira etapa
desta pesquisa. O municipio teve sua fundag@o na década de 1990 e consistia basicamente em
uma vila de pescadores, mas nos ultimos anos tem se tornado uma darea de intenso
povoamento e atualmente novas vilas sdo criadas sem qualquer infra-estrutura, desmatando e
avancando em 4reas de mata antes ndo exploradas. O municipio apresenta 4rea de 64 Km®
com uma populagdo de aproximadamente 20.698 habitantes distribuidos em 42 localidades, ¢
um dos quatro municipios que compdem a ilha de Sdo Luis, e localiza-se a aproximadamente

28 Km da capital do Estado do Maranhao (IBGE, 2005).

Maresia

Vila Bom Viver

Itapeua “————Vila Nova

Alto da Base _ 3
RS ILHA DE SAO LUIS-MA

Alto do Farol e |
Boa Esperanca 3

Residencial Thalita

Pirdmide

Sdo Jodo

Figura 4. Areas selecionadas baseadas na notificaciio de casos de LVA de 1997 a 2005.

Fonte: Secretaria do Estado do Maranhio
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4.2 Caes e desenho do estudo

Inicialmente foi realizado um censo na localidade de Vila Nova, onde foi detectada a
presenca de 233 cdes domiciliados. Destes, 69 apresentaram titulo de IgG anti-Leishmania

positivos, constituindo uma populacio de 29,6% de soropositivos.

Seguidos quatro meses da primeira visita a localidade de Vila Nova, foi realizada
uma nova coleta de sangue. Dos 69 cdes anteriormente soropositivos, foram localizados
apenas 27 animais, totalizando perda de 61%. Os animais ndo localizados morreram, fugiram
ou mudaram junto com seus donos para outras localidades. Dessa forma, a amostra deste
estudo foi constituida de 27 caes domiciliados em Vila Nova no ano de 2005 e soropositivos
para Leishmania chagasi pelo teste de ELISA. Oito cées sorologicamente negativos foram

incluidos no grupo controle.

Este estudo foi submetido ao Comité de ética e experimentagdo animal da UEMA

(Universidade Estadual do Maranhao) - protocolo n° 19/ 05 data: 23/05/05.

4.3. Aplicacio de questionarios

Durante a avaliagdo foram também realizadas entrevistas domiciliares junto aos
proprietarios dos cdes, que incluiram perguntas como: idade, regime de criagdo, convivio ou

ndo com outros animais, tipo de alimentacgdo e sexo dos animais.

4.4. Avaliacao clinica

Os 27 animais localizados foram capturados e encaminhados para o Centro de
Controle de Zoonoses da Universidade Estadual do Maranhdo. Foi realizada a avaliagdo ¢
classificacdo clinica dos animais pelo médico veterindrio da equipe. Foram atribuidos escores

de 0 a 10 de acordo com a presenga e gravidade dos sinais clinicos, incluindo: aumento do
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linfonodo popliteo, comprometimento da pele, alteragdo no peso corporal, presenga de lesdes

oculares, entre outros conforme descrito por Manna, et al (2009).

De acordo com nossa adaptagdo, os animais foram classificados somente em:
Assintomaticos (N=10) - cdes sem sinais clinicos sugestivos da infec¢do por Leishmania
chagasi e Sintomaticos (N=17) - cdes com sinais clinicos da doencga. Foi avaliada a presenca
de aumento dos linfonodos, onicogrifose ou dermatite/depilagdo, perda de peso, pélos

opacos, ceratoconjutivite e uveite.

Apds a avaliagdo clinica e o consentimento do proprietario do animal doando o
mesmo para pesquisa (Apéndice I), foram coletados 10 mL de sangue periférico de cada
animal e apos a retragdo do codgulo, o soro separado por centrifugacdo a 1500rpm por 10
minutos e estocado a -20°C até o momento dos ensaios. Apos a pré-anestesia com cloridrato de
xilazina (1mg/kg), cloridrato de ketamina (10mg/kg) e diazepam (1mL/10kg) por via
intramuscular, os animais foram eutanasiados por aplica¢do de Tiopental Sédico diluido a 2,5%,
em quantidade suficiente para a obten¢do de parada cardiaca e respiratoria, apos esse

procedimento foram coletados fragmentos de bago e linfonodo popliteo.

4.5. Quantificacdo de anticorpos IgG, IgG1 e 1gG2 anti-Leishmania

Anticorpos IgG, IgG1 e IgG2 anti-Leishmania foram detectados no soro dos animais
pelo método de ELISA. As placas de microtitulagdo (Limbro/Titertek) foram sensibilizadas
com antigeno de Leishmania na concentragdo de 10pug/mL (100uL/poco), diluido em tampao
carbonato-bicarbonato (pH 9,6), e incubadas a 37°C por 1h. Apos a incubagdo foram lavadas
3 vezes com PBS Tween a 0,05% e bloqueadas (250uL/po¢o) com PBS/BSA 5% e
novamente incubadas a 4° C overnight. Apds trés lavagens com PBS Twee 0,05% os soros
dos animais da area juntamente com o soro dos cdes controles positivos e negativos que
haviam sido previamente diluidos (1/400) em PBS/BSA 5%, foram adicionados (100uL/poco)
nas placas e incubados por 1 h a 37°C. Apds um ciclo de lavagens foram adicionados a cada
placa os conjugados especificos para cdo anti-IgG-fosfatase alcalina (Sigma), anti-IgG2-
fosfatase (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA) e anti-IgG1-peroxidase (Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA) diluido em PBS Tween 0,05% (1/2000,
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100ul/pogo). As placas foram incubadas a 37°C por 1h. Apos outro ciclo de lavagem foi
adicionado Img/mL do substrato p-nitrofenil fosfato (SIGMA Chemical Company, St Louis,
MO, USA) diluido em tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) para revelar as placas com
anti-IgG/fosfatase e anti-IgG2/fosfatase. A reagdo foi interrompida 15 minutos depois pela
adicdo de NaOH 3M (50uL/pogo) e a leitura realizada a 405 nm. No caso do conjugado anti-
IgG1/peroxidase foi adicionado o substrato tetrametilbenzidina (Sigma) diluido em 9 mL de
tampao citrato fosfato (pH 5) acrescido de ImL de DMSO (Sigma) e 2uL de H,0,. Apds 5
minutos a rea¢@o foi interrompida com 50ulL de H,SO4 8N e a leitura foi realizada a 450 nm.
O cut-off foi obtido calculando-se a média dos controles negativos mais trés desvios-
padrdo.Os resultados foram expressos em densidade dptica ou em indice de aumento. O indice
de aumento foi calculado levando-se em consideracdo as D.O. individuais dividas pela média

do grupo controle negativo para cada uma das analises.

4.6. Dosagem de nitrato no soro

Aliquotas de 200 pl de soro foram colocadas em eppendorfs de 1,5 ml para
desproteinizag@o na presenga de 20 pl de cloreto de zinco 1 M. Apds o preparo das amostras,
estas foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Em seguida,
o sobrenadante foi recolhido para dosagem de nitrito e nitrato como forma indireta de avaliar

a producdo de o6xido nitrico, conforme protocolo adaptado de Miranda et al. (2001).

4.7. Cultura de células de baco e de linfonodo popliteo

Fragmentos do bago e o linfonodo popliteo foram triturados em meio RPMI 1640
(Sigma) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 5 % de Soro Fetal Bovino, 100 pg/ml de
estreptomicina e 100 UIl/ml de penicilina (Gibco, NY). As células foram contadas e ajustadas
para 3 x 10%mL. A viabilidade celular foi determinada pelo Azul de Trypan. As culturas

foram incubadas em estufa de CO, por 48 horas em placas de 48 pocos (Costar, Corning
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Incorporated, NY). Apos esse periodo o sobrenadante das culturas foi coletado e armazenado

a -20° C até a realiza¢do dos ensaios.

4.8. ELISA para deteccio de citocinas

As concentracdes de IFN-y e TNF-a foram determinados no soro e no sobrenadantes
das culturas de bago e linfonodo popliteo conforme as especificagdes do Kit R&D Systems

Cat.(Minneapolis, USA).

5. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc.). O teste de andlise de varidancia ANOVA, foi utilizado para os
estudos comparativos das médias dos valores de absorbancia entre os grupos de caes
soropositivos € o grupo controle. A correlagdo r de Pearson foi utilizada para avaliar a
correlacdo entre os escores clinicos e os valores de absorbancia de IgG, IgGl e IgG2. Em
todos os casos os resultados foram considerados significantes quando, p < 0.05. Os resultados
obtidos foram expressos como média + desvio padrao dos grupos soropositivos em relacdo ou

nao ao controle (negativo), conforme o caso.
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6. RESULTADOS

6.1. Distribuicdo de cies soropositivos para Leishmania chagasi na localidade de Vila

Nova, municipio de Raposa no estado do Maranh3o.

6.1.1. Porcentagem de cdes com sorologia positiva para Leishmania chagasi na area de

Vila Nova, Raposa-Ma.

Foram encontrados 233 cdes domiciliados na localidade de Raposa, sendo 123
machos (52,8%) e 110 fémeas (47,2%). Baseados no cut-off estabelecido, o qual foi de 0,053,
foram encontrados 69 cdes com sorologia positiva para L.chagasi, constituindo uma

soroprevaléncia para LVC de 29,6%.

6.1.2. Distribuicdo quanto ao sexo

De acordo com nossos achados na area de Vila Nova, Raposa-Ma, entre os 69 caes

com sorologia positiva para L.chagasi 40 (58% ) eram machos e 29 (42%) fémeas.

6.1.3. Distribuicdo quanto ao tipo de alimentac¢do e convivio com outros animais

Em relagdo ao tipo de alimentacdo dos cdes com sorologia positiva para L.chagasi,
54 (78%) se alimentavam de comida caseira, 4 (6%) de racdo e 11 (16%) ragdo e caseira . De
acordo com a preseng¢a de outros animais convivendo com os cdes nas residéncias, 51 (74%)

conviviam com outros animais e 18 (26%) ndo conviviam.
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6.1.4. Distribuicio quanto ao regime de criaciio e idade dos animais

Em relacdo ao regime de criacdo dos caes com sorologia positiva para L. chagasi 34

(49%) viviam soltos e 35 (51%) confinados. Quanto a idade, o maior percentual de animais

com sorologia negativa correspondia a cdes jovens com faixa etaria inferior a um ano. Ja entre

0s soropositivos, o maior percentual estava entre cdes na faixa etaria entre 1 e 3 anos (Tabela

2).

Tabela 2. Distribuicio dos cdes com sorologia negativa e positiva para L.chagasi, de

acordo com a faixa etaria.

Faixa etaria

Sorologia Negativa

Sorologia Positiva

Total

N3ao informado

66 (40,2%)

62 (37,8%)

22 (13,4%)

10 (6,1%)

4 (2,4%)

8 (11,6%)

23 (33,3%)

20 (29,0%)

13 (18,8%)

5 (7,2%)

74 (31,8%)

85 (36,5%)

42 (18,0%)

23 (9,9 %)

9 (3,8%)
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6.1.5. Avaliacao clinica

A avaliagdo clinica dos c@es com sorologia positiva para L.chagasi demonstrou que
37% dos cdes eram assintomaticos e 63% sintomaticos. Os sinais clinicos mais frequentes
foram onicogrifose e linfoadenopatia, encontrados em 56% e 48% dos caes, respectivamente

(Figura 5). Outros sinais também foram significativamente presentes como: alteragdes

cutaneas e perda de peso.

100 -
80 4

60 -

% de ocorréncia

Figura 5. Sinais clinicos mais frequentes em caes soropositivos para Leishmania chagasi.

