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RESUMO

A leishmaniose visceral € uma doenca cronica de cardter sist€émico, sendo considerada
uma das principais zoonoses difundidas mundialmente. E causada por protozodrios
pertencentes ao género Leishmania, tendo o cdo doméstico como o principal
reservatorio desta enfermidade. Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo
avaliar o perfil clinico, hematolégico, bioquimico e humoral de cdes naturalmente
infectados, vacinados ou tratados contra a Leishmaniose visceral canina (LVC). Foram
coletadas amostras de sangue de 40 animais provenientes do Hospital Universitdrio
Veterindrio - UEMA, clinicas veterindrias particulares e residéncias, os quais foram
divididas em 4 grupos: grupo 1 - 10 cdes positivos para LVC e sintomadticos; grupo 2 -
10 caes positivos e assintomdticos; grupo 3 - 10 cdes positivos e submetidos a terapia
com Miltefosina e grupo 4 - 10 caes sadios e vacinados contra a LVC. Para confirmacgao
do diagnoéstico da LVC foram empregados teste parasitoldgico (esfregaco medular) e
testes soroldgicos como a Reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) e Ensaio
imunoenzimdtico (ELISA indireto). Em todas as amostras de sangue coletadas foram
realizados testes hematoldgicos (hemograma completo), bioquimicos (dosagem de
ureia, creatinina, ALT, AST, FA, proteinas totais e fragdes), assim como dosagem de
imunoglobulinas (IgG total, IgG1, IgG2 e IgE). Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas
como anemia (70%), trombocitopenia (70%), hiperproteinemia (50%), seguida de
hiperglobulinemia (50%) e hipoalbuminemia (40%), associados a disfuncao renal (60%)
e hepdtica (60%) foram as mais evidenciadas nos cdes pertencentes ao grupo
sintomdtico. Nos cdes tratados com Miltefosina, observou-se um padrido varidvel,
havendo melhora e piora clinico-laboratorial em relagdo a alguns parametros avaliados
ap6s o tratamento. Nos cdes sadios e vacinados os exames apds a vacinagdo
apresentaram-se dentro da normalidade com aumento dos niveis de linfécitos (90%) e

proteinas plasmaticas (70%) quando comparados aos exames anteriores a vacinagao.

Palavras-chave: Leishmaniose. Imunoglobulinas. Terapia. Cao.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a chronic disease of a systemic character, being one of the
main zoonoses spread worldwide. It is a protozoa belonging to the Leishmania genus,
with the dog as the main reservoir of the disease. In this context, the present study
aimed to evaluate the clinical, hematological, biochemical and humoral profile of dogs
naturally infected, vaccinated or treated against canine visceral leishmaniasis (LVC).
Blood samples were collected from 40 animals from the University Veterinary Hospital
- UEMA, private veterinary clinics and residences, divided into 4 groups: group 1 - 10
dogs positive for LVC and symptomatic; group 2 - 10 positive and asymptomatic dogs;
group 3 - 10 positive dogs and submitted to therapy with Miltefosine and group 4 - 10
healthy dogs and vaccinated against LVC. To confirm the LVC diagnosis,
parasitological tests (medullary smear) and serological tests such as indirect
immunofluorescence (IFI) and Enzyme — Linked Immunosorbent. Hematological tests
(complete blood count), biochemical tests (urea dosage, creatinine, ALT, total proteins
and fractions), as well as immunoglobulins (IgG total, IgGl, IgG2 e IgE) were
performed in all blood samples. Hematologic and biochemical alterations, such as
anemia (70%), thrombocytopenia (70%), hyperproteinemia (50%), hyperglobulinemia
(50%) and hypoalbuminemia (40%) were associated with renal (60%) and hepatic were
the most evident in dogs belonging to the symptomatic group. In dogs treated with
Miltefosine, a variable pattern was observed, with clinical and laboratory improvement
and worsening in relation to some parameters evaluated after treatment. In healthy and
vaccinated dogs, post-vaccination examinations were within normal limits with
increased lymphocyte (90%) and plasma protein (70%) levels compared to pre-

vaccination exams.

Key words: Leishmaniasis. Immunoglobulins. Terapy. Dog.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecciosas de cardter cronico, difundidas
mundialmente, apresentando caracteristicas epidemioldgicas, bioldgicas e formas
clinicas distintas (ROSS, 1903). Sdo causadas por protozodrios pertencentes ao género
Leishmania e transmitidas através da picada de flebotomineos fémeas infectadas
pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo). De
acordo com a espécie envolvida e as manifestacdes clinicas, as leishmanioses podem ser
divididas em duas principais formas: leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral
(LV).

A leishmaniose tegumentar concentra a maior frequéncia de casos, no
entanto, a leishmaniose visceral, em decorréncia de suas complicagdes, se ndo tratada,
pode evoluir a 6bito (OPAS, 2017).

A incidéncia desta enfermidade se estende por 98 paises de clima tropical,
subtropical e temperado (OPAS, 2017). Em 2015, foram reportados 197.552 novos
casos de leishmaniose cutdnea e 22.187 novos casos de leishmaniose visceral pela
Organiza¢io Mundial de Satide (OMS). O Brasil juntamente com a India apresentam
mais de 50% dos casos de leishmaniose visceral globalmente (WHA, 2017).

Segundo a Organizacao Mundial de Sadde, a LV € considerada uma das seis
principais doengas tropicais, dada a sua distribuicdo, incidéncia e alta letalidade em
individuos ndo tratados. A leishmaniose visceral ja foi relatada em 76 paises do mundo,
sendo considerada endémica em 12 paises das Américas, onde cerca de 96% dos casos
reportados nessa regido estdo concentrados no Brasil. No periodo de 2001-2016 foram
relatados 55.530 casos humanos de LV nas Américas com uma média anual de 3.457
casos (WHO, 2017).

Os cdes, assim como os seres humanos, sdo acometidos pela leishmaniose
visceral, sendo considerados os principais reservatérios dessa enfermidade, podendo
atuar como fonte de infecc¢do, visto que hd uma interacdo afetiva direta entre essas
espécies (MARCONDES; ROSSI, 2013).

A leishmaniose visceral canina (LVC) tem se tornado uma preocupagdo na
drea da sadde publica devido a sua rdpida distribui¢do geogréfica, aumento da
incidéncia de casos, variedade de sinais clinicos apresentados por esses animais € risco

de morte, se ndo diagnosticado e tratado precocemente. E estimado que 2.5 milhdes de



26

cdes estejam infectados apenas na Bacia do Mediterraneo (MORENO & ALVAR,
2002).

A Organizagdo Mundial da Satde e a Organizacdo Panamericana de Saude
(OPAS) até o ano de 2015 recomendavam a eutandsia dos cdes soropositivos como
medida de controle da doenga. No entanto, em 2016, o Ministério de Agricultura
Pecudria e Abastecimento (MAPA), por meio da nota Técnica Conjunta n° 001/2016
MAPA/MS, autorizou a comercializacdo da Miltefosina (Milteforan®) para tratamento
de cdes positivos. No entanto, uma reavaliagdo periddica deve ser realizada para que se
tenha um acompanhamento da evolucio ou progressao clinica desses animais.

A imunizagdo de cides, juntamente com a utilizacdo de coleiras repelentes e
controle da populacdo errante sdo algumas medidas de prevencdo que devem ser
adotadas, a fim de evitar a contaminacdo de animais sadios, reduzindo, portanto, os
indices de disseminacdo da doenca.

A LVC € uma problemaética enfrentada na cidade na cidade de Sao Luis/MA
- Brasil, dada a alta incidéncia da enfermidade nesta regidao, bem como auséncia de
politicas publicas voltadas para as medidas de controle e prevencdao da doencga,
dificuldade de diagndstico precoce e seguro e auséncia de terapias eficazes.

A resposta imunoldgica do organismo animal frente a leishmaniose visceral
canina ainda ndo foi completamente elucidada. O papel das imunoglobulinas vem sendo
estudado para que se consiga compreender as suas fungdes e a correlagdo entre seus
titulos e as formas clinicas apresentadas pelo animal e a progressdo ou resisténcia a
infeccdo. Além disso, devido a auséncia de estudos que avaliam a cinética dessas
imunoglobulinas apds o tratamento de cades positivos submetidos a terapia com a
Miltefosina, o presente trabalho objetivou avaliar o perfil clinico, hematolégico,
bioquimico e humoral de cdes naturalmente infectados, vacinados ou tratados contra

LVC.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A Leishmaniose visceral (LV) foi descrita pela primeira vez no ano de 1835,
na Grécia, onde passou a ser conhecida como “ponos” (Deus da dor, na mitologia
grega). Em 1869, na India, novos casos da doenca comecaram a aparecer. No Ano de
1900, em Bengal, na India, William Boog Leishman identificou a presenca de um
protozodério no bago de um soldado que foi a 6bito, recebendo inicialmente o nome de
“Kala-jwar” (febre negra) ou “Kala-azar” (Calazar) em virtude da febre e pigmentagao
exacerbada em pacientes acometidos pela enfermidade (MARZOCHI, 1981).

Em 1903, Donovan identificou a presenca do agente etioldgico em aspirados
esplénicos de uma criangca que apresentava episddios de febre irregular. O parasito foi
cultivado primeiramente por Rogers, em 1904, em sangue citratado, onde observou nas
culturas que o parasito apresentava forma flagelada. Em 1908, na Tunisia, Nicolle e
colaboradores encontraram parasitos em caes, sugerindo a partir de entdo, a importancia
desses animais como reservatorio da doenca. No entanto, foi somente em 1931 que os
flebotomineos foram incriminados como vetores (MICHALICK e GENARO, 2005).

O primeiro relato da LV aut6ctone no Brasil foi registrado por Migone, no
Paraguai, em 1913, apds a necropsia de um paciente oriundo de Boa Esperanca, no
Mato Grosso (ALENCAR et al., 1991). Nas regides Norte e Nordeste os primeiros
registros da enfermidade ocorreram em 1934, por Henrique Penna, a partir de 1aminas
histolégicas provenientes de tecido hepatico (viscerotomia) de pacientes post mortem
para diagnéstico de febre amarela (LAINSON et al., 1986; GENARO, 2000; SILVA,
2007).

Deane e Mangabeira, em 1954, incriminaram o Lutzomyia longipalpis como
a espécie vetora responsdvel pela transmissdo da Leishmania chagasi, devido sua
constante presenca ao redor e no interior das residéncias de pacientes doentes
(CHAGAS, 1936; RANGEL e LAINSON, 2003). Posteriormente, em 1956, Deane em
estudos pioneiros sobre o ciclo de transmissdao da doenga no Brasil culminaram com a
incriminagdo da raposa Lycalopex vetulus como reservatdrio silvestre € na confirmacao
do papel do cdo como importante reservatério doméstico desta enfermidade (BADARO

& DUARTE, 1986).
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No Estado do Maranhdo, a primeira descri¢do da leishmaniose se deu em
1964, por Fiquene, o qual relatou 53 casos de leishmaniose através de viscerotomias e 2
casos autéctones no municipio de Sdo José de Ribamar, na Ilha de Sao Luis.
Posteriormente, em 1982, 39 casos auctétones de LV foram diagnosticados, instalando-
se, assim, uma endemia com expansdo da doenga para outras regides da cidade e do

Estado (SILVA et al., 1986).

2.2 Epidemiologia

A leishmaniose € uma zoonose distribuida mundialmente, ja tendo sido
relatada na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas, totalizando 98 paises
nos cinco continentes (Figura 1) (ALVAR et al., 2012). Estima-se o aparecimento de
cerca de 1,3 milhdo de novos casos da doenga por ano, dos quais 200 a 400 mil sdo
referentes a leishmaniose visceral. Cerca de 90% dos casos ocorrem em Bangladesh,
Brasil, Etiopia, India, Nepal, Suddo do Sul e Suddo, onde 10% evoluem para 6bito

(WERNECK, 2016).

Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2015
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Figura 1. Distribuicio mundial da leishmaniose visceral, 2015.
Fonte: Organizacao Mundial da Saide (WHO)

A LV ¢ uma doenca potencialmente fatal, se ndo tratada, sendo considerada

endémica em 12 paises das Américas. Nesse contexto, o Brasil ocupa um papel de
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destaque, visto que representa cerca de 96% dos casos dessa regido, tendo casos
reportados também na Argentina, Colombia, Paraguai e Venezuela (Figura 2) (OPAS;
OMS, 2018).

A incidéncia de Leishmaniose cutinea (LC) e mucocutinea (LMC)
correspondem a aproximadamente 1 milhdo de novos casos anualmente. Dos 1,3
milhdes de casos estimados mundialmente, apenas cerca de 600.000 sdo realmente
notificados Além disso, a notificacdo obrigatdria da doenca se da apenas em 33 dos 98

paises afetados, fato este, que torna desconhecido a real situacdo das leishmanioses no

mundo (WHO, 2013).
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Figura 2. Casos de leishmaniose visceral nos paises com maior nimero de casos nas
Américas, 2001-2016.

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais de
Leishmanioses/Servicos de Vigilancia. Acesso em: 05/09/2018.

No Brasil, a leishmaniose encontra-se amplamente distribuida, ja tendo sido
descrita em todas as regides do pais. A regido Nordeste concentra os maiores casos da
doenga, seguidos das regides Norte, Centro-Oeste, Sudeste €, mais recentemente, tem-se

registrados surtos endémicos também na regido Sul (Figura 3) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).
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Figura 3. Distribuicdo de casos da leishmaniose visceral no Brasil, 2015.
Fonte: SVS/MS (2015).

Inicialmente, a leishmaniose visceral era restrita as dreas rurais e
periurbanas, no entanto, atualmente, observam-se alteracdes importantes no cendrio de
transmissdo da doenca em decorréncia do €xodo rural e desmatamento, onde a doenga
avancou para outras regides que antes eram consideradas livres da enfermidade,
alcangando grandes centros urbanos. A LV estd distribuida em 21 das 27 unidades da
Federacdo, com a prevaléncia dessas regides sendo influenciada por fatores geogréficos,
climaticos e sociais (GONTIJO e MELO, 2004; LAZARI, 2007; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

Segundo o Ministério da Sadde, o Estado de Maranhdo, desde 2015 ¢
considerado o Estado Brasileiro com maior nimero de casos de leishmaniose visceral
em humanos. Em 2015, foram registrados 505 casos. Em 2016, esse nimero ampliou
para 640. Ja em 2017, foram reportados 392 casos da doengca. Em relacdo a
disseminagdo da doenca entre os municipios, Sdo Luis concentra os maiores indices da
enfermidade no Estado, onde em 2017, foram relatados 275 casos confirmados
notificados no sistema de informacdo de agravos de notificagio (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

O crescente nimero de casos de leishmaniose visceral em humanos e cies
no Maranhdao se dd devido a condi¢des geograficas e climdticas que favorecem
biologicamente os criadouros de flebotomineos, bem como condi¢des sanitarias

precarias, auséncia de medidas de controle e prevengao, entre outros fatores.
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Atualmente, ndo se tem dados precisos a nivel mundial e nacional referente
a leishmaniose visceral canina, visto que a notificacdo de casos ndo se dd de forma

efetiva, mascarando assim, a real situacao da enfermidade no Brasil e no Mundo.

