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RESUMO

Palavras-chave: tratamento, imunoquimioterapia, cdo, leishmaniose
visceral.

As drogas disponiveis para o tratamento da leishmaniose visceral
humana ndo promovem, até o momento, a cura no cdo. Desta forma,
enquanto novas drogas nao estdo disponiveis € necessario que ensaios
terapéuticos com drogas antigas sejam testados. O objetivo deste
trabalho foi testar a eficiéncia terapéutica do glucantime associado ou
ndo a um extrato antigénico de Leishmania braziliensis no tratamento de
cdes assintomaticos inoculados experimentalmente. 32 cdes, sem raga
definida, foram inoculados com amastigotas de L. chagasi e monitorados
durante 450 dias. A avaliagdo dos animais foi feita pela detecgdo de
anticorpos especificos, imunidade celular, hematologia, bioquimica sérica
e exame parasitologico da medula e pele. Confirmada a infecgédo, por
sorologia e/ou parasitologico, os animais foram divididos em quatro
grupos de oito animais que receberam os seguintes tratamentos: Grupo
A, antigeno de Leishmania (500 pg/dia); Grupo B, antiménio (100
mg/Kg/dia); Grupo C, associagdo do antigeno e do antiménio; Grupo
D,controle. Com 450 dias pos infecgdo, os cdes foram sacrificados e o
parasito pesquisado em esfregago por aposigao e/ou histopatologia de
medula, linfonodos popliteo e mesentérico, bago, figado, ponta de nariz e
orelha. Fragmentos de bago foram cultivados em meio NNN/LIT. Treze
cies apresentavam-se parasitados. O antimdnio foi capaz de reduzir 0s
niveis de anticorpos e o parasitismo no cdo, porém n3o promoveu a cura.




1.INTRODUGCAO

A leishmaniose € uma zoonose com ampla distribuicdo geografica, tendo
sido registrada em 88 paises ou territdrios (21 no Novo Mundo e 67 no
Velho Mundo), com grande diversidade epidemiolégica. E causada por
um protozoario do Geénero Leishmania, pertencente a Familia
Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastida. Cerca de 20 espécies
infectam o homem provocando manifestagdes clinicas multifacetadas
(DESJEUX, 1996).

A doenga causada por parasitos deste género pode ser dividida em duas
categorias: leishmaniose tegumentar o qual apresenta sinonimias como,
por exemplo, botdo de Aleppo, botdo do oriente; e leishmaniose visceral,
conhecida como calazar, uma doenga crénica e frequentemente fatal
para o homem e o cdo (LONGSTAFFE & GUY, 1985).

Tem sido admitido uma incidéncia anual no mundo de cerca de 400.C00
casos humanos (300.000 de leishmaniose cutidnea e 100.000 de
leishmaniose visceral), uma prevaléncia de 12 milhdes de casos e uma
populagdo de risco estimada de aproximadamente de 350 milhdes

(WHO..., 1988).

As formas viscerais mais graves séq aquelas causadas pela L. donovani
(India), L. infantum (Mediterraneo e Asia) e L. chagasi (América Central e
do Sul) (LONGSTAFFE et al, 1983).

A doenga € transmitida ao homem e animais por vetores do género
Lutzomyia, Diptera, Phlebotominae, no Novo Mundo, e Phlebotomus no
Velho Mundo. Cerca de 30 especies de flebotomineos sdo vetores
comprovados (DESJEUX, 1996).

Os canideos domésticos e selvagens sdo os hospedeiros reservatorios
mais importantes no Mediterraneo, China, Brasil e Asia sendo
responsaveis pela transmissdo zoonodtica da leishmaniose visceral
(KEENAN, 1984).
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No Brasil, em areas endémicas, a leishmaniose visceral canina ocorre
simultaneamente com a doenga humana, sendo a canina de prevaléncia
mais alta precedendo geralmente a ocorréncia no homem (ALENCAR,
1978). Do ponto de vista epidemiolégico, o cdo apresenta uma maior
importancia pois muitos animais assintomaticos, em areas endémicas,
apresentam o parasita na pele. MARZOCHI (1985) ao caracterizar cepas
de Leishmania isoladas de cdo em areas onde a leishmaniose visceral e
cutanea ocorrem, observou um padrao similar as cepas de L. donovani
de pacientes humanos da mesma area.

