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RESUMO  

 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doença infecciosa, crônica e sistêmica, 

causada no Brasil por um protozoário da espécie Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi , sendo transmitida por insetos hematófagos da especié Lutzomyia longipalpis, por 

ocasião do repasto sanguíneo. É considerada uma doença imunomediada devido a 

característica do parasito além disso,  o estresse oxidativo vem sendo estudado como um dos 

fatores envolvidos na imunopatogenese da doença. Diante disso, nesse estudo foram 

avaliados os níveis séricos de Espécies Reativas ao Oxigênio (ERO’s) de cães naturalmente 

infectados com Leishmania (Leishmania) infantum chagasi no Momento zero (M0), e no 

Momento três (M3). 63,6% dos animais apresentaram diminuição dos níveis séricos de 

ERO’s depois de 3 meses de tratamento, os cães desse grupo também apresentaram visível 

melhora clínica. Em 36,4% dos animais, esses níveis de ERO’s permaneceram-se altos e os 

pacientes não demonstraram melhora clínica.  
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ABSTRACT 

 

Visceral Canine Leishmaniasis (LVC) is a chronic and systemic infectious disease caused in 

Brazil by a protozoan of the Leishmania (Leishmania) infantum chagasi species, and is 

transmitted by blood-sucking insects of the species Lutzomyia longipalpis, on the occasion 

of blood repellent. It is considered an immunomediated disease due to the characteristic of 

the parasite. In addition, oxidative stress has been studied as one of the factors involved in 

the immunopathogenesis of the disease. In this study, the serum levels of Oxygen Reactive 

Species (EROs) of dogs naturally infected with Leishmania (Leishmania) infantum chagasi 

at Moment zero (M0), and at Moment three (M3) were evaluated. 63.6% of the animals 

showed a decrease in serum ERO levels after 3 months of treatment, the dogs in this group 

also showed visible clinical improvement. In 36.4% of the animals, these ROS levels 

remained high and the patients did not show clinical improvement. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de distribuição mundial comum em 

regiões tropicais, subtropicais e mediterrâneas (PIRAJÁ, 2013) transmitido aos hospedeiros 

susceptíveis por vetores flebotomíneos (OLIVEIRA, 2008) do gênero Phlebotomus ou 

Lutzomyia no velho e novo mundo respectivamente (QUINNEL e COURTENAY, 2003). 

No Brasil a LV é causada pelo protozoário da espécie Leishmania (Leishmania) 

infantum chagasi (NOLI, 2008; DANTAS-TORRES, 2006), sendo sua  transmissão 

realizada principalmente por flebotomíneos da espécie Lutzomyia longipalpis por ocasião do 

repasto sanguíneo (DANTAS-TORRES, 2006), tendo o cão um papel importante nas áreas 

urbanas por ser considerado o principal reservatório do parasito (ALMEIDA, 2009; 

DANTAS-TORRES et al, 2012; VITORIANO-SOUSA et al, 2013). 

Considerada como doença imunomediada (BANETH, 2006; MAIA & CAMPINO, 

2008), a progressão da infecção nos cães apresenta acentuada resposta humoral com altos 

títulos de imunoglobulinas e depressão da resposta imunológica celular (MAIA & 

CAMPINO, 2008; CARRILLO & MORENO, 2009), determinando o surgimento de animais 

assintomáticos ou sintomáticos (MOLINA, 1994). 

Neste sentido, a ativação exarcebada do sistema imune durante a infecção por Leishmania 

(L.) infantum chagasi tem sido responsabilizada por diversas síndromes associadas a 

infecção como doença articular, renal, ocular entre outras (SOLANO-GALEGO et al, 2009).  

Por outro lado, as células lesadas liberam substâncias que participarão diretamente 

do processo inflamatório e influenciam de maneira concreta no estado de oxidação celular e 

na liberação de radicais livres deletérios aos processos fisiológicos.  

Nesse sentido, as Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) assumem importante papel 

no metabolismo respiratório durante a fagocitose, promovendo a destruição dos antígenos, 

porém, quando estimulados em excesso, aumentam a produção dessas espécies reativas, 
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promovendo um distúrbio no balanço entre pró-oxidantes e antioxidantes (ZAMZAMI, 

1996, BILDIK, 2004; EREL, 1997; OLIVEIRA & CECHINI, 2002).  

Independentemente do tipo de resposta e fase clínica dos cães infectados, o 

tratamento de animais infectados com Leishmania (L.) infantum chagasi tem sido utilizado 

para remissão dos sinais clínicos, redução na capacidade infectante (CIARLINI et al ,2010; 

TRIGO, 2010) e diminuição da produção dessas espécies reativas, promovendo o equilíbrio 

do eixo (TONIN et al, 2016). 

 Sendo assim, as condutas terapêuticas utilizados na doença canina estão baseadas 

utilização de antimoniato de meglumine, anfotericina B, alopurinol e imuno moduladores, 

as quais tem demonstrado cura clínica, sendo que a eleição de um fármaco especifico 

depende do quadro clinico do animal e do status  imunológico do animal e do país onde os 

animais residem(SOLANO-GALEGO, 2009). 

Devido a estreita relação entre o parasito e a resposta imune, e sabendo da 

importância das enzimas chaves na imunopatogênese da LVC, este trabalho tem como 

objetivo avaliar o estresse oxidativo e atuação de enzimas do sistema purinérgico em cães, 

naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum chagasi, submetidos a  tratamento 

experimental 

 

 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Leishmaniose Visceral 
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A leishmaniose visceral (LV) se apresenta entre as mais importantes doenças 

negligenciadas, estando associada vulnerabilidade ambiental e social, constituindo um grave 

problema de saúde pública devido a sua distribuição geográfica, com o agravante  de que 

350 milhões de pessoas possam estar sob risco direto de exposição a doença e com mais de 

dois milhões de casos registrados anualmente (WHO, 2016). 