2.3 Etiologia

As leishmanioses constituem um grupo de doengas infecciosas causadas por
diferentes espécies de protozodrios pertencentes ao Reino Protista (HAECKEL, 1866),
Classe Kinetoplastea (HONIGBERG, 1963), Subclasse Metakinetoplastina
(VICKERMAN, 1976), Ordem Trypanosomatida (KENT, 1880), Familia
Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901), Subfamilia Leishmaniinae (MASLOV &
LUKES, 2012) e género Leishmania (ROSS, 1903) (AKHOUNDI et al., 2016).

Até o momento, tem-se conhecimento a respeito de 30 espécies distintas de
Leishmania, onde aproximadamente 20 destas, sdo consideradas patogénicas a0 homem
e a outros hospedeiros mamiferos, causando as formas visceral, cutdnea ou
mucocutinea (GRAMICCIA & GRADONI, 2005; WHA et al., 2017; KAUFER et al.,
2017).

No que diz respeito a leishmaniose visceral, a espécie envolvida depende da
regido em que ela estd inserida, sendo a Leishmania donovani o agente etiolégico em
paises do Velho Mundo. No Brasil, o agente etiolégico da LV € a Leishmania infantum
(CHAPPUIS et al., 2007; KATRIN KUHLS et al., 2011).

Os protozodrios causadores das leishmanioses sdo considerados parasitas
intracelulares obrigatérios do sistema fagocitico mononuclear. O parasito apresenta-se
sob duas formas evolutivas principais: promastigota e amastigota (SLAPPENDEL,
1988).

A forma promastigota pode ser encontrada no trato digestivo dos insetos
vetores (hospedeiro invertebrado) ou em cultura de células, medindo de 5-15 pum, com
forma alongada e flagelo livre, sendo adaptadas em temperatura entre 22 e 26 °C
(HARHAY, 2011). O nucleo € central, formado de feixes paralelos de microtibulos,
envoltos em uma bainha citoplasmética (FERREIRA et al., 2003; BASANO e
CAMARGO, 2004; AHID, 2009).

A forma amastigota estd presente nos tecidos dos vertebrados,

especialmente em macréfagos, apresentando uma forma arredondada ou ovoéide, com
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flagelo internalizado, medindo de 3-5 um de didmetro com ntcleo central e cinetoplasto
contendo DNA extranuclear. Essas formas sdo adaptadas a temperatura corporal de

mamiferos. (HARHAY et al., 2011).

Figura 4. Formas evolutivas de Leishmania spp. A: Promastigotas. B: Amastigotas.
Fonte: Ministério da Saide do Brasil, 2015.

Atualmente, cerca de 70 espécies de animais atuam como reservatorios de
espécies de Leishmania patogénicas ao homem (ROSE et al., 2004). O cdo doméstico é
considerado o principal reservatorio epidemioldgico da Leishmania infantum (MELO,
2004; BEST et al., 2014).

No ambiente silvestre, raposas € marsupiais representam uma importante
fonte de infeccdo. Todavia, diversos grupos de animais também ja foram incriminados
como reservatorios da leishmaniose visceral, tais como: tamanduas, tatus, canideos,
primatas e preguigas, bem como equinos e o homem (LUPPI et al., 2008; DOUGALL et
al.,, 2009). Atualmente, os felinos também t€m sido reportados como possiveis
reservatorios do agente, tendo importante papel na manutenc¢do desta enfermidade

(ZORZETTO, 2008; METZDOREF et al., 2017).

2.4 Transmissao

A transmissdo e continuidade do ciclo de vida dos protozodrios inseridos no
género Leishmania ocorre por meio de mecanismos de interacdo entre parasito, vetor,
hospedeiro vertebrado e o ambiente (DANTAS TORRES et al., 2012).

Os flebotomos sdo os vetores responsaveis pela transmissdo do parasito ao
hospedeiro vertebrado. Sao insetos hematdéfagos pertencentes a familia Psychodidae, e

aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), e apresentam
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uma vasta distribuicdo nas regides de clima temperado e quente. S@o popularmente
conhecidos como mosquito palha, birigui ou tatuquira (MONTEIRO et al., 2005;
VICENTE SOBRINHO, 2010).

Esses insetos apresentam pequeno porte, medindo em torno de 1 a 3 mm de
comprimento, patas longas e delgadas e corpo coberto de cerdas; sendo caracterizados
por voarem em pequenos saltos e pousarem com as asas entreabertas (Figura 5)
(FEITOSA, 2002; PRATA & SILVA, 2005).

As fémeas, por serem hematéfagas obrigatérias, apresentam uma
importancia epidemiolégica maior no ciclo da doenca. Esses insetos possuem hébitos
crepusculares e noturnos, adaptando-se facilmente a ambientes peridomiciliares e
domiciliares; bem como a temperaturas variadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Até o presente momento, sdo conhecidas aproximadamente 30 espécies de
flebotomineos causadores da leishmaniose visceral humana e canina nas Américas
(ARIAS et al., 1996). No entanto, no Brasil, a principal espécie de vetor relacionada a
transmissdo da doenca € Lutzomyia longipalpis e, mais recentemente, a espécie
Lutzomyia cruzi foi incriminada como transmissora da L. infantum no Estado do Mato

Grosso do Sul (MISSAWA et al., 2011).

Figura 5. Fémea de Flebotomineo adulto, engurgitada.
Fonte: Organizagdo Mundial da Satde, 2017.

Outras formas de transmissdo da LV ja foram descritas, tais como:
transmissdo venérea, transplacentdria e transfusdo sanguinea (NAUCKE; LORENTZ,
2012; MARCONDES; ROSSI, 2013). Sabe-se que o Rhipicephalus sanguineus,
popularmente conhecido como carrapato marrom do cdo, pode albergar o parasito,

entretanto, ndo se tem evidéncias comprobatdrias sobre a importancia epidemioldgica



34

destes mecanismos na transmissao e manutengao dessa zoonose (DANTAS- TORRES

etal., 2011; NAUCKE; LORENTZ, 2012; MARCONDES; ROSSI, 2013).

2.5 Ciclo Biologico e Patogenia

Em relagdo ao parasito, este possui um ciclo bioldgico heteroxeno, ou seja,
necessita obrigatoriamente de dois hospedeiros para completar o seu ciclo de vida,
sendo um vertebrado e um invertebrado (KONTOS; KOUTINAS, 1993).

A infec¢@o no vetor ocorre durante o repasto sanguineo, onde flebotomineos
fémeas sugam o sangue do mamifero infectado. Nesse momento, hd a ingestdo de
amastigotas de Leishmania livres presentes nos tecidos ou em fagolisossomos dos
macréfagos ou outras células fagociticas (HANDMAN; BULLEN, 2002). No trato
digestivo dos vetores, ocorre a diferenciacdo das formas amastigotas em promastigotas
prociclicas, as quais se multiplicam por divisdo bindria. Posteriormente, os parasitos
passam por sucessivos estdgios (nectomonada, leptomonadas e haptomonadas), até
alcangarem a regido tordcica do intestino do vetor. As formas leptomonadas secretam
quitinases € um gel denominado PSG (promastigote screted gel), que promovem a
destruicao da vélvula estomodeal do vetor, dificultando assim, o processo de succiao do
sangue. Estas por sua vez, irdo colonizar o esdfago e a faringe do flebotomineo, onde
permanecem aderidas ao epitélio por meio do flagelo, e em seguida, se diferenciam em
formas infectantes, promastigotas metaciclicas (BATES, 2007). O ciclo do parasito no
inseto se completa em torno de 72 horas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Ap6s esse periodo, durante um novo repasto sanguineo, o flebotomineo acaba
regurgitando o sangue recém-ingerido, o qual contém as formas infectantes,
ocasionando a transmissdo do parasito ao hospedeiro vertebrado (ROGERS; BATES,
2002).

Na epiderme do hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas
serdo internalizadas por macréfagos e outras células do sistema mononuclear fagocitario
(SEM) e, uma vez no interior delas, as condi¢cdes de pH do meio 4cido, aumento da
temperatura e a disponibilidade de {ons de ferro (Fe+), acarretam na diferenciacdo das
formas promastigotas em amastigotas, multiplicando-se rapidamente até o rompimento
das mesmas e liberacdo destas formas que serdo fagocitadas por novos macréfagos,

ocorrendo entdo a disseminacdo hematogénica para tecidos ricos em células do SFM,
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tais como linfonodos, figado, baco e medula dssea (Figura 6) (SILVA, 2007;
SARIDOMICHELAKIS, 2009; PODINOVSKAIA et al., 2015).

Na tentativa do organismo do hospedeiro vertebrado de conter o processo
instalado, os o6rgdos afetados sofrem uma hiperplasia progressiva. A progressdao da
doenga € facilitada devido a ndo destruicdo do agente fagocitado pelas células do SMF
(principalmente macréfagos). O periodo de incuba¢do da doenca € varidvel de acordo
com a espécie envolvida. No homem, varia em média de 10 dias a 24 meses. Nos caes,

esse periodo pode ser de 3 meses até anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

2.6 Imunopatogenia da LVC

Durante a infeccdo por Leishmania, o hospedeiro responde a diversos
estimulos através de mecanismos da imunidade inata e adaptativa, bem como, da
resposta imune celular e humoral (REIS et al., 2010). A Leishmania spp. apresenta uma
ampla variedade antigénica, permitindo a sua interacdo com as células do hospedeiro na
producdo de sinais desencadeadores da liberacdo de mediadores e ativacdo de células da
resposta imunitéria inata e adaptativa (MARTINEZ et al., 2009).

Ap0s a inoculacio do parasito no hospedeiro vertebrado, a pele atua como a
barreira inicial, exercendo uma func¢do crucial na imunopatogénese da doenca
(PAPADOGIANNAKIS; KOUTINAS, 2015). Em seguida, sdo ativados fatores do
sistema complemento no intuito de debelar os parasitos presentes, no entanto, os que
sobrevivem, sdo internalizados nas células residentes do sistema fagocitico, tais como
células de Langerhans, células dendriticas, neutréfilos e macréfagos, principalmente
(NORONHA et al., 1998).

Posteriormente, ocorre o recrutamento de macrofagos e mastocitos, que
também exercem fungdes primordiais na resposta imune inata e na resisténcia contra a
infeccdo de L. infantum na derme. Os macréfagos sdo apontados como as células
hospedeiras mais importantes no estabelecimento da infeccao e permanéncia do parasito
(PEARSON; SOUSA, 1996). Em seguida, ocorre a migragao progressiva dos leucocitos
da pele para outras regides do organismo animal (SANTOS- GOMES et al., 2000).

O curso da leishmaniose visceral canina estd relacionado a resposta
imunolégica do hospedeiro, a espécie de Leishmania envolvida, além da persisténcia e

proliferagdo dos parasitas em toda a pele e orgdos viscerais. Cada espécie distinta de
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Leishmania sp. direcionara a infec¢ao diferentemente, pois € dependente da modulacao
da atividade fagocitica de macréfagos, resultante de interacdes entre distintos
receptores, tais como receptores do sistema complemento (CR), receptores de manose,
receptores de fibronectina e receptores Fcy (UENO; WILSON, 2012).

Os macréfagos, além de possuirem atividade fagocitica e microbicida,
também atuam como células apresentadoras de antigeno (APCs) orientando-se até o os
nddulos linfaticos para ativar linfécitos T, que por sua vez iniciam um processo de

proliferacdo e diferenciacdo em linfécitos T efetores (SARIDOMICHELAKIS, 2009).

Além disso, estas células apresentam mecanismos leishmanicidas, como a
respiracdo oxidativa que leva a producdo de 6xido nitrico (NO), a partir do precursor L-
arginina, pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),sendo esta, uma das mais

importantes moléculas responsdveis pela morte do parasita (BOGDAN, 2001).

O controle da infeccdo por Leishmania esti associado a destruicdo das
amastigotas intracelulares pelos macrdéfagos, através da ativacdo das células NK e

linfécitos T (SANTOS-GOMES et al., 2008; MENEZES-SOUZA, 20009).

Apesar dos macréfagos serem células especializadas na fagocitose e
destruicdo de agentes patogé€nicos, o parasito possui um conjunto de estratégias que
permitem alterar mecanismos de producdo de citocinas importantes para resposta

protetora do hospedeiro (ROSA, 2012).

Durante a infeccdo por parasitos intracelulares, tal qual a Leishmania,
células infectadas liberam IL-12, que ativam o processo de diferenciacdo de linfécitos T
helper (Th), compreendendo em duas subpopulacdes (T CD4+ e T CD8+), podendo se
diferenciar e produzir padrdes distintos de citocinas (KORN et al., 2009).

A producido de citocinas ocorre em resposta a diferentes antigenos, podendo
estimular respostas celulares distintas envolvidas na imunidade e no processo de
inflamacdo. Estas influenciam na sintese e acdo de outras citocinas, promovendo deste
modo, uma cascata, onde citocinas produzidas posteriormente podem mediar os efeitos
bioldgicos das iniciais. As respostas as citocinas consistem em mudangas na expressao
genética nas células alvo, o que resulta em novas funcdes e algumas vezes, na
proliferacao de células-alvo (HADMAN e BULLEN, 2002; MENEZES-SOUZA,
2009).
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A resposta imunoldgica em caes infectados por Leishmania ocorre devido a
interacdo complexa entre a imunidade celular e humoral (REIS et al., 2010). Caes
positivos podem apresentar diferentes perfis imunoldgicos, podendo estar relacionada a
resisténcia, sendo caracterizada por altas propor¢des de linfécitos T CD4" e células B
CD21%, com consequente aumento na expressdo de IFN- y (COURA-VITAL et al. .,
2011; MENEZES-SOUZA et al., 2011).

Na LVC, a resposta imune mediada pelos linfécitos Thl estimula a resposta
imune celular ativando os fagdcitos, células NK e linfécitos T citotéxicos na tentativa
de debelar o parasito. A elevada expressao de IFN-y, IL-12, IL-2 e TNF-a estimulam a
resposta inflamatdria, as quais induzem a ativagdo dos macréfagos para posterior
reducgdo do crescimento de amastigotas intracelulares de Leishmania sp., desencadeando
uma resposta imune protetora, controlando a infec¢cao (BARBIERI, 2006; ALVES et al.,
2009).

O papel da IL-12 € crucial no controle da infecdo, uma vez que induz a
producdo de INF-y por parte das células polimorfonucleares e uma maior atividade das
células NK, mantendo, deste modo, efic4cia na resposta imunitdria dos linfocitos Th-1
(FERRER, 2002; BARBIERI, 2006).

Além disso, estimulam os linfécitos B a secretarem IgG (BARBIEI, 2006;
ALVES, 2009). Em contrapartida, células Th2 induzem a producdo de anticorpos IgE,
IgA e subclasses de IgG, estimulando a resposta inflamatdria mediada por eosindfilos,
basofilos e mastécitos (HAILU et al, 2005; YOSHIMOTO et al., 2009).

Em animais infectados assintomaticos prevalece a resposta do tipo Th1, uma
vez que IFN-y e outra citocinas inibem a ag¢do de células Th2, com posterior ativacdo de
linfécitos B e producdo de IgG2 (PAPADOGIANNAKIS; KOUTINAS, 2005;
BARBIEI 2006).