O controle da leishmaniose visceral é realizado através de trés
procedimentos basicos, propostos desde 1961 por ALENCAR, que sao:
controle do vetor, sacrificio dos caes infectados e o tratamento dos casos
humanos.

Para o tratamento das leishmanioses, no homem, os antimoniais
pentavalentes, stibogluconato de sédio (Pentostam®) e antimoniato de
N-metil glucamina (Glucantime®), sdo as drogas de escolha devido a
sua baixa toxicidade. Entretanto, quando sdao usadas na leishmaniose
visceral canina apresentam-se parcialmente efetivas, normalmente ha a
presencga de parasitas em animais clinicamente curados ou um retormno a
doenga (NEOGY,1994).

Como o tratamento nestes animais normalmente nao promovem uma
cura satisfatoria, uma das altemativas para o controle da doencga é o seu
sacrificio. Ao tomar-se esta medida poder-se-a deparar com dois
problemas: o valor zootécnico e o valor afetivo do animal. Muitas vezes,
os proprietarios negam-se em sacrificar um cdo que, em muitos casos,
esta aparentemente sadio, gerando, assim, um conflito com os agentes
de saiude e consequentemente com o controle da doenga, muitas vezes
disseminando o parasito.

Por outro lado, a ansiedade dos clinicos de pequenos animais em tratar
os caes acometidos tem gerado uma diversidade de protocolos de

tratamento que pode acarretar na sele¢cdo de parasitas resistentes aos
antimoniais.

Deste modo, necessita-se que novas drogas ou novos ensaios
terapéuticos com drogas antigas sejam testados para que possam ser

utilizados em larga escala contribuindo indiretamente para o controle da
doenca.
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Objetivo deste trabalho foi testar diferentes esquemas terapéuticos em
cdes assintomaticos infectados experimentalmente com L. chagasi
utilizando o antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) associado
ou ndo a uma vacina contra leishmaniose visceral canina.




2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

A taxonomia da Leishmania foi por muitos anos baseada no aspecto
clinico exibido pelo paciente, na morfologia do parasito, desenvolvimento
em meio de cultura e nos vetores, distribuigdo geografica e pela infecgdo
experimental em animais de laboratério. Nas duas ultimas décadas,
métodos bioquimicos e imunoldgicos, tais como, padroes de isoenzimas,
mapeamento de DNA, reatividade imunoldgica a anticorpos monoclonais
e analise de acido graxo, tem sido utilizados para este fim, melhorando
substancialmente a caracterizagdo de cepas isoladas (KONTOS &
KOUTINAS, 1993).

A leishmaniose visceral canina apresenta um amplo espectro de formas
clinicas. Em estudos experimentais foi classificada por LANOTTE et al
(1979) quanto a evolugdo clinica em formas aguda, subaguda, cronica e
regressiva espontdnea e por GENARO (1993) em fomma frusta,
regressiva espontanea, aguda e crdnica.

Os sinais clinicos mais comuns desenvolvidos pelos animais sao
caquexia, periodos de febre irregulares, mucosas com coloragao palida,
perda de peso progressiva, hepato-esplenomegalia, perda de pelo
generalizada, descamacgao e eczema, Ulceras simples ou confluentes na
orelha e focinho e onicogrifose (LONGSTAFFE et al, 1983; KEENAN et
al, 1984; MARZOCHI et al, 1985).

