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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca parasitéria infecciosa de carater cronico
e zoondtico com ampla distribuicdo mundial. No Brasil é causada pelo protozoario
Leishmania (Leishmania) infantum, onde a transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo
dos fleb6tomos da espécie Lutzomyia longipalpis. Os animais acometidos apresentam-se
assintomaticos ou com alteragfes dermatoldgicas, oculares, renais, hepéaticas, hematoldgicas e
bioquimicas. O tratamento sera estabelecido de acordo com os achados clinicos e
laboratoriais. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil eletroforético de caes naturalmente
infectados por leishmania submetidos a trés protocolos de tratamento. Foram utilizados 18
caes com diagndstico parasitologico positivo para LVC divididos em trés grupos. Animais do
grupo 1 foram tratados com alopurinol e domperidona, no grupo 2 os farmacos foram
miltefosina e alopurinol receberam e no grupo 3, marbofloxacina e alopurinol. Os animais
foram avaliados antes do tratamento (momento zero — MO0), 30, 60 e 90 dias apds tratamento
(M30, M60, M90) através do perfil eletroforético de proteinas séricas. Os principais achados
foram hipoproteinemia, hiperproteinemia, hipergamaglobulinemia e reducdo da relacdo
albumina/globulina. Essas alteracdes foram variando conforme o grupo e o tempo de
tratamento, chegando a atingir a normalidade. Conclui-se que o uso dos farmacos

marbofloxacina associado a alopurinol favoreceu a normalizacao dos parametros séricos.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, eletroforese de proteinas séricas,
imunologia.



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is an infectious parasitic disease of chronic and zoonotic
nature with worldwide distribution. In Brazil, it is caused by the protozoan Leishmania
(Leishmania) infantum, in which the transmission occurs during the hematophagy on
phlebotomi of the Lutzomyia longipalpis species. Affected animals present as asymptomatic
or showing skin, eye, kidney, hepatic, haematological and biochemical changes. The
treatment will be established according to clinic and laboratory findings. The objective of this
paper was to evaluate the electrophoretic profile of dogs naturally infected by leishmania,
subjected to three treatment protocols. A number of 18 dogs with positive parasitic dignosis
for CVL were used, divided in three groups. The animals of group 1 were treated with
allopurinol and domperidone. In group 2, the drugs used were miltefosine and allopurinol and
in group 3, marbofloxacin and allopurinol were used. The animals were evaluated before
treatment (at moment zero — MO0), 30, 60 and 90 days after treatment (M30, M60, M90) by
electrophoretic profiles of serum proteins. The main findings were hypoproteinemia,
hyperproteinemia, hypergammaglobulinemia and reduction of the albumin/globulin ratio.
Those changes varied according to the group and duration of treatment, and the rates
eventually attained normality. It is concluded that the use of the drugs marbofloxacin

associated with allopurinol favoured the normalization of serum parameters.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, electrophoretic of serum proteins, immunology.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de distribuicdo mundial (COSTA et al.,
2016), comum em regides tropicais, subtropicais e mediterraneas (PIRAJA et al., 2013;

KASZAK et al., 2015).

E transmitida aos hospedeiros susceptiveis por vetores flebotomineos (ALVARENGA
et al., 2010), do género Phlebotomus ou Lutzomyia no velho e novo mundo respectivamente
(GHARBI et al., 2015) constituindo um grave problema de salde publica (REICHMANN,
2006; COSTA DE ALBUQUERQUE et al., 2017).

Vérias espécies de mamiferos participam da cadeia epidemiolégica de transmisséo,
incluindo 0 homem e o céo, sendo este considerado o principal reservatério urbano no Brasil,
desempenhando assim um importante papel na manutencdo da doenca (ALVAR et al., 2004;
BANETH et al., 2008; LARA-SILVA et al., 2015; MOHEBALI et al., 2016; SHOKRI et al.,
2017).

Tendo como agente causal no Brasil a Leishmania (Leishmania) infantum, a infeccéo
canina precede a humana, podendo, entretanto ap6s o estabelecimento de um foco co-habitar
com o ciclo canino (CAMPINO, 2003; SCHIMMING; PINTO E SILVA, 2012; SILVA et al.,
2012).

A doenca canina, também conhecida como Leishmaniose Visceral Canina (LVC), tem
sido considerada como doencga imunomediada (CABRAL et al., 1998; MORENO et al., 1999;
PEREIRA JUNIOR, 2014), e a progressdo da infeccdo nos cies apresenta acentuada resposta
humoral com altos titulos de imunoglobulinas e depressdo da resposta imunologica celular
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016), determinando o surgimento de animais assintomaticos

ou sintomaticos (SANTOS-GOMES et al., 2002; SRIVASTAVA et al., 2016).