Considerada uma zoonose crônica, a LV é causada por protozoários intracelulares do 

gênero Leishmania, pertencentes ao complexo Leishmania (Leishmania) donovani 

(LAINSON e SHAW, 1987) encontrada principalmente na Índia, Paquistão e Bangladesh e   L. 

infantum, encontrada no Brasil, alguns países do Mediterrâneo, África Oriental, norte da Ásia 

e da China (DANTAS-TORRES, 2006), acometendo o homem e diferentes espécies de 

mamíferos silvestres e domésticos (CASTELLANE, 2012), cuja transmissão ocorre através 

da picada de insetos vetores  (CORTES et al., 2012) da família Psychodidae, (MARTINS et 

al., 1978; TAFURI et al., 2004). 

No Brasil, após a inoculação por insetos da espécie Lutzomyia longipalpis nos 

hospedeiros vertebrados, a forma promastigota de Leishmania infantum é rapidamente 

fagocitada pelas células do sistema fagocítico mononuclear (MURRAY, 2005), onde os 

leucócitos parasitados migram progressivamente da pele através das vias linfáticas ou 

sanguíneas (LAGE, et al, 2007) para outros órgãos tais como: baço, medula óssea, fígado, 

causando uma infecção crônica (SILVA, 2007). 

A ocorrência da LV em uma determinada área depende basicamente da presença do 

vetor susceptível e de um hospedeiro/reservatório igualmente susceptível.  No Brasil 

inicialmente, a LV foi caracterizada como doença rural e nos últimos anos vem se tornando 

uma doença urbanizada em várias cidades brasileiras (BEVILACQUA et al., 2001; 

DESJEUX, 2004). 
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Neste contexto o cães domésticos são considerados, no ciclo urbano de transmissão, 

os principais reservatórios (DEANE & DEANE, 1962 ; ALENCAR 1978)  e o papel dos 

gatos domésticos nestas áreas tem sido discutido (PIRAJÁ, 2013). 

2.2 Leishmaniose Visceral Canina (LVC) 

A LVC é uma doença complexa, sistêmica, crônica e até mesmo fatal, caracterizada 

por alterações clínicas muito variáveis, envolvendo quase todos os órgãos, em consequência 

da multiplicidade de mecanismos patogênicos do protozoário, da diversidade de respostas 

imunológicas desenvolvidas nos hospedeiros e do longo período de incubação, que pode 

variar de alguns meses até vários anos (BANETH, 2006).  

Não obstante é amplamente aceito que animais infectados com sinais clínicos da enfermidade 

apresentem uma acentuada resposta humoral, e uma baixa imunológica celular contra o parasita 

(MAIA & CAMPINO, 2008 ; CARRILLO & MORENO, 2009). Desta forma as respostas imunes e 

manifestacoes clinicas na LVC podem ser apresentadas como uma infecção subclínica,  uma doença 

auto-limitante ou doença grave (BOTERRO et al, 2006).  

Apesar de alguns fatores de riscos apresentar associação com doença canina como sexo, faixa 

etária, raça, tamanho e  condições do peridomicílio,  a maior incidência  da doença parece estar 

associada a presença de cães em áreas com condições sanitárias precárias e em locais próximos a 

vegetação primária, além do convívio com animais silvestres infectados (FIGUEREDO, 2014). 

No Brasil, estima-se em milhões o número de cães infectados (BANETH et al. 2006) 

em função da prevalência da infecção que varia de 1,9% a 51,35% em diferentes regiões 

(REIS et al, 2006, DANTAS-TORRES 2006, MORAIS, 2013). 

2.3  Distribuição da LVC no Brasil 



13 
 

 A Ocorrência da LVC tem sido registrada em vários estados da federação com 

diferentes taxas de prevalência na dependência da endemicidade local, da região estudada e 

do teste diagnóstico utilizado. 

Sendo assim a prevalencia da infecção varia de 0,57% cidade de São José do Rio 

Preto (ANDRADE et al., 2007) a 45%  na zona urbana da cidade de  Mossoró-RN,  

(AMORÁ et al., 2006). 

No estado de Pernambuco, a frequência da infecção tem revalado indices não muito 

distrantes daqueles evidenciados no território brasileiro com taxas variando de 4,8% no  

município de São Vicente Ferrer, Agreste Pernambucano a 40,3% na cidade de Paulista, 

Região Metropolitana do Recife (DANTAS-TORRES e BRANDÃO FILHO, 2006). 

2.4 Imunopatogenia da LVC 

Após a inoculação, as formas promastigotas podem ser fagocitadas pelos polimorfonucleares 

(WOODMAN et al, 1998), onde pode ocorre a destruição dos parasitas, pela ação de enzimas e seus 

grânulos (CASTELLANO, 2005), além da ação de produtos do metabolismo oxidativo e produção 

de oxido nítrico (AWASTHI et al., 2004). 

Em função do limitado poder de fagocitose do sistema mieloide, as formas amastigotas 

de  L. infantum  continuam a se replicar no interior dos macrófagos (LAGE et al., 2007) ocorrendo 

assim a  disseminação dos protozoários para os órgãos do sistema retículo-endotelial 

(RIBEIRO,2008), além de outros sítios, incluindo estomago, intestino e pulmão (SILVA, 2007). 