O exame hematolégico mostra, no cdo, uma anemia normmocitica
normocréomica (GENARO, 1993; KEENAN et al, 1984), aumento do
nimero de linfocitos e uma diminuicdo dos polimorfonucieares
(GIAUFFRET, 1976). Por outro lado, leucocitose, leucopenia, linfopenia e
neutrofiia sdo citados por outros autores (SLAPPENDEL, 1988;
TRYPHONAS et al, 1977).

Normalmente ndo sido observados valores elevados nas provas
utilizadas para avaliar fungdo renal e hepatica, tais como, uréia,
creatinina, bilirubina, aspartato aminotransferase, alanino




aminotransferase e fosfatase alcalina (GENARO, 1993; GARETT, 1978;
KEENAN et al, 1984a). Uremia associada com hipercreatinemia, alanino
aminotransferase e fosfatase alcalina sérica aumentadas sao
encontradas em cdes sintomaticos com quadro clinico avangado
(SLAPPENDEL, 1988).

O perfil eletroforético é caracterizado por disproteinemia com aumento
das proteinas totais, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. As fragbes 3
e vy globulinas estdo marcadamente elevadas (GIAUFFRET et al, 1976;
CECI| & PETAZZI, 1983; KEENAN et al, 1984a; SLAPPENDEL, 1988,
ROMDANE et al, 1992; GENARO, 1993).

Os testes sorologicos mais utilizados no diagndstico do calazar séo a
reagdo de imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico e a
aglutinacdo direta (HAILU, 1990; EVANS et al, 1990; RACHAMIM et al,
1991), porém ocorrem reacdes cruzadas com leishmaniose cutdnea,
micobactérias e com outros tripanossomatideos.

Atualmente, encontra-se em fase de validagdo um teste de
imunocromatografia (TRALd - Teste Rapido Anticorpo Leishmania
donovani) considerado altamente sensivel e especifico para diagnostico
da leishmaniose visceral humana o qual usa um antigeno recombinante
(K39) de amastigota de L. chagasi. BADARO et al (1996) ao realizarem
FAST-ELISA para detectar anticorpos especificos anti- Leishmania
utilizando o rK39 como antigeno, observaram que soro de pacientes e
caes com leishmaniose visceral aguda apresentaram altos titulos de
anticorpos anti K39, mas pacientes assintomaticos ou com cura
espontanea tinham baixos ou niveis ndo detectaveis de anticorpos contra
0 mesmo antigeno. Por outro lado, em pacientes com infecgdo subclinica
que posteriormente progrediram para a forma aguda, anticorpos anti-
rK39 foram detectados poucos meses antes da doenga tormar-se
evidente.

Sensibilidade de 92,16% e especificidade de 99,52% para o TRALd foi
obtida por FRANGA-SILVA (1997) em uma amostra de 1798 caes
utilizando como padrao ouro a reagdo de imunofluorescéncia indireta,
tecnica de referéncia adotada pela Fundagido Nacional de Saude em
inquéritos epidemioldgicos.

Em geral, a resposta proliferativa de linfocitos frente a antigenos de
Leishmania é observada na leishmaniose cutdnea e cutdneo-mucosa,
estando ausente na leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose visceral
(GRIMALDI JR & TESH, 1993).
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Neste ambito, este tipo de resposta € observada fracamente em caes
(ABRANCHES et al, 1991; MARTINEZ-MORENO et al, 1993; GENARO.,
1993) e humanos (CARVALHO et al, 1985: CARVALHO et al, 1988) com
leishmaniose visceral ativa.

Foi observado que cdes assintomaticos infectados com L. infantum
responderam positivamente aos testes de proliferagdo de linfocitos e
reacdao de hipersensibilidade retardada, em contraste ao que foi
observado em cédes sintomaticos (PINELLI et al, 1994).