Por outro lado, quando a resposta imunolégica € mediada por linfécitos Th2,
estando relacionada com uma resposta imunitaria humoral, hd um predominio de 1L-4,
que juntamente com IL-10, inibem a ativagdo de Thl, aumentando IgGl, IgA e IgE
(BELKAID et al., 2002). Elevadas expressoes de IL-5, IL-13 e TGF-f também sao
observadas, inibindo a ativacdo de macréfagos e a linfoproliferacdo, promovendo
consequentemente a proliferacdo de linfocitos B e estimulando a produgao de anticorpos

que estdo associados a susceptibilidade a infeccdo e manifestagdes clinicas graves
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(BELKAID & TARBELL, 2009; MENEZES-SOUZA et al, 2011;
SELVAPANDIYAN et al., 2012).

Na LVC, as células Th17 exercem um papel essencial, visto que atuam
promovendo a modulacdo de IL-10 e potencializando a produ¢do de NO e na inducdo da

resposta inflamatoéria tecidual (NASCIMENTO, 2012; KATARA et al., 2012).

Resposta Humoral frente a LVC

No ambito da resposta humoral, acreditavam-se que esta ndo exercia papel
imunoprotetor na leishmaniose visceral, em decorréncia da elevacdao dos niveis de
anticorpos associados a evolugdo clinica da doenca em humanos e em cdes.
Inicialmente, as pesquisas relacionadas a resposta imune humoral em caes com LV
eram voltados para realizacdo de enquéritos soro-epidemioldgicos e diagndstico da
enfermidade. Em estudo realizado por Abranches et al. (1991) ndo foi observada
correlagdo entre os titulos de anticorpos e as formas clinicas da doenca, no entanto,
observou-se uma tendéncia entre os elevados niveis de anticorpos € o agravamento dos
sinais clinicos.

As principais imunoglobulinas expressas durante a infec¢io por Leishmania
sdo: IgG e subtipos IgG1 e IgG2, IgA, IgE e IgM.

A imunoglobulina G (IgG) se apresentam na estrutura de mondOmeros
(imunoglobulina 7S), sendo a principal e mais abundante imunoglobulina encontrada no
soro (75%). Além disso, é a principal Ig em espacos extra vasculares. Dentre suas
propriedades, € a tUnica classe de Ig que atravessa a barreira transplacentéria, onde a
transferéncia é mediada pelo receptor da regido Fc do IgG nas células placentarias.
Ligam-se a células, como macréfagos, mondcitos, PMN's e alguns linfécitos através de
receptores de Fc.

As diferentes subclasses de IgG apresentam pequenas diferencas nas
sequéncias de aminoacidos na regido constante das cadeias pesadas. Os principais
isotipos de IgG avaliados em cdes com leishmaniose visceral sdo IgGl e IgG2,
empregados para avaliacdo de progndstico da doenca, bem como evolugdo clinica dos
animais infectados apds o tratamento (SOLANO- GALLEGO et al., 2001).

Aumento de niveis séricos de IgG total estdo de acordo com a evolugdo

clinica da LVC. Niveis séricos de IgG1 estdo correlacionados a cdes assintomaticos
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infectados por L.infantum. Em contrapartida, A presenca elevada dos niveis de IgG2
estd relacionada a gravidade da doenca, sendo mais expressos em cdes positivos
sintomaticos (REIS et al., 2006).

A imunoglobulina A (IgA) encontrada no do soro é um mondmero, no
entanto, também pode ser encontrada em secre¢des, tais como ldgrimas, saliva, colostro,
muco e na urina de caes infectados por L.infantum, onde neste dltimo, pode estar
associada a dano renal (TEIXEIRA NETO et al., 2010).

A IgA desempenha um papel essencial na imunidade de mucosas,
impedindo a adesdo de patogenos a barreira epitelial. Além disso, esta imunoglobulina
pode se ligar a algumas células, como PMN’S e alguns lof6citos. Durante a infec¢ao por
Leishmania, niveis elevados de IgA podem ser observados em cées positivos para LV e
sintomaticos (TEIXEIRA NETO et al., 2010).

A produgdo de anticorpo IgE, geralmente estd associada com infecgdes
helminticas e alergias, mas também tem sido detectada em infeccdes com
microrganismos intracelulares (SOUSA - ATTA et al., 2002)..

A IgE ¢ o is6tipo que contém a cadeia pesada €, e de todos os isétipos de Ig,
a IgE € o mais eficiente na ligacdo aos receptores Fc dos mastdcitos e na ativacao dessas
células (ABBAS et al., 2012). A IgE desenvolve sua funcio bioldgica apds a fixacdo ao
receptor de alta afinidade (FceRI) em mastdcitos, baséfilos e células de Langerhans.
Estes anticorpos sdo produzidos em resposta imune do tipo Th2, estando associada com
o agravamento dos sinais clinicos em cées infectados (SOUSA - ATTA et al., 2002).

Niveis elevados na producdo de IgE desencadeia a ativacdo de células,
como mastdcitos, com consequente liberacdo de histamina e mediadores inflamatdrios,
resultando na amplificacdo do processo inflamatdrio e o aparecimento de alteracdes
teciduais caracteristicas ( LAGE et al., 2007; MENEZES-SOUZA et al., 2011).

Durante a infec¢do por Leishmania, niveis séricos de IgE em cdes esta
relacionado ao agravamento dos sinais clinicos, sendo mais observados em caes
positivos sintomaticos (REIS et al., 2006).

A imunoglobulina M (IgM) normalmente se apresenta como um pentamero
(imunoglobulina 19S), no entanto, pode apresentar-se estruturalmente também como
monomero. Em decorréncia de sua estrutura, a IgM € boa fixadora de complemento,

sendo eficientes na lise de microorganismos (CAMPILLO et al., 1999).
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Uma resposta humoral exacerbada favorece mecanismos imunopatogénicos,
em decorréncia do aumento na producdo de anticorpos, como consequéncia da
estimulagcdo policlonal de linfécitos B, induzindo a forma¢do de imunocomplexos. O
depdsito destes complexos imunes circulantes sobre o endotélio vascular promove uma
reacdo de hipersensibilidade do tipo III, que sdo removidos de forma eficiente pelo
sistema monocitico-macrofdgico (CAMPILLO et al., 1999). Entretanto, o actimulo
excessivo destes complexos, impossibilita a sua remog¢do de forma eficaz (CAMACHO
& LUCENA, 2008).

Os complexos imunes circulantes ativam o complemento, que por sua vez
induz a desgranulacdo de baséfilos e plaquetas, e consequentemente, a liberacdo de
histamina e de outros mediadores inflamatérios. Estes mediadores aumentam a
permeabilidade vascular, os quais se depositam em varios 6rgaos e tecidos como os rins,
vasos sanguineos e articulacOes, provocando danos relevantes ao hospedeiro e
favorecendo o aparecimento dos sinais clinicos (CARDOSO et al., 2007; REIS et al.,
2010).

2.7 Sinais clinicos

As variadas modalidades epidemioldgicas dessa parasitose sdo o reflexo da
multiplicidade de espécies do parasito, de insetos vetores e reservatorios, convivendo
em diferentes ambientes (CAMPOS-PONCE et al., 2005).

Os mecanismos de interacdo entre parasito e hospedeiro direcionam a
gravidade do quadro clinico expressado pelos animais acometidos por essa enfermidade.
A espécie e os fatores de viruléncia do parasito, bem como os fatores intrinsecos
relacionados ao hospedeiro vertebrado, tais como a carga parasitdria, resposta
imunoldgica, estado nutricional, idade e genética s@o fatores determinantes na expressao
dos sinais clinicos da enfermidade no organismo animal (DANTAS-TORRES, 2006).

Ap6s a infeccdo, cdes que apresentam sinais clinicos e/ou alteragcdes
patoldgicas sdo classificados como sintomaticos. Em contrapartida, animais que nao
apresentam qualquer alteracdo clinica sdo designados assintomadticos. De acordo com a
evolucdo da doenca e agravamento de sinais clinicos, a infec¢do pode ser letal em um

curto periodo de tempo (SOLANO et al., 2011).
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Do ponto de vista epidemioldgico, deve-se ter uma atencdo especial para os
animais considerados assintomdticos, visto que estes podem atuar como fonte de
infeccdo silenciosa, contribuindo assim, para a manutencdo do ciclo zoonético de
transmissdo da LVC (SANTOS et al., 2010).

Os sinais clinicos comumente observados em caes infectados por
Leishmania infantum sao: febre, perda de peso, anemia, lesdes de pele com alopecia
multifocal, dlceras cutdneas em regido de ponta de orelha, focinho e regido periorbital,
linfadenopatia, onicogrifose, conjuntivite, blefarite, wuveite, esplenomegalia,
hepatomegalia (LINHARES et al., 2005; SILVA, 2007). Quadros de dificuldade
locomotora, polidipsia, €émese, diarreia, polifagia, epistaxe e melena também podem
estar presentes (FEITOSA, 2000).

Em decorréncia da queda na imunidade animal, doencas oportunistas
poderdo ser observadas, como cistite, pneumonia, piodermites, malassesiase,
dermatofitoses e demodiciose (FEITOSA, 2000; GALVEZ et al., 2011).

Durante a infeccdo por L. infantum pode-se destacar alguns achados
laboratoriais significativos, como anemia, em decorréncia de hemorragia, falha renal,
aplasia medular, dentre outras (REIS et al., 2006, DANESHVAR et al., 2009);
leucocitose e neutropenia (FREITAS et al., 2011), leucopenia com eosinopenia,
linfopenia e monocitopenia também podem estar presentes (REIS et al., 2006;
PALUDO et al., 2007). Niveis elevados de ureia, decorrentes de falha renal; e quadros
de hiperproteinemia e hiperglobulinemia associados ao aumento da producdo de
anticorpos sd@o frequentemente observados (ABREU-SILVA et al, 2008;
CIARAMELLA e CORONA, 2003).

Em achados histopatolégicos de figado de cdes naturalmente infectados,
sintomadticos e assintomdticos, geralmente observa-se uma reagdo inflamatoria cronica
caracterizada por infiltrado de células mononucleares, localizados no espago porta e
parénquima hepdtico. Em cédes assintomdticos também tem sido relatado presenca de
granulomas hepéticos, o que promove uma diminui¢do de parasitos no figado desses

animais (MELO et al., 2009).
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2.8 Diagnostico

Devido a gravidade da leishmaniose visceral canina, refletindo em um alto
indice de morbidade e mortalidade da doenca, se ndo for tratada, o diagndstico preciso e
precoce se faz extremamente necessario. No entanto, em virtude da variedade de sinais
clinicos apresentados pelos animais e uma alta incidéncia de caes assintoméaticos em
regides endémicas, o diagndstico precoce da LVC se torna prejudicado, o que influencia
diretamente em falhas no manejo clinico desses animais e no controle dessa
enfermidade (MADEIRA et al., 2004; CARDOSO et al., 2004).

Andlises epidemioldgicas juntamente com o exame clinico minucioso
promovem o direcionamento para se estabelecer uma suspeita clinica e, posterior
escolha dos métodos de diagnésticos e exames a serem empregados (MARTINEZ-
MORENQO et al., 1999).

O diagndstico da leishmaniose visceral canina pode ser realizado por meio
de métodos parasitolégicos, sorolégicos e moleculares. O diagndstico parasitologico €
baseado na visualiza¢do do parasito obtido através de materiais biolégicos de punc¢do do
baco, figado, linfonodos e medula 6ssea (MO) (GENARO et al., 1988). Algumas
desvantagens deste método sao danos que eventualmente possam ser causados, caso nao
seja executado de forma correta; e a dificuldade na observacdo de parasitos quando o
animal apresenta uma baixa carga parasitdria, podendo refletir em um resultado falso
negativo (ASHFORD, 1995).

Os testes moleculares s@o caracterizados pela detecgdo do DNA do parasito,
como a Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), se destacando por apresentar alta
especificidade e sensibilidade, contudo, esta técnica se limita, uma vez que possui
elevado custo de execucdo (GHARBI et al., 2015).

Na rotina clinica, os métodos soroldgicos sdo amplamente empregados para
triagem e para inquéritos em sadide publica, em razdo de serem pouco invasivos e
relativamente baratos. Esses métodos visam a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania,
visto que a doenca promove uma estimulagdo policlonal de linfécitos B, resultando em
uma grande producdo de anticorpos, tais como a rea¢do de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), ensaio imunoenzimético (ELISA), fixacao de complemento, aglutinacdo direta e
teste imunocromatogréfico rdpido (TR DPP®). As técnicas sorologicas ELISA e teste

imunocromatografico (TR DPP®) sdo recomendadas pelo Ministério da Saude para
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avaliacdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais e censitdrios, sendo o
primeiro um teste de triagem e o segundo confirmatério (MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

A sensibilidade, especificidade e o custo desses testes sio um problema na
pratica da clinica, dado que nao se tem um teste 100% sensivel e especifico, tornando o
diagnéstico da leishmaniose visceral canina no Brasil desafiador (QUEIROZ et al.,

2004; QUINNELL et al., 2018).

2.9 Tratamento

Tratamento em Humanos

O tratamento da leishmaniose visceral em humanos, no Brasil, consiste na
utilizacdo de drogas como antimonial pentavalente, existente sob a forma de
antimoniato de N-metilglucamina; em menor escala, utiliza-se também a anfotericina B
que possui uma ac¢ado leishmanicida e € geralmente utilizada quando o tratamento com o
antimonial ndo apresenta respostas satisfatorias (MANUAL ZOONOSES, 2009).

Em Humanos, os antimoniais pentavalentes t€ém sido utilizados como
farmacos de elei¢do no tratamento da leishmaniose (GREENE, 2006). O seu mecanismo
de acdo atua na inibicdo das enzimas protozodrias responsaveis pela glicélise e oxidagcao
de é&cidos gordos, bloqueando, assim, o seu metabolismo (BANETH, 2002). O
antimoniato de N-metilglucamina por nio apresentar boa absor¢@o por via oral, sendo,
portanto, utilizado diariamente por via intramuscular (IM), subcutinea (SC) ou
endovenosa (EV), podendo desenvolver nos humanos e animais efeitos adversos como
claudicagdes, inflamacdes locais e tromboflebites (NOLI,1999; GREENE, 2006).

O protocolo terapéutico mais empregado consiste na utilizacdo da droga
diariamente na dose de 75 a 100mg/kg, a cada 24 horas (SID) ou 40 a 75mg/kg a cada
12 horas (BID), via subcutinea, durante 3 a 4 semanas (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011). Em torno de 80% do farmaco é excretado pela urina, devendo ser utilizado com
cautela em pacientes cardiopatas, nefropatas e hepatopatas (GREENE, 2006).

A Anfotericina B € outro farmaco empregado no tratamento da leishmaniose

visceral, sendo um antifingico que apresenta uma boa eficicia contra alguns
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protozodrios. No entanto, sua utilizacdo € limitada, visto que seu uso apresenta
desvantagens como alta nefrotoxicidade (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A utilizagdo de farmacos de uso humano para tratamento de leishmaniose
visceral canina vem sendo discutida e t€ém-se uma preocupacdo quanto a utilizacdo
destes, visto que sdo de alto custo; e quando utilizados em longo prazo, podem causar
danos importantes a saide desses animais, bem como podem causar resisténcias nos
parasitos, dificultando assim o tratamento tanto em cdes como em seres humanos

(BANETH, 2002; VULPIANI et al., 2011).