  Desta forma os antígenos processados dentro dos macrófagos são apresentados às células T 

CD4+, que determinarão uma resposta do tipo Th1 ou Th2, na dependência da espécie de parasita, a 

dose inoculada,o local de inoculação, a saliva de algumas espécies de flebotomíneos, aspectos 

imunológicos e predisposição genética do hospedeiro pode influenciar essa resposta (SEDER & 

PAUL, 1994; REISet al., 2006). 
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Neste sentido a imunopatogênese da LVC é dependente do perfil de resposta imunológica 

associada ao perfil  de subpopulações celulares Th1 e Th2 (REGUERA, 2016). Neste sentido  cães 

infectados apresentam uma falha na resposta linfoproliferativa e uma redução no número de células 

T CD4+ (BOURDOISEAU, 1997; MORENO et al, 1999; GUARGA et al, 2002)  

Por outro lado, durante o processo de infecção,  a saliva do vetor é importante no 

estabelecimento da infecção, pois contém componentes imunossupressores (RIBEIRO, 

2008) que promovem, redução da produção de óxido nítrico (NO) e de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), redução da apresentação de antígeno pelo macrófago (HALL & TITUS, 

1995; TITUS & RIBEIRO, 1990; TITUS e THEODOS, 1994), indução da produção de 

Interleucina 4 (IL-4) por linfócitos (LIMA e TITUS, 1996), inibição da instalação da 

resposta Th1 (MBOW et al.,1998) e redução na expressão de moléculas co-estimulatórias 

das células apresentadoras de antígeno (APCs) (THEODOS e TITUS, 1991).  

Além disso, os macrófagos infectados por Leishmania spp são deficientes em 

moléculas co-estimulatórias, o que leva a um comprometimento da interação com as células 

T e consequente inibição de uma resposta imune efetora com produção de IFN-γ que induz 

a ativação macrofágica (PINELLI et al., 1999), e a participação de linfócitos T CD8+ que 

parecem atuar na resposta protetora contra a infecção (REIS, 2006).  

Apesar do papel dos macrófagos ser bem pontuado, sabe-se que a primeira linha 

celular de defesa são os neutrófilos, recrutados por Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 17 (IL-

17), complemento C3a, fator de necrose tumoral (TNF), fator quimiotático secretado por 

promastigotas (VAN ZANDBERGEN, 2002), chegando durante as primeiras horas ao local 

de inoculação das formas promastigotas (SOLANO-GALEGO, 2009) com a função de 

fagocitar o protozoário. 
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Neste processo, o protozoário induz a diminuição da apoptose induzida via Fator de 

Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) e fator estimulador de granulócito e macrófago  (MOORE 

& MATLASHEWSKI, 1994).  

Conforme já demonstrado, os neutrófilos constituem a primeira linha de defesa do 

organismo, realizando fagocitose do agente invasor.  e destruindo-o por meio da produção 

de Especies Reativas de Oxigenio (ERO), entrando posteriormente em apoptose. Entretanto, 

alguns micro-organismos desenvolveram a capacidade de modificar o metabolismo 

oxidativo e a apoptose neutrofílica como tática para perpetuar a infecção, evadindo de forma 

eficaz o sistema imune (ANWAR, 2007). 

2.5 Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 

Espécies Reativas de Oxigênio são espécies químicas presentes na maioria dos 

sistemas biológicos, que ocorrem naturalmente em grande parte das células eucarióticas 

devido ao metabolismo energético dependente do uso de oxigênio. Na cadeia transportadora 

de elétrons, localizada na membrana interna da mitocôndria, o O2 recebe quatro elétrons e 

quatro prótons resultando na formação de duas moléculas de H2O. A redução parcial de 

oxigênio por adição de um elétron de cada vez, gera intermediários reativos, como os radicais 

superóxido (O2-.), hidroperoxila (HO2.), hidroxila (OH), e o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(LEITE, 2003; NASSER et al, 2011). 

Em condições naturais os seres vivos mantem um equilibrio entre a produção e a 

neutralização das ERO (WELKER et al., 2013). Entretanto, quando a taxa de produção de 

ERO excede a capacidade da defesa antioxidante, uma situação de estresse oxidativo pode 

se estabelecer (ZAMZAMI, 1996, BILDIK, 2004; EREL, 1997; OLIVEIRA e CECHINI, 

2000), gerando à oxidação de componentes  essenciais da célula como protínas , DNA e 

ácidos graxos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 
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As Espécies Reativas de Oxigênio são também componentes importantes no 

metabolismo respiratório durante a fagocitose, e nessa ocasião, possuem potente ação 

microbicida, promovendo a destruição dos antígenos englobados (ALMEIDA, 2013).  

Por outro lado, a produção contínua desses radicais livres durante os processos 

metabólicos e fagocitose, culmina no desenvolvimento de mecanismos de defesa 

antioxidante, que têm o objetivo de limitar os níveis intracelulares de tais espécies reativas 

e controlar a ocorrência de danos decorrentes (LASKAY, 2003), como a apoptose prematura 

dos fagócitos e deficiência da resposta imune inata (VALKO, 2006). 

Na espécie canina, o estresse oxidativo vem sendo atribuído à patogênese de várias 

doenças parasitárias particularmente infecções por Hepatozoon canis, Leishmani chagasi, 

Babesia gibsoni e B. canis (KIRAL et al., 2005; BRITTI et al., 2008; CHAUDHURI et al. 

2008; CRNOGAJ et al., 2010). 

O aumento na  formação de ERO nestas enfermidades conduz o organismo um 

desequilíbrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes, surgindo então o  estresse oxidativo, 

acarretando  à oxidação de biomoléculas com perda de suas funções biológicas ou 

modificação de macromoléculas celulares,  com morte celular (LYKKESFELDT & 

SVENDSEN, 2007; BARBOSA et al., 2010). 