Os dados correspondem a um total de 27 caes domiciliados nessa regido.
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6.2. Quantificacio de anticorpos anti-Leishmania

A produgdo de anticorpos IgG especificos para Leishmania ndo foi diferente entre os

cées sintomaticos e assintomaticos, conforme mostra o grafico abaixo.
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Figura 6. Titulos séricos de anticorpos IgG anti-Leishmania em cies , assintomaticos e

sintomaticos. Os resultados estdo expressos em densidade dptica (D.O). * p< 0,05

relacdo aos assintomaticos.
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6.3. Quantificaciio de anticorpos IgG1

Em relacdo a producdo da subclasse IgGl ndo houve diferenga entre os caes

sintomaticos e assintomaticos.
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Figura 7. Titulos séricos de anticorpos IgG1 em cies assintomaticos e sintomaticos. Os
resultados estdo expressos em densidade optica (D.O). * p< 0,05 em relacdo aos

assintomaticos.
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6.4. Quantificacio de anticorpos IgG2

A produgdo da subclasse IgG2 foi consideravelmente mais elevada nos caes

sintomdticos em comparag¢do aos assintomaticos, conforme mostra a figura abaixo.
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Figura 8. Titulos séricos de anticorpos IgG2 em cies assintomaticos e sintomaticos. Os
resultados estdo expressos em densidade optica (D.O). * p< 0,05 em relacdo aos controles e #

p< 0,05 em relag@o aos assintomaticos.
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6.5. Correlacio entre sinais clinicos e producio de IgG, IgG1 e IgG2

A correlag@o entre gravidade de sinais clinicos e os valores de densidade otica de
IgG, IgG1 e IgG2 avaliada pela correlagdo » de Pearson mostrou-se negativa para IgG (r =
0,001, p = 0,872), negativa para IgG1 (r = 0,001, p = 0,867); e positiva, mas regular, para
IgG2 (r = 0,1610, p = 0,042). Os diagramas de dispersdo para os valores de D.O. para os

anticorpos sao mostrados abaixo.
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Figura 9. Correlacdo entre IgG , IgG1 e IgG2 e gravidade dos sinais clinicos. Diagramas

de dispersdo correspondentes a gravidade dos sinais clinicos encontrados por cdo e o valor da

densidade otica obtido para IgG (a) e suas subclasses IgG1 (b) e IgG2 (c).
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6.6. Quantificacio de 6xido nitrico

De acordo com os graficos abaixo, os cdes sintomaticos apresentaram maior

producdo de 6xido nitrico em comparacdo ao animais do grupo controle e assintomaticos.
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Figura 10. Producéo de 6xido nitrico no soro de cides com sorologia negativa (Controle),
assintomaticos e sintomaticos . Os resultados estdo expressos em densidade optica (D.O). *

p< 0,05 em relag@o aos controles e # p< 0,05 em relagcdo aos assintomaticos.
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6.7. Quantificacio das citocinas IFN-y e TNF-a

As citocinas IFN-y, TNF-o foram quantificados no soro e nos sobrenadantes das

culturas de linfonodo e bago. No soro houve diminui¢do da producdo de TNF-a nos animais

infectados (assintomaticos e sintomdticos) em compara¢do ao controle. Este resultado foi

oposto ao observado nos niveis séricos de IFN-y. O mesmo padrdo se manteve no

sobrenadante de cultura esplénica. Entretanto, nas culturas de linfonodo, tanto TNF-a quanto

IFN-y aumentaram significativamente nos animais sintomdticos em relagdo aos demais

grupos.
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Figura 11. Concentracdes de TNF-a e IFN-y (a,b) no soro de cies

nio infectados

(Controle), assintomaticos e sintomaticos. Os resultados estdo expressos em pg/mL. * p<

0,05 em relagdo aos controles e # p< 0,05 em relag@o aos assintomaticos.
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Figura 12. Concentracées de TNF-a e IFN-y (a,b) nos sobrenadantes de culturas de baco
de cides nio infectados (Controle), assintomaticos e sintomaticos. Os resultados estdo
expressos em pg/mL. * p< 0,05 em relacdo aos controles e # p< 0,05 em relagdo aos

assintomaticos.
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Figura 13. Concentragdes de TNF-a e IFN-y (a,b) no sobrenadante de linfonodos de cies

nio infectados (Controle), assintomaticos e sintomaticos. Os resultados estdo expressos em

pg/mL. * p< 0,05 em relag@o aos controles e # p< 0,05 em relagdo aos assintomaticos.
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7. DISCUSSAO

Em éreas endémicas os cdes tem sido descritos como principal reservatorio
doméstico do parasito L.chagasi (Franga-Silva et al., 2003). Existem diversos estudos sobre a
prevaléncia da LVC em diferentes regides do Brasil e geralmente estes mostram elevada

variagdo entre as taxas.

No estado do Maranhdo por exemplo, na capital Sdo Luis e proximidades, existem
estudos com diferentes resultados sobre a prevaléncia de LV nos cdes. Melo et al. (2002)
mostraram alta prevaléncia para LVC (64%) na regido, enquanto Guimardes et al. (2005)
encontraram prevaléncia de 21% e 25% em duas diferentes localidades do estado. Em nossa

pesquisa 29,6% da populagdo canina encontrava-se infectada.

Outros estudos sobre a soroprevaléncia da leishmaniose canina no Brasil mostram
valores muito inconstantes, como os encontrados por Monteiro et al. (2005) com 4,9% em
Montes Claros, MG; Nunes et al. (2001) em Bonito MS, 23,7%; Paranhos-Silva et al. (1996)
com uma taxa de 23,5% em Jequié, BA; Galimbertti et al. (1999) com 26,3% em Aracatuba,
SP; Santos et al. (1998) encontraram 24% em Corumbé e Ladario, MS; Guerra et al. (2004)
com 10,3% em uma aldeia indigena no estado de Roraima e Cabrera et al. (2003) encontrando

25% em Barra de Guaratiba, RJ.

Dentre os fatores que podem infuénciar o comportamento ¢ manuten¢do da infecc¢ao
nessas regides, estdo além das condi¢des sanitarias indesejaveis, as condigdes nutricionais,
sexo e proximidade com outros animais. Como podemos observar aqui, o nimero de machos
infectados foi aproximadamente 1.4 vezes maior que de fémeas, isso com base no total da
populagdo infectada, o que posssivelmente sugere que os machos sdo mais suscetiveis a
infeccdo que as fémeas. Dantas-Torres et al. (2006) em suas pesquisas, também ja haviam

demostrado uma alta proporg¢io de cdes machos infectados por L.chagasi.

Abranches et al.( 1991); Amela et al. (1995) ; Amusategui et al. (2003); Fisa et al.(
1999) e Francga Silvaet al.( 2003) nao identificaram sexo como importante fator de risco para
LVC, embora Miranda et al. (2005) na Espanha tenham relatado maiores taxas de infecg¢ao

também em machos.
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Essa elevada quantidade de cdes machos infectados e doentes em éareas endémicas
pode estar associado a fatores hormonais, estes podem induzir uma imunossupressdo através
da baixa regulagdo da atividade dos macréfagos (Ahmadi e MacCruden, 2006).
Experimentalmente os hormonios sexuais podem ter efeito direto na evolucdo da infeccdo
(Olsen e Kovacs., 1996), a resposta imunoldgica humoral e celular ¢ mais intensa em fémeas
do que em machos. Liu et al. (2005) mostraram a atividade direta da testosterona no aumento
da infec¢do de macrdfagos por L.donovani e a diminuigdo da viabilidade celular por apoptose,
acompanhado do aumento da expressdo de Fas, FasL e Caspase 8. Mesmo em humanos a

bastante tempo ja € relatado que o homem adquire mais frequentemente a leishmaniose

cutanea e visceral do que a mulher ( Shiddo et al., 1995).

A correlagdio do sexo com outros fatores, pode ser forte, agravantes para o
estabelecimento da doenca. A influéncia das condigdes nutricionais dos animais ndo esta
muito clara na LVC, porém Cerf et al., em 1987 ja afirmava que ma nutricdo ¢ de fato um
fator de risco para desenvolvimento da LV e de acordo com Gradoni (1995)e Carvalho et al
(2009), caes que consomem prioritareamente alimentos industrializados sdo mais resistentes a
infec¢do e a progressdo da doenga, provavelmente devido as melhores condigdes de satide
que estes animais apresentam. De acordo com nossos achados 78% dos infectados se
alimentavam de comida caseira e apenas 6% somente de ragdo, o que pode reforgar as

informacgdes acima.

Além desses fatores podemos ainda mencionar o convivio dos cées infectados com
outras espécies e o regime de criagdo a que estes sdo submetidos. Nossos resultados mostram
que 74% dos cdes conviviam com outros animais € 26% ndo conviviam e em relacdo ao

regime de criacdo, 49% viviam soltos e 51% confinados.

E comum a presenga de outras espécies, nas residencias onde estes cdes habitam.
Cabrera, (1999) ja relatava a presenga de gambdés-de-orelha branca como um fator de risco
para infec¢@o nessas areas. Na maioria dos casos sdo encontradas galinhas e gatos e ¢
interessante notar o frequente aumento no nimero de gatos, acompanhado da redugdo na
quantidade de cdes nessas comunidades, talvez pelo fato da intensificacdo das campanhas
contra LVC nas regides. Galinhas e gatos podem ser outra fonte alimentar para os
flebotomineos e alguns autores j& discutem o papel dos felinos como reservatorios de

L.chagasi (Sherlock, 1996; Simdes-Mattos et al.,2005; Maroli et al.,2007). Embora as
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galinhas sejam resitentes a infec¢@o elas podem servir como atrativo para os flebotomineos e

consequentemente sobre outros vetores.

Outro ponto importante a ser considerado ¢ a idade destes animais. Nosso estudo
mostrou que os cdes jovens de 1 a 3 anos constituem mais de 60% da populagdo, sendo
também a faixa etaria mais predominante com sorologia positiva para L.chagasi. Em geral os
animais de area endémica ndo possuem muita longevidade, principalmente pela associagdo de
fatores ja discutidos anteriormente, apesar disso Moreno et al. (2005), ndo sugerem a idade
como um fator de risco para LVC, embora exista maior frequéncia em cies com menos de trés

anos de idade ou entre oito e dez anos.

A porcentagem de cdes infectados morando em 4rea onde a leishmaniose ¢ endémica
tem grandes implicagcdes na satide publica. Autores como Molina et al. (1994), Abranches et
al. (1991) e (1998) e Fisa et al. (1999). demonstraram que cdes infectados, mas
assintomaticos também sdo fontes de infec¢do para flebotomineos apresentando parasitos na
pele sadia e como conseqiiéncia desempenham um papel ativo na transmissao da doenga para

humanos e na manuten¢@o da mesma nos hospedeiros caninos.

Em comunidades endémicas para leishmaniose é de se esperar que a maioria dos
animais infectados seja assintomatica, o que de fato foi demonstrado por Marzochi et al.
(1985), Guimaraes et al. (2005), Dantas Torres et al. (2006) e Garcia (2004), sendo que este
também fez seu estudo no municipio de Raposa (localidades Vila Nova e Bom Viver). Estes
trabalhos encontraram em torno de 60% de cdes assintomaticos. Entretanto, outros estudos
tém demonstrado que este padrdo ndo ¢ real para todas as comunidades situadas em dareas
endémicas. Em nossa pesquisa, por exemplo, apenas 37% dos cd@es avaliados eram
assintomaticos, um percentual préoximo ao encontrado por Mancianti et al. (1988) e Fisa et al.
(1999), que encontraram 45% e 35% de assintomaticos, respectivamente. Estes dados podem
sugerir um comportamento epidemiologico diferenciado para a infec¢do canina, dependendo
do momento em que se realiza o estudo, tempo de infec¢do, do estado geral do cédo
(nutricional, imunolégico, co-infec¢des) e da eficiéncia das medidas de controle da

leishmaniose.