Tratamento da leishmaniose visceral canina

No Brasil, até meados de 2016, o tratamento de cdes infectados por
Leishmania sp. era terminantemente proibido, visto que ndo havia nenhuma droga que
nao fosse de uso humano, bem como a auséncia de drogas autorizadas pelo Ministério
de Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) para essa finalidade. No entanto, em
2016, o MAPA, por meio da nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, autorizou
a comercializacdo da Miltefosina (Milteforan®) para tratamento de cédes positivos, onde
estes devem ser reavaliados periodicamente, para que se tenha um acompanhamento da
evolucdo ou progressdo clinica desses animais (MAPA, 2017).

O tratamento da LVC ainda enfrenta divergéncias, levando em consideracao
que o mesmo ndo anula a carga parasitdria de animais infectados, mesmo que haja uma
melhora nos sinais clinicos apresentados por estes, ou seja, 0 animal permanece como
fonte de infeccdo, contribuindo diretamente com a manuten¢do do ciclo da doenca
(WHO, 2008).

O tratamento de animais ndo € direcionado para a cura pasitologica,
visando, portanto, somente a cura clinica, a melhora da resposta imunolégica, a redugdo
da carga parasitdria e, consequentemente, a redu¢do da capacidade de transmissdo do
parasito (NOLI, 2014).

A miltefosina (Milteforan®) é um aquilfosfolipideo (hexadecilfosfocolina),
no Brasil, foi inserida como uma alternativa terap€utica no tratamento de caes
infectados por Leishmania sp., no entanto, essa droga foi desenvolvida originalmente

para uso de terapia anti-neopldsica (UNGER et al., 1989). O mecanismo de agdo da
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miltefosina promove a disfuncdo de sinalizacdo de vias e na sintese de membrana
celular (MIRO et al., 2017).

A miltefosina é capaz de penetrar na membrana celular, causando um répido e
intenso metabolismo dos ésteres fosfolipideos nas espécies de Leishmania. Além disso,
interfere nas etapas da comunicacdo celular e no processo de sintese das membranas
celulares do parasito inibindo a biossintese de receptores GPI (glicosil fosfadil-inositol),
sendo esta uma molécula essencial para a sobrevivéncia intracelular das formas
amastigotas da Leishmania; bem como interrompendo o sinal de transducdo da
membrana por ativacao da fosfolipase C Leishmania especifica e da proteinoquinase C
(CROFT et al., 2006).

No meio intracelular, o acdmulo da miltefosina é regulada por transportadores
ATPase do tipo P, provocando processos similares ao de apoptose em formas
amastigotas de Leishmania sp., além disso, atua também sobre a estimulagdo de 6xido
nitrico sintase 2, a qual catalisa a produ¢do de NO contribuindo com a resposta celular
contra o parasito (WADHONE et al., 2018).

O protocolo terapéutico preconizado consiste na utilizagdo da droga, por via
oral, na dose de 2 mg/kg/SID, durante 28 dias (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). A
facilidade de administracdo e a baixa toxicidade s3o algumas vantagens deste farmaco,
entretanto, alguns efeitos gastrointestinais podem ser observados, vOmitos e diarreia
(VULPIANTI et al., 2011). Além disso, apresenta um potencial efeito teratogénico, sendo
limitada sua utilizacdo em cadelas gestantes (DORLO et al., 2012).

Em estudos realizados com céaes naturalmente infetados no Brasil, observou-
se uma melhora clinica em 50% (7/14) dos animais tratados com a miltefosina. Estudos
desenvolvidos na Europa obtiveram resultados similares, com melhora clinica dos
animais assintomaticos. No entanto, os autores ressaltam a necessidade de
acompanhamento clinico durante o tratamento em razdo do efeito hepatotdxico e
nefrotéxico da droga (WOERLY et al., 2009). O principal efeito adverso observado no
uso de miltefosina tanto em cdes quanto em humanos foi émese (ANDRADE et al.,
2011).

A utilizacdo de drogas como alopurinol juntamente com a miltefosina tem
se mostrado eficaz, com melhoras no quadro clinico e até mesmo reducdo da carga

parasitdria na medula 6ssea e baco. Todavia, o prognéstico varia de acordo com o
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estado clinico do animal e a resposta imunoldgica do mesmo frente ao tratamento
(DANTAS-TORRES et al., 2012).

Um grande desafio enfrentado quanto ao tratamento de cdes com
leishmaniose visceral € o aparecimento de recidivas em torno de 6 meses a 2 anos apos
o término do tratamento, bem como a possibilidade de resisténcia medicamentosa. Os
mecanismos de resisténcia ainda ndo estdo bem esclarecidos na literatura, embora
sugira-se que exista uma diminui¢do da absor¢do da droga devido a diferenca de
permeabilidade plasmatica a qual contribui para o aumento do efluxo da droga realizado
por transportadores especificos MDR-1. O alto custo desse farmaco também dificulta o
tratamento desses animais, apesar da facilidade na administracdo da droga (REGUERA

et al., 2016).

2.10 Controle e profilaxia

Com a disseminacdo da leishmaniose da zona rural para o meio urbano tem-
se uma dificuldade maior por parte dos 6rgaos de saide no controle e na aplicacdo de
medidas preventivas contra a infeccdo (DANTAS-TORRES, 2006).

No Brasil, o Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral é
formado por medidas baseadas na eliminacdo de cdes soropositivos reservatorios e do
vetor, no diagndstico preciso, no tratamento efetivo da doenca e em atividades de
educagdo em satide (DANTAS-TORRES, 2012).

O controle vetorial € considerado uma das medidas mais importantes nesse
processo, porém de dificil execugdo e monitoramento efetivo. Outro fator limitante é a
falta de conhecimentos sobre a ecologia e a biologia dos flebotomineos em regides
urbanas, o que dificulta a implementacdo de medidas de controle direcionadas a
minimizar a expansao desses vetores (ALMEIDA et al., 2010; WERNECK, 2014).

O uso de coleiras a base de inseticidas (deltametrina 4%) tem sido eficiente
na reducgdo do risco de infecc@o, no entanto, se restringe a grupos especificos devido ao
seu alto custo (REITHINGER, 2004).

A utilizacdo de telas em canis individuais ou coletivos também auxilia na
reducdo da exposi¢ao desses animais a infec¢do; assim como o controle da populacao
canina errante; e o tratamento dos mesmos sdo medidas de controle e prevengdo que

devem ser adotadas. Medidas permanentes aplicadas ao meio ambiente tem-se mostrado
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bastante eficazes, como cuidados de limpeza, retirada de matéria organica em excesso e
utilizacdo de inseticidas e plantas repelentes de insetos (ex.: citronela), visando a
alterac@o nas condi¢des que favorecam a proliferacdo do vetor (CAMARGO-NEVES,
2005). Os programas de controle atuam interrompendo o ciclo de transmissdo do
agente, de modo a reduzir a incidéncia da infec¢do em cdes e em humanos (DANTAS-
TORRES et al., 2012).

A vacinagdo atua como medida auxiliar no processo de prevencdo da
doenca, porém, associadas a ela, outras medidas devem estar presentes, pois ndo ha
constatagdo da sua efetividade para o controle da LVC em programas de saide puiblica
quando utilizada isoladamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A Leish-Tec® € uma vacina recombinante composta pelo antigeno A2, uma
proteina especifica do estdgio amastigota de vdrias espécies de Leishmania (L.
donovani, L. infantum, L. amazonensis e L mexicana). A vacina induz uma resposta
imune celular protetora contra a infec¢do em cdes, devido a capacidade
imunoestimulante do antigeno vacinal recombinante A2 (rA2) (COELHO et al., 2003;
ZANNIN et al., 2007; FERNANDES et al., 2008).

Um aumento nos niveis da subclasse IgG2 pode ser induzido pela
vacinagdo, tanto em soros pré-imunes € nos animais vacinados, tanto apds a primeira

quanto na terceira dose (MENDES et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

o Avaliar o perfil clinico, hematoldgico, bioquimico e humoral de caes
naturalmente infectados, vacinados ou tratados contra a Leishmaniose visceral canina na

cidade de Sdo Luis- MA.

3.2 Especificos

. Avaliar o perfil clinico, hematolégico e bioquimico resultante da infeccdo,
vacinagdo ou tratamento contra LVC;

. Quantificar a producdo de imunoglobulinas da classe IgG (subclasses I1gG1 e
IgG2), IgM, IgA e IgE nos diferentes grupos de animais;

. Avaliar os niveis de imunoglobulinas e verificar sua correlacio com as formas
assintomaéticas e sintomaticas da leishmaniose visceral canina.

. Avaliar o prognéstico de evolugdo da doenca apdés o tratamento com a

Miltefosina.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada na cidade de Sdo Luis — MA, a qual ocupa uma
area de aproximadamente 834, 78 km?, representando assim, 0,2492 por cento do estado
do Maranhdo. Encontra-se 2° ao Sul do Equador, nas coordenadas geogréficas latitude S
2°31, longitude W 44°16, estando a 24 metros acima do nivel do mar; e apresentando
um clima predominantemente tropical, quente e imido. A populacdo humana estimada

em 2017 foi de 1.091.868 habitantes (IBGE, 2018).

Figura 7. Mapa de localizacdo da Cidade de Sao Luis, Maranhdo, Brasil.
Fonte: https://www.ibge.gov.br/maranhdosaoluis.htm

4.2 Animais

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica e
Experimentacdo Animal — CEEA do Curso de Medicina Veterindria da UEMA,
conforme protocolo n® 28/2017.

O experimento foi realizado por meio da coleta de sangue de 40 caes
domiciliados, de ambos os sexos (macho e fémea), com e sem raca definida, com idade
entre 6 meses € 3 anos, oriundos de atendimentos realizados em clinicas veterinarias
particulares, no Hospital Veterinario “Francisco Edilberto Uchoa Lopes” - UEMA, bem
como em ambientes domiciliares na cidade de Sao Luis, Maranhao.

Inicialmente foi feita uma avaliacdo prévia desses animais, por meio de

anamnese e avaliagcdo clinica minuciosa. Além disso, foram obtidos dados referentes aos
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animais, tais como: raga, sexo, idade, tipo de alimentacdo, bairro em que reside,
castracdo, vacinacdo, vermifugagdo, entre outros.

Foram coletas amostras sanguineas de todos os animais (40 cdes), bem
como realizado puncdo medular e/ou linfonodos. No mais, outros exames foram
realizados para se excluir a possibilidade de infec¢do por outros patdgenos, tais como,
erliquiose, babesiose e anaplasmose. Foram certificados ainda de que todos os animais
estivessem com a carteira de vacinacao atualizada, assim como a vermifugacao regular;
e que ndo tivessem sido submetidos recentemente a nenhum procedimento cirirgico ou
outros procedimentos que pudessem alterar a resposta imunoldgica desses animais.

Todos os 40 caes do presente estudo foram avaliados através do histérico,
anamnese e exames clinicos realizados. Posteriormente, foi realizada a coleta dos
materiais para confirmacdo e exclusdo do diagndstico de leishmaniose visceral (teste
imunocromatogrifico rdpido DPP®; pun¢do medular e/ou linfonodo; RIFI e ELISA
indireto).

De posse dos resultados, e associado a avalia¢do clinica realizada, os 40
cdes foram divididos em 4 grupos distintos, sendo 10 cdes positivos sintomdticos para
LV (GS), 10 caes positivos e assintomdticos (GA), 10 cdes positivos e tratados com
Miltefosina (GT) e 10 cédes vacinados contra LV (GV) sabidamente negativos para a
leishmaniose visceral canina.

Além disso, a avaliacdo de parametros hematoldgicos, bioquimicos e perfil

de imunoglobulinas também foram realizados em todos os animais (GS, GA, GT e GV).

4.2.1 Avaliacao dos animais do grupo tratado com Miltefosina

Apo6s diagndstico, os 10 cdes positivos e sintomdticos foram igualmente
submetidos a avaliacdo clinica, hematoldgica, bioquimica e imunoldgica.

Foi realizada uma coleta de amostra sanguinea antes do inicio do tratamento
(MO) e outra coleta 1 (um) més apds o término do tratamento (M1) para comparacdo
nos valores hematoldgicos, bioquimicos e no perfil de imunoglobulinas apresentados
por estes animais, antes e apds o tratamento ao qual foram submetidos.

O tratamento foi realizado conforme indicagdo do fabricante, através da
utilizacdo da droga na dose de 2mg/kg (equivalente a 1 mL/10kg), uma vez ao dia, por

via oral, durante 28 dias.
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4.2.2 Avaliacao dos animais do grupo vacinado com Leish-tec®

Antes da vacinacdo, os animais pertencentes a esse grupo foram avaliados
clinicamente e submetidos ao teste imunocromatografico rdpido DPP® e ELISA
indireto; bem como hematoldgica, bioquimica e imunoldgica. Apds exclusio e
diagnéstico negativo da LVC, iniciou-se o protocolo de vacinagdo.

A imunizagdo consistiu na aplicacdo de 3 doses da vacina Leish-Tec® com
intervalo de 21 dias cada, por via subcutanea. Nesse grupo de animais, também foram
realizadas coletas em 2 momentos distintos: Antes da administracdo da 1* dose da
vacina (MO) e a segunda 1 més apds a aplica¢do da dltima dose (M1), para a avaliacio
da resposta imunoldgica desses animais mediante a imunizacgao.

O tratamento e a imuniza¢do dos cdes foram custeados pelos seus tutores.
No entanto, todos os animais foram rigorosamente acompanhados e avaliados durante

todo o estudo pelos Médicos Veterindrios envolvidos nesse projeto.

4.3 Colheita e preparacao de material para analise

4.3.1 Colheita de sangue total

A colheita de sangue foi realizada apds devida contencdo do animal com
auxilio de focinheiras ou mordagas. Posteriormente, foi feito tricotomia e assepsia local
com &lcool iodado. A colheita de sangue foi realizada através da venopuncao da cefalica
ou jugular com agulhas de calibre 25 x 0,7 mm, acopladas a seringas estéreis para
obtencdo de 1,5 mL de sangue. O sangue foi acondicionado em tubos estéreis com
anticoagulante e, posteriormente, encaminhados ao Laboratério de Patologia Clinica do
Prédio de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhao, para avaliacio

das séries vermelhas e brancas.

4.3.2 Colheita e processamento de soro sanguineo

Foram coletadas trés amostras de sangue de cada animal (4,5mL), através da
venopuncdo da veia cefdlica ou jugular, utilizando trés tubos estéreis sem
anticoagulante, onde uma foi encaminhada ao Laboratério de Patologia Clinica da

Universidade Estadual do Maranhdo, para determinagdo das concentragdes séricas de
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ureia, creatinina, proteina sérica total, albumina e as atividades séricas de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina; a
segunda foi enviada ao Laboratério Veterinario Cernitas para diagndstico soroldgico
(RIFI) e, por fim, a terceira amostra sanguinea foi encaminhada ao Laboratério de
Imunodiagnéstico da Universidade Estadual do Maranhdo, onde foi centrifugada a 1623
g, durante 5 minutos para melhor separac¢do dos soros.