Nos animais que apresentam quadro clinico, sinais de emagrecimento progressivo,
alopecia, lesdes cutaneas, diarreia, onicogrifose, esplenomegalia, linfadenomegalia,
ceratoconjuntivite, aléem de desordens hematoldgicas e bioquimicas tém sido observadas
(DAHER et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Um achado importante do ponto de vista de patologia clinica ¢ o aumento das
proteinas séricas, notadamente as gamaglobulinas, originando um quando de
hiperglobulinemia, decorrente, da forte resposta imune humoral e intensa resposta
inflamatoria frente ao parasito, observadas no curso da enfermidade (AMUSATEGUI et al.,
2003; BONFANTI; ZATELLI, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

Desta forma o monitoramento do perfil eletroforético das proteinas séricas constitui
um ponto importante durante o tratamento na LVC (NOLI, 1999; AMUSATEGUI et al.,
2003).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil eletroforético de cées
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) infantum submetidos a trés protocolos

de tratamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral (LV) se apresenta entre as principais doencas negligenciadas,
estando associada vulnerabilidade ambiental e social, constituindo um grave problema de

salde publica devido a sua distribuicdo geografica

Tendo como agente etiologico no Brasil a Leishmania (Leishmania) infantum acomete
diferentes espécies de mamiferos silvestres e domésticos e 0 homem, cuja transmissdo ocorre
através da picada de insetos vetores da espécie Lutzomyia longipalpis (MISSAWA et al.,

2011; PAYANO, 2018).

No Brasil inicialmente, a LV foi caracterizada como doenca rural e nos ultimos anos
ocorreu uma alteracdo no perfil de transmissdo e a doenca se tornou urbanizada em varias
cidades brasileiras (BEVILACQUA et al., 2001; DESJEUX, 2004; MONTEIRO et al., 2005;
CAMARGO et al., 2007). Neste contexto os cdes domeésticos sdo considerados os principais

reservatorios (GONTIJO; MELO, 2004; PIMENTEL et al., 2015).

2.2 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A infeccdo por L. (leishmania) infantum é uma doenga imunomediada de carater
sisttmica, com evolucdo cronica, podendo evoluir para obito, caracterizada por alteraces
clinico-patologicas em varios 6rgdos incluindo a pele decorrente da forte resposta imune
humoral e intensa resposta inflamatoria frente ao parasito (FONTES; SILVA, 2011; HOSEIN
et al., 2016) com periodo de incubacdo, que pode variar de alguns meses até varios anos

(BANETH, 2006).



Sendo assim, progressdo da infecdo nos cées apresenta acentuada resposta humoral
com altos titulos de imunoglobulinas e depressdo da resposta imunoldgica celular (SOLANO-
GALLEGO et al.,, 2016), determinando o surgimento de animais assintoméaticos ou
sintométicos (SANTOS-GOMES et al., 2002; SRIVASTAVA et al., 2016). Desta forma, as
respostas imunes e manifestacdes clinicas na LVC podem ser apresentadas como uma

infeccdo subclinica, uma doenca auto-limitante ou doenca grave (BOTERRO et al., 2006).

2.3 ETIOLOGIA E BIOLOGIA PARASITARIA

No Brasil, 0 agente etiolégico da LVC é um protozoario bifasico do género
Leishmania, da classe Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, espécie L. (Leishmania)
infantum (DANTAS-TORRES, 2006; LUKES et al., 2007; BANETH et al., 2008).

Nos flebotomineos, a hematofagia é um hébito exclusivo das fémeas, que necessitam
de sangue para a maturagdo dos ovos, desta forma, enquanto se alimenta, a fémea pode ingerir
macrofagos infectados. Ao realizar o repasto sangliineo em outro vertebrado, os fleb6tomos

inoculam saliva juntamente com as promastigotas (MONTEIRO et al., 2005).

Apds a inoculacdo por insetos da espécie Lutzomyia longipalpis nos cées susceptiveis,
a forma promastigota de Leishmania infantum é rapidamente fagocitada pelas células do
sistema fagocitico mononuclear (MURRAY, 2005), onde os leucdcitos parasitados migram
progressivamente da pele através das vias linfaticas ou sanguineas (LAGE, et al, 2007) para
outros Orgaos tais como: bago, medula 6ssea, figado, causando uma infeccdo cronica (SILVA,
2007).

2.4 IMUNOPATOGENIA

A resposta imune desempenha um papel fundamental nas manifestacfes clinicas da
leishmaniose canina. Alguns cdes apresentam uma forma subclinica de doenga enquanto

outros apresentam uma grave manifestacdo clinica (KASZAK et al., 2015).

A leishmaniose visceral canina pode ser considerada uma doenca imunomediada
devido a capacidade do parasito em modificar o sistema imunoldgico do hospedeiro (NOLLI,

1999). O protozoario infecta principalmente as células do sistema fagocitico mononuclear,



porém outras células como neutrofilos, eosinofilos, fibroblastos podem ser acometidas
(KONTROS; KOUTRINAS, 1993; PEREIRA JUNIOR, 2014).