Na leishmaniose visceral canina, o aumento da produção de superóxido pode 

conduzir a formação do estresse oxidativo nesses animais, uma vez que já foi demonstrada 

a relação entre os fagócitos e o estresse oxidativo (BABIOR, 2000), estando deste modo 

envolvido na patogênese da anemia observada em cães infectados, em que ERO lesionam 

membranas celulares eritrocitárias causando peroxidação lipídica e predispondo as células à 

apoptose (NEUPANE et al., 2008; SAMANTA et al., 2012). 
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Frente aos danos promovidos pelo estresse oxidativo, as células dos organismos 

vivos possuem um sistema de defesa para a superoxidação e produção de radicais livres, 

chamado de Sistema Antioxidante (SIES & STAHL, 1995; HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007) 

Os antioxidantes podem ser de origem endógena, quando são produzidos no próprio 

organismo e dividem-se em enzimáticos (glutationa peroxidase, superóxido desmutase e 

catalase) e não enzimáticos (glutationa, peptídeos de histidina, ubiquinona, bilerrubina e 

outros), ou podem ser de origem exógena como no caso da vitamina E, β- 6 carotenos, 

flavonóides, curcumina, polifenóis, taninos, entre outros, que são obtidos pela alimentação 

(ALMEIDA, 2013).  

2.6 Substâncias Reativas ao Ácido Barbitúrico 

Todas as organelas celulares podem sofrer alterações quando interagem com as 

EROs, porém, a membrana celular é a estrutura que, se atingida, desencadeia um maior dano 

célular, pois resulta na peroxidação lipídica, modificando a sua estrutura e, quando 

submetido ao calor ou hidrólise, leva a formação de malonaldeído (MDA) e a outros 

produtos finais (ALMEIDA, 2013).  Esse processo acarreta alterações na estrutura e na 

permeabilidade das membranas celulares, comprometendo todo o metabolismo celular. 

(FERREIRA, 1997) 

O aumento da peroxidação lipídica é observada em algumas doenças desempenhando 

um papel importante como, por exemplo, na patogênese da anemia observada na infecção  

por Leishmania (L.) infantum chagasi   (BILDIK, 2004; CIARLINI, 2010).   

2.7 Sinais clínicos da LVC 
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Como a LVC é considerada uma doença imunomediadas a progressão dos sinais 

clínicos ocorre em um intervalo de meses a vários anos (FERRER, 1999; CIARAMELA & 

CORONA, 2003). Neste sentido, os cães com LV apresentam uma doença multissistêmica 

e pódem apresentar quadros clínicos variados desde aparente estado sadio a um severo 

estágio final (FERRER, 1999).  

As apresentações clínicas incluem perda de peso progressiva acompanhada de 

astenia, apatia e em casos extremos anorexia que caracterizam uma síndrome geral 

inespecífica, de instalação lenta e evolução progressiva (MARQUES, 2008). 

As dermatopatias são as manifestações clínicas mais frequentes na LVC (ORDEIX 

et al, 2005; SOLANO-GALLEGO, 2004; SILVA, 2007), sendo a  dermatite descamativa a 

alteração mais comum, reportada entre 56 a 91% dos casos (QUEIROZ, 2010), além de 

alopecia não pruriginosa, ulceras indolores  geralmente localizadas na cabeça ou membros, 

dermatite pustular estéril, dermatite nodular mucocutanea e onicogrifose. (ORDEIX et al , 

2005).  

As alterações oculares particularmente a ceratoconjuntivite, blefarite, inflamação 

mononuclear- plasmocitário do trato uveal, conjuntivite, exoftalmia, corrimento e 

panoftalmia são bastante relatadas na LVC (BRITO, 2004; COUTINHO, 2005; FREITAS, 

2012).  

As lesões renais são a principal causa de óbito na LVC (RIBEIRO, 2008) em função 

da glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite intersticial (ALBUQUERQUE, 2008), 

causada pela deposição de imunocomplexos nos glomérulos (BANETH, 2006) e infiltrado 

de LTCD4+ (COSTA, 2000) respectivamente. 

  A insuficiência renal pode estar presente em cães sem os sinais clássicos sistêmicos 

de LVC. A presença persistente de proteína na urina pode levar ao aparecimento de sinais 
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clínicos compatíveis com síndrome nefrótica, tais como hipoalbuminemia, ascite, edema 

periférico e hipercolesterolemia (MARQUES, 2008). 

Outros sinais como diarréia (SILVA et al., 2005; LUVIZOTTO, 2006),  epistaxe 

(MORENO et al., 1998) e anemia (KOUTINAS et al., 1999) também tem sido descritos. 

 

 

2.8 Diagnóstico da LVC 

O diagnóstico da LVC é geralmente realizado por duas razões principais: para a 

confirmação da doença em animais que apresentem sinais clínicos compatíveis com a 

enfermidade, e para investigar a presença da infecção em cães clinicamente saudáveis 

provenientes de regiões endêmicas (MIRÓ, 2008).  

 Dentre as formas de diagnóstico da doença, o teste “padrão ouro” é a detecção do 

parasita através de punção aspirativa da medula óssea, linfonodos, baço, fígado, além da 

citologia esfoliativa da pele íntegra e/ou lesionada (GOMIDE, 2005) (MOREIRA, 2002). 

Esses exames apresentam alta especificidade demostrando-se seguros quanto à positividade 

dos casos, porém, possuem baixa sensibilidade. (ALVES e  BEVILACQUA, 2004)  

Entre os métodos sorológicos destaca-se a Reação de Imunofluorescência Indireta 

(RIFI), Ensaio de Imunoadsorção Enzimática (ELISA), Fixação do Complemento (FC), 

Teste de Aglutinação Direta (TAD) (BRASIL, 2006)  Imunoeletroforese (FEITOSA, 2000).  