Animais inoculados experimentalmente com promastigotas de L. chagasi
por via endovenosa ou intradémmica, responderam ao teste intradémico
de Montenegro seis meses apos 0 inoculo. Apos prolongado periodo da
doencga, 68,8 % aumentaram o didmetro médio da induragdo, 28,1 %
diminuiram e 3,1 % mantiveram a intensidade da reacdo (GENARO,
1993). A estimulagdo da resposta proliferativa especifica foi observada
em um cao com a forma regressiva espontanea da doenca.

GENARQO et al (1993) observaram resposta linfoproliferativa negativa em
caes sintomaticos e em 6 de 10 cdes assintomaticos, sugerindo uma
correlagdo inversa entre a resposta e a severidade da doenga.

Em caes vacinados contra leishmaniose visceral com promastigotas de
L. (V). braziliensis (MCAN/BR/72/C348) observou-se resposta
proliferativa de linfocitos e intrademmorreagdo positivas nos animais
protegidos apos desafio com promastigotas da cepa MHOM/BR/72/BH46
de L. (L). chagasi (MAYRINK et al, 1994). A resposta proliferativa de
linfocitos e a produgdo de citocinas esta associado com a recuperagao
de doenga ativa em humanos (CARVALHO et al, 1985).

Os achados anatomo-patolégicos da leishmaniose visceral canina sdo
semelhantes aos encontrados no homem. As lesdes sao decorrentes da
resposta imune do hospedeiro, alteragdes celulares e por deposigdo de
IgG, IgM e C; no intersticio (MANCIANTI et al, 1989).

Em odrgdos néo linfoides observa-se um infiltrado inflamatério composto
guase exclusivamente por macrofagos parasitados, celulas plasmaticas e
linfécitos. Este pode ser encontrado na derme, figado, intestino, rins,
pulmao, coragdo, cérebro, olho e sindvia causando graus variados de
destruicao tissular (LONGSTAFFE & GUY, 1985).




Em cdes naturalmente infectados com Leishmania donovani foram
observadas alteragdes nos glomérulos renais que vao desde um
espessamento difuso do mesangio , sem hipercelularidade, até uma
glomerulonefrite proliferativa progressiva, com duas formas, focal e
segmentar, e a difusa (AYALA, 1973; MANCIANTI et al, 1989).

Analisando rins de cdes, natural e experimentalmente infectados,
TAFURI et al (1989) observaram proliferacdao mesangial focal ou difusa
com intenso espessamento da matnz; espessamento irregular da
membrana basal; infiltrado intertubular na cortical e medular de células
plasmaticas; aderéncia entre os folhetos parietal e visceral da capsula de
bowman.

As lesdes renais estao associadas com uma severa proteindria e pode
levar a uma falha renal cronica e/ou a uma sindrome nefrética (KONTOS
& KOUTINAS, 1993).

Lesdes hepaticas tais como hepatite com infitrado de células
mononucleares e neutrofilos; agregados de macrofagos distribuidos no
parénquima e periportal, hiperplasia de células de Kipffer foram
descritas por GENARO (1993), KENNAN et al (1984b) e OLIVEIRA et al
(1993).

No bago podem ser encontradas alteragoes como hiperplasia de foliculo
linféide, congestdo de polpa vermelha e parasitismo de macrofagos
(KENNAN et al, 1984b; GENARO, 1993; LONGSTAFFE et al, 1983).

TAFURI et al (1993) utilizando o Leishvacin® no teste intradémico para
diagnoéstico de leishmaniose tegumentar observaram reagao inflamatéria
disposta em tomo dos vasos, anexos e nervos, com células
mononucleares na demme superficial, profunda -e hipoderme; as vezes
presenca de células plasmaticas, neutrofilos e raros eosinofilos; edema e
zona de necrose com destruigdo das fibras do colageno; congestdo,
edema e ectasia de vasos linfaticos.

GENARO (1993) utilizando-se deste mesmo antigeno para o teste
intradémmico de Montenegro na leishmaniose visceral canina, encontrou
um quadro histolégico tipico constituido de um infiltrado inflamatorio
granulo-histio-linfocitario perianexial e perivascular na derme e as vezes
na hipoderme.