Uma resposta efetiva contra a L. (Leishmania) infantum envolve uma resposta Th-1
que se baseia na producéo de citocinas como IL-2, IFN-, e TNF-a, que ativa 0s macrofagos
para a lise do parasito (QUINNELL et al., 2001) Porém a maioria dos cdes desenvolve uma
resposta Th-2, que é inefetiva contra o parasito, e responsavel pela produgéo de IL-4 e I1L-10.
Sdo as citocinas imunossupressoras que vao inibir a destruicdo do parasito pelo macréfago e
consequentemente a disseminacdo de formas amastigotas (SLAPPENDEL; GREENE, 1990;
SONODA, 2007).

No caso de cdes que desenvolvem a doenca, ocorre uma deplecdo das células T dos
seus 6rgdos linféides, enquanto as células B desses orgdos prolifera (SALZO,2008). A
excessiva proliferacdo de células B e macrofagos resulta em hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia generalizada e hipergamaglobulinemia (STRAUSS-AYALI et al., 2000).

O aumento de producdo de gamaglobulinas ndo conduz a protecdo, ao contrario, €
potencialmente prejudicial. Um importante dano causado pela hipergamaglobulinemia é a
producdo de grande quantidade de imunocomplexos circulantes, que, uma vez depositados nas
paredes dos vasos sanguineos, resultam em vasculites, poliartrites, uveites, nefrites e
glomerulonefrites (GARCIA-ALONSO et al., 1996; NOLI, 1999).

2.5 SINAIS CLINICOS

O aparecimento de sinais clinicos é consequéncia da relacdo entre parasito e resposta
imune do hospedeiro (PEREIRA JUNIOR, 2014).

Os sinais clinicos da LVC incluem fadiga, apatia, linfadenopatia generalizada,
diarreia, epistaxe, edema de patas, paresia das patas posteriores, caquexia e atrofia muscular
(NOLI; AUXILIA, 2005; SANTANA, 2017).

As alteracOes dermatoldgicas sdo as alteragdes clinicas mais frequentes encontradas na
LVC (SOLANO-GALLEGO et al., 2004; ORDEIX et al., 2005). Dentre os sinais cutaneos
podemos citar hiperqueratose, alopecia em volta dos olhos, dermatite descamativa, pelagem
seca e quebradica, alopecia sem prurido, dermatite pustular, Glceras indolores e onicogrifose
(NOLI; AUXILIA, 2005; ORDEIX et al., 2005; SANTANA, 2017).

Alteracdes oftalmoldgicas também sdo descritas, dentre elas a conjuntivite difusa ou

nodular, blefarite nodular ou ulcerativa, esclerite difusa ou nodular, ceratoconjuntivite,



glaucoma, panoftalmia e uveite anterior ou posterior a qual pode ser granulomatosa ou difusa
(PAYANO, 2018).

2.6 ALTERACOES LABORATORIAIS

Nos exames laboratoriais, sdo encontradas alteracfes hematologicas como anemia,
trombocitopenia, leucocitose ou leucopenia. Nas alteragdes bioquimicas, observa-se alteracdo
de uréia podendo estar acompanhada ou ndo de aumento da creatinina, elevacdo de alanina
aminotransferase (ALT) (PEREIRA JUNIOR, 2014; PAYANO, 2018), além da relacio
albumina/globulina que aparece invertida em decorréncia do comprometimento renal e/ou
hepatico (NOLI, 1999).

2.7 DIAGNOSTICO

Para o diagnostico da LVVC é necessario a realizacdo de um exame clinico criterioso
juntamente com a combinacdo dos métodos parasitologicos, onde se busca a visualiza¢do do
protozoario; os métodos soroldgicos, onde se detecta anticorpos anti-Leishmania sp. e 0s
métodos moleculares, que detectam o DNA do parasito (FERRER, 1999; PEREIRA JUNIOR,
2014).

2.7.1 Exame parasitologico

E considerado o teste de exceléncia para confirmagdo da infeccdo. Baseia-se na
observagdo do parasito na forma amastigota em esfregagos de medula 6ssea, linfonodos,
citologia esfoliativa, entre outras amostras, corados por Giemsa, Leishman ou Pandtico
(GONTNO; MELO, 2004, DANTAS-TORRES, 2006, BARBOSA et al, 2012).

A sensibilidade varia conforme o grau de parasitemia, tipo de amostra coletada e do
tempo de processamento e leitura da lamina, estando em torno de 80% para cées sintomaticos
e menor porcentagem para cdes assintomaticos As principais vantagens sdo o baixo custo,
rapidez e especificidade de 100% (FEITOSA, 2001; LAPPIN, 2004; BRASIL, 2006;
DANTAS-TORRES, 2006, BARBOSA et al, 2012). Entretanto apresenta uma baixa
sensibilidade com variancia 60 a 70% (NOLI, 1999; ALVAR et al., 2004).