Depois de separados, os soros foram retirados dos tubos por meio de
ponteiras estéreis e transferidos para “eppendorfs” e congelados em temperatura a -20°C
para posterior realizacdo do teste soroldgico ELISA indireto, e em seguida, enviados ao
Laboratério de imunomodulacdo e protozoologia da FIOCRUZ/R]J para a realizacdo da

dosagem de imunoglobulinas.

4.4 Diagnostico da Leishmaniose Visceral

4.4.1 Exame Parasitologico

O exame parasitolégico foi realizado por meio do esfregaco por extensiao
para visualizacio das formas amastigotas de Leishmania.

Antes puncgdo, foi realizada a contencdo dos animais com auxilio de
mordacas ou focinheiras, adequada assepsia foi feita na regido a ser puncionada (0sso
esterno). O esfregaco por extensdo foi realizado com uma gota de material puncionado
da medula 6ssea e/ou linfonodos, depositado em lamina de vidro e o esfregaco obtido
por extensao com outra lamina. Em seguida, corado pelo método panético rapido, para
posterior visualizacdo da forma amastigota do parasito. Para realizagdo da puncado
medular, os cdes foram previamente anestesiados com xilazina (2mg/kg) e ketamina

(10mg/kg), por via intramuscular.

4.4.2 Exames sorologicos

4.4.2.1 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os soros dos caes em estudo foram encaminhados ao Laboratério Veterindrio
Cernitas para realizacdo do teste de Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) com
diluicdo total, para deteccdo de anticorpos IgG segundo a técnica descrita por Camargo

(1966).
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4.4.2.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA indireto)

O teste de ELISA (EIE-LVC/Biomanguinhos) indireto foi realizado com o
objetivo de confirmar os animais positivos e negativos no DPP (Biomanguinhos),
juntamente com a sintomatologia clinica dos céaes, por serem oriundos de uma drea
endémica e com um alto indice de transmissdo. Identificando os que apresentavam titulo
de anticorpos para Leishmania (Leishmania) infantum. Os cdes que apresentaram titulos
baixos associados a clinica e aos demais indices, foram classificados em animais livres
da infeccdo por Leishmania (Leishmania) infantum e utilizados no grupo controle. O
ponto de corte considerado para o ensaio foi de 0,375 determinado pela média da
densidade Optica dos orificios do controle negativo multiplicado por dois.

As microplacas de polietileno de 96 pocos (EIE-LVC/Biomanguinhos) sao
previamente sensibilizadas com Leishmania major. Foram diluidos em tubos, SuL dos
controles e das amostras de soro homogeneizadas, em 500uL do diluente (1:100)
disponibilizado no kit. Logo em seguida, na placa sensibilizada foram distribuidos
100uL dos controles e das amostras ja diluidas. A placa foi levada a estufa a 37°C por
30 minutos.

Logo apds, o conteudo da placa foi lavado 6x em seguida, com
200uL/orificio, aguardando 30 segundos entre cada lavagem. Foram homogeneizados e
distribuidos 100uL da diluicdo do conjugado em cada poco da placa e incubada
novamente a 37°C por 30 min. Lavados novamente em solucdo PBS para entdo serem
distribuidos 100pL do substrato em todos os orificios. Deixado a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 5S0uL de acido
sulfirico 2M em todos os orificios para bloquear a reacao.

A leitura foi realizada em espectrofotdmetro para microplacas de 96 pogos

utilizando-se filtro para comprimento de onda de 450nm.

4.5 Dosagem de Imunoglobulinas

Devido o alto custo dos kits comerciais para dosagem de imunoglobulinas e
disponibilidade dos recursos, optou-se pela realizacdo do cultivo das formas
promastigotas de Leishmania infantum, preparacao do antigeno, sensibilizacdo das

placas de 96 pocos, para posterior dosagem das imunoglobulinas.



54

4.5.1 Preparo de antigeno solivel de Leishmania infantum

Formas promastigotas de Leishmania infantum foram cultivas em meio
Schneider suplementado com 20% de Soro fetal bovino, 1 % de antibidtico
(10.000UI/mL de penicilina + 10 mg/mL de estreptomicina) e 2% de urina em garrafas
de Roux. Os parasitos foram cultivados em estufa BOD (SHEL LAB, model 2020) a 26
°C até atingir a fase estaciondria (6 dias de cultivo).

Todo o volume da cultura foi transferido para tubos conicos de 50 mL e
centrifugado a 800 g, por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, desprezou-se
o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet de parasito em 5 mL de tampao fostato (PBS)
estéril. Posteriormente, nova centrifugacdo foi realizada e entdo desprezou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet de parasito em 1 mL de dgua Milli-Q,
transferindo-se o volume para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Apds esta etapa,
seguiram-se sucessivos ciclos (3x) de congelamento (15 minutos a -20° C) e
descongelamento (15 minutos a temperatura ambiente). Logo apds, a amostra foi
sonicada com 3 pulsos de 15 segundos e centrifugada novamente a 800 g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e o pellet foi
desprezado. Foi adicionado 800 pL. de coquetel de inibidor de protease (Protease

innibitor cocktail P9599) e entdo armazenado a -80° C para uso posterior.
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4.5.2 Dosagem de proteinas e antigeno solivel de Leishmania

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método colorimétrico
(Bradford), na qual preparou-se uma curva de diluicdo seriada com concentracdes ja
conhecidas de albumina sérica bovina (BSA) e junto colocou-se as amostras para

determina¢do da concentragao destas.

Padoes BSA (1mg/mL)

35 pg/mL 8,5 uL de BSA + 241,3 pL de agua Milli-Q
30 pg/mL 7,5 uL de BSA +242.5 uL de agua Milli-Q
25 pg/mL 6,25 pL de BSA + 243,75 pL de agua Milli-Q
20 pg/mL 5 uL de BSA + 245 puL de agua Milli-Q

15 pg/mL 3,75 uL de BSA + 246,25 pL de agua Milli-Q
10 pg/mL 2,5 uL de BSA + 247,5 uL de 4gua Milli-Q
5 pg/mL 1,25 uL de BSA + 248,75 pL de agua Milli-Q

Feito as dilui¢des da curva padrao em eppendorfs de 0,5 mL, foi distribuido
150 puL de cada diluigdo em uma placa de 96 pogos de fundo chato. Posteriormente, foi
adicionado 3 pL de cada amostra de concentracdo proteica conhecida (dos animais) e
adicionou-se 147 pL de agua Milli-Q. Em seguida, acrescentou-se 150 uL. do Reagente
Comassie Plus Protein (Bradford) em todos os pogos. A placa foi lacrada e incubada por
10 minutos a temperatura ambiente. E por fim, realizou-se a leitura da placa no leitor de

ELISA a 595nm.

4.5.3 Sensibilizacao da placa de 96 pocos

Utilizou-se placas de alta afinidade (Costar 3590) com SLA na concentracdo
de 500 ng/pogo diluido em PBS 1x com volume final de 100uL/pogo. As placas foram
incubadas “overnight” a 4°C embalada com papel filme para evitar evaporagdo. No dia
seguinte, descartou-se o excesso de antigeno; e as placas foram mantidas a -20°C para

posterior uso.
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4.5.4 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Ap06s cultivo das Leishmanias, preparacdo de antigeno e sensibilizacdo da
placa, foi realizado o ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem das
imunoglobulinas.

As amostras obtidas foram testadas em triplicata para cada imunoglobulina,
IgA, IgE, IgGl, IgG2 e IgM. Cada anticorpo serd conjugado anteriormente com a
enzima peroxidase (HRP). Apds cada etapa, as placas serdo lavadas trés vezes com
PBS-T. O bloqueio sera feito com solugao de leite desnatado a 3% em PBS e as placas
incubadas em camara imida durante 2 horas a 37°C. As amostras de soro-padrao e soro-
teste serdo adicionadas e aplicadas em duplicata, no volume de 100 pL/pogo, na
concentracdo de 1:400, 1:40, 1:80 e 1:200 para IgG, IgE, IgA e IgM respectivamente.
As placas serdo incubadas a 37°C durante 1 hora em cdmara umida. Os anticorpos
conjugados (anti-IgG, anti-IgE, anti-IgA e anti-IgM de cdo) serdo adicionados no
volume de 100 pL por poco, na concentracio de 1:2000, 1:5000, 1:10000 e 1:100000
respectivamente, sendo incubadas a 37°C, durante 45 minutos em camara imida. O
revelador contendo substrato e o cromégeno pNPP para IgG e TMB (BD) para IgE, IgA
e IgM adicionados no volume de 100 pL por poco e incubados a temperatura ambiente
no escuro, até o desenvolvimento de cor. A reacdo serd interrompida por solugcdo de

acido sulftrico 2N-50uL/poco.

5 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de andlise de varidancia (ANOVA) e teste de comparagdes
multiplas de Tukey serdo empregados para avaliacdo entre os grupos relacionados e os
resultados obtidos. Os testes estatisticos serdo realizados considerando niveis de

significancia de 5%.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Triagem dos Animais

A populagdo estudada foi composta por 40 caes, provenientes do Hospital
Veterinario “Francisco Edilberto Uchdéa Lopes” — UEMA, bem como de Clinicas
Veterinarias € domicilios da cidade de Sdo Luis, Maranhdo. Desses animais, 45% eram
machos (18/40) e 55% fémeas (22/40). Quanto a idade, os animais incluidos no estudo
possuiam faixa etdria entre 6 meses e 3 anos de idade, dos quais 42,5% (17/40) haviam
idade inferior a 1 ano, 42,5% (17/40) possuiam entre 1 e 2 anos de idade e 15% (6/40)
com idade superior a 2 anos. Os animais foram selecionados sem levar em consideragao

aspecto racial (Tabela 1).

Variaveis N° de animais (%)
(n=40)
SRD 19 (47,5%)
Raca
CRD 21 (52,5%)
Macho 18 (45%)
Sexo
Fémea 22 (55%)
6 meses — 1 ano 17 (42,5%)
Faixa etaria 1 ano — 2 anos 17 (42,5%)
2 anos — 3 anos 6 (15%)

Tabela 1. Numeros absolutos e porcentagens de caes infectados por
Leishmania spp. relacionados as varidveis raga, sexo e faixa etdria.
Legenda: SRD (sem raca definida), CRD (com raca definida).

Fonte: Produzida pela autora (2018).

Dentre os cdes positivos para leishmaniose visceral, ndo foi observado
predisposicao racial ou de género, visto que o padrao de cdes com e sem raga definida
acometidos foi homogéneo, sendo 19 cédes (47,5%) SRD e 21 (52,5%) CRD, onde 18
(45%) dos animais acometidos eram machos, enquanto 22 (55%) eram fémeas.

Os dados obtidos estdo de acordo com Gontijo e Melo (2004), Barbosa et al.
(2010) e Dias et al. (2018) que relatam que ndo hd evidéncias da predisposi¢do da
doenga em cdes, quanto ao género e raga. Discordando de Mattos et al. (2006) os quais
observaram uma frequéncia maior em cdes com racga definida; e diferindo também do

que foi encontrado por Julido et al. (2007), Almeida (2009), Mattos et al. (2008) e
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Amora et al. (2006) que observaram diferenca significativa entre sexos para infeccao
por Leishmania sp., sendo os machos os mais frequentemente parasitados, justificando
esse fato ndo por uma predisposi¢cao de género, mas devido a populacdo preferir criar
cdes machos, por conta da procriacdo indesejada e por serem melhores cdes de guarda.
Em contrapartida, estudos realizados em 2003, por Amora et al., no Nordeste do Brasil,

mostraram uma maior infec¢do em fémeas.

6.2 Exame clinico

Cem por cento dos animais examinados foram classificados como sintométicos
ou assintomdticos por meio de avaliacdo clinica. Os sinais clinicos comumente
observados nos animais positivos sintomdticos para leishmaniose visceral (GS) e
positivos tratados com Miltefosina (GT) foram: linfadenopatia (85%), seguido de
onicogrifose (75%), caquexia (60%), descamacio (45%), mucosas hipocoradas (30%),
lesdo em ponta de orelha e/ou focinho (25%), lesdo periocular (25%) e oftalmopatia
(20%), respectivamente (Tabela 2).

Dentre as principais alteracOes cutaneas observadas, podemos destacar:
descamacdo (9/20), lesio em ponta de orelha e/ou focinho (5/20), lesdo periocular

(5/20) e alopecia (4/20).

Sinais clinicos N° de animais (%) (n = 20)
Linfadenopatia 17 (85%)
Onicogrifose 15 (75%)
Caquexia 12 (60%)
Descamacao 9 (45%)
Mucosas hipocoradas 6 (30%)
Lesdo em ponta de orelha e/ou 5 (25%)
focinho
Lesao Periocular 5 (25%)
Oftalmopatia 4 (20%)
Alopecia 4 (20%)
Epistaxe 3 (15%)

Tabela 2. Sinais clinicos observados em cdes com leishmaniose visceral canina sintomaticos e
submetidos ou ndo a tratamento com a Miltefosina.
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Os principais sinais clinicos observados nos cdes avaliados no presente
estudo, foram compativeis aos descritos por Slappendel et al. (1990), Alves e Faustino
(2005), Albuquerque et al. (2007), Silva et al. (2010), Castro et al. (2012), Borges
(2014) e Figueiredo et al. (2014).

Braga et al. (2015) apontaram como os principais sinais clinicos
encontrados em cdes com LV, em Curitiba-PR, alopecia, onicogrifose, caquexia e
emaciacdo, apatia, ceratoconjuntivite, seguidos de ulcera cutanea, linfadenopatia,
dilatacdo abdominal e diarreia. As manifestagdes dos sinais clinicos nos caes avaliados
demonstram uma diversidade de fatores associados a leishmaniose visceral canina. A
avaliagdo minuciosa desses sinais, bem como exames hematoldgicos, bioquimicos,
sorolégicos e parasitolégicos sdo essenciais para a concretizacdo de um diagnéstico

precoce e preciso, principalmente em regides endémicas.

Figura 8. Sinais clinicos apresentados por cdes sintomaticos positivos para
leishmaniose visceral, Sdo Luis, Maranhdo, 2018. A: Caquexia. B: Onicogrifose. C
e B: Apatia, caquexia, lesdo periocular e nasal, oftalmopatia.

Fonte: produzido pela autora (2018).
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Foi constatado ainda que todos os animais sintomdticos apresentaram mais
de um sinal clinico simultaneamente, o que agravava o quadro clinico desses animais,
potencializando a infecc@o. A ocorréncia de mais de um sinal clinico nos animais é
comum e relatada por diversos trabalhos (MATTOS JR et al, 2004; FREITAS et al,
2012). A frequéncia da associagdo entre os demais sintomas estd representada na Figura

9.

25% E Caquexia e linfadenopatia

E Linfadenopatia e onicogrifose

20% - . . . .
? ® Linfadenopatia, onicogrifose

e dermatite generalizada

= Caquexia, linfadenopatia e
onicogrifose

15% -

® Linfadenopatia, onicogrifose,
caquexia e dermatite

m Linfadenopatia, onicogrifose,
caquexia, dermatite e
10% - alopecia

Linfadenopatia, onicogrifose,
caquexia e epistaxe

® Linfadenopatia, onicogrifose,
5% - caquexia e lesdo em ponta de
orelha

m Linfadenopatia, onicogrifose,
caquexia e oftalmopatia

= Linfadenopaia, onicogrifose,
caquexia, lesdo periocular,
lesdo em ponta de orelha e
oftalmopatia

0% -

Figura 9. Frequéncia de sinais clinicos concomitantes observados em cées positivos para leishmaniose

visceral.
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A avaliagdo hematoldgica e bioquimica dos caes livres de infec¢ao por L.
infantum (vacinados) ndo apresentaram alteracdes. Em contrapartida, o estudo
hematoldgico e bioquimico dos cdes com leishmaniose visceral demonstraram

alteracOes importantes, refletindo no comprometimento da satde desses animais.