Neste trabalho, o sinal clinico mais freqiiente nos caes sintomaticos foi onicogrifose,

seguida de linfoadenopatia e ulceras. O mesmo foi visto por Abranches et al. (1991), Nieto et
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al. (1999), Solano-Gallego et al. (2001) e Almeida et al. (2005), embora Guimaraes et al.

(2005) tenham encontrado as lesdes de pele como o sinal mais freqiiente em animais doentes.

Estes autores sugerem que L. chagasi poderia, primariamente, induzir lesdes
cutaneas e s6 depois disseminar para os orgdos internos, hipdtese que poderia ser sustentada
por Reis et al. (2006) que demonstraram haver maior densidade parasitaria na pele, mesmo na
fase assintomatica. Entretanto, em nosso estudo a linfoadenopatia foi mais frequente que as

alteragdes na pele.

A linfoadenopatia seja ela local ou generalizada pode ocorrer devido ao aumento da
proliferagdo de linfocitos B em detrimento das células T. Esses linfonodos apresentam-se
reativos com a presenca de uma variedade celular extensa como macrofagos (Gongalves et

al.,2003)

As evidéncias de que na leishmaniose visceral existe um comprometimento
imunocelular acentuado, enquanto a resposta imune humoral permanece ativa com produgao
alta de anticorpos especificos (Reis et al., 2006), nos levou a investigar a produ¢do das

subclasses de IgG, especificamente IgG1 e IgG2 nos animais soropositivos.

Anticorpos da subclasse IgGl sdo associados a susceptibilidade e gravidade da
doenga, enquanto o aumento da subclasse IgG2 ¢ encontrado em cdes naturalmente

resistentes (Solano-Gallego et al., 2001; Quinnell et al., 2003; Rafati et al., 2005).

Os dados de IgG1 e IgG2 encontrados em nosso estudo mostram que os titulos de
IgG1 nos cées soropositivos foram semelhantes entre os assintomaticos e sintomaticos. Por
outro lado a producdo de de IgG2 nos sintomaticos foi significativamente maior que nos cies
do grupo assintomatico. Resultados semelhantes foram encontrados por Leandro et al. (2001)
e Reis et al. (2006) em diferentes modelos de infec¢do. Leandro et al. (2001), utilizando caes
experimentalmente infectados com L. infantum demonstraram que a produgdo de IgG1 anti-
Leishmania é similar nos cdes assintomaticos e sintomaticos. A mesma conclusio chegaram
Reis et al. (2006) utilizando cdes naturalmente infectados com L. chagasi. Entretanto,
Deplazes et al. (1995) e Nieto et al. (1999), utilizando modelo de infec¢do experimental de
cdes com L. infantum, encontraram em seus estudos correlagdo positiva entre [gG1 e animais

sintomaticos.
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Em nosso estudo, a correlagdo dos valores das subclasses de IgG e o nimero de
sinais apresentados pelos cdes nas varias fases da doenga demonstrou correlagdo positividade
somente para [gG2. Este dado reforca os achados de Reis et al. (2006) os quais sugeriram que
IgG2 esta associada com a morbidade pela LVC, sendo positivamente correlacionada com os

mais severos sinais clinicos da doenga e a alta densidade parasitaria.

As diferengas encontradas nos diversos trabalhos em relacdo a IgG1 e IgG2 podem
estar relacionadas a varidveis diversas como: o numero de cdes utilizados, o tempo de
infec¢do e de acompanhamento desses cdes, o fato de ser uma infec¢do natural ou
experimental, a cepa utilizada para a infec¢do, o tratamento dos cdes para outras parasitoses,

entre outras variaveis.

Quando os cdes foram analisados de forma individual, considerando o indice de
aumento de IgG, IgG1 e IgG2 em relagdo aos seus respectivos controles negativos, verificou-
se que em todos os grupos sintomatologicos avaliados havia cdes que apresentavam uma
resposta humoral muito baixa e outros que apresentavam resposta humoral muito elevada
indicando que ndo ha um padrdo unico de resposta entre os animais, nem mesmo quando eles
se encontram na mesma fase clinica da infec¢do. Nao houve correlagdo individual entre as
duas subclasses e nem entre o tipo de sinal clinico apresentado e os titulos de anticorpos
(dados nao mostrados), o que sugere que a produgdo de subclasses depende de um contexto

imunologico onde o sinal clinico em si ¢ apenas uma das vertentes.

Os resultados apresentados em nosso estudo sugerem que a produgdo aumentada de
IgG2 parece estar relacionada com o quadro mais grave da infeccdo. Entretanto, as variagdes
individuais indicam que a utilizagdo deste parametro como progndstico da evolugdo da
doenca canina ndo deve ser feita de forma isolada, sem que haja o acompanhamento

concomitante de sinais evidentes e de outros marcadores imunoldgicos menos varidveis.

Quando se avaliou a presenc¢a de nitritos/nitratos no soro dos animais, como forma
indireta de avaliar a producdo de NO, verificou-se que cdes sintomaticos apresentam niveis
séricos de nitrato significativamente mais altos que o observado nos animais controle e
assintomaticos, sugerindo uma relacio direta entre producdo de NO e progressdo da infecg¢ao,
apesar de que ja foi demonstrado, que macrofagos parasitados por L.chagasi por exemplo,

possuem deficiéncia na produgdo de enzimas liticas como iNOS, ocorrendo também a redugédo
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na capacidade de expressar moléculas de MHC classe Il na membrana, isso auxilia o parasito

a sobreviver nas células mononucleares e fagociticas (Zafra et al.,2008 e Ledo et al., 1995).

O aumento dos niveis séricos de nitratos foi, até certo ponto, surpreendente, uma vez
que varios autores tém demonstrado que o NO, juntamente com o TNF-a, sdo as principais
moléculas envolvidas na resisténcia a infec¢des por bactérias (Mycobacterium tuberculosis e
Salmonella spp.), protozodrios (Leishmania major, Plasmodium chabaudi, Toxoplasma
gondii, e Trypanosoma cruzi) e helmintos (Schistosoma mansoni) (Woods et al.,1994; James,
1995). Sendo assim, a eficacia de alguns tratamentos na LVC estaria relacionada ao
aparecimento de NO (Vouldoukis et al., 1996). Entretanto, em modelo experimental murino
de infeccdo por L. amazonensis, foi demonstrado que o NO ¢ de fato necessario, mas nao
suficiente para que o macrofago exerga sua atividade leishmanicida, uma vez que a adi¢ao de
PGE; a culturas de macrofagos infectados aumenta a producdo de NO, mas abole a atividade

leishmanicida (Lonardoni et al., 2000).

Além disso, uma busca rapida em outras doengas causadas por protozoarios indica
que muitas das vezes o NO pode estar relacionado ao agravamento de infec¢des. Na infec¢ao
por Trypanosoma brucei, por exemplo, a inibicio de NO reduz a parasitemia em
camundongos, embora os resultados clinicos ndo tenham sido tdo evidentes (Sternberg et al.,
1994). Um outro exemplo ¢ observado na infeccdo por Plasmodium, onde a inibicdo da
sintese de NO pode amenizar conseqiiéncias mais sérias como, por exemplo, a malaria

cerebral (Cox, 1997).

O agravamento de infecgdes pode estar relacionado ao efeito imunossupressor
induzido pela produgdo excessiva e cronica de NO. Nascimento et al. (2002), por exemplo,
demonstraram que o NO pode exercer um duplo papel em infec¢des, sugerindo que a sua
producdo ¢ essencial para o controle de microorganismos, mas a sua producdo elevada e
constante pode tornar o individuo mais susceptivel, um fendmeno que envolveria a inibig¢do

do TNF-a pelo NO.

Para investigar se o NO estaria de fato inibindo a producdo de TNF-a pelos caes
sintomaticos, foi investigada a presenga dessa citocina no soro e nos sobrenadantes de
culturas de linfonodo e bago. De fato, os niveis de TNF-a circulante foram inversamente
proporcionais aos do NO. Embora este efeito ndo tenha sido tdo evidente no linfonodo e bago,
observou-se que os animais sintomaticos apresentaram uma reducao significativa de TNF-a
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quando comparados aos cdes assintomaticos. Estes resultados estdo de acordo com Pinelli et
al. (1994) que demonstraram que cdes assintomaticos produzem concentragdes aumentadas de

IL-12 e TNF-0o em comparacdo aos cdes sintomaticos € aos ndo-infectados.

Os resultados obtidos na LVC parecem ser diferentes do que acontece em humanos.
Alguns trabalhos sugerem que na LVA o aumento de TNF-a parece estar relacionado com a
progressdo da infec¢do. Gama et al. (2004) por exemplo, demonstraram que pacientes com
formas subclinicas e clinicas de LVA apresentam TNF-a no soro, entretanto os niveis sdo
maiores nos pacientes com infeccdo clinica. Da mesma forma, Pisa et al. (1990)

demonstraram ndo haver relacdo entre altos niveis de TNF-a no soro e protecao a infecgao.

O IFN-y assim como o TNF-a, tem sido muito estudado na leishmaniose por ser uma
citocina fundamental na indugdo da ativagdo de macréfagos, células importantes no controle
da infeccdo. Neste estudo, houve uma producdo aumentada de IFN-y, a qual foi paralela a
progressio da infecgdo. E interessante notar que houve uma relagio direta entre a produgio de
IFN-y e a producdo de NO, sugerido que, também na LVC, essa citocina estd diretamente
envolvida na indu¢do da produg¢do do NO. Estes dados estdo de acordo com os achados de
Caldas et al. (2005) que demonstraram que pacientes cm LVA apresentam alta concentracao
de IFN-y, a qual ¢ reduzida a medida que o tratamento com antimoniais ¢ aplicado. Estes
dados em conjunto nos levam a sugerir que elevadas concentragdes de IFN-y estdo associados

ao agravamento da infec¢do, ainda que indiretamente, por induzirem a producdo de altos

niveis de NO.

Nossos resultados em conjunto apontam que a progressdo da leishmaniose visceral
canina esta associada com altos niveis de 6xido nitrico e interferon-gama e baixos niveis de
fator de necrose tumoral. O aumento da producdo de NO pode estar relacionado a progressao
da LVC, por um mecanismo que envolve imunossupressao nos caes, diminui¢do da resposta

inflamatoria associada ao TNF-a e, consequentemente, proliferacdo do parasito.
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8.

CONCLUSOES

. A localidade Vila Nova do Municipio de Raposa — MA, possui uma
soroprevaléncia canina relativamente alta para leishmaniose sendo esta de 29,6%, o

que confirma a drea como endémica para calazar.

. A porcentagem de cdes machos infectados foi maior que de fémeas nesta
regido

o A maioria dos cées participantes da pesquisa eram sintomaticos o que pode

caracterizar uma infecc¢do antiga e persistente na area.

o As subclasses de IgG (IgG1 e Ig(G2) neste estudo ndo se caracterizaram como

bons marcadores da evolucgdo da infecg¢do por leishmaniose.

o A subclasse IgG2 apresentou correlacdo positiva com o nimero de sinais
clinicos apresentados pelos cédes, mas este resultado deve ser visto com cautela e

associado a outros fatores.

o A progressdo da leishmaniose visceral canina pode estar associada a producdo
de altas concentracdes de o0xido nitrico e interferon-gama e baixa producao de fator

de necrose tumoral.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tratamentos para Leishmaniose Visceral Canina

O desencadeamento e controle da LVC depende de muitos fatores e representa um
sério problema, uma vez que, tanto os cdes assintomaticos como sintomaticos podem ser
reservatorios, o que limita inclusive a eficacia das drogas leishmanicidas usuais (Herwaldt,

1999; Gradoni et al., 1987; Molina et al., 1994).