Atualmente, existem testes rápidos para diagnóstico da LVC comercializados para 

uso em ambulatórios. O teste rápido oferecido pelo estado por meio da 

Biomanguinhos/Fiocruz é baseado em ensaio imunocromatografico denominado de “Dual-

Path Platform” (DPP), o qual se mostrou eficaz e com alta especificidade para diagnóstico 

da LVC em cães sintomáticos (GRIMALDI, 2012). 
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Dentre estas técnicas moleculares têm-se destaque a Reação da Cadeia em 

Polimerase (PCR). Quanto a utilização da PCR em estudos epidemiológicos (SOLANO-

GALLEGO et al, 2004), afirmam que a prevalência da LVC é muito maior do que observado 

anteriormente pelos testes sorológicos.  

A PCR em tempo real permite quantificar a carga parasitária apresentada pelo animal, 

e tem sido utilizada também como meio de diagnóstico (FRAGA, 2014).  

 

2.9 Tratamento da LVC 

Atualmente são utilizadas várias drogas na terapêutica da LVC, não só como 

tratamento etiológico, mas também sintomático (MEIRELES, 2008). São usados fármacos 

ativos contra Leishmania spp., moduladores do sistema imunitário (imunossupressores e 

imunoestimulantes) e medicamentos de apoio para controlar as complicações secundárias à 

doença (MEIRELES, 2008). 

Dentre as fármacos indicadas, destacam-se o antimoniato de n-metilglucamina, 

alopurinol, combinações dos dois, anfotericina B convencional ou encapsulada em 

lipossomas, o sulfato de aminosidina, alopurinol, pentamidina e, recentemente, a miltefosina 

(ALVAR et al. 2004; MIRÓ 2008; NOLI & AUXILIA 2005; SALZO, 2008).  Muitos 

protocolos apresentam significativa porcentagem de sucesso em redução dos sinais clínicos, 

mas não existe cura parasitológica dos animais tratados (BANETH, 2006; SALZO, 2008)  

Apesar do antimoniato de meglumina (AM) e o stibogluconato de sódio serem os 

fármacos de eleição no tratamento da leishmaniose visceral canina na Europa e em outras 

partes do mundo (BANETH & SHAW 2002; MIRÓ 2008; NOLI & AUXILIA 2005). 

Este fármaco tem sua distribuição e uso restrito ao serviço público de saúde, 

destinado ao tratamento humano, não podendo ser utilizado sob condição alguma para o 
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tratamento da LVC (BRASIL, 2006). Diante desse contexto, outros fármacos e associações 

tem sido empregado em tratamento  de animais com LVC.  

A anfotericina B   tem sido considerada fármaco de segunda linha para o tratamento 

da LVC em vários países (LEMKE et al. 2005), mas apresenta nefrotoxicidade.  De modo 

similar aos antimoniatos  é de e uso restrito ao serviço público de saúde no Brasil. 

A aminosidina, antibiótico aminoglicosídeo apresesenta ototoxicidade e a 

nefrotoxicidade (NOLI & AUXILIA 2005), e por isso seu uso  não tem sido recomendado.  

O alopurinol, análogo estrutural da hipoxantina, apresenta efeito leishmanioestatico 

(MORITZ, 1999), sendo utilizado em diversos protocolos no Brasil, levando-se em conta o 

estado geral do paciente. 

Um novo medicamento tendo com base miltefosina aparece como importante 

alternativa aos protocolos já estabelecidos para o tratamento da LVC (WOERLY & 

MAYNARD, 2009). Além de ser leishmanicida, estimula a produção de celulas T auxilia na 

ativação dos macrofagos. Atua também na inibição da sintese da membrana plasmatica do 

protozoário.(ANDRADE, 2011). 
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RESUMO 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doença infecciosa, multissistemica, 

com patogenia imunomediada, mas que envolve também outros mecanismos, vias 

apoptoticas e citotóxicas intermediadas e estresse oxidativo. O tratamento dessa doença é 

baseado em fármacos leishmanicidas e leishmanioestaticos, que em muitos casos tem 

sucesso limitado. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar se o tratamento quimioterápico 

de cães com LVC minimiza o estresse oxidativo em cães. Nesse estudo foram incluídos 11 

cães sintomáticos (dermatopatia, linfadenomegalia, anemia, trombocitopenia, onicogrifose, 

oftalmopatia, emagrecimento e febre), separados em dois grupos após o tratamento 

(10mg/kg/VO/BID de Alopurinol) com base no número de sinais clínicos: Grupo A: (GA) 

animais que mantiveram três ou mais sinais clínicos após o tratamento (n=6); e Grupo B 

(GB), formado por cães assintomáticos, com um ou com dois sinais clínicos pós-tratamento 

(n=5). Amostras de sangue foram coletadas no dia do diagnóstico da doença e três meses 

após tratamento. Após o tratamento, houve diferenças entre os níveis séricos de EROs e 

TBARS entre os grupos GA e GB (P<0.05), isto é, os níveis de EROs e TBARS se 

mantiveram elevados nos animais do GA mesmo após o tratamento. Já, para os cães do GB, 

os níveis desses marcadores de reações oxidativas reduziram após tratamento, quando não 

apresentavam sinais clínicos. A atividade GST não diferiu entre grupos, antes e após 

tratamento. Resumidamente, o tratamento da LVC tendo como base o alopurinol teve 

eficácia para aproximadamente 50% dos cães, sendo que nos animais que responderam ao 

tratamento houve uma redução nos níveis de radicais livres e peroxidação lipídica, o que 

indica um equilíbrio oxidante/antioxidante, minimizando ou eliminando o estresse 

oxidativo, um distúrbio já descrito na leishmaniose. 