Ha 40 anos, os antimoniais pentavalentes, stibogluconato de sodio e
antimoniato de N-metil glucamina, sdo as drogas de eleigdo no




tratamento do calazar humano(OLLIARO & BRYCESON, 1993). A OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) recomenda que oS pacientes sejam
tratados durante trinta dias com 20 mg Sb'/Kg/dia Anteriormente,
recomendava-se uma dose maxima de 850 mg Sb/Kg/dia. Entretanto,
mais recentemente, o esquema terapéutice foi avaliado e ndao ha mais
limite maximo na dose diaria de 20 mg Sb/Kg (MANUAL...., 1997).

Em uma comunidade tribal na india, foi administrado 20 mg/Kg de
stibogluconato de sodio durante 20 dias em casos novos e durante 40
dias, com dosagem maxima de 850 mg, em pacientes com recindiva. Os
pacientes que ndo responderam ao tratamento de 20 dias de duracgdo
foram classificados como resisténcia primaria (THAKUR, 1994).

O mecanismo de agdo nao é totalmente conhecido, provavelmente estes
compostos destroem o parasita bloqueando a formacao de GTP e ATP,
inibindo duas enzimas dentro do metabolismo do parasito: a
fosfofrutoquinase e a piruvato desidrogenase (AMUSATEGUI et al,
1995).

Sabe-se muito pouco sobre o mecanismo de agdo dos antimoniais no
cao. TASSI et al (1994) ao estudarem a farmacocinética do antimoniato
de N-metil glucamina pelas vias intravenosa, intramuscular e
subcutdnea sugeriram que a administragdo subcutdnea seria a mais
indicada pois permite uma persisténcia maior do antiménio no sangue.

BELLOLI et al (1995) observaram que a concentragdo seérica do
antimoniato de N-metil glucamina era mantida em niveis considerados
eficientes apos 12 horas quando a droga foi administrada em associacédo
com a aminosidina por via subcutéanea.

A resisténcia do parasito a estas drogas tem aumentado em muitos
paises (DAVIDSON & CROFT, 1993). GRAMICCIA et al (1992)
demonstraram um decréscimo na sensibilidade ao antimoniato de N-metil
glucamina de L. infantum isolada de caes naturalmente infectados apos
varios cursos de tratamento. Apds a terapia, 0s animais permaneceram
infectantes para Phlebotomus perniciosus.

No tratamento de caes, alguns trabalhos utilizando antimoniais
pentavalentes e pentamidinas podem ser encontrados (REITER et al,
1985; GARET, 1978; MARZOCHI et al, 1985; TRYPHONAS et al, 1977;
GIAUFFRET et al, 1976), entretanto nenhum deles determinou a cura
parasitologica.
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MANCIANTI et al (1988) ao tratarem caes naturalmente infectados com
L. infantum com antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) na
dose de 100 mg/kg/dia em trés ciclos de 10 dias seguido do mesmo
periodo de inte-valo, conseguiram recuperacdo de sinais clinicos e
sorologia negativa de 47,2% em animais assintomaticos, 33,3% em
oligossintomaticos e 11,1% em sintomaticos, além da prevencédo de
doencga patente em 90% dos assintomaticos néo recuperados.

Caes naturalmente infectados com L. (L). chagasi e tratados com
Glucantime® na dose de 60 mg/kg/dia associado com 600 pg de
proteina de L. (V). braziliensis (MCAN/BR/72/C348) mais 500 ug de BCG
em duas doses com trés meses de intervalo (MAYRINK et al, 1992)
apresentaram, apos um ano de observacdo, decréscimo mas néo
negativagdo dos niveis de anticorpos, parasitolégico de pele € medula
negativos, normmalizagdo da gamaglobulinemia, desaparecimento dos
sintomas e ganho de peso.