O tratamento da LVC nao ¢ recomendado pelo Ministério da Satde e no Brasil ja
existe uma portaria interministerial de numero 1.426, de 11 de julho de 2008, que “... proibe o
tratamento da LVC com produtos de uso humano ou registrados no MAPA” Baneth et al.
(2002); Greene, (2006) relataram que a leishmaniose canina € mais resistente a terapia que a
leishmaniose humana e em geral os parasitos ndo sdo completamente eliminadas pelos

farmacos utilizados.

As drogas utilizadas principalmente em paises europeus, para o tratamento da LVC
sd0 os Antimoniais, o Desoxicolato de Anfotericina B (Anfotericina B) convencional ou
encapsulada em lipossomas, o Sulfato de Aminosidina (Aminosidina), o Alopurinol, a
Pentamidina e, recentemente, o Ester de fosfatidilcolina do hexadecanol (Miltefosina) (Alvar
et al., 2004; Mird, 2005; Nieto et al.,, 2005). O uso destas drogas associadas, como os
Antimoniais e Alopurinol, pode potencializar a eficacia do tratamento, bem como
possivelmente limitar a resisténcia do parasito as drogas . No Brasil o uso de antimoniato de

n-metilglucamina ¢ apenas para tratamento humano, para evitar resisténcia aos parasitos.

A Anfotericina B, droga fungicida, ¢ considerada farmaco de segunda escolha para o
tratamento da LVC, ¢ um antibiotico da classe dos polienios obtido a partir do Streptomyces
nodosus. Possui atividade contra algumas espécies de protozodrios, incluindo Leishmania spp.
(Lemke et al., 2005; Baneth, 2006) e atua rompendo a membrana celular via ligacdo com o
ergosterol causando desorganizacdo estrutural e alteracdo na permeabilidade da mesma,
provocando assim a morte do parasito. O tratamento com essa droga tem alcangado mais de
70% de cura clinica, redu¢do nas sorologias positivas e normalizagdo da relagdo

albumina/globulina (Lamothe, 1997).
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Figura 1. Esquema estrutural das principais drogas utilizadas para tratamento das

leishmanioses. Fonte: Croft et al., 2006

O Alopurinol, um outro farmaco bastante citado nos estudos sobre terapéutica para
LVC, ¢ um andlogo de purina com atividade leishmaniostatica. Nesse caso, ocorre uma
metabolizagdo pelo parasito para produzir um andlogo de inosina, sendo incorporado ao acido
ribonucleico da Leishmania, provocando alteragdes na traducdo protéica e inibicdo da

multiplicagdo do parasita (Greene, 2000).

Dentre os poucos efeitos colaterais apresentados durante a adiministragdo desta
droga, esta a hipoxantindria, que pode provocar urolitiases (Ginel et al, 1998). Entretanto,
varios relatos apontam a presenga de parasitos na medula 6ssea e em outros 6rgdos de caes
assintomaticos anos apos o tratamento. A remiss@o clinica ¢ freqiientemente obtida com a
dose diaria de 20 mg/kg entre quatro semanas. Entretanto, a reincidéncia ocorre uma vez
cessada a terapia e mesmo com a administragdo da droga durante 6 meses, a recuperacao

completa ndo ¢ mostrada (Lester et al., 1996).
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A Miltefosina que age no metabolismo lipidico € na membrana , um dos mais
recentes farmacos estudado para o controle da leishmaniose canina, so6 atua na replicagdo das
Leishmanias, mas ndo impede a disseminag¢do e permanéncia dos parasitos nos Orgaos
linfoides, apesar destes ndo serem detectados no sangue, contribuindo para os casos de

recidivas (Nieto et al.,2005 e Manna et al, 2008).

Manna et al (2008), demonstraram utilizando a técnica de Real Time PCR, redugao
na carga parasitaria em cdes que foram tratados com uma combinagdo de Miltefosina e

Alopurinol, porém alguns destes cdes apresentaram recidiva seis meses apos o tratamento.

Uma estratégia utilizada, porém como medida profilatica da LVC, vem sendo o
desenvolvimento de vacinas. No pais ja foi registrada e liberada para uso pelo MAPA a
Leishmune® , composta por antigenos complexos glicoprotéicos ligantes de fucose e manose
(FML) de L. donovani e saponina (adjuvante). E indicado para cies a partir de quatro meses
de idade e consiste de trés doses com intervalo de 21 dias com refor¢o anual a partir da

primeira aplicagdo (Ribeiro, 2005) .

Apesar dos avancos Ferrer em 1997 jé& afirmava que dificilmente a Leishmania sera
eliminada do cdo e que os tratamentos reduzem a carga parasitaria e os sinais clinicos,

estimulando a resposta celular para controlar a doenga.
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2. JUSTIFICATIVA

Em areas consideradas endémicas para LV a principal estratégia utilizada pelos
6rgios publicos para controle da infec¢do é a eliminagdo dos reservatdrios, através da
eutanasia dos soropositivos e com sinais clinicos evidentes. Isso reforca a indicagdo de que o
tratamento destes animais ndo ¢ recomendando e que a administragdo de drogas
leishmancidas que constam no MAPA ¢ proibida. Essa estrategia no entanto, a muitos anos
apresenta falhas e resultados controversos, apontando a necessidade de se estudar melhor o

papel do cdo como provavel responsavel pela manutencdo da infec¢@o nestas regides.

Uma alternativa para reduzir o insucesso no controle da LVC seria o teste com novos
quimioterapicos que possam agir reduzindo de maneira significativa a carga parasitaria nos
cées infectados, de forma que estes deixem de ser potenciais reservatdrios e trasmissores do

parasito.

O tratamento com as drogas de primeira como antimoniais pentavalentes:
antimoniato de N-metil glucamina-Glucantime® e estibogluconato de sddio-Pentostan®,
apesar de apresentarem efeitos satisfatorios em cdes doentes, torna-se inviavel por necessitar
de longos periodos de adminstragdo, aumentando o custo do tratamento, bem como efeitos
adversos nos animais. A principal problématica do tratamento da LVC com essas drogas ¢ o

desenvolvimento de resisténcia dos parasitos.

Diante disto, nesta pesquisa propomos a quimioterapia de animais infectados, com
uma nova droga denominada Haloacetamido (Figura 2), ndo utilizada para tratamento de
casos humanos e com excelentes resultados leishmanicidas in vitro, conforme mostra a

Tabelal.
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Figura 2. Estrutura de MF56, MF708, MF29, MF191 e MF569. Fonte: Hiam et al, 2006

O Haloacetamido ¢ wuma droga promissora derivada da famila dos
haloacetamidobenzéicos. Hiam et al (2006) demonstraram que esta droga, dentre os
compostos estudados, apresentou uma alta atividade in vitro contra trés especies de
Leishmanias, com valores de ICs, inferiores a 1,8 M, sendo o mais eficaz contra a espécie L.

infantum.

No mesmo estudo foi mostrada atividade in vivo do Haloacetamido, reduzindo a
carga parasitaria no figado, bago e linfonodo, apos administrag@o intraperitoneal de 10mg/kg
durante 10 dias consecutivos em camundongos Balb/c em comparag@o aos animais tratados
subcutaneamente com antimoniato de meglumina. Existem evidéncias, que esse potencial
farmaco parece alterar a estrutura dos microtubulos dos parasitos, mais precisamente a classe
de microtubulos associadas as proteinas MAP2. Esses microtubulos estdo ligados a
locomogdo e processos de divisdo celular do parasito, sendo portanto um excelente alvo de

estudo.
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Tabela 1: Suscetibilidade (ICsy=pM) de espécies de Leishmania aos derivados de acido

3-haloacetamidobenzoico. Fonte: Hiam et al, 2006

Derivados Promastigotas Amastigostas
L.mexicana L.major L.infantum L.mexicana

MF 191 1.8+0.2 9.1+0.7 148.5+9.6 0.3 0.0

MF 569 1.6 £0.4 ND 21.1 +4 12+0.3

MF 708 1.2+ 0.3 ND 17.0+4 0.6+£0.2

MF 56 1.6+0.1 ND 8.6 £2 0.1+£0.0

MF 29 03+0.1 1.8 0.3 09+04 03+0.0
Taxol 43.4 ND ND 0.90
Vinblastina 96.5 ND ND ND

GLUC 11700 +1.2 ND ND 133+23
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3. OBJETIVOS

3.1.Gerais

Testar a eficacia do tratamento com Haloacetamido em cdes infectados com

L.chagasi.

3.2. Especificos

- Comparar clinicamente os cdes infectados com L.chagasi tratados com
Haloacetamido com animais que receberam Alopurinol ( tratamento convencional

utilizado para LVC).

- Quantificar a carga parasitaria dos animais antes e depois dos tratamentos por pcr

em tempo real.

- Avaliar marcadores bioquimicos de func¢do hepatica e renal nos cdes durante o

tratamento

- Quantificar as concentragdes séricas da enzima Superéxido Dismutase nos animais

tratados
- Avaliar aspectos ultrassonograficos dos caes em tratamento

- Comparar, utilizando a técnica de imunohistoquimica, o numero de macrdfagos

infectados nos caes tratados.

84



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

O estudo incluiu 20 cdes da raca Beagle com idades entre 1-2 anos, expostos por
aproximadamente sete meses a infec¢do, em uma area endémica para leishmaniose visceral
canina na localidade de Sdo Raimundo ( 2° 34'S e 44°09'W), Ilha de Sao Luis-Maranhdo. Essa
regido pertence a um dos sete distritos que compdem o municipio. Os cades foram
diagnosticados com LV através de exame soroldgico e do ensaio de PCR em tempo real
realizado a partir da puncdo de linfonodo popliteo. Os proprietarios dos cédes positivos foram
informados sobre o resultados dos exames e os dados obtidos foram informados ao Centro de
Zoonoses de Sao Luis-MA. Os caes foram recolhidos e nesse momento o proprietario assinou
um termo de Conhecimento Livre e Esclarecido, doando seu cdo para a pesquisa( Comité de

ética: Fundag@o Oswaldo Cruz - registro de numero 002/2005).
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Figura 3. Mapa da Ilha de Sao Luis-MA, com a localizacio do Sao Raimundo, regido

pertencente ao Distrito Tirirical.
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Antes do inicio dos tratamentos, foi realizada avaliacdo clinica dos animais, na qual
foram atribuidos escores de 0 a 10 de acordo com a presenga e gravidade dos sinais clinicos,
incluindo: tamanho do linfonodo popliteo, comprometimento da pele, alteracdo no peso

corporal, presencga de lesdes oculares, entre outros conforme descrito por Manna, et al (2009).

Figura 4. Sinais clinicos em animais infectados por L.chagasi. A, B- animais

assintomaticos, C- perda de peso e alopecia, D-uveite, E-onicogrifose, F-lesao de pele.

Os parametros bioquimicos como: uréia, proteinas torais, triglicerideos, alanina
aminotrasferase, aspartato aminotransferase e fostatase alcalina também foram mensurados
em todos os cdes. As avaliagdes clinicas, o acompanhamento dos pardmetros bioquimicos,
bem como pun¢do de linfonodo popliteo, ultrasonografia abdominal e coleta de sangue
periférico, foram realizados periodicamente durante todo o tratamento e apds suspensdo do

mesmo em todos os cdes, com a supervisdo técnica de um médico veterinario.
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Os caes foram distribuidos em dois grupos com 10 animais/grupo, um recebeu
Alopurinol (10mg/Kg) e o outro recebeu Haloacetamido (10 mg/kg), ambos por via oral
durante noventa dias consecutivos. Apos esse periodo, o tratamento foi suspenso e cinco
animais de cada grupo foram acompanhados por mais noventa dias. Foram coletas amostras

de tecidos apos o término do tratamento, para realizagdo de imunohistoquimica.