2.7.2 Cultura

O isolamento do parasito in vitro representa um metodo de confirmacdo do agente
etioldgico que permite posterior identificacdo da espécie envolvida (BRASIL, 2006). Utiliza
diluicdo de amostras (aspirado de medula 6ssea, baco, figado) em solugdo salina e posterior
inoculacdo para o meio de cultura Novy, NNN (Mc Neal e Nicolle) e LIT (Liver Infusion
Triptofane). Trata-se de um exame demorado que pode levar até quatro semanas para obter o
resultado (BRASIL, 2006; RAMOS, 2012)

2.7.3 Exames Sorologicos

O ELISA consiste na reacdo de anticorpos presentes nos soros com antigenos solveis
e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro (BRASIL, 2006). Trata-se de
um teste répido, de facil execucdo e sendo recomendado para triagem de cdes
sorologicamente negativos (GONTIJO; MELO, 2004; BRASIL, 2006; PEREIRA JUNIOR,
2014).

O RIFI é considerado o confirmatdrio para o resultado do teste ELISA. E um teste de
facil realizagdo e baixo custo, mas tem demonstrado sensibilidade que varia entre 68 e 100% e
especificidade entre 74 e 100%. (GARCIA; MARCONDES, 2007). Apresenta como
desvantagem, a ocorréncia de reacGes cruzadas com outros protozoarios (GONTIJO; MELO,
2004).

O teste imunocromatografico Dual Path Platform (DPP - Bio-Manguinhos®), é um
teste qualitativo para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania que utiliza a proteina
recombinante K39 (rK39) (BURNS-JR et al., 1993; BISUGO et al., 2007). Trata-se de
método de triagem em decorréncia da simplicidade e rapidez, apresentando uma alta
sensibilidade (93 a 100%) e especificidade (99 a 100%) (ALVAR et al 2004).

A imuno-histoquimica é uma técnica que se baseia na deteccdo do parasito em secgdes
coradas de tecidos (FARIA; ANDRADE, 2012). O método de revelacdo pela
imunoperoxidase facilita a visualizacéo de formas amastigotas nos tecidos, devido a utilizacéo
de anticorpos especificos marcados que se ligam aos antigenos presentes nos cortes
histoldgicos (RIBEIRO et al., 2004; TAFURI et al., 2004).



2.7.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

E baseado na amplificagio de oligonucleotideos que formam uma sequéncia conhecida
do parasito. Este teste pode ser realizado em diferentes amostras, tais como aspirados de
medula, aspirados de linfonodos, sangue e urina e biopsias de pele (FARIA; ANDRADE,
2012).

O método de PCR em tempo real, também pode ser utilizado para diagndstico da
LVC. consiste no monitoramento continuo da amplificacdo do DNA do parasito, 0 que
permite a quantificacdo parasitaria em diferentes amostras.

Possuindo alta sensibilidade (80 a 93%) e especificidade de 100% para Leishmania
sp., o diagndstico molecular € obtido pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e PCR em
tempo real (QPCR) (NOLLI, 1999; PEREIRA JUNIOR, 2014).

2.8 ELETROFORESE DAS PROTEINAS SERICAS

As proteinas sdo macromoléculas compostas por aminoacidos, com ligacGes
covalentes entre si, podem ser polares ou apolares, de acordo com o pH, devido a distribuicéo
elétrica resultante das ligacdes covalentes ou idnicas de seus grupos estruturais (PAULA E
SILVA et al., 2008).

A utilizacdo de proteinas sericas como marcadores laboratoriais auxilia no diagndstico
e prognostico de diversos processos patologicos (CERON et al., 2005). A eletroforese permite

uma avaliacdo aproximada das concentracdes de diversas proteinas.

Nos animais domesticos, as principais fracbes consideradas sdo albumina, alfa-1-
globulina, alfa-2-globulina, beta-1-globulina, beta-2-globulina e gama-globulina
(CARREIRA et al., 2017).

De acordo com Noli (1999), Cerdn et al. (2007), Solano-Gallego et al. (2009),
Martinez-Subiela et al. (2011) e Carreira et al. (2017), os valores da eletroforese representa
um indicador Util de avaliagdo de eficacia terapéutica, podendo ser necessario a realizagdo do

exame até 6 meses apos o tratamento.

O parametro mais utilizado para avaliacdo da resposta a terapia é a relacdo
albumina/globulina (A/G) e o estudo das fragGes proteicas cuja normalizacéo é indicativa de



uma boa resposta a terapéutica. Contudo, nem todos os pacientes apresentam modificacGes
nas fracdes proteicas e em alguns casos é possivel verificar a presenca de alteracdes no exame
onde o tratamento foi bem-sucedido (NOLI, 1999; MARTINEZ-SUBIELA; CERON, 2005).