 

INTRODUÇÃO 
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Cães infectados com Leishmania (Leishmania) infantum chagasi pode desenvolver 

uma síndrome imunomediada (BANETH et al., 2008; MAIA E CAMPINO, 2012; LEAL et 

al., 2014; PAPADOGIANNAKIS E KOUTINAS, 2015), devido a interação entre parasito e 

sistema imune. Em consequência disso, ocorre o aparecimento dos sinais clínicos  (MAIA; 

CAMPINO, 2012), mas em alguns casos os animais são assintomáticos (KUMAR 2013; 

SYKES, 2014). Quando há sinais clínicos em cães, estes são variáveis (NOLI, 1999), no 

entano,  os mais comuns são as dermatopatias, representando o primeiro elo de interação 

parasita e o hospedeiro (SILVA, 2007), seguido de linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, 

caquexia, oftalmopatias e nefropatias (TAFURI et al., 2001). 

De acordo com a literatura (Tonin et al. 2016), independente da presença dos sinais 

clínicos, o desequilíbrio nos mecanismos de redução e oxidação gerados durante a fagocitose 

pelos os macrófagos e neutrófilos ativados ocorre (BARROS et al., 2012). Dessa forma, 

convertem o oxigênio molecular em derivados (ou espécies) reativos (as) ao oxigênio 

(EROs), os quais são altamente reativos nas reações de oxidação em infecções por 

Leishmania sp  (BABIOR, 2000; DRÖGE, 2002; BASSO, 2014), assim como  outras células 

(ABBAS et al., 2008). De forma geral, a exacerbação de produção de EROs associada à 

exaustão do sistema antioxidante pode levar ao estresse oxidativo, consequentemente nesse 

distúrbio ocorre a peroxidação lipídica, que causa alteração no transporte iônico, liberação 

do conteúdo de organelas e formação de produtos citotóxicos, culminando com a morte 

celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997), eventos bioquímicos negativos para o 

hospedeiro. No entanto, na maioria das vezes, o sistema antioxidante enzimático e não 

enzimático (BILDIK et al., 2004; BRITTI et al., 2008) eleva-se, objetivando neutralizar os 

radicais livres produzidos. 

A ocorrência de estresse oxidativo em cães com leishmaniose já foi descrito (Tonin 

et al. 2016), no entanto, não é conhecido o status oxidantes e antioxidante após tratamento 
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com aluporinol. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar a eficácia do 

tratamento, assim como avaliar a ocorrência de estresse oxidativo  em cães naturalmente 

infectados por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e submetidos a tratamento 

experimental. 

MATERIAL E METODOS 

Animais utilizados no ensaio clínico 

Foram utilizados onze cães domiciliados, provenientes da Região Metropolitana do 

Recife atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Federal Rural de Pernambuco,   e 

submetido ao mesmo protocolo terapêutico descrito a seguir. Os animais permaneceram em 

suas residências durante todo o período do tratamento e as avaliações periódicas foram 

conduzidas no ambulatório. Coleiras repelentes aos flebotomíneos impregnadas com 

deltametrina a 4% foram utilizadas nos animais, para evitar a contaminação de vetores. 

          Exame Clínico e hematológico 

 O exame físico seguiu as normas semiológicas e foram observadas as alterações 

orgânicas sugestivas de LVC (BANETH E SOLANO-GALLEGO, 2013; GHARBI et al., 

2015).  

        Diagnóstico Parasitológico 

Após contenção física do animal, foi realizado o aspirado de linfonodo, citologia 

esfoliativa da pele e biópsia de medula óssea, diretamente no manúbrio do osso esterno. 

Foram confeccionados estiraços em lâminas de vidro coradas em corante tipo panótico 

rápido. A observação das formas amastigotas compatíveis com Leishmania sp foi realizada 

através de microscopia ótica em aumento 100x. A confirmação da doença e a identificação 

da espécie envolvida foi feita por PCR (RAMOS et al, 2012). 
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Tratamento dos animais 

De posse do diagnóstico, foi dado início ao tratamento para todos os animais, a base 

de alopurinol na dose 10 mg/kg a cada 12 horas por via oral Ad aeternum como descrito por 

Guinel et al (1998) e Saridomichelakis (2005). Bem como  domperidona na dose 1 mg/kg a 

cada 24 horas por via oral durante 30 dias segundo Meireles (2008). 

Coleta de amostras e exame clinico 

 Antes do tratamento, dia do diagnostico, definido como momento zero (M0) foi feita coleta 

de sangue, assim como três meses após o início de tratamento, definido como momento três (M3) foi 

realizada uma segunda coleta de sangue.  Foram avaliando os sinais clínicos e amostras de sangue 

no volume de 5 ml foram colhidas para a realização do hemograma e analises bioquímicas descritas 

a seguir. 

Determinação dos níveis séricos das Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS) 

A peroxidação lipídica foi estimada pela mensuração de TBARS e expressa em 

quantidade de Malondialdeído (MDA). Neste método, o MDA, é o produto final da 

peroxidação dos ácidos graxos, os quais reagem com o TBARS para formar um complexo 

colorido. O TBARS foi analisado no soro de acordo com a técnica descrita por Jentzsch et 

al. (1996). O soro (200 μl) foi incubado a 95ºC durante 60 minutos em meio ácido contendo 

8,1% de dodecilsulfato de sódio, 0,5 ml de tampão de ácido acético (500 mM, pH 3,4) e 

0,6% de TBARS. Os níveis de TBARS foram medidos a 532 nm, e a absorvância foi 

comparada com a curva padrão usando malondialdeído de acordo com o método de Ohkawa 

et al. (1978). Os resultados foram expressos em nanomoles de malondialdeído / mL. 