Esquema de tratamento com as drogas

Acompanhamento

\

920 1

0 [Tompo

T

Tratamento

I

Didriodv.o. / 10mg/Kg
{&lopurnnol ou Haloacetamido)

——

4.2. Amostras

As amostras de sangue de cada animal foram colhidas por pun¢do venosa periférica,
em frascos com ou sem anticoagulante (EDTA- Acido Etilenodiaminotetracético), para
realizag¢do dos testes bioquimicos e sorologicos. O soro foi obtido apds centrifugacdo destas
amostras a 3000 rpm por 10minutos. Apds a separagdo do soro, o mesmo foi dividido em
aliquotas de um mililitros em tubos de microcentrifuga de 1,5mL de capacidade, que foram
congeladas a -20°C até o momento da execucdo dos testes. A avaliagdo dos parametros

bioquimicos foi realizada conforme protocolo do Kit de diagndstico padrao da Labtest®.
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Figura 5. Obtencao de amostras de sangue em animais infectados por L.chagasi.

Apos anestesia o aspirado obtido por pung¢do do linfonodo popliteo foi adicionado ao

tampao (0,15M NaCL; 50nM EDTA; 0,I1M de Tris-HCL) e armazenado a -80°C .

4.3. Extracido de DNA das amostras

Apos descongelamento, foi adicionado as amostras 400uL de fenol, os tubos foram
gentilmente invertidos, em seguida centrifugados a 12.000 rpm por Sminutos. Apos obtencao
da fase aquosa, a mesma foi transferida para outro tubo e acrescida de 200uL cloroféormio e
200uL de alcool isoamilico, a solugdo obtida foi homogeneizada e centrifugada a 12.000 rpm
por 5 minutos. Os sobrenadantes foram coletados e novamente homogeneizados e
centrifugados com 400uL de fenol:cloroféormio: alcool isoamilico. O material foi centrifugado
a temperatura ambiente a 12.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi recuperada e
transferida para um novo microtubo. Adicionou-se 40ulL de acetato de sédio 3M e
completou-se o volume até 1, Sml com etanol absoluto gelado. Os tubos foram invertidos e
apods terem sido incubados a 4°C overnight, foram centrifugados a 13000 rpm por 8 minutos e
os sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram lavados com etanol gelado a 70%. Os
sobrenadantes foram descartados e o DNA foi seco a temperatura ambiente por 10 minutos.

Apos a secagem, o DNA foi eluido em 50uL de agua estéril e estocado a 4°C.
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4.4. Selecao dos primers e realizacido do real-time PCR

Para determinacdo da carga parasitaria nos linfonodos, 50ng de DNA de cada
amostra foi usada para quantificagdo por PCR em tempo real. As amostras foram amplificadas
com auxilio do ABI Prism 7500 Sequence Detection System usando o SYBER-Green PCR
master mix kit (Applied Biosystems) e 250 nM de oligonucleotideos internos. Os primers
utilizados nas reagdes de amplificagdo foram desenhados pelo programa Primer Express
(Applied Biosystems, EUA) Rev: 5’-CCA CCG GTC GTTGTTGATG -3’ e Fwd: 5’-CCC
GAG GGC AGC ACT TG -3’, sequéncias do cinetoplasto do DNA da Leishmania. As
condigdes iniciais consistiram na pré-incubacdo a 95°C por 10 min, seguido por amplificacido
do DNA alvo por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C for 10 min e 1 minuto a 60°C com o ABI
Prism 7500 Sequence Detection System de acordo com especificagdes do fabricante. As
amostras foram amplificadas em placas de 96 pocos. Para cada placa e corrida realizada foi
sempre incluido controle negativo. Foi utilizada uma curva padrdo com nove concentracdes

diferentes de DNA de L. chagasi.

4.5. ELISA para detec¢do de citocinas

A presenca das citocinas IL-10 e IFN-y foi quantificada no soro, pelo método de
ELISA de acordo com as especificacdes do Kit R&D Systems Cat.N° CAIF00 (Minneapolis,
USA).

4.6. Imunohistoquimica

As laminas, contendo cortes parafinados de tecidos, foram desparafinadas em xilol
por 10 minutos por 2 vezes, hidratadas em solucdo de alcoois decrescentes (alcool absoluto,
70%, 50%, 30% e 15% respectivamente) e submetidas a um banho em PBS Solugdo de
Tampdo Fosfato - pH 7,2, 0,01M). Em seguida, realizou-se o bloqueio da peroxidase
endogena adicionando-se ao banho de PBS, peroxido de hidrogénio 3%, por 30min a
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temperatura ambiente. As ldminas foram cobertas com solucdo de bloqueio com leite (3% em
PBS) e incubadas em cdmara timida por 30 min a temperatura ambiente. Logo apods, o
anticorpo primario (soro de coelho infectado com L. chagasi, na dilui¢do de 1/1000 em Dako
antibody diluent ref:s3022) foi adicionado em quantidade suficiente para recobrir os
fragmentos, sendo as laminas incubadas por 24 horas em cdmara imida a 4°C. Adicionou-se
entdo o anticorpo secundario biotinilado na diluicdo de 1/100 (DAKO- LSAB 2 System,
Peroxidase- k4068 ), sendo as laminas novamente incubadas em cdmara imida por 30min a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se o complexo estreptoavidina peroxidase (cat
k4068), e incubou-se por 30min em cadmara Umida a temperatura ambiente. A reagdo foi
revelada com kit DAKO cat 3468 , por Smin a temperatura ambiente. As laminas foram entdo
lavadas em 4gua corrente e foi realizada uma contracoloracdo com Hematoxilina de Mayer.
As laminas foram desidratadas em alcoois crescentes, diafanizadas em xilol e montadas com
balsamo do Canada. A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6tico de luz comum
através da contagem de cinco campos por dois patologistas diferentes em objetiva de 40x.Foi

considerada a média das contagens de cinco laminas por grupo.

4.7. Ultrassonografia

Os cées foram contidos e os 6rgdos abdominais avaliados com o uso do aparelho de
ultrassonografia portatil da marca Honda - Ultrasonic scanner - Modelo: HS-2000 -

SN:22010999. - Sonda - 7.5 MhZ, quanto a dimensdo, ecotextura e arquitetura.

4.8. Superoxido Dismutase

Foi quantificada a producdo de superdxido dismutase no soro de todos os caes,
conforme protocolo do Kit da Calbiochem / Superoxide Dismutase Assay Kit II Cat. No.
574601.
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5. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc.) utilizando o teste T de Student. Para andlise dos dados da
imunohistoquimica foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Em todos os casos os resultados
foram considerados significantes quando, p < 0.05. Os resultados obtidos foram expressos

como média + desvio padrao dos grupos tratados em relagdo ao controle , conforme o caso.
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6. RESULTADOS

6.1. Parametros Bioquimicos

As analises bioquimicas, para avaliar principalmente as fun¢des hepatica e renal, ndo

mostraram diferengas significativas quanto aos valores de proteinas totais, triglicerideos,

alanina aminotrasferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fostatase alcalina, embora

as concentracdes de uréia estivessem reduzidas no 90° dia de tratamento com Alopurinol,

permaneceram entre os valores de referéncias normais nos periodos pos tratamento nos dois

grupos tratados (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacio de parametros bioquimicos

em cies infectados por L. chagasi

(média+SE).
Dia 0 Dia 90
Alopurinol Haloacetamido Alopurinol Haloacetamido

Uréia (mg/dL) 41.12+5.18 37.97+6.57 22.13+12.88° 29.69+3.29
AST (U/L) 62.00+14.31 73.88+8.74 50.75+12.45 77.31£12.89
ALT (U/L) 63.9249.35 51.85+4.81 45.57+11.56 28.05+7.21

FA (U/dL) 33.88+18.19 22.55+11.37 60.04+4.12 45.12+11.53
PT (g/dL) 8.49+0.78 7.00£1.16 7.60+0.87 7.40+0.53

TG (mg/dL) 45.02+9.65 41.81+6.26 34.25+10.15 30.4949.15

*p<0,05
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6.2. Avaliacao clinica

Apods contengdo fisica, os animais foram examinados e classificados, clinicamente,
segundo escores de gravidade que variavam de 0 a 10 pontos, adaptados de Manna, et al
(2009), foram observados o tamanho do linfonodo popliteo, comprometimento da pele,
alteracdo no peso corporal, presenca de lesdes oculares entre outros parametros. Os dois
grupos tratados apresentavam-se clinicamente semelhantes no inicio dos tratamentos (Figura
6a), entretanto apds 90 dias os cdes tratados com Haloacetamido apresentaram uma ligeira
piora no estado clinico ao contrario dos caes tratados com Alopurinol. Noventa dias apos a
suspensdo das drogas, os cdes permaneceram com estado clinico compardvel ao inicio dos

tratamentos, sem diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 6b).
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Figura 6. Escores clinicos dos cies infectados por Leishmania chagasi. As avaliagdes
foram realizadas periodicamente. a- Dia 0 de tratamento e 902 Dia de tratamento e b- 902 Dia
sem tratamento. Os dados representam a média + S.D de dez animais por grupo. * p<0,05 em

realag¢do ao grupo Alopurinol.
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6.3. Ultrassonografia

O exame ultrassonografico realizado antes do tratamento e apds 90 dias do mesmo,
mostrou que os caes tratados com Alopurinol e Haloacetamido permaneceram com quadro de

hepatoesplenomegalia durante toda a pesquisa (Figura 7).
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Figura 7- Ultrassonografia abdominal de cies infectados por Leishmania chagasi . Os
cdes foram contidos e os oOrgidos abdominais avaliados com o uso do aparelho de
ultrassonografia portatili da marca Honda - Ultrasonic scanner - Modelo: HS-2000 -
SN:22010999. - Sonda - 7.5 MhZ, quanto a dimensdo, ecotextura e arquitetura. Fotos a e b —
Figado de caes tratados com Alopurinol; Fotos ¢ e d — Figado de cdes tratados com

Haloacetamido. As setas indicam hepatoesplenomegalia.
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6.4. Carga parasitaria

A quantificagdo da carga parasitaria em amostras obtidas por aspirado de linfonodo
popliteo, foi realizada por real time PCR. Os grupos estudados apresentaram cargas
parasitarias semelhantes antes dos tratamentos (Figura 8a), o que ndo se manteve constante
apods 90 dias, onde a carga parasitaria foi significativamente reduzida nos caes que receberam
Haloacetamido em comparag¢do aos animais tratados com Alopurinol Em contrapartida, 90
dias apos a suspensdo dos tratamentos, 0s grupos permanecerem com carga parasitaria

elevada e semelhante (Figura 8b).

300+ 1 Dia0
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Figura 8- Quantificacdo da carga parasitaria de cies infectados por Leishmania chagasi.
Para determinacdo da carga parasitaria nos linfonodos, 50ng de DNA de amostra de todos os
animais foi usada para quantificacdo por PCR em tempo real. As quantifica¢cdes foram
realizadas periodicamente, a- Dia 0 de tratamento e 90 2 Dia de tratamento e b- 90 ¢ Dia sem
tratamento. Os dados representam a média = S.D de dez animais por grupo. * p<0,05, em
relagdo ao grupo Alopurinol.
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6.5. Imunohistoquimica

Fragmentos de pele foram também submetidos a técnica de imunohistoquimica, para
visualizagdo e contagem do nimero de macrofagos infectados. Os resultados demonstraram
uma redu¢@o no nimero de macrofagos infectados com formas amastigotas de L.chagasi, nos
cdes tratados com Haloacetamido em comparacdo aos animais que receberam Alopurinol no

90 ¢ dia de tratatamento (Figura 9).
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Figura 9- Ntiimero de macréfagos infectados por Leishmania chagasi . Fragmentos de pele
foram submetidos 4 técnica de imunohistoquimica, para visualizagdo e contagem do niimero
de macrofagos infectados, apds 90 dias de tratamento A leitura das ldminas foi realizada em
microscopio otico de luz comum através da contagem de cinco campos por dois patologistas
diferentes em objetiva de 40x. Foi considerada a média das contagens de cinco laminas por

grupo. Os dados representam a média + S.D das contagens por grupo. *p<0,05
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6.6. Determinacio de citocinas no soro

Em relagdo a producdo das citocinas IL-10 e IFN-y, ndo foram detectadas diferengas
entre os grupos durante os 90 dias de tratamento (Figura 10 a,c). Entretanto, 90 dias apds a
suspensdo dos mesmos ocorreu aumento na produgdo, tanto de IL-10 como de IFN-

v (FiguralOb, d) nos animais tratados com Haloacetamido em comparacdo aos cdes que

receberam Alopurinol .