A infeccdo canina com L. (Leishmania) infantum geralmente cursa com
hiperproteinemia associada a hiperglobulinemia e a elevados niveis séricos das proteinas de
fase aguda (MEYER; HARVEY, 2004; MARCELLO, 2009).

Entretanto, o aumento de globulinas encontra-se associado a hipoalbuminemia, como
resposta a baixa ingestao proteica nos casos de animais em anorexia ou Mma-nutricao

prolongadas e as perdas decorrentes das les@es renais e hepaticas (CARREIRA et al., 2017).

Martinez-Subidella et al. (2011) avaliando o perfil das concentracGes séricas das
proteinas observaram uma resposta de fase aguda bastante rapida, com aumento pronunciado
nos niveis proteicos antes mesmo do aparecimento dos sinais clinicos, denotando o possivel
emprego destas avaliagdes como marcadores precoces e, também, para 0 monitoramento do

tratamento da doenga.

29 TRATAMENTO

Antes de iniciar o tratamento, torna-se necessario uma avaliacdo clinica detalhada,
utilizando exames complementares como hemograma, avaliacdo de funcdo hepética e renal e
perfil eletroforético de proteinas séricas (RIBEIRO, 2007; PEREIRA JUNIOR, 2014).

Os farmacos de eleicdo sdo o antimoniato de N-metilglucamina, alopurinol,
anfotericina B, pentamidina, aminosidina, miltefosina (SALZO, 2008).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes como o antimoniato de N-
metilglucamina, se baseia no bloqueio do metabolismo do parasito por meio da inibicdo da
enzima fosfofrutoquinase, enzima chave da gluconeogénese, o que leva o parasita a morte
(RIBEIRO, 2007). A utilizagdo associada ao alopurinol aumenta a eficacia do tratamento e a
diminuicdo da taxa de recorréncia (NOLI, 1999; PEREIRA JUNIOR, 2014).

O Alopurinol é um analogo de purina com atividade leishmaniostatica. Ocorre uma
metabolizacdo pelo parasito para produzir um analogo de inosina, sendo incorporado ao acido
ribonucleico da Leishmania, provocando alteracdes na traducdo proteica e inibicdo da
multiplicacdo do parasita (GREENE, 2006; REGUERA et al., 2016).



Da classe dos poliénios, a anfotericina B é um antibitico obtido a partir do
Streptomyces nodosus. Possui atividade contra algumas espécies de protozoarios, incluindo
Leishmania spp. e atua rompendo a membrana celular via ligacdo com o ergosterol causando
desorganizacdo estrutural e alteracdo na permeabilidade da mesma, provocando assim a morte
do parasito (LEMKE et al., 2005; BANETH, 2006; NOLI, 1999).

A maioria dos cées tratados com pentamidina melhora clinicamente, embora as
recidivas sejam frequentes meses ap6s o fim do tratamento. Trata-se de um farmaco de pouca
eleicdo em decorréncia da toxicidade e desenvolvimento de efeitos secundarios (BANETH;
SHAW, 2002).

A aminosidina é um antibiético aminoglicosideo que promove o bloqueio da sintese
proteica e alterando a permeabilidade da parede citoplasmatica do parasita (LOPEZ, 2007).
Demostra ototoxicidade e nefrotoxicidade nas doses consideradas clinica e
parasitologicamente eficazes e por isso seu uso ndo tem sido recomendado (BANETH,;
SHAW, 2002, NOLI; AUXILIA, 2005; SANTANA, 2017).

Com acdo leishmanicida, a miltefosina pertencente ao grupo das alcilfosfocolinas
(VISHER; GROUSSON; MEDAILLE, 2007). Promove o0 aumento da ativacio dos linfocitos
T e macrdfagos, importantes na destruicdo do parasita s (BANETH & SHAW, 2002).
Recentemente recebeu uma formulacdo especifica para uso veterinario (Milteforan ®,
Virbac).

A fluoroquinolona de segunda geracdo, Marbofloxacina, apresenta atividade
bactericida (REGUERA et al., 2016), melhorando a resposta do sistema imune favorecendo a
produgdo de NO, IL 6 ¢ TNF a (VOULDOUKIS et al., 2006). A dose de 2 mg/Kg/dia por 28
dias produz remissao das sinais clinicas, porém a grande maioria dos casos tem reincidéncia
(ROUGIER et al., 2012).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
- Avaliar o perfil eletroforético de proteinas séricas dos cées naturalmente infectados por
Leishmania (leishmania) infantum submetidos a trés protocolos de tratamento.