Níveis de espécies reativas ao oxigênio (EROs)  

Os níveis de EROs foi determinado indiretamente, isto é, a partir da determinação 

dos níveis de 2'-7'-Diclorofluoresceína (DCFH) de acordo com a produção de peróxido pelos 
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componentes celulares.  Este método experimental de análise baseia-se na desacetilização 

da sonda DCFH-DA e sua subsequente oxidação por espécies reativas ao DCFH, um 

composto altamente fluorescente (Halliwell e Gutteridge 2007). O soro (10 μl) foi 

adicionado a um meio contendo tampão Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) e DCFH-DA (1 mM). 

Após a adição de DCFH-DA, o meio foi incubado no escuro durante 1 h até o início do 

procedimento de medição de fluorescência (excitação a 488 nm e emissão a 525 nm, e ambas 

as larguras de fenda utilizadas foram a 1,5 nm). Os resultados foram expressos por U DCF / 

mL. 

 

Atividade da Glutationa S-transferase (GST) 

A atividade da GST foi realizada através de espectofotometro a 340 nm pelo método 

de Habig et al. (1974). A mistura continha soro como teste, tampão de fosfato de potássio 

0,1 M (pH 7,4), GSH 100 mM e CDNB 100 mM, que foi usado como substrato. A atividade 

enzimática foi expressa como ηmol / h / mg de proteína. 

 

Analises estatísticas  

Os dados foram avaliados em primeiro lugar por estatística descritiva. Foram testados 

quanto à normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk, e ascilação, kurtosis e homogeneidade 

pelo teste de Levene. O GST foi transformado em Log10 (x + 1) antes de uma análise mais 

aprofundada. Um teste t de medida repetida foi usado para examinar as diferenças dos 

parâmetros entre o grupo A e o grupo B. Todos os parâmetros (ROS, TBARS e GST) que 

mostraram diferença ao longo do tempo (antes e depois), a diferença entre os grupos foi 

testada via t- Teste em cada tempo de observação (antes e depois). Foi considerado 
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significativamente diferente quando p <0,05. O processo estatístico foi realizado utilizando 

R-language, v.3.1 (R Development Core Team 2012). 

 

Resultado 

 Entre os sinais clínicos observados nos animais avaliados no momento zero (M0) 

foram evidenciados dermatopatias, (11/11 - 100%), linfadenomegalia (11/11 - 100%), 

anemia (11/11 - 100%), trombocitopenia (11/11 - 100%), onicogrifose (9/11 – 81,8%), 

oftalmopatia (7/11 – 63,6%), emagrecimento (6/11 – 54,5%) e febre (5/11 – 45,4%). Foi 

observado também melhora no quadro hematológico (Quadro 1). Por outro lado no momento 

três (M3), foram evidenciados a persistência dos sinais clínicos já relatados no M0 ou  

diminuição desses sinais, levando a formação dois grupos distintos de animais.  Isto é,  o 

Grupo A: (GA) foi formado por animais que mantiveram três ou mais sinais clínicos após o 

tratamento (n=6); e Grupo B (GB), formado por cães com apresentaram dois ou menos sinais 

clínicos pós-tratamento (n=5).  

Após o tratamento, houve diferenças entre os grupos para ROS e TBARS (Figura 1), 

ou seja, os valores dessas variáveis foram maiores no soro dos cães do Grupo A. Observou-

se diferença de redução significativa ao longo do tempo dos níveis de ROS e TBARS (F = 

5,52, p = 0,3 e F = 6,02, p = 0,2, respectivamente) para cães de GB. Também foi observado 

um aumento significativo dos níveis de ROS e TBARS para animais do grupo A. Para a 

atividade da GST não houve diferença significativa ao longo do tempo do estudo, assim 

como entre grupos. 
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Quadro 1: Hm= Hemácias(106/mm3); Hg= Hemoglobina(g%);Ht= Hematócrito(%); VCM=Volume Globular Médio(fL); CHCM= Concentração de hemoglobina 

corpuscular média(%); RDW= Red cell distribuition widht(%); Pct = Plaquetas. 

 

Hm Hg Ht VCM CHCM RDW Pct Hm Hg Ht VCM CHCM RDW Pct

ANIMAL 1 3,96 7,1 22 49,8 35,7 14,6 78.000 6,87 15,4 43 62,59 35,81 13,3 230.000

ANIMAL 2 3,21 6,78 18 48,5 33,9 16,4 60.000 5,4 13 32 56,3 30,4 14,8 152.00

ANIMAL 3 4,12 7,5 24 50,1 36,9 14,7 82.000 7,1 15,6 45 63,12 36 14 248.000

ANIMAL 4 4,63 7,4 25 49,8 37,3 15 39.000 7,5 16 42 64 36,8 15,2 300.000

ANIMAL 5 3,88 6,98 24 50 38,1 14,8 42.000 7,4 14,9 38 62,3 36,2 14,2 149.000

ANIMAL 6 4,23 6,58 19 48,1 37,1 13,9 34.000 5,2 12,8 30 61,7 35,9 14,7 126.000

ANIMAL 7 3,91 6,88 20 48,7 34,2 14,1 30.000 6,78 13,8 31 63,34 36,02 14,8 144.000

ANIMAL 8 4,3 7,23 23 49,9 37,1 14,2 43.000 6,1 14,2 29 62 35,9 14,2 139.000

ANIMAL 9 4,5 6,9 26 50,3 37,8 15,1 45.000 7,5 13,9 41 63,58 36,4 15,2 222.000

ANIMAL 10 4,34 6,22 20 49,1 37,5 15 38.000 6,9 13,2 30 63,2 35,6 14,9 150.000

ANIMAL 11 4,89 12,5 38 60,3 35,8 14 220.000 3,97 7,2 31 49,1 35,6 15,3 165.000

M0 M3
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Figura 1: Niveis de TBARS (A), ROS (B) e atividade da GST (C) no soro de caes infectados 

por Leishmania spp, pré e pós-tratamento. 