2.0+ a
_ 1.51
£
o2
2 101 1
- - 1 Dia0
- .
= 054 Bl Dia 90
0.0 T I
Alopurinol Haloacetamido

N
o
]
(on

-
a
1

Tt

[
JAEEEEEEEENENN
EEEEEEEEEEEN

IL-10 pg/ml
>

0.5_ EEEEEEEEEEEN
lllllllll.:.:.:.:
Tt
lll-llll-:::::::

0.0 T
Alopurinol Haloacetamido

97



2001 Y

-
(]
(=]
1
|
|

3 Dia0
@8 Dia 90

IFN-y (pg/mL)
2

a
<

0 T T
Alopurinol Haloacetamido

*
200+ d

150+

100+

INF-y pg/ml

50+

Alopurinol Haloacetamido

Figura 10— Quantificacdo de citocinas em cies infectados por Leishmania.chagasi.
A presenga das citocinas IL-10 e IFN-g foi quantificada no soro, pelo método de
ELISA de acordo com as especificagdes do Kit R&D Systems .As quantificagdes foram
realizadas periodicamente, A e C- Dia 0 de tratamento e -90 ¢ Dia de tratamento ;B e
D- 90 ¢ Dia sem tratamento. Os dados representam a média + S.D de dez animais por

grupo. * p<0,05.
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6.7. Producio de Superoxido Dismutase

Foi quantificada a producdo de SOD no soro de todos os cdes. Foram
encontradas diferencas estatisticas entre os grupos somente no 90 2 dia de tratamento,
onde houve aumento na producdo de SOD pelos cdes que receberam Haloacetamido em
comparacdo aos animais tratados com Alopurinol (Figura 11a). Nos demais tempos

avaliados ndo foram encontradas diferengas relevantes (Figura 11b).
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Figura 11— Producio de Superoxido Dismutase em cies infectados por L.chagasi.
Foi quantificada a produg¢do de superoxido dismutase no soro de todos os caes,
conforme protocolo do Kit da Calbiochem / Superoxide Dismutase Assay Kit II.As
quantificagdes foram realizadas periodicamente, a- Dia 0 de tratamento ¢ 902 Dia de
tratamento e b- 90 ¢ Dia sem tratamento. Os dados representam a média + S.D de dez

animais por grupo. * p<0,05, em relag¢do ao grupo Alopurinol.

99



7. DISCUSSAO

Os tratamentos permitidos pela OMS para Leishmaniose Visceral Canina
podem levar a um controle temporario da doenga, porém acompanhado de permanente
remissdo de sinais clinicos, ndo apresentando até o momento nenhum eficiente para
eliminag@o total e a longo prazo dos parasitos. As quimioterapias atuais ndo garantem
erradicagdo dos parasitos e consequentemente ndo exclui os cdes como fonte de

infec¢do vetorial.

Os tratamentos mais comuns utilizados para LVC sdo baseados no uso de
Antimoniais e de Alopurinol, sendo, frequentemente, usados em combinagdo (Gaskin et
al., 2002). O uso dos antimoniais pentavalentes pode ser feito por quatro a oito semanas
enquanto o Alopurinol ¢ geralmente adminstrado por longos meses até a completa
estabilizacdo e reducdo dos sinais clinicos dos animais. Entretanto, no Brasil, o
Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) tem sua distribui¢do e uso restrito ao
servico publico de satude, destinado ao tratamento humano, ndo podendo ser utilizado

para o tratamento da LVC (MS., 2006).

O que se tem observado portanto, em relagdo aos tratamentos disponiveis e que
na maioria dos casos a cura clinica ndo é acompanhada da eliminag¢do ou reducdo do
protozoario, levando a uma ineficicia terapéutica. Larangeira. (2008) sugere que a
elaboragdo de um perfil clinico, bioquimico e imunopatolégico pode servir como base
para esclarecer questdes relacionadas a evolu¢do da infeccdo no cdo tratado ou nao,

servindo para identificar animais infectados transmissores e ndo transmissores do

parasito para o vetor, favorecendo assim um possivel controle da doenca.

As avaliacdes sistematizadas dos animais tratados trazem informagdes
indispensaveis para avaliagdo do uso de novos quimioterapicos. O acompanhamento das
fungdes hepatica e renal dos cdes com LVC ndo tem nenhum valor de preponderante
para o diagndstico da doenca, porém estes pardmetros podem fornecem importantes
informacdes para a avalia¢do do estado clinico dos animais, do prognostico da doenca e

da evolucgdo de caes tratados (Costa-Val et al., 2007).

A avaliagdo hepatica em nosso estudo, foi realizada através da quantificacio de

AST, ALT e fosfatase alcalina. Nossos resultados demonstraram que as concentragdes
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séricas dessas enzimas, foram normais durante o tratamento com Haloacetamido, ndo
induzindo alteragdes hepaticas detectavéis bioquimicamente, mesmo apds tratamento
diario, sendo portanto bastante satisfatério. Durante a progressdo da doenga uma das
manifestagdes mais comuns ¢ o aumento hepatico causado pela intensa reagdo
inflamatoria cronica nesse 6rgdo, além da presenga de granulomas intralobulares bem
organizados tanto em animais sintomaticos como assintomaticos( Tafuri et al., 1996;
Tafuri et al., 2001; Santana et al., 2007). Porém, ¢ baixa a frequéncia de alteracdes

bioquimicas detecadas nos exames laboratoriais.

Isso foi observado em nosso estudo como mostram os resultados das
ultrassonografias abdominais com predominancia de hepatoesplenomegalia porém
auséncia de alteracdes mnos parametros bioquimicos. A permanéncia da
hepatoesplenomegalia ocorre possivelmente devido a auséncia de supressdo do sistema
imune, uma vez que essa resposta ¢ altamente ativada durante a resposta ao antigeno de

Leishmania ( Kenney et al., 1998) ou mesmo a diante de tratamento.

A insuficiéncia renal caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes renais
irreversiveis e perda de func¢do renal (Polzin, 1997), pode ser detectada pela mensuracio
das concentragdes plasmaticas de creatinina e uréia, onde foi detectada uma reducio
com noventa dias de tratamento com Alopurinol, mantendo-se entre os valores de
referéncias normais nos periodos posteriores nos dois grupos tratados. O Alopurinol
sozinho ou em combinagdo geralmente possui baixa toxicidade (Baneth e Shaw., 2002)
o que explica a alteragdo das concentragdes séricas de uréia vistas somente
pontualmente. De acordo com Rigo et al. (2009) o comprometimento renal no calazar
deve-se tanto a agdo direta da Leishmania no intersticio renal quanto ao tratamento com
as medica¢des leishmanicidas, portanto a redu¢do ou manuten¢do normais das taxas de
uréia nos sugere um bom prognoéstico, indicando sua competéncia para filtracdo e

eliminagdo de creatinina.

O principal desafio na aplicagdo de uma nova terapia para LVC ¢ constatar sua
capacidade em reduzir ou eliminar os parasitos dos orgdos alvos. O tratamento com
Haloacetamido, em apenas noventa dias, além de ndo causar alteragdes nos parametros
bioquimicos avaliados , reduziu consideravelmente, a carga parasitaria no linfonodo dos

animais tratados em comparagdo ao tratamento com Alopurinol.
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O Haloacetamido ja ¢ bem descrito por atuar em células cancerigenas (Jiang et
al., 1998), possuindo uma capacidade antiproliferativa e antimicrotubulo. A familia das

tubulinas possuem altos niveis de heterogeneidade trancripcional e pds- trancripcional
(Cleveland et al., 1985; Joshi et al.,1990; Luduena et al., 1998) e algumas variagdes

neste sentido sdo descritas nas Leishmanias, que podem conter um pool de tubulinas
com diferentes fung¢des para o parasito. (Coulson et al., 1996; Fong et al., 1984). Logo,
o Haloacetamido age eficientemente desorganizando o complexo de microtubulos,
atuando no desenvolvimento do parasito, sendo mostrada sua atividade entre espécies

diferentes de Leishmania (Hiam., 2006).

Conforme mostrado na figura acima , a reducdo da carga parasitaria foi
evidente nos caes tratados com Haloacetamido quando comparado ao uso do
Alopurinol, o qual apresentou melhora clinica porém sem redugdo de carga parasitaria.
O tratamento com Alopurinol sozinho ou em associacdo com Miltefosina ou com
Antimoniais ¢ reconhecidamente descritos por resultar em cura clinica satisfatéria
(Mir¢ et al., 2008; Denerolle and Bourdoiseau., 1999; Vercammen et al., 2002; Manna
et al., 2008), por outro lado esse tratamento ndo reduz a carga parasitaria destes animais

(Koutinas et al., 2001; Baneth and Shaw, 2002) o que refor¢a nossos achados.

Drogas como a Miltefosina foi primeiramente descrita por sua utilizagdo como
agente antineoplasico e depois como nova droga para tratamento de leishmaniose
visceral humana ( Sundar et al., 1998; Bhattacharya et al., 2007; Mohebali et al., 2007),
apesar de ndo possuir atividade anti-Leishmania direta e sim na ativacdo de células T e
macroéfagos e produgdo de reativos intermediarios de nitrogenio e oxigénio, mecanismo

este ja bastante descrito para eliminagdo do parasito.

Como bem ja se sabe, a produ¢@o de 6xido nitrico pode estar relacionada com a
reducdo da viabilidade parasitaria (Pinelli et al., 1994; Moreno et al., 2002), em
contrapartida também pode ser um potencial agente imunossupressor em altas

concentracdes como ja descrito em outras infecgdes (Sternberg et al., 1994; Cox, 1997).

Buscando investigar se o Haloacetamido esta envolvido na produgdo e controle
desses metabdlitos, nosso trabalho investigou a secre¢do de 6xido nitrico no soro dos
animais ¢ ndo encontramos diferencas durante trinta dias de tratamento (dados ndo

mostrados). Avaliamos também a secre¢do da enzima superdxido dismutase, ja que
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existem evidéncias que esse complexo enzimatico pode estar fortemente relacionado a
sobrevivéncia da Leishmania no curso da infeccdo (Ghosh et al., 2008). Observamos
que houve um aumento na produgdo de SOD pelos caes que receberam Haloacetamido
em compara¢do aos animais tratados com Alopurinol apds noventa dias de tratamento.

Nos demais tempos avaliados ndo foram encontradas diferencas relevantes.

Células fagociticas como neutrofilos e macrofagos sdo capazes de eliminar
microorganismos invasores por um mecanismo dependente de oxigénio, processo
denominado “burst” respiratorio. Durante esse processo ocorre um consumo acentuado
de oxigénio e uma série de reagcdes que culminam com a formagdo de enzimas como o
SOD (Klebanoff, 1992; Rotrosen, 1992). O SOD tem funcdo importante por catalizar a
reacdo de formacdo de perdxido de hidrogénio, esse composto portanto pode ser
importante no aumento da producdo destas moléculas potencializando o papel do
macréfago como agente leishmanicida. Dessa forma, a indu¢do do aumento de SOD
durante o tratamento com Haloacetamido pode ser um dos mecanismos que pode

contribuir para morte de parasitos.