6.3 Hemograma completo e analises bioquimicas dos caes positivos para

leishmaniose visceral e sintomaticos

Na andlise hematolégica dos cdes positivos para leishmaniose visceral e
sintomaticos foram observadas alteragdes em 100% dos animais (10/10). As principais
alteracdes constatadas no eritrograma foram: diminui¢do na quantidade de eritrdcitos,
além da reducao no teor de hemoglobina e/ou hematdcrito, caracterizando, portanto, um
quadro de anemia normocitica normocromica em seis caes (70%), visto que os valores
de H.G.M, V.G.M e CHGM apresentavam-se normais. Esses resultados estdo de acordo
com Feitosa et al. (2003), Kiral et al. (2004) e Alves et al. (2009) onde descreveram a
anemia como a mais frequente alteracdo hematoldgica em cdes com leishmaniose.
Sendo assim, algumas das possiveis causas de anemia associadas a LVC sdo: quadros
hemorragicos, hemolises, processo inflamatério, epistaxe, ulceracdo cutlnea,
insuficiéncia renal, doenca crdnica, aplasia ou hipoplasia medular.

Além disso, no presente estudo observou-se monocitopenia em 60% (6/10)
dos cées avaliados, leucopenia e linfopenia em 40% (4/10) e neutropenia em 30% (3/10)
dos animais. Segundo Bush (2004), o quadro de linfopenia pode ser justificado na LVC
em decorréncia do confinamento tempordrio de linfcitos no baco e/ou linfonodos. Os
resultados obtidos no leucograma sao semelhantes aos de Torrecilha et al. (2016), onde
na avaliacdo de cdes reagentes e sintomdticos observou monocitopenia, linfopenia e
eosinopenia nesses animais.

No que diz respeito ao leucograma, os parametros supracitados nio se
apresentam como bons marcadores clinico-patolégicos na LVC, visto que nao
demonstram um padrdao homogéneo nesta infeccdo (COSTA-VAL et al., 2007; ALVES
et al., 2009). Em discordancia, Nicolato et al. (2013), apotam a anemia, eosinopenia,
linfopenia e monocitopenia como importantes marcadores da disfun¢do hematolégica

associada a apresentacdo severa da infeccdo por Leishmania sp.
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O aumento dos niveis de eosinofilos foi encontrado em 1 cdo (10%). Esse
achado € tipicamente observado, estando correlacionado a presenca de sinais
dermatolégicos ou a presenca de doengas parasitdrias (OLIVEIRA & POLI NETO,
2004). Enquanto a eosinopenia, também observada no presente estudo (2/10) pode estar
associada a condi¢des de estress mediado por cortisol (FEITOSA et al., 2003; KIRA et
al., 2004; ALVES et al., 2009).

Os caes sintomdticos ndo expressaram niveis séricos de bastonetes,
apresentando assim, esse parametro dentro da normalidade. Houve ainda, redugdo
consideravel no perfil plaquetario em 70% (7/10) desses caes, conforme demonstrado na
tabela 3.

Esse achado laboratorial foi considerado expressivo, acometendo grande
parte dos cdes sintomdticos, concordando com os resultados de Slappendel (1988) e
Ciaramela et al., (2003). Em contrapartida, Costa-Val et al., (2007) e Ribeiro et al.,
(2007) ndo observaram diferencas nos niveis de plaquetas entre os caes assintomdticos e
sintomaticos.

Na avaliacdo do perfil bioquimico dos animais, 90% destes apresentaram
alteracoes significativas, demonstrando comprometimento tanto da funcdo hepatica,
quanto renal. Niveis elevados de ureia foram observados em 60% (6/10) dos caes.
Niveis séricos de creatinina também se apresentaram aumentados em 70% desses
animais. Os dados obtidos estdo de acordo com Costa- Val (2004) que obteve valores
elevados de ureia sérica, indicando nefropatia inicial, sofrendo injurias pela acdo de
deposicdo de imunocomplexos e pela proteiniria nos animais experimentalmente
avaliados. Divergindo dos resultados encontrados por Coutinho (2005) em estudo
realizado em uma regido endémica para leishmaniose visceral canina, onde os cies
avaliados apresentaram taxas de ureia dentro da normalidade, ndo demonstrando
evidencias de alteracOes renais significativas nesses animais. Solano-Gallego et al.
(2011) apontam que apesar da alta prevaléncia de doencga renal em cdes, os achados
laboratoriais compativeis com aumento dos niveis séricos de ureia e creatinina s@o
relativamente raros, divergindo do que se observou no presente estudo.

As enzimas hepaticas AST e ALT foram encontradas acima dos valores de
referéncia em 70% (7/10) e 60% (6/10) dos caes, respectivamente. Em 80% (8/10) dos
cdes os niveis séricos de fosfatase alcalina se mantiveram dentro da normalidade

(Tabela 4). Perfis compativeis com lesdo hepdtica ja vém sendo descritas na literatura
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como um importante achado na infeccdo por Leishmania, estado de acordo com o0s
achados de Torrecilha et al. (2016), encontrando disfun¢ao hepatica em 83,3% dos caes
estudados. Noli (1999) sugere que o aumento destas enzimas hepdticas implica na
tentativa de manutencdo da viabilidade e regeneracdo dos hepatdcitos, podendo ser
usada como biomarcadores de evolucdo da infecgao.

No que se refere ao perfil de proteinas totais e fracdes, como albumina e
globulina, considerou-se hiperproteinemia em 50% (5/10) dos cdes sintomaticos,
seguidos de hiperglobulinemia em 50% (5/10) e hipoalbuminemia em 40% (4/10) dos
caes. Esses resultados foram similares aos encontrados por Torrecilha et al. (2016).

O aumento nos niveis séricos de proteina é decorrente de uma resposta
imune humoral com estimulagdo policlonal de linfécitos B, havendo, portanto, um au-
mento de globulina, diminui¢do de albumina e inversdo na relacdo albumina/ globulina

(REIS et al., 2006; SILVA et al., 2008).
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6.4 Hemograma completo e analises bioquimicas dos caes positivos para

leishmaniose visceral e assintomaticos

A andlise individual dos resultados demonstrou alteragdes hematoldgicas
em 20% (2/10) dos animais assintoméaticos. As principais altera¢des encontradas foram:
reducdo dos niveis de eritrécitos em 20% (2/10) dos cdes, diminui¢do de hematdcrito
(10%) e hemoglobina (10%).

Os niveis séricos de plaquetas apresentavam-se reduzidas em 40% dos caes,
caracterizando um quadro de trombocitopenia. Esses resultados sao similares aos
obtidos por Vieira et al. (2011) verificando a redu¢@o no perfil plaquetdrio em caes
reagentes e assintomaticos.

No leucograma dos animais avaliados, poucas alteracdes foram observadas,
como neutropenia e leucocitose em 20% (2/10) dos cdes, e neutrofilia com desvio a
esquerda em 10% (1/10) dos cdes avaliados, caracterizado pela presenca de bastonetes
acima dos valores de referéncia (Tabela 5).

No perfil bioquimico foram observados aumento de AST e ALT em 30%
(3/10) e 10% (1/10) respectivamente. Os niveis de ureia, fosfatase alcalina e globulina
nos caes apresentam-se dentro da normalidade em 100% (10/10) dos animais e a
creatinina em 90% (9/10).

Proteinas totais e globulina apresentaram-se elevadas em 3 cédes (30%),
seguidas de hipoalbuminemia em 30% (3/10) dos animais, conforme expressado na
tabela 6. A hiperproteinemia em cdes assintomaticos se dd em decorréncia do nimero de
anticorpos, logo apds o inicio da infeccdo (VIEIRA et al., 2011). De modo geral,
animais reagentes para LV e assintomadticos tendem a manter parametros laboratoriais
sem maiores alteracOes, similares ao de animais higidos.

Quando as médias dos valores do eritrograma (quantidade de hemécias,
concentracdes de hemoglobina e valores de hematdcritos) e leucograma dos grupos de
cdes positivos assintomdticos, sintomdticos e sadios foram comparados, nao foram
observadas diferencas estatisticas no que diz respeito a esses parametros entre 0s grupos
avaliados (P<0,05) (Tabela 3).

Na avaliacdo do perfil plaquetdrio dos trés grupos avaliados, constatou-se

que a média das plaquetas nos cdes positivos assintomdticos e sintomadticos foram
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significativamente inferiores (P<0,05) quando comparados ao grupo de cdes sadios

(Tabela 3).
A Caes sadios Ca?s pOSl’tl.V 08 C?es pO?li.llVOS Valores de
Parametros _ assintomaticos sintomaticos A . E
X+ & - referéncia
X+o
(10%/mm>) DHED o s
Hemoglobina 15,311,56 13,241,67 11,50542,78 12-18
(g%)
Hem(a;:’)cmo 40,3443,11 43,095.46 34,7948,61 37-55
Leuccitos 12.41942.551.9 11.3055.291.,8 11.62143.463,6 6.000 - 17.000
(10°/mm”)
Segm(f;:;ados 7945.6£24968 ¢ 338 943705 2.220,6+2.018,1 3.000 — 11.500
EOSl(‘;/S)fﬂos 525,8+351,0 403,4+306,3 710,6+388,3 100 - 1.250
Lmzc%c)ltos 2.863,10+2.496,8  2.420,4£1.965,2 4.058,80+1.433,2 1.000 - 4.800
Plaquetas by ac ab 200.000 -
) 271.000 £40.328,6™  231.500+92.421 251.990+ 71.795,9 900.000

Tabela 3. Média dos valores hematolégicos dos caes positivos assintomadticos, sintométicos e sadios.

*Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).

*Diferenga estatistica significativa comparada ao grupo dos cdes sadios (P <0,05)

® Diferenca estatistica significativa comparada ao grupo dos cdes positivos assintomdticos (P <0,05)

¢ Diferenga estatistica significativa comparada ao grupo dos cdes positivos sintomdticos (P <0,05)

Na avaliacdo da média dos valores de ureia, AST, ALT e fosfatase alcalina

dos grupos avaliados, observou-se alteracdo estatistica significativa quanto a estes

parametros no grupo dos cdes positivos sintomdticos quando comparado ao grupo de

caes assintomaticos e sadios (P <0,05) (Tabela 4).

Em relacdo aos demais parametros bioquimicos avaliados (creatinina,

proteinas totais, albumina e globulina), ndo foram observados diferencas estatisticas

significativas (P <0,05) entre o grupo de cdes assintomaticos, sintomaticos e sadios.
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Caes positivos

Caes positivos

Caes sadios . . . " Valores de
Parametros _ assintomaticos sintomaticos
X+o _ _ referéncia*
X+o X+o0

Ureia (g/dL) 32,4+5,5¢ 28,52+4,3¢ 57,33+46,2™" 21,4 -59,92
Creatinina (mg/dL) 0,98+0,3 0,72+0,2 1,35+0,67 0,5-1,5
AST (UI/L) 36,38+4,1¢ 39,7+11,2¢ 61,64+26,7" 21-45
ALT (UI/L) 33,1946,3¢ 41,8+20,1¢ 65,64+40,9*" 21 -86
Fosfatase alcalina (UI/L) 81,4+31,9¢ 75,3+20,1¢ 116+82,9*" 20— 156
Proteinas totais (g/dL) 6,99+0,4 6,94+0,7 7,59+1,7 54-7,7
Albumina (g/dL) 2,81+0,37 2,45+0,5 2,3+0,1 2,3-38
Globulina (g/dL) 4,18+0,6 4,49+1,0 5,28+1,9 2,3-5.2

Tabela 4. Média dos valores bioquimicos dos cédes positivos assintomadticos, sintomaticos e sadios.

*Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).

*Diferenga estatistica significativa comparada ao grupo dos cées sadios (P <0,05)

® Diferenca estatistica significativa comparada ao grupo dos cdes positivos assintométicos (P <0,05)

¢ Diferenga estatistica significativa comparada ao grupo dos cies positivos sintomdticos (P <0,05)

6.5 Hemograma completo e analises bioquimicas dos caes positivos para

leishmaniose visceral antes e apds terapia com Miltefosina

Antes do tratamento, ao analisarmos a série vermelha, observamos que o
quadro de anemia, caracterizado pela diminui¢do da contagem de hemacias, reducdo do
teor de hemoglobina e/ou diminuicao dos niveis de hematdcrito estava presente em 70%
dos animais avaliados.

Os niveis séricos de plaquetas se mantiveram dentro da normalidade em
90% dos caes, sendo apenas 1 animal apresentando quadro de trombocitopenia e todos
os outros apresentando-se nos valores de referéncia.

No leucograma, observou-se leucocitose em 30% (3/10), eosinofilia em

40% (4/10) e linfocitose em 70% (7/10) dos caes. Os niveis séricos de neutréfilos
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estavam enquadrados dentro dos valores de referéncia em 80% (8/10) dos animais
(Tabela 7).

Nas andlises bioquimicas antes do tratamento, revelaram niveis séricos de
ureia, creatinina, ALT e fosfatase alcalina dentro da normalidade. No entanto, foi
demonstrado um aumento da enzima AST em 60% dos animais.

O perfil sérico de proteinas totais e globulina apresentaram-se elevados em
4 cdes (40%); e redugdo nos niveis de albumina foram observados igualmente em 4
animais (40%) (Tabela 8).

Apés o tratamento dos cdes com a Miltefosina, novos exames
hematoldgicos e bioquimicos foram realizados. Quando comparados aos exames
anteriores, foi observada uma melhora em relagc@o a alguns parametros avaliados.

No eritrograma desses animais, 40% (4/10) demonstraram reducdo de
eritrocitos € 30% (3/10) de hemoglobina e hematdcrito. Quando comparados os trés
parametros hematoldgicos realizados antes e apds o tratamento, notou-se que 2 (20%)
cdes apresentaram melhora nesses parametros avaliados e 1 (19%) apresentou piora.
Manna et al. (2009) aponta reducdo de hematdcrito como sendo um dos efeitos
colaterais observados no tratamento de caes com Miltefosina.

Quanto ao perfil leucocitario, observou-se leucocitose em 30% (3/10) dos
animais avaliados. No entanto, 2 animais (20%) obtiveram melhora apds a realizacdo da
terapia medicamentosa. O quadro de neutrofilia e trombocitopenia mantiveram-se
homogéneos comparados aos exames anteriores, estando presentes em 10% (1/10) dos
cdes. No entanto, 0os animais que apresentaram essas alteracdes antes do tratamento
foram distintos dos que a possuiam apoés a terapia.

Diferentemente dos exames iniciais, 30% (3/10) dos cdes apresentaram
eosinofilia e 40% (4/10) apresentaram linfocitose (Tabela 9). Quando comparados aos
exames anteriores ao tratamento, observou-se uma melhora nesses parametros em 1
(10%) cao quanto aos niveis séricos de eosindfilos, em 3 (30%) quanto as taxas de
linfécitos, mantendo assim, esses parametros dentro da normalidade apds o tratamento.