 

Discussão 

As alterações clínicas observadas nos animais estudados, apesar de serem 

inespecíficas, são frequentemente observadas em cães com leishmaniose visceral. Dentre os 
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sinais clínicos, as dermatopatias tem sido assinalada como o sinal clínico mais comum nos 

animais infectados com L. infantum (SOLANO-GALLEGO et al. 2011), seguido de outros 

sinais clínicos como linfadenomegalia (BANETH et al. 2008), anemia (da COSTA-VAL et 

al.,2007) trombocitopenia (CORTESE et al. 2006) onicogrifose (KOUTINAS et al. 2010), 

oftalmopatia (SAUQUILLO 2005) e emagrecimento (MANCIANTI et al.,1988), não sendo 

entretanto possível estabelecer um padrão patognomônico dos sinais clínicos na doença 

canina.   

Por outro lado, a remissão temporária ou persistência em maior ou menor intensidade 

de sinais clínicos observados em animais do GA e GB no (M3) pode ter ocorrido em função 

do eficácia leishmanicida ou leishmaniostatica dos fámacos  utilizados no tratamento  

(BANETH e SHAW, 2002; CIARAMELLA; CORONA, 2003), sistema imune do 

hospedeiro (ALVAR et al., 2004) além do manejo da medicação por parte do tutor. 

O tratamento da leishmaniose visceral canina continua sendo um desafio na medicina 

veterinária (DRUMOND; SILVA, 2011).  Apesar da existência de fármacos  como 

antimoniato de meglumina, alopurinol, anfotericina B, miltefosina (além da utilização de 

imunomoduladores (MIRÓ et al., 2005; ANDRADE et al., 2011), o tratamento da doença 

canina parece ainda  estar associado  a remissão dos sinais clínicos e redução na capacidade 

infectante dos animais (CIARLINI et al.,2010; TRIGO et al., 2010; REGUERA (2016). 

No que concerne aos parâmetros avaliados no hemograma, particularmente a  

contagem de eritrócitos nos animais  de ambos os grupos no M0,  a anemia observada pode 

ser justificada por diferentes mecanismos como eritropoese diminuída, lise de hemácias e 

diminuição eritrocitária por produção de auto-anticorpos (FERRER, 2009). 
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Por outro lado, a redução de sinais clínicos observadas nos animais pode ser 

explicada com base na elevação ou diminuição dos níveis séricos de ROS’s e TBARS em 

cães do GA e GB respectivamente. 

A elevação do ROS’s parece estar envolvido na patogênese de sinais clínicos, 

independente do estágio da doença (PALTRINIERI et al., 2010), justificando assim a 

persistência de três ou mais sinais clínicos após o tratamento nos animais do GA. Neste 

sentido acredita-se que a via apoptótica seja ativada pela elevação do  ROS’s que podem 

estar envolvidas particularmente na patogênese dos  distúrbios dermatológicos (BICKERS 

& ATHAR 2006).  

Nos cães do grupo B, no geral, observou-se melhora dos quadros clínicos e 

laboratoriais além da diminuição dos níveis de ROS’s e TBAR’s. Podemos atribuir essa 

diminuição ao protocolo de tratamento instaurado nesses animais.   

O estresse oxidativo tem sido reconhecido como um desequilíbrio entre moléculas 

oxidantes e antioxidantes, o que favorece a funcionalidade dos agentes oxidantes no 

organismo. Sendo assim de forma indireta os  derivados de aminoácidos, ácido nucléico e a 

peroxidação lipídica (KOHEN; NYSKA, 2002) são detectados  como causa dos processos  

oxidativos, particularmente o TBAR’s. 

Bildik et al. (2004) constataram a ocorrência da peroxidação lipídica em cães 

infectados com L. infantum, o que sem dúvida repercute na melhora dos quadros clínicos, 

como aqui observado no GB. 

Não foi observada diferença significante no níveis de GST nos grupos estudados 

independentemente da presença de mais  ou menos sinais clínicos. 
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 Com relação à GST, sabe-se que esta enzima cataliza a conjugação com a glutationa 

com vários compostos  que são produzidos in vivo na presença do estresse oxidadtivo 

(THOMPSON  E FRANKLIN, 2010).  

Vale salientar que a falta de um grupo controle e o tempo de tratamento e de 

acompanhamento dos cães pode ter interferido nos resultados aqui observados, já que foi 

relatado que  os efeitos dos fármacos testados em tempos maiores de tratamento, repetições 

de ciclos e acompanhamentos dos animais por longos períodos, pode alterar estes resultados. 

Conclusão 

O tratamento da LVC tendo como base o alopurinol teve eficácia para 

aproximadamente 50% dos cães, sendo que nos animais que responderam ao tratamento 

houve uma redução nos níveis de radicais livres e peroxidação lipídica, o que indica um 

equilíbrio oxidante/antioxidante, minimizando ou eliminando o estresse oxidativo, um 

distúrbio já descrito na leishmaniose. 

. 
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