O Alopurinol inibidor da xantina oxidase, mesmo agindo por um mecanismo
diferente pode ser indiretamente um agente antioxidante atuando como o SOD (Campos
et al., 2004). O processo de oxidacdo promovido pela xantina oxidase € responsavel pela
producdo de reativos intermediarios de oxigénio (Granger et al., 1990). A combinagdo
de agentes antioxidantes (sinergismo) pode ser importante para reduzir lesdes oxidativas
nos tecidos (Michael et al., 1985), entretanto esses metabdlitos podem competir em
alguma etapa por substratos em comum. O uso do Alopurinol pode levar a um bloqueio
na producdo de SOD , por isso ndo foram detectadas alteracdes nessa enzima nos caes

que receberam esse tratamento.

Fridovich (1978), Plewes et al. (2003) e Getachew & Gedamu (2007), sugerem
que enzimas como SOD tem um papel importante na regulacdo de reativos
intermediarios de oxigénio e nitrogénio, incluindo anion superoxido, produzidos por
macrofagos durante a infecgdo por microorganismos. Segundo Bricks (1994) os
macrofagos, por meio do mecanismo oxidativo, produzem superdxido utilizando
enzimas que contém ferro. O O2- produzido €, entdo, transformado em peroxido de
hidrogénio que, ao ligar-se a enzima mieloperoxidase, passa a ter uma acdo citolitica

sobre esses patdgenos.
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Tal mecanismo pode ser sugerido para explicar a redu¢do do nimero de
macrofagos infectados com formas amastigotas de L.chagasi, nos cides tratados com
Haloacetamido em comparag@o aos animais que receberam Alopurinol no 902 dia de

tratamento.

Outro aspecto importante a ser discutido foi o aparente controle na producdo de
citocinas como IFN-y e IL-10. O aumento destas citocinas foi detectado apenas noventa
dias apos suspensdo do tratamento com Haloacetamido. Caldas et al. (2005),
demonstraram que pacientes com LVA apresentam alta concentracdo de IFN-y, a qual ¢
reduzida a medida que o tratamento com antimoniais ¢ aplicado. O que corrobora com

nossos achados, onde ocorre aumento dessa citocina na auséncia dos tratamentos.

Estes dados em conjunto nos levam a sugerir que elevadas concentragdes de
IFN-y podem estar associados a severidade da infec¢do, ainda que indiretamente.
Entretanto, alguns autores, indicam o aumento de IFN-y como bom progndstico para o
controle da infeccdo (Manna, et al., 2008) mostrando que no inicio da doenga canina
ocorre um misto de resposta Th1/Th2 e com o decorrer do tempo de tratamento com
Alopurinol e Miltefosina e reducdo da carga parasitaria o perfil Thl é prevalente porém

se aumenta a carga parasitaria essa resposta ¢ significativamente reduzida.

Alguns estudos sdo bastante controversos no que diz respeito a producdo de
citocinas em caes infectados. Pinelli et al. (1994) e Santos Gomes et al. (2002) sugerem
uma associagdo entre a resisténcia e a producdo de citocinas do padrdo Thl. Por outro
lado Quinnell et al. (2001) mostram ndo haver essa associa¢do em cdes naturalmente
infectados por L.chagasi. Strauss-Ayali et al.(2007) e Manna et al.(2006) demonstraram
que a producdo de IL-10 ndo muda no curso da infec¢do por Leishmania e nem mostra-

se diferente quando comparada a produ¢do em animais sintomaticos e assintomaticos.

Em nosso estudo a aumento de IL-10 sé foi detectado apds noventa dias da
suspensdo do tratamento, esse achado pode estar relacionado com o aumento da carga
parasitaria e progressdo da infec¢@o. Esse fato ja foi demonstado em outra pesquisa por
Reis et al, (2008). Essa citocina ja foi descrita por suprimir a fun¢do de outras células
como NK e células T atuando na inibi¢do de mecanismos como apresentagdo de
antigenos e secre¢do de citocinas importantes como IFN-y (Trinchieri, 2007). A IL-10

quando produzidas por células CD4+Foxp3+CD25+, células regulatorias (Trinchieri,
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2007) reduz consideravelmente a habilidade do sistema imunologico em controlar a

infec¢do por parasitos.

Mostramos que o tratamento com Haloacetamido ndo induziu toxicidade
hepatica e renal e reduziu a carga parasitaria no linfonodo e pele dos cées, apesar desse
resultado ndo se refletir em melhora clinica, o que ndo compromete a eficicia do
tratamento visto que a terapeutica com Alopurinol induz excelentes resultados
clinicamente, porém ndo reduz a carga parasitaria. Além disso, o tratamento
possivelmente promove um balanco na secre¢do de citocinas o que pode ser um
mecanismo importante de controle, embora nossa principal sugestdo seja de um efeito
direto da droga no desenvolvimento do parasito, sem apresentar necessariamente um
efeito imunomudulador. S@o necessarios portanto, estudos complementares para
comprovar a eficiéncia do uso desta droga no tratamento da leishmaniose visceral

canina.
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8.

CONCLUSOES

O tratamento com Haloacetamido ndo induziu toxicidade hepatica e renal

Houve reducdo da carga parasitaria no linfonodo e pele dos cées tratados com

Haloacetamido em comparagdo ao ainimais que receberam Alopurinol, apesar

desse resultado ndo se refletir em melhora clinica

O tratamento com Haloacetamido possivelmente promoveu um balanco de

citocinas, controlando a secre¢do de IL-10 e IFN-y, visto que o aumento nas

concentracdes das mesmas sé foi observada apos a suspensao do tratamento

Os animais tratados com Haloacetamido apresentaram maior produgdo de SOD

em comparagdo ao caes que receberam Alopurinol.

Sao necessarios estudos complementares para comprovar a eficacia a longo

prazo deste novo composto.

106



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVAR, J.; CANAVETE, C.; MOLINA, R.; MORENO, J.; NIETO, J. Canine
leishmnaiasis. Adv. Parasitol., v. 57, p. 2-64, 2004.

BHATTACHARYA SK, SINHA PK, SUNDAR S, THAKUR CP, JHA TK, PANDEY
K. Phase 4 Trial of Miltefosine for the Treatment of Indian Visceral Leishmaniasis. J.

Infec. Dis. v. 196, p. 591-8, 2007.

BANETH, G.; SHAW, S.E. Chemotherapy of canine leishmaniosis. Vet Parasitol., v.
106, n. 4, p. 315-24, 2002.

BANETH, G. Leishmanasis. In: GREENE, C. E. Infectious diseases of the dog and cat.
3. ed. Canada: Saunders Elsever, 2006. cap. 73, p. 685-698.

BRICKS, L.F. Ferro e infecc¢des: atualizagdo. Pediatria, Sao Paulo, v. 16, n. 1, p. 34-
43, set. 1994,

CALDAS, A.J.M.; SILVA, D.R.C.; PEREIRA, C.C.R.; NUNES, P.M.S.; SILVA, B.P;
SILVA, A.AM.; BARRAL, A.; COSTA, J.M.L. Infeccdo por Leishmania (Leishmania)
chagasi em criancas de uma area endémica de leishmaniose visceral americana na Ilha

de Sao Luis — MA, Brasil. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 34, p. 445-451, 2001.

CAMPOS, E.B.P.; WINSTON, B. Y. O papel dos radicais livres na fisiopatologia da
isquemia e reperfusdo em retalhos cutdneos: modelos experimentais e estratégias de

tratamento. J. Vasc. Br., v. 3, n. 4, p. 357-366, 2004.

CLEVELAND, D.W.; SULLIVAN, K.F. Molecular biology and genetics of tubulin.
Annu. Rev. Biochem., v. 54, p. 331-365, 1985.

COSTA-VAL, A.P.; CAVALCANTI R.R.; GONTIO, N.F.; MICHALICK, M.S.M.;
ALEXANDER, B.; WILLIAMS, P.; MELO, M.N. Canine visceral leishmaniasis:
Relationships between clinical status, humoral immune response, haematology and

Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis infectivity. Vet. J., London, v.174, p.636-643, 2007.

107



COULSON, R.M.R.; CONNOR, V.; CHEN, J.C.; AJIOKA, J.W. Mol. Biochem.
Parasitol., v. 82, p. 227-236, 1996.

CROFT, SIMON L.; SUNDAR, SHYAM; FAIRLAMB, ALAN H. American Society
for Microbiology. Drug Resistance in Leishmaniasis. Clinic. Microbiol.Rev. , v. 19, n.

1, p. 111-126, Jan. 2006.

COX, F.E.G. Designer vaccines for parasitic diseases. Int. J. Parasitol., v. 27, p. 1147-
1157, 1997.

DENEROLLE, P.; BOURDOISEAU, G. Combination allopurinol and antimony
treatment versus antimony alone and allopurinol alone in the treatment of canine

leishmaniasis (96 cases). J. Vet. Int. Med. v. 13, p. 413-15, 1999.

FRANCINO, O.; ALTET, L.; SANCHEZ-ROBERT, E.; RODRIGUEZ, A.; SOLANO-
GALLEGO, L.; ALBEROLA, J.; FERRER, L.; SANCHEZ, A.; ROURA, X.
Advantages of realtime PCR assay for diagnosis and monitoring of canine

leishmaniosis.Vet. Parasitol., v. 137, p. 214-22, 2006 .

FERRER, L. Leishmaniosis update in diagnosis and therapy. Proceedings of the 14th
Annual Congress ESVD-ECVD PISA, p. 33-36, 1997.

FONG, D.; WALLACH, J.K.; MELERA, P.W.; CHANG, K.P. Differential expression
of mRNAs for a- and B-tubulin during differentiation of the parasitic protozoan

Leishmania mexicana. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 81, p. 5782-5786, Sep. 1984.

FRIDOVICH, I. The biology of oxygen radicals. Science, Washington DC, v. 201, n.
4359, p. 875-880, Sept. 1978.

GARCIA, A.M. Estudo da infeccdo e doenca no cdo (Canis familiaris) Leishmania
(Leishmania) chagasi em uma area endémica na ilha de Sido Luis-Maranhio,
Brasil. 2004. 101f. Dissertagdo (Mestrado em Satde e Ambiente) — Universidade
Federal do Maranhio, Sdao Luis, MA, 2004.

GASKIN, A.A.; SCHANTZ, P.; JACKSON, J.; BIRKENHEUER, A.; TOMLINSON,
L.; GRAMICCIA, M., LEVY, M.; STEURER, F.; KOLLMAR, E.; HEGARTY, B.C;

108



AHN, A.; BREITSCHWERDT, E.B. Visceral leishmaniasis in a New York foxhound
kennel. J. Vet. Intern. Med., v. 16, n. 1, p. 34-44, Jan-Feb. 2002.

GETACHEW, F.; GEDAMU, L. Leishmania donovani iron superoxide dismutase A is
targeted to the mithochondria by its N-terminal positively charged amino acids. Mol.

Biochem. Parasitol., Heidelberg, v. 154, n. 1, p. 62-69, Jul. 2007.

GINEL, P.J.; LUCENA, R LOPEZ, R.; MOLLEDA, J.M. Use of allopurinol for
maintenance of remission in dogs with leismaniasis. J. of Small Animal Practice, v.

39, p. 271-274, 1998.

GRADONI, L.; MAROLI, M.; GRAMICCIA, M.; MANCIANTI, F. Leishmania
infantum infection rates in Phlebotomus perniciosus fed on naturally infected dogs

under antimonial treatment. Med. Vet. Entomol., v. 1, p. 339-42, 1987.

GREENE, C.E. Infectious diseases of the dog and cat. 3rd ed. Philadelphia: Saunders
Elsevier, p.685 698, 2006.

HERWALDT, B.L. Leishmaniasis. The Lancet, Atlanta, v. 354(9185), p.1191-1199,
1999.