Na avaliacdo individual dos parametros bioquimicos, foi observada uma
melhora em alguns animais, onde os niveis de ureia, ALT e fosfatase alcalina ndo
oscilaram apds o tratamento, permanecendo dentro do intervalo de referéncia.
Observou-se ainda, reducao do nivel sérico de creatinina em 10% (1/10) dos animais e

aumento de AST em 30% (3/10) dos caes.
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Hiperproteinemia e hiperglobulinemia foram encontradas em 30% dos caes
(3/10) associados a hipoalbuminemia em 20% dos animais avaliados (2/10) (Tabela 10).
Esses resultados demonstraram melhora nesses pardmetros avaliados em 2 (20%) caes,
no entanto, outro animal que apresentava normalidade nesses parametros antes do
tratamento, apds 0 mesmo, mostrou-se alterado.

De modo geral, os resultados obtidos apds o tratamento dos cdes
demonstraram um padrdo varidvel de resposta, havendo a manutencdo ou melhora no
perfil bioquimico desses animais, firmando a baixa nefrotoxidade e hepatotoxidade ja
referida na literatura sobre o uso da Miltefosina em cdes. No entanto, efeitos colaterais
leves foram observados durante o tratamento no presente estudo, principalmente
relacionados a alteracOes gastrointestestinais (émese, vOmitos e diarreia) nesses
animais, igualmente ja descritos (REGUERA et al., 2016).

Segundo Reguera et al. (2016) o uso da Miltefosina de indiscriminada pode
oferecer riscos de toxidade aos cdes, além de falhas terapéuticas e quadros de recidivas.
Estudos com modelos animais e humanos demonstraram ainda toxicidade reprodutiva,
refletindo em teratogenias e fetotoxicidade.

Embora dados hematolégicos e bioquimicos para avaliagdo das fungdes
renal e hepdtica dos cdes com LVC ndo sejam conclusivos no diagndstico da doenca,
estes parametros fornecem um embasamento essencial para avaliacdo e
acompanhamento do progndstico da enfermidade em cées positivos e evolugdo em caes
tratados (COSTA-VAL et al., 2007).

Nao foram observadas alteracdes estatisticas significativa na média dos
parametros hematoldgicos no grupo de cdes positivos antes e apds o tratamento com a
Miltefosina (P<0,05).

A média da quantidade de plaquetas dos cdes positivos antes da terapia com
a Miltefosina apresentou diferenca estatistica significativa (P<0,05) quando comparados

aos exames realizados ap6s o tratamento (Tabela 5).



17

Caes positivos antes

Caes positivos apos

Valores de
Parametros do tratamento tratamento .
_ _ referéncia
X+o X+o
Eritrécitos (10%/mm?) 4,94+0.5 5,3+0.4 5,5-85
Hemoglobina (g%) 12,1+2.2 12,16+1,3 12-18
Hematdcrito (%) 35,95+3.4 37,08+1,62 37-55
Leucdcitos (103/mm3) 14.709+4.567,2 13.820+3.935,5 6.000 - 17.000
Segmentados (%) 7.560,8+3.177.9 7.456,2+3.157,6 3.000 - 11.500
Eosinéfilos (%) 1.034+722,5 1.112,5+1.194,4 100 - 1.250
Linfécitos (%) 6.245,7+2.428 .5 5.091,7+1.857,6 1.000 - 4.800
Plaquetas (mm?3) 308.700+83.732,9% 272.780+57.393,3 200.000 - 900.000

Tabela 5. Média dos valores hematolégicos dos cées positivos antes e apds o tratamento com Miltefosina.

*Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).

*Diferenga estatistica significativa entre os grupos avaliados (P <0,05)

Quanto as andlises bioquimicas para a avaliacdo das funcgdes hepitica e

renal ndo houve diferenca significativa entre o grupo de cdes positivos antes € apds o

tratamento (P<0,05).
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Caes positivos antes

Caes positivos apos

Valores de
Parametros do tratamento tratamento
_ _ referéncia*
X+o X +o
Ureia (g/dL) 37,97+8.7 34,149.5 21,4-59.92
Creatinina (mg/dL) 0,87+0,3 0,77+0,2 0,5-1,5
AST (UI/L) 54,69+30,3 56,07+34,14 21 -45
ALT (UI/L) 48,19+14,3 47,89+16,5 21 - 86
Fosfatase alcalina (UI/L) 84,2+45,1 62,5+41,0 20 - 156
Proteinas totais (g/dL) 7,33+0,7 7,18+0,9 54-17,7
Albumina (g/dL) 2,38+0,44 2,57+0,51 2,3-3,8
Globulina (g/dL) 4,95+0,98 4,61+1,2 23-52

Tabela 6. Média dos valores bioquimicos dos cdes positivos antes e apds o tratamento com Miltefosina.

*Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).

*Diferenga estatistica significativa entre os grupos avaliados (P <0,05)

6.6 Hemograma completo e anadlises bioquimicas dos caes sadios antes e apds

vacinacido com Leish-Tec®

Os exames laboratoriais dos

cdes higidos antes

da vacinacdo se

apresentaram dentro da normalidade em 100% (10/10) dos caes avaliados neste grupo,

onde nenhum animal apresentou alteracdes no perfil hematoldgico e/ou bioquimico.

Apo6s a vacinagdo, 30% (3/10) apresentaram um quadro de linfocitose.

Comparando os valores antes e apds a vacinacdo, observou-se que 90% dos caes

apresentaram niveis de linfécitos acima dos valores apresentados anteriormente, no qual

20% (2/10) apresentaram aumento que excedeu os valores de referéncia.

Observou-se ainda um aumento nos niveis séricos de proteinas plasmaticas,

no entanto os valores ainda permaneceram dentro da normalidade em 100% (10/10) dos
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cdes. Todos os demais parametros apresentaram-se dentro dos valores de referéncia
tanto antes quando apds o protocolo de vacinagdo.

O aumento dos niveis de linfocitos pés-vacina ja vem sendo descrito na
literatura, visto que os compostos vacinais disponiveis para utilizacdo até o momento
sdo capazes de gerar uma resposta imune protetora, com a ativacdo de linfécitos T

(KROEGER et al., 2012).
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7 CONCLUSOES PARCIAIS

Diante dos resultados expostos até o presente momento, podemos concluir que:

. Caes positivos para leishmaniose visceral sintomdticos apresentaram alteracdes
laboratoriais importantes, como anemia, hiperproteinemia e trombocitopenia. Esses
achados sdao importantes marcadores, associados aos sinais clinicos caracteristicos da
doenca, para auxiliar no diagndstico da leishmaniose visceral canina e avaliacdo do

prognostico.

. Caes positivos para leishmaniose visceral também apresentaram alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas, no entanto, foram menos expressivas quando comparados

aos animais do grupo sintomético.

. Os caes pertencentes ao grupo positivo para LVC e tratados demonstraram um
padrdo variavel de resposta, apresentando melhora ou ndo nos perfis hematoldgicos e

bioquimicos apos o tratamento com Miltefosina.
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ERITROGRAMA LEUCOGRAMA
Eritrocitos Leucocitos pladucis
Animal (5.5-8,5 Hemoglobina Hematdcrito (6.000 - 17.000 Eosinofilos Segmentados Linfécitos Mondcitos (200.000 -
¢ 3 (12-18 g%) (37 - 55 %) 3 3 (100 - 1.250) | (3.000 - 11.500) | (1.000 - 4.800) | (150 - 1.350) 900.000
10”/mm”) 10°/mm°) 5 3
10°/mm)
1 8 14,5 48 4.500%* 180 3.645 450* 225 180.000%*
2 7,64 15,51 48,1 10.700 642 5.564 3.745 749 162.800*
3 6,33 12,4 41,4 5.700%* 342 2.021%* 2.109 228 180.000*
4 3,6% 7,8% 24%* 15.400 48* 875* 2.245 145* 169.000%*
5 4,73% 10,5% 28,8* 5.300* 53% 3.869 1.219 159 101.000*
6 4,39% 9,2% 29% 12.600 504 7.056 5.040%* 0* 391.000
7 4,12% 10,1%* 28,2% 11.340 212 542% 489%* 0* 201.000
8 5,25% 13,1 34,9% 6.700 134 5.762 670* 134%* 171.000*
9 5,3% 10,61 35% 8.400 1.428%* 4.704 2.268 0* 227.000
10 3,16* 5,4% 19%* 4.700%* 329 3.760 470% 141* 170.000*

Tabela 7. Resultado do hemograma completo de cdes com leishmaniose visceral, sintomdticos.
*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.
Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).



BIOQUIMICO

Animal Ureia Creatinina AST ALT Fosfatase Alcalina | Proteinas totais Albumina Globulina
(21,4-59,92 g/dL) | (0,5-1,5mg/dL) | (21-45UVL) | (21-86 UI/L) (20 - 156 UI/L) (5,4 -17,7 g/dL) 2,3-3,8¢g/dL) (2,3 -5,2 g/dL)
1 48 1,5 834k 92k 100 6,1 2.3 3,8
2 200%* 2,3k 52%* 73 320%* 8, 1%* 2,2% 5,9%*
3 42 1,0 20% 20% 33 5,5 2,3 3,2
4 67%* 1,8%%* 94 123%* 97 9,3%* 2,1% T2
5 89** 2,2%* 79** 1427%* 149 7,6 2,3 5,3
6 82k 2,3%* 75 99 86 8,4%% P 6,2%*
7 48 1,7%* 91%* 104 142 9,9 2 7,9%%
8 20% 0,4%* 41 20* 120 6,9 2,6 43
9 76** 2,5%* 41,9 41 150 5.5 2.4 3,1
10 95%* N 109%* 117%* 281%* 11,2%* 1,9% 9,3%*

Tabela 8. Resultado dos testes bioquimicos séricos para avaliagdo das funcdes renal e hepdtica de caes com leishmaniose visceral, sintomaéticos.
*Abaixo dos niveis de referéncia. ** Acima dos niveis de referéncia.
Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).
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ERITROGRAMA LEUCOGRAMA
Eritrécitos Leucocitos Plaquetas
Animal | (55-85 Hemoglobina | Hematécrito (6.000 - 17.000 Eosindfilos | Bastonetes | Segmentados Linfécitos Mondcitos | (200.000 -
5.3 (12-18g%) | (37-55%) 3 3 (100 -1.250) | (0-540) | (3.000 - 11.500) | (1.000 - 4.800) | (150 - 1.350) | 900.000
10°/mm”) 10°/mm”) 5 3
10°/mm”)
1 5,55 13,1 37,2 6.700 134 0 5.762 670* 134* 171.000*
2 5.9 12,4 55 6.200 362 0 1.914* 1.129 160 245.000
3 4,7* 12,1 47 16.500 825 0 11.415 342% 825 216.000
4 6,67 17,9 49,6 12.700 889 0 7.747 4.064 189 322.000
5 6 12,1 40 6.450 451 0 4.644 1.161 194 180.000*
6 5,8 12,9 40,7 17.700%* 177 990** 12.045%%* 2.124 354 443.000
7 5,8 12,8 40,5 7.200 168 0 3.184 1.848 129* 220.000
8 5,2% 11,7* 36,9* 6.100 0* 0 2.583* 1.517 111* 78.000*
9 6,12 13,2 41 21.000%* 236 0 3.232 6.873%* 163 190.000*
10 6,3 13,8 43 12.500 792 0 10.863 4.476 220 250.000

Tabela 9. Resultado do hemograma completo de cdes com leishmaniose visceral, assintomaticos.
*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.
Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).
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BIOQUIMICA
Animal Ureia Creatinina AST ALT Fosfatase Alcalina | Proteinas totais Albumina Globulina
21,4 -59,92 g/dL) | (0,5 - 1,5 mg/dL) (21 -45UVL) (21 - 86 UI/L) (20 - 156 UI/L) (5,4 -17,7 g/dL) (2,3-3,8¢g/dL) (2,3-5,2¢g/dL)
1 22 0,4%* 41 20%* 89 6,9 2.4 4,5
2 32 0,5 39 29 65 7,1 2,6 4,5
3 31 0,6 49%* 22 71 5,8 2,6 3,2
4 23 0,9 36 41 98 8,1%* 2,1% 6**
5 30 1,5 4% 31 100 7,8 ®* 1,3% 6,5%*
6 27 0,7 31 52 50 5,65 2.4 3,25
7 37,2 0,8 22 30 43 6,2 2.4 3,8
8 30 0,7 65%%* 897k 100 7,3%%* 2 5,3%%*
9 25 0,6 31 63 79 6,9 3,6 3,3
10 28 0,5 36 41 58 7,7 3,1 4,6

Tabela 10. Resultado dos testes bioquimicos séricos para avaliagdo das func¢des renal e hepatica de cies com leishmaniose visceral, assintomaticos.
*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.
Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).
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ERITROGRAMA LEUCOGRAMA

Animal Egg (?c;fgs Hemoglobina Hematécrito ( 6I.Z)e(;:)c (-’)cli;(.)(foo Eosinéfilos Segmentados Linfécitos Mondcitos
10/mm’) (12-18 g%) (37 -55%) 10%/mm?’) (100 - 1.250) (3.000 - 11.500) (1.000 - 4.800) (150 - 1.350)

AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT

1 5,06 | 431*%| 149 12 40,5 36% | 19.400%* | 18.200%* | 1.358%* | 1.456%%* 9.312 12.740%%* | 8.342%%* 4.004 388 0*
2 4,55*% | 5,5 | 11,9* 11* 37,3 36* 16.200 9.000 2.592%* 270 9.720 5.580 3.564 2.880 324 270

3 5,42% | 52% | 15,13 | 10,1* | 40,79 33% | 19.397** | 18.100%* | 1.711%* | 4.525%* | 12.352%* 10.498 0.223%% 3.077 502 0*
4 4,5% | 577 9% 12,6 30* 38,6 3.900* 11.300 156 565 1.716%* 6.328 2.028 4.294 0* 113*
5 4,67* | 5,1* | 10,5*% | 10,67* | 33,3* | 37,1 11.800 6.564 1.534%% | 1.298%%* 4.366 2.276%* 5.664%% | 5.401%* 236 218
6 5,6 5.8 12,5 12,9 37,1 38,5 12.700 15.298 1.016 874 4.572 3.468 6.604%* | 9.244%%* 508 461
7 5.8 5.7 15,2 15 38,8 38,1 16.700 | 18.000%* 501 753 6.012 8.032 9.686%* | 7.453%%* 501 552
8 4,39*% | 5,6 9,6%* 12,1 32,3* | 38,2 14.200 14.200 426 426 7.952 7.952 5.396%* 4.396 284 284

9 5,23*% | 55 12,1 13,1 36,7 | 37,56 | 13.000 11.000 650 492 8.320 11.143 4.030 4.670 0* 0*
10 4,2% | 53% | 10,2* 12,2 32,8*% | 37,8 | 19.800** 16.540 396 466 11.286 6.545 7.920%* | 5.498%** 198 187

Tabela 11. Resultado do hemograma completo de cdes com leishmaniose visceral antes e apds terapia com Miltefosina.
AT: Antes do tratamento. DT: Depois do tratamento.
*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.

Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).



Plaquetas
Animais (200.000-900.000 10°/mm®)
AT DT
1 243.000 152.000%*
2 249.000 216.000
3 190.000% 216.800
4 231.000 285.000
5 350.000 321.000
6 355.000 298.000
7 284.000 264.000
8 380.000 322.000
9 489.000 344.000
10 316.000 309.000

Tabela 12. Resultado de perfil plaquetirio de cdes com leishmaniose
visceral antes e apds terapia com Miltefosina.

AT: Antes do tratamento. DT: Depois do tratamento.

*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.
Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology
(2010).
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BIOQUIMICOS
Ureia Creatinina AST ALT Fosfatase Alcalina | Proteinas totais Albumina Globulina
Animal (21,4 - 59,92 g/dL) | (0,5 - 1,5 mg/dL) (21 -45UVL) (21 - 86 UVL) (20 - 156 UI/L) (54 -17,7 g/dL) 2,3-3,8¢g/dL) 2,3-5,2¢g/dL)
AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT
1 41 44 1,1 1,1 31 26 41,9 31 129 98 7,8%% 7,9%* 2,2% 2,3 5,6%* 5,6%*
2 25 27 0,7 0,8 ST 1317#%* 62 47 71 57 6 6,2 2,4 2,4 3,6 3.8
3 41,5 30 1 0,8 87%* 78,5%* 77 73 142 120 6,9 6,3 2,8 3,1 4.1 3,2
4 54 30 0,5 0,7 131%* 104** 31 84 146 112 8,7 #* | 8,6 ** 2,2% 2,2% 6,5%* 6,4°%*
5 41,1 36,4 0,6 0,6 47%* 43 39 41 23 26 7,6 7,6 3,2 3,6 4.4 4
6 42,3 57 0,9 0,6 34 39 43 38 90 27 6,8 5,9 1,7 3,1 5,1 2,8
7 42,1 37,4 1,3 1,1 47%* 38 59 42 121 114 7,9%* 7,7 1,8* 2.4 6,1%* 5,3
8 38,1 29 1,4 1 47,9%* 38,2 53 51,9 35 21 8,2%* 7,3 2,2% 24 6** 4,9
9 32 249 0,7 0,4* 22 28 27 32 42 29 6,8 6,1 2.9 2,5 39 3,6
10 22,6 25,3 0,5 0,6 43 35 49 39 43 21 6,67 8,24 2.4 1,7* 42 6,5%*

Tabela 13. Resultado dos testes bioquimicos séricos para avaliacdo das fungdes renal e hepatica de cies com leishmaniose visceral antes e apds terapia com Miltefosina.
AT: Antes do tratamento. DT: Depois do tratamento.

*Abaixo dos niveis de referéncia. ** Acima dos niveis de referéncia.

Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).



ERITROGRAMA LEUCOGRAMA

Eritrécitos . At Leucocitos a4 432 A
(5,5-8,5 Hemoglobina | Hematocrito (6.000 - 17.000 Eosinoéfilos Segmentados Linfécitos Mondcitos
Ju— 10%mm’) (12-18 g%) (37-55%) 10¥/mm’) (100-1.250) (3.000-11.500) (1.000-4.800) (150-1.350)
AV DV AV DV AV DV AV DV AV DV AV DV AV DV AV DV
1 5,8 5,6 13,4 13,6 38,1 38,9 9.850 10.112 670 820 4.240 | 4927 | 1.345 3.545 192 219
2 6,1 6,7 16,9 17,1 42 441 15.984 | 16.482 354 410 9420 | 9.012 | 4210 | 6.234* | 290 312
3 6,25 6,9 17,3 17,8 43,6 | 47,6 | 12.300 | 11.139 1.123 1.021 |11.012]10.923| 6.913 8.372* 320 287
4 5,79 6,1 16 16,5 42,2 51,2 8.800 11.300 240 310 3.744 | 3.123 | 1.016 2.112 154 154
5 6,9 7.4 17,24 | 17,93 | 46,8 48,7 | 12.134 | 12981 469 413 11.132 | 11.825| 1.062 1.198 256 419
6 5,55 5,59 16,4 12,3 37,1 37,8 | 11.800 | 11.800 354 118 8.260 | 5428 | 2950 | 5.900* | 236 354
7 5,6 5,9 13,6 | 14,12 | 374 37,9 | 15.500 | 14.990 1.240 834 8.990 | 7.424 | 2.270 2.872 209 321
8 5,95 6,23 | 13,12 | 164 | 39,1 42 16.460 | 16.924 230 283 9.639 | 7.340 | 3.122 4.752 197 173
9 6 6,8 1498 | 15,8 40,3 41,3 | 11.121 | 13.132 311 410 7.233 | 8.101 1.345 1.426 410 383
10 6,2 6,05 14,2 13 36,8 37,2 | 10.243 8.700 267 261 5.786 | 3.654 | 4.398 4.350 254 435

Tabela 14. Resultado do hemograma completo de caes sadios antes e apds vacinagdo com Leish-Tec®.
AV: Antes da vacinag@o. DV: Depois da vacinagao.
*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.

Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).

19



_— Plaquetas (200.000-900.000) P""“’igf‘;;‘,‘:f;f;““*‘
AV DV AV DV
1 298.000 296.000 6 6.3
2 256.000 273.000 7 73
3 245.000 257.000 78 7.9
4 218.000 208.000 78 78
5 218.000 201.000 72 7.1
6 337.000 332.000 6.8 6
7 297.000 310.000 6.8 72
8 231.000 255.000 6.9 74
9 311.000 301.000 74 75
10 299.000 244.000 6,6 6.3

Tabela 15. Resultado de perfil plaquetério de cdes sadios antes e apds vacinagdo com Leish-Tec®.
AV: Antes da vacinagdo. DV: Depois da vacinacio
*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.

Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).
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BIOQUIMICO
Ureia Creatinina AST ALT Fosfatase Alcalina
Animal (21,4 - 59,92 g/dL) (0,5 - 1,5 mg/dL) (8,9-48,5UIL) (21-86UIL) (20 - 156 UI/L)
AV DV AV DV AV DV AV DV AV DV
1 29,1 30,2 0,9 0,7 42 443 244 28,1 48 55
2 34,8 394 1,2 1,3 39,1 41,3 41,2 39 69 43
3 39 42 1.4 1,2 32,9 30,1 33 36,7 37 41
4 40 44.8 0,6 0,9 42,1 39,2 29 32,9 132 113
5 28 31,9 0.8 1 36 334 26 25,4 61 82
6 37 31 1 0,9 36 38 31 42 73 74
7 28,3 26,3 1,1 1,3 35,8 35 29,3 30 141 137
8 32 29,4 1,5 1,3 28,4 32,4 32,9 34,5 98 82
9 21 26 0,5 0.8 39 46,1 42 44 72 67
10 34,8 38,5 0.8 0,5 32,5 41 43,1 36 83 69

Tabela 16. Resultado dos testes bioquimicos séricos para avaliacdo das funcdes renal e hepdtica de cdes com leishmaniose visceral antes e

apo6s vacinagdo com Leish-Tec®.

AV: Antes da vacinacdo. DV: Depois da vacinagdo

*Abaixo dos niveis de referéncia. **Acima dos niveis de referéncia.

Valores de referéncia segundo SCHALM’S, Veterinary hematology (2010).



ANIMAIS ASSINTOMATICOS

Nome do Animal: N° do animal:

Raca: Idade: Sexo:
Proprietario: Tel:

Endereco:

Castrado? SIM NAO

Vermifugado? SIM NAO Data da dltima vermifugacao:
Alimentagdo: Racdo Comida caseira AN

Outros? Quais?

Vacinacdo? Quais?

Procedimento cirdrgico recentemente?

Presenca de sinais clinicos? SIM NAO

Quais?

DATA DA COLETA:

OBSERVACOES:



Nome do Animal:
Raca:

Proprietério:
Endereco:

Castrado? SIM
Vermifugado? SIM
Alimentagcdo: Racdo

Outros? Quais?

ANIMAIS SINTOMATICOS

Idade: Sexo:
Tel:
NAO
NAO Data da dltima vermifugacao:
Comida caseira AN

Vacinacdo? Quais?

Procedimento cirdrgico recentemente?

DATA DA COLETA:

OBSERVACOES:

N° do animal:

23

EXAMES REALIZADOS:

Outros:

Hemograma Completo
Pesquisa de Babesia
Pesquisa de Ehrlichia

Ureia

Proteinas totais e fracdes

FA

Creatinina

AST

ALT

Puncao Medular

Pun¢do de linfonodo

DPP®

Elisa indireto

Proteinas totais e fracoes

RIFI




TRATAMENTO
Nome do Animal: N° do animal:
Raca: Idade: Sexo:
Proprietério: Tel:
Endereco:
Castrado? SIM NAO
Vermifugado? SIM NAO Data da dltima vermifugacao:
Alimentagdo: Racdo Comida caseira AN

Outros? Quais?

Vacinacdo? Quais?

Procedimento cirdrgico recentemente?

Inicio do tratamento:

Término do tratamento:

Presenca de sinais clinicos? SIM NAO

Quais?

<+ DATA DAS COLETAS
1* Antes do tratamento:
2* Apds o tratamento:

3* Apos o tratamento:

OBSERVACOES (ANTES DO TRATAMENTO):

24
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EXAMES REALIZADOS ANTES DO TRATAMENTO:

Hemograma Completo Creatinina Pun¢do de linfonodo
Pesquisa de Babesia AST DPP®

Pesquisa de Ehrlichia ALT Elisa indireto

Ureia Proteinas totais e fracdes

Proteinas totais e fracoes Puncao Medular RIFI

FA

Outros:

OBSERVACOES DURANTE O TRATAMENTO:

EXAMES REALIZADOS APOS O TRATAMENTO:

Hemograma Completo Creatinina Puncio de linfonodo
Pesquisa de Babesia AST DPP®

Pesquisa de Ehrlichia ALT Elisa indireto

Ureia Proteinas totais e fracdes

Proteinas totais e fracdes Puncdo Medular RIFI

FA

Outros:

OBSERVACOES APOS O TRATAMENTO:



Nome do Animal:
Raca:
Proprietario:

Endereco:

Castrado? SIM

Vermifugado? SIM

Alimentagdo: Racdo

Outros? Quais?

VACINACAO
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N° do animal:

Idade:

NAO

Sexo:

Tel:

NAO Data da dltima vermifugacao:

Comida caseira

Vacinacdo? Quais?

Procedimento cirdrgico recentemente?

AN

<> DATA DAS COLETAS

- Data da realizacdo do teste anti-leishmaniose:

- Data da 1? Coleta antes do inicio da vacina:

EXAMES REALIZADOS ANTES DAS VACINAS:

Outros:

Puncdo de linfonodo

DPP®

Elisa indireto

RIFI

Hemograma Completo Creatinina

Pesquisa de Babesia AST

Pesquisa de Ehrlichia ALT

Ureia Proteinas totais e fracdes
Proteinas totais e fracdes Puncao Medular

FA

- Data da 2° Coleta apds a administragdo das vacinas:



EXAMES REALIZADOS APOS VACINAS:

Hemograma Completo

Pesquisa de Babesia

Pesquisa de Ehrlichia

Ureia

Proteinas totais e fracoes

FA

Outros:

Creatinina

AST

ALT

Proteinas totais e fracoes

Puncao Medular
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Pungdo de linfonodo
DPP®

Elisa indireto

RIFI

< DATA DAS VACINACOES
- 1* Dose da Leish tec:
- 2% Dose da Leish tec:

- 3% Dose da Leish tec:

OBSERVACOES:
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FICHA DE AUTORIZACAO DE COLETA DE MATERIAL

Eu, ,
CPF n° , residente em
tutora do animal , SEXO0 , idade , raca

, autorizo a participa¢do do meu animal como objeto de estudo no projeto de
mestrado intitulado “Perfil de imunoglobulinas envolvidas na leishmaniose visceral
canina: vacinacao, infeccdo e tratamento”, realiza¢do de coleta de material (sangue total,
puncdo medular e/ou linfonodo) pela Mestranda Lucélia Teixeira Franca para realizagao
de exames laboratoriais como Hemograma completo, bioquimicos (ureia, creatinina,
AST, ALT, FA, Proteinas totais e fragdes), teste parasitologico (esfregaco de medula) e
sorolégicos (teste imunocromatografico rdpido DPP®, ELISA indireto e RIFI) para
confirmacdo ou exclusdo do diagndstico de leishmaniose visceral canina e dosagem de

Imunoglobulinas.

Sao Luis, de de 2018.

(Assinatura do tutor)
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}45 EE%KBRSI!:H.ADD OE Centro de Ciéncias Agrarias
_i:z MA RAN HAD Curso de Medicina Veterindria

Comissdo de Etica e Experimentacio Animal (CEEA)
Credenciamento Provisério - CONCEA/MCT
Processo 01200.002200/2015-06 (449) - Emiss3o 19/06/2015

Y

DECLARACAO

Declaramos para devidos fins que o projeto intitulado “PERFIL DE IMUNOGLOBULINAS
ENVOLVIDAS NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA: VACINACAO, INFECCAO E
TRATAMENTO" foi aprovado pela Comissiio de Ftica e Experimentagdio Animal - CEEA do Curso
de Medicina Veterinaria da UEMA, conforme protocolo n® 28/2017 aprovado em 03/03/2018, para o
periodo de execugiio da pesquisa até 2018 pela equipe coordenada pelo Prof. Dr. Ferdinan Almeida
Melo, o membro executor Lucélia Teixeira Franga e o colaborador Carla Janaina Rebougas Marques do

Rosario por atender as normas de Bem-Estar Animal da Resolugio do CFMV n® 1000/2012 e a Lei
11.794/2008.

Séo Luis, 05 de margo de 2018

Ao

Profa. Dra. Alana Lislea de Sousa
Presidente do CEEA/CMV/UEMA
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_CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Credenciamento Provisério - CONCEA/MCT
Processo 041200.002200/2015-06 - 19/06/2015

PARECER DE APROVACAQ

DATA DA ENTRADA NUMERO DO DATA DA
Do PHOT!'JCOLG PROTOCOLO APROVAGAQ
| 2u0e2017 || 2812017 J[ 03/03/2018 |

VACINACAD,

TITULO DO PROJETO
PERFIL DE IMUNOGLOBULINAS ENVOLVIDAS NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA:

INFECGAO E TRATAMENTO

LOCAL DA EXECUGAO (IES/Laboratério)
Departamento de Patologia Clinica

OBJETIVO
Avaliar a produgdo de imunoglobulinas envolvidas na leishmaniose visceral em caes

vacinados, naturalmente infectados e submetidos a tratamento

ESPECIE ANIMAL/RACA
Cao

CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA AUTORIZADA
50 animais divididos em 5 grupos (10 animais/ grupo)

PERIODO DE EXECUGAO DA PESQUISA
03/2017 a 12/2018

PESQUISADOR RESPONSAVEL/EXECUTOR
Lucélia Teixeira Franga (Orientador: Prof. Dr. Ferdinan Almeida Melo)

EQUIPE/COLABORADORES
Carla Janaina Rebougas Marques do Rosario

o8 103 pol!¥

Arowa

Presidente da Comissio

gl O, Al Lisa de St
MV | UEMA 1 9357