3.2 Objetivo especifico
- ldentificar em quatro momentos: MO (antes de iniciar o tratamento), M1 (30 dias ap6s 0

tratamento), M2 (60 dias ap0s o tratamento) e M3 (90 dias apds o tratamento), as principais

alteracdes no perfil eletroforético de proteinas séricas dos pacientes em tratamento.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e aspectos éticos

Foram incluidos 18 cdes domiciliados na Regido Metropolitana do Recife, de ambos
0s sexos, com idades entre 1 ano e 4 meses a 13 anos, sem distin¢cdo de raga que foram
atendidos no servi¢co ambulatorial do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

Todos os animais apresentavam sintomatologia clinica sugestivas de leishmaniose
visceral e eram positivos no exame parasitologico (bidpsia de medula 6ssea, aspirado de
linfonodo e citologia esfoliativa). Os animais foram avaliados clinicamente e os dados obtidos
foram anotados em uma ficha de identificacdo individual. Para a execu¢do da pesquisa, todos
os procedimentos foram realizados mediante a aprovacio da Comissdo de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco — licenga n° 137/2016.

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos de tratamento: O grupo 1 (n=6) receberam
alopurinol na dose 10mg/kg por via oral de 12 em 12 horas e domperidona na dose de 1mg/kg
por via oral a cada 24 horas. O grupo 2 (n=7), os animais receberam miltefosina na dose de 2
mg/kg/dia por 28 dias e alopurinol na dose de 10mg/kg por via oral a cada 12 horas. O grupo
3 (n=5) que receberam marbofloxacina por via oral, manipulados comercialmente na dose de

2 mg/Kg/dia por 28 dias e alopurinol na dose de 10mg/kg por via oral a cada 12 horas.

4.3 Analise laboratorial

Foram coletadas amostras de sangue para a realizacdo do perfil eletroforético de
proteinas séricas dos grupos em quatro momentos: MO (momento zero), M30 (30 dias apos o
inicio do tratamento), M60 (60 dias ap6s o inicio do tratamento), M90 (90 dias apds o inicio
do tratamento).

As amostras de sangue foram coletadas por venopuncéo cefalica, femoral ou jugular
em tubos plasticos sem anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas por 10 minutos a

1500 rpm para separagdo do soro. As amostras de soro foram submetidas a separacdo das



fraghes proteicas por capilaridade utilizando o equipamento Capillarys HR (SEBIA-SP),
segundo as normas sugeridas pelo fabricante.

4.4 Analise dos dados

As técnicas de estatistica descritiva utilizadas foram frequéncias absolutas e
percentuais para as varidveis categoéricas e das medidas: média, desvio padrdo e mediana para
as varidveis numéricas. As técnicas de estatistica inferencial corresponderam aos testes
estatisticos: para as varidveis na forma continua foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis na
comparacdo entre os grupos e o teste de Friedman na comparagdo entre 0s tempos de
avaliacdo; para as varidveis categéricas foi utilizado o teste Exato de Fisher (desde que
condicdo para utilizacdo do teste Qui-quadrado ndo foi verificada) entre os grupos. No caso de
diferenca significativa pelos testes de Kruskal-Wallis e de Friedman foram realizados testes
de comparag6es multiplas dos testes correspondentes.

A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5%. Os dados
foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para obtencdo dos calculos

estatisticos foi o IMB SPSS na versdo 23.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da eletroforese de proteinas séricas dos cdes naturalmente infectados por
L. infantum antes do tratamento (dia 0), e 30, 60 e 90 dias ap6s o tratamento s@o apresentados

na Tabela 1.

Com relacdo ao perfil eletroforetico no MO foi possivel verificar hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia com inversdo da relacdo Albumina/Globulina (A/G) em todos os grupos,
estando de acordo com Greene, (2006) e Solano Gallego et al, (2009) que observaram
hiperproteinemia associada a hipoalbuminemia, demonstrando que o estudo das diferentes
fraghes proteicas através da realizacdo da eletroforese de proteinas séricas, pode ser um
método eficaz na monitorizacdo e avaliagdo da resposta a terapéutica para pacientes positivos
para leishmaniose (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).



Os valores de albumina encontrados foram semelhantes aos descritos por Da Silva et
al., (2011) e Freitas et al. (2012), que em suas analises encontraram hipoalbuminemia em cées

sintomaticos para leishmaniose visceral canina.

A hipergamaglobulinemia tem lugar em funcéo da excessiva proliferacdo de células B
em resposta a presenca do parasito (STRAUSS-AYALI et al., 2000). Contudo o aumento de
producdo de gamaglobulinas ndo conduz a protegdo, e sim a uma grande quantidade de
imunocomplexos circulantes, que resulta em nefrites e glomerulonefrites (GARCIA-
ALONSO et al., 1996; NOLI, 1999).

Sendo assim a hipoalbuminemia aqui observada pode ter origem nesta patologia renal
consequente a perda seletiva da albumina (NOLI,1999) ou ainda nas lesGes hepaticas
observado em cdes com infeccdo natural por L. infantum com diminuicdo na sintese de
albumina respectivamente (CERON et al.,2005)

Por outro lado, a reducdo do valor de albumina pode estar relacionada a baixa ingestao
protéica nos casos de animais em anorexia ou ma-nutricdo prolongada (GRAUER, 2005;
MARCONDES et al., 2006; CARREIRA et al., 2017).