HIAM, A.; SEBASTIEN, D.; GEORGE, B.; ARLETTE, F.; KALIL, J.; LE PAPE, P.
Microtubule target for new antileishmanial drugs based on ethyl3-

haloacetamidobenzoates. J. Enz. Inhibit. Medic. Chemist., v. 21, n. 3, p. 1-8, 2006.

KENNEY, R.T.; SACKS, D.L.; GAM, A.A.; MURRAY, HW. & SUNDAR, S. -
Splenic cytokine responses in Indian kala-azar before and after treatment. J. infect.

Dis., 177: 815-818, 1998.

JIANG, J.D.; DAVIS, A.S.; MIDDLETON, K.; LING, Y.H.; PEREZ-SOLER, R,
HOLLAND, J.F.; BEKESI, J.G. 3-(haloacetamido)-benzoylurea: a novel canceridal
tubulin ligand that inhibits microtubule polymerization, phosphorylatesbcl2 and induces
apoptosis in tumor cells. Cancer Res., v. 58, p. 5389-5395, 1998.

JOSHI, H.C., CLEVELAND, D.W. Diversity among tubulin subunits: toward what
functional end? Cell. Motil. Cytoskel., v. 16, p. 159-163, 1990 .

109



KLEBANOFF, S.J. Oxygen metabolites from phagocytes. /n Inflammation: Basic
Principles and Clinical Correlates (J.I. Gallin, .M. Goldstein, and R. Synderman, eds.)
pp. 541-588. Raven Press, New York, 1992.

KOUTINAS, A. F.; SARIDOMICHELAKIS, M. N.; MYLONAKIS, M. E;
LEONTIDES, L.; POLIZOPOULOU, Z.; BILLINIS, C.; ARGYRIADIS, D.; DIAKOU,
N.; PAPADOPOULOS, O. A randomized, blinded, placebo-controlled clinical trial with

allopurinol in canine leishmaniosis. Vet. Parasitol., v. 98, n. 4, p. 247-261, 2001.

LAMOTHE, J. Essai de traitement de la leishmaniose canine par I’amphotericin B. 39
cas. Pract. Méd. Chir. An. Comp., v. 32, p. 133-141, 1997 .

LARANGEIRA, D.F. Avaliacio da imunidade humoral e celular em caes
naturalmente infectados com Leishmania (L.) chagasi e sua correlacio com a

transmissibilidade para o vetor. 2008. 79f. Tese (Doutorado) — Universidade de Sao
Paulo, 2008.

LEMKE, A.; KIDERLEN, A. F.; KAYSER, O. Amphotericin B. Appl. Microbiol.
Biotechnol., v. 68, n.2, p. 151-162, 2005.

LESTER, S.J.; KENYON, J.E. Use of allopurinol to treat visceral leishmaniosis in a
dog. J. Am. Vet. Med. Assoc., v. 209, n. 3, p. 615-7, Aug. 1996.

LUDUENA, R. F. Multiple forms of tubulin: different gene products and covalent
modifications. Int. Rev. Cytol., v. 178, p. 207-275, 1998.

MANNA, L.; REALE, S., VIOLA, E.; VITALE, F.; MANZILLO, V.F.; MICHELE,
P.L.; CARACAPPA, S.; GRAVINO, A.E. Leishmania DNA load and cytokine
expression levels in asymptomatic naturally infected dogs. Vet. Parasitol., v. 142, p.

271-280, 2006.

MANNA L, GRAVINO AE, PICILLO E, DECARO N, Buonavoglia C. Leishmania
DNA quantification by real-time PCR in naturally infected dogs treated with
miltefosine. Ann N 'Y Acad Sci, 2008.

110



MANNA, L.; REALE, S.; VITALE, F.; PICILLO, E.; PAVONE, L.M.; GRAVINO,
A.E. Real-time PCR assay in Leishmania-infected dogs treated with meglumine

antimoniate and allopurinol. Vet. J., v. 177, n. 2, p. 279-82, Aug. 2008.

MANNA, LAURA; REALE, STEFANO; VITALE, FABRIZIO; GRAVINO,
ANGELO ELIO. Evidence for a relationship between Leishmania load and clinical
manifestations. Res. Vet. Science, v. 87, n. 1, p. 76-78, Aug. 2009.

MICHAEL , J. Effects of Superoxide Dismutase and Allopurinol on the Survival of
Acute Island Skin Flaps. Ann. Surg., v. 201, n. 3, Mar. 1985.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Saude - Brasil. Manual de

Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral. Brasilia, 2006. 126p

MIRO, G.; MATEO, 1.; CANAVATE, C.; NIETO, J.; MONTOYA, A.; GALY, S.;
MEDAILLE, C.; ALVAR, J. Miltefosine: A new treatment for canine leishmaniosis.
In: Abstract book of Third World Congress on Leishmaniosis. Sicilia: [s.n.], 2005,
171 p.

MIRO, G. Leishmaniose canina: avancos no controlo da doenca. [Videoconferéncia
Interactiva Ibérica: Doencas dos cies transmitidas por vectores]. Lisboa: Bayer

HealthCare: Satide Animal, 2008.

MOLINA, R.; AMELA, C.; NIETO, J.; SAN-ANDREAS, M.; GONZALEZ, F.;
CASTILLO, J.A.; LUCIENTES, J.; ALVAR, J. Infectivity of dogs naturally infected

with Leishmania infantum to colonized Phlebotomus perniciosus. Trans. Royal Soc.

Trop. Med. Hyg., v 88, p. 491-493, 1994.

MOHEBALI, M. Comparison of miltefosine and meglumine antimoniate for the
treatment of zoonotic cutaneous leishmaniasis (ZCL) by a randomized clinical trial in

Iran. Acta Tropica, v. 103, p. 33-40, 2007.

MORENO, J.; ALVAR, J. Canine leishmaniasis: epidemiological risk and the
experimental model. Trends Parasitol., vol. 18, n. 9, p. 399-405, 2002.

111



NIETO, J.; SAUGAR, J. M.; MIRET, J.; GONZALES, F. La Leishmaniosis canina. 1
Parte. Inf. Vet. Revista Oficial del Consejo General de Colegios Veterinarios de
Espaiia, p. 34-40, jun. 2005.

PINELLI, E. R KILLICK-KENDRICK, ] WAGENAAR, W BERNADINA, G DEL
REAL, AND J RUITENBERG, Cellular and humoral immune responses in dogs
experimentally and naturally infected with Leishmania infantum. Infect. Immun., v. 62,

p. 229-235, 1994.

PLEWES, K. A.; BARR, S. D.; GEDAMU, L. Iron superoxide dismutases targeted to
the glycosomes of Leishmania chagasi are important for survival. Infection and

Immunity, Washington DC, v. 71, n. 10, p. 5910-5920, 2003.

POLZIN, D. J. Insuficiéncia Renal Cronica. In: ETTINGER, S.J.; FELDMAN, E.C.

Tratado de Medicina Interna Veterinaria, 1. ed. S3o Paulo: Manole, p. 2394- 2431,
1997.

QUINNELL, R.J. Tissue cytokine responses in canine visceral leishmaniasis. J.Infect.

Dis., Chicago, v.183, p.1421-1424, 2001.

RIBEIRO, V. M.; RAJAO, R. A.; DE ARAUJO DINIZ, S.; MICHALICK, M. S. M.
Evaluation of the potential transmission of visceral leishmaniasis in a canine shelter.

Rev. Méd. Vet., v. 156, n. 1, p. 20-22, 2005.

RIGO, R.S.; RIGO, L.; HONER, M.R. Aspectos Clinicos e Laboratoriais na
Leishmaniose Visceral Americana. J. Bras. Nefrol., v. 31, n. 1, p. 48-54, 2009.

ROTROSEN, D. The respiratory burst oxidase. In: Gallin, J.I.; GOLDSTEIN, IL.M.;
SYNDERMAN, R. Inflammation: Basic Principles and Clinical Correlates. Raven
Press, New York, p. 589-601, 1992.

SANTANA, C. C. ; VASSALLO, J.; DE FREITAS, L. A. R.; OLIVEIRA, G. G. S;
PONTES-DE-CARVALHO, L. C.; DOS-SANTOS , W. L. C. Inflammation and
structural changes of splenic lymphoid tissue in visceral leishmaniasis: A study on

naturally infected dogs. Parasite Immunol., 28 jul. 2007.

112



SANTOS-GOMES, G.M.; ROSA, R.; LEANDRO, C.; CORTES, S.; ROMAO, P.;
SILVEIRA, H. Cytokine expression during the outcome of canine experimental

infection by Leishmania infantum. Vet. Immun. Immunopathol.88, 21-30, 2002.

SILVA, E. S. et al. Contribution of molecular techniques to the epidemiology of

neotropical Leishmania species. Trends in Parasitol., v. 21, n. 12, Dec. 2005.

STERNBERG, J.; MABBOTT, N.; SUTHERLAND, I.; LIEW, F.Y. Inhibition of nitric
oxide synthesis leads to reduced parasitemia in murine 7rypanosoma brucei infection.

Infect. Immun., v. 62, p. 2135-2137, 1994 .

STRAUSS-AYALI D.; BANETH, G.; JAFFE, C.L. Splenic immune responses during
canine visceral leishmaniasis. Vet. Res., v. 38, p. 547-564, 2007.

SUNDAR S, ROSENKAIMER F, MAKHARIA MK. Trial of oral miltefosine for
visceral leishmaniasis. Lancet ., 352:1821-3, 1998.

TAFURI, W.L.; BARBOSA, A.J.A.; MICHALICK, MS; GENARO, O.; FRANCA-
SILVA, JC; MAYRINK, W.; NASCIMENTO, E. Histopathology and
immunocytochemical study of type 3 and type 4 complement receptors in the liver and
spleen of dogs naturally and experimentally infected with Leishmania (Leishmania)

chagasi. Rev. Inst. Med. Trop. Sdao Paulo, v. 38, p. 81-89, 1996.

TAFURIL, W. L.; OLIVEIRA, M. R.; MELO, M. N.; TAFURI, W. L. Canine visceral
leishmaniasis: a remarkable histopathological picture of one case reported from Brazil.

Vet. Parasitol., v. 96, p. 203-212, 2001.

TRINCHIERI, GIORGIO. Interleukin-10 production by effector T cells: Th1 cells show
self control. J. Exp. Med., v. 204, n. 2, p. 239-243, 2007.

VERCAMMEN, F.; FERNANDEZ-PEREZ, F.J.; DEL AMO, C.; ALUNDA, J.M.
Follow-up of Leishmania infantum naturally infected dogs treated with allopurinol:
immunofluorescence antibody test, ELISA and Western blot. Acta Trop., v. 84, p. 175—
181, 2002.

113



APENDICES

114



Cédigo cao:

TERMO DE CONSENTIMENTO

Prezado Sr(*).

Estamos realizando a pesquisa sobre os Aspectos Clinicos e Imunolégicos das Leishmanioses
no Estado do Maranhio — Brasil com objetivo de detectar os fatores que determinam a transmissdo e a
prevaléncia do calazar na area da Vila Nova (Raposa) e produzir conhecimentos que possam contribuir
para a melhoria das medidas de controle atualmente adotadas em relacdo a esta doenga. Para tanto,

precisamos realizar a coleta de amostras de sangue para triagem dos caes infectados nesta area.

Frisamos que, em caso de positividade no exame de triagem para detec¢@o do calazar, a lista dos
cdes infectados sera repassada para o pessoal da Vigilancia Sanitdria, que serd responsavel pelo
recolhimento dos cées (como determina o Ministério da Satude). A retirada dos caes serd supervisionada

pela equipe que realiza este trabalho.

Necessitamos, portanto, de sua valiosa colaboragio no sentido de que nos autorize a incluir seu

cdo nesta pesquisa, liberando-o para que possamos realizar a coleta acima mencionada.
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Ass. Responsavel (de acordo):
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