Tabela 1 — Média e desvio padrdo das proteinas séricas dos cdes naturalmente infectados por
L. infantum antes do tratamento (dia 0), 30, 60 e 90 dias ap6s o tratamento.

Grupo
Variavel Avaliacdo  Alopurinol + Domperidona  Miltefosina + Alopurinol Marbofloxacina Valor de p
Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana)

Albumina (g/dl) 0 dia 2,38+ 0,94 (2,24) 2,57+ 1,32 (1,82) 2,93+ 0,42 (2,90) p® = 0,382
30 dias 2,51+ 0,78 (2,54) 2,80+ 1,08 (2,71) 3,06 + 0,57 (2,94) p® = 0,509
60 dias 2,44+ 0,63 (2,36) 2,74 + 1,04 (3,00) 3,18+ 0,55 (2,97) p® = 0,297
90 dias 2,86+ 0,73 (2,92) 3,00 + 0,66 (3,02) 2,75+ 0,69 (2,78) p® = 0,600
Valor de p p® = 0,206 p®=0,918 p® =0,426

Alfal (g/dl) 0 dia 0,31+ 0,18 (0,27) 0,34 + 0,10 (0,34) 0,24 + 0,04 (0,23) p® = 0,174
30 dias 0,23 + 0,03 (0,24) 0,33 + 0,07 (0,35) 0,24 + 0,10 (0,24) p® = 0,074
60 dias 0,23+ 0,05 (0,23) ® 0,34 + 0,08 (0,32) ® 0,29 + 0,09 (0,29) © p = 0,049*
90 dias 0,27 + 0,09 (0,27) 0,36 + 0,33 (0,22) 0,32+ 0,13 (0,35) p® = 0,673
Valor de p p® =0,511 p® =0,693 p®=0,171

Alfa2 (g/dI) 0 dia 0,77 £0,12 (0,78) 0,70 + 0,09 (0,68) 0,68 = 0,25 (0,79) p® = 0,451
30 dias 0,88 + 0,31 (0,80) 0,76 + 0,20 (0,73) 1,18+ 0,72 (0,89) p® = 0,390
60 dias 0,67 + 0,28 (0,61) 0,83 + 0,20 (0,88) 0,83+ 0,22 (0,79) p® =0,325
90 dias 0,73 +0,17 (0,64) 0,56 + 0,31 (0,68) 0,84 + 0,22 (0,76) p® = 0,269
Valor de p p® =0,420 p® =0,185 p®=0,817

Betal (g/dI) 0 dia 0,49 + 0,25 (0,53) 0,39 + 0,18 (0,37) 0,62 + 0,29 (0,45) pW = 0,278
30 dias 0,48 + 0,25 (0,42) 0,40 + 0,18 (0,35) 0,36 + 0,13 (0,43) p® = 0,885
60 dias 0,43 + 0,30 (0,35) 0,47 + 0,26 (0,49) 0,43 + 0,13 (0,40) p® = 0,854
90 dias 0,46 + 0,26 (0,39) 0,52 + 0,32 (0,49) 0,39 + 0,09 (0,43) p® = 0,877
Valor de p p® =0,621 p®=0,722 p®=0,231

Beta2 (g/dl) 0 dia 1,01+ 0,41 (0,89) 1,10 £ 0,41 (1,27) 1,29 + 0,50 (1,52) p® = 0,439
30 dias 0,98 £ 0,39 (0,96) 0,94 + 0,40 (0,97) 0,89 = 0,56 (0,67) p® = 0,922
60 dias 0,83 £ 0,58 (0,74) 1,13 + 0,44 (1,04) 1,53+ 1,11 (1,13) p® = 0,334
90 dias 0,78 £ 0,28 (0,72) 1,10 + 0,50 (1,33) 1,08 £ 0,95 (0,71) p® = 0,653
Valor de p p®@ =0,124 p®@ =0,747 p®=0,079

Gamaglobulina 0 dia 4,06 + 3,07 (3,04) 3,52+ 2,67 (2,51) 2,13 +0,61 (1,86) p® = 0,477
30 dias 2,79 + 1,21 (2,39) 2,89 + 1,95 (2,18) 1,45 £ 0,40 (1,61) p = 0,081
60 dias 2,53 + 1,30 (2,42) 3,58 + 2,69 (3,06) 1,60 £ 0,35 (1,62) p = 0,235
90 dias 2,54 + 1,46 (2,00) 2,85 + 2,06 (2,34) 1,63 0,63 (1,23) p = 0,585
Valor de p p® = 0,206 p® = 0,445 p® = 0,564

PPT (g/dl) 0 dia 9,02 + 3,01 (7,95) 8,61 + 2,44 (8,10) 8,02 + 0,48 (7,90) ® p® = 0,975
30 dias 7,88 + 0,64 (7,80) 8,11+ 1,21 (7,80) 7,58 £ 0,71 (7,60) ® p® = 0,453
60 dias 7,28 + 1,61 (6,60) 9,09 + 2,79 (8,60) 7,90+ 0,89 (7,80) @ p® =0,383
90 dias 7,60 + 1,22 (7,15) 8,39 + 1,84 (8,10) 6,92 + 0,86 (6,80) © p® =0,193
Valor de p p®@ =0,150 p® =0,387 p®@ =0,001*

AIG (g/dl) 0 dia 0,46 + 0,38 (0,29) 0,55 + 0,40 (0,37) 0,65 + 0,27 (0,56) pW = 0,317
30 dias 0,52 + 0,31 (0,44) 0,66 + 0,44 (0,52) 0,71 + 0,26 (0,65) p = 0,509
60 dias 0,58 + 0,36 (0,43) 0,51 + 0,29 (0,57) 0,69 + 0,27 (0,60) p = 0,600
90 dias 0,68 + 0,36 (0,63) 0,67 + 0,31 (0,71) 0,77 + 0,34 (0,85) p = 0,902
Valor de p p® = 0,059 p® =0,799 p® = 0,295

(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%
(1) Através do teste Kruskal Wallis com comparagdes multiplas do referido teste
(2) Através do teste Friedman com comparagdes multiplas do referido teste

Obs. Se as letras mailsculas entre parénteses sdo todas distintas, comprova-se diferenca significativa entre os grupos
correspondentes pelas comparagdes pareadas do determinado teste.
Obs. Se as letras minlsculas entre parénteses sdo todas distintas, comprova-se diferenga significativa entre as avaliagbes

correspondentes pelas comparagdes pareadas do determinado teste.



A relacdo albumina e globulina se mantiveram abaixo da normalidade e chegando ao
valor de referéncia no grupo 1 apds 90 dias de tratamento. No G2 esse valor oscilou entre
abaixo e normal durante o tratamento. No G3, esse parametro se manteve normal durante 0s
90 dias.

Os valores de gamaglobulina observados no MO encontravam-se aumentados nos

grupos 1 e 2 (Tabela 1).

O aumento da gamaglobulina esta associado principalmente ao aumento da producéo
de imunoglobulinas (IgE, 19G, 1gG1 E 1gG2) decorrente da producéo policlonal de anticorpos
(NOLI, 1999; DA SILVA et al., 2011; FREITAS et al., 2012).

N&o foram constatadas diferencas estatisticas significativas em relacdo aos valores de
alfa 1, alfa 2 e beta 2, que se apresentaram dentro da normalidade durante todo o periodo

estudado enquanto o perfil de beta 1 se manteve abaixo dos valores normais.

Esses resultados estdo discordantes daqueles apresentados por Sasanelli et al (2007);
Silva et al, (2011) que observaram aumento das fracdes alfa 1, alfa 2 associados a fase aguda
da infecdo. E provavel que os cdes aqui estudados encontrassem na fase cronica da infeccéo,

motivo pelo qual as proteinas de fase aguda apresentavam-se dentro da normalidade.

No momento 30, a hipergamaglobulinemia continuava presente apenas no G1 e G2,
enquanto o perfil da albumina atingiram os valores dentro normalidade no G2 e G3 e. relacdo
AJG apresentavam valores abaixo da normalidade no G1 e G2.

Apos 60 dias de tratamento, foi observado ainda elevagdo da gamaglobulina no G1 e
G2 e diminuigdo dos niveis no G1 e um progressivo retorno a normalidade da relagdo A/G.

Ao término do monitoramento terapéutico, ou seja, 90 dias a hipergamaglobulinemia
continuava presente no G1 e G2, e os niveis de albumina apresentaram valores dentro da

normalidade em todos os grupos assim como a relacdo A/G.

Apesar das variagdes durante o tratamento verificou um progresso ao retorno da
normalidade durante os trés momentos de estudo, estando diretamente relacionado com a
normalizacdo das concentracGes séricas da albumina e das restantes globulinas. Estes
resultados estdo de acordo com o descrito por Martinez Subiela & Ceron, (2005), que

observaram um aumento da relagdo A/G durante o tratamento.



6. CONCLUSAO

A realizacdo do proteinograma durante o tratamento de cdes com leishmaniose visceral
mostrou ser simples e apresentou valor no monitoramento terapéutico em curtos periodos de
tratamento. Apesar da similaridade das alteracBes do perfil eletroforético nos diversos
tratamentos, os resultados aqui apresentados sugerem que a utilizacdo da marbofloxacina
associada ao alupurinol mostrou-se mais eficiente no retorno a normalidade das proteinas

plasmaticas.
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