RIERA et al (1996) ao tratar cies experimentalmente infectados com
antimoniato de N-metil glucamina na dose de 75 mg/Kg a cada 12 horas
por dois periodos de dez dias observou queda no titulo de anticorpo pelo
Dot-ELISA e ELISA e queda da intensidade das bandas no Westermn blot,
porém, o parasita foi novamente detectado no linfonodo seis semanas
pos-tratamento. Em humanos, niveis altos de |gG foram observados até
8 meses apos o término do tratamento com stibogluconato de sodio
(NEOGY et al, 1986).

Cura parasitolégica de 100% foi observada em cdes sintomaticos
tratados com 20 aplicagdes intramuscular de 300 mg/kg de Glucantime®
em dias alternados associado a uma vacina constituida de uma fragao
antigénica purificada de promastigotas de L. infanfum. A vacina foi
administrada 15 dias apos o término da quimioterapia sendo realizada
em trés doses com intervalo de sete dias. Por outro lado, os grupos
tratados com Glucantime® ou imunoterapia isoladamente apresentaram
cura parasitologica de 37,5% e 25%, respectivamente (NEOGY et al,
1994).

Protegdo de 90% foi obtida em dez cdes vacinados com trés doses de
uma vacina constituida de promastigotas de L. (V). braziliensis cepa
MCAN/BR/72/C348 (600 pg/dose) associada ao BCG (400 pg/dose)
como adjuvante e desafiados com promastigotas da cepa
MHOM/BR/72/BH46 de L. (L). chagasi (MAYRINK et al, 1994). A vacina
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foi capaz de induzir resposta imune celular a qual foi acompanhada
através do teste de proliferagao de linfocitos e do teste de Montenegro.



3.MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL DE EXECUGAO

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratorio de
Leishmaniose do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) e no Laboratério de Pos-Graduagdo do Departamento
de Clinica, Cirurgia e Reprodugdo da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2. ANIMAIS

3.2.1. CAES

Foram utilizados 32 caes sem raga definida, sendo 15 machos e 17
fémeas, com idade variando entre 8 e 14 méses, nascidos e criados no
canil de testes de vacinas contra leishmaniose do Laboratorio de
Leishmaniosesdo Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG) no
qual permaneceram durante todo o experimento. Todos 0s animais foram
vemmifugados com um anti-helmintico de largo espectro1 e vacinados
com uma poli\;ralcina2 contra cinomose, parvovirose, adenovirose,
parainfluenza e leptospirose, de acordo com o esquema de imunizagao
proposto pelo fabricante. Os cdes foram alimentados com racéo
comercial balanceada® e 4gua potéavel fomecida ad libitum.

' Drontal-plus® — Bayer
* Masterguard-plus® — Solvay
? Kinus® — Brasvel




3.2.2. HAMSTERS

Foram utilizados hamsters Mesocricetus auratus para manutencdo das
cepas de Leishmania e para avaliagdao da viabilidade das formas
amastigotas inoculadas nos cdes. Os animais foram mantidos no biotério
do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.

3.2.3. COELHOS

Coelhos da raga Nova Zelandia foram utlizados para obtengédo de
sangue para produgdo de meio de cultura. Os animais foram mantidos no
biotério do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.

3.3. MEIOS DE CULTURA

Os meios utilizados foram os de NNN (segundo NICOLLE, NOVY &
NEAL, 1908) e o LIT (Liver Infusion Tryptose, segundo
CAMARGO,1964). Ambos foram associados para preparagdo do meio
difasico NNN/LIT (segundo COSTA et al, 1983).

3.4. CEPA DE Leishmania USADA NA INFECCAO DOS CAES

A cepa utilizada foi a MHOM/BR/72/BH46 de Leishmania (Leishmania)
chagasi isolada por Mayrink (1972) de um caso humano de
leishmaniose visceral, oriundo do municipio de Mantena, MG. A

manutengdo da cepa foi feita através de passagens seriadas em
hamsters.

3.4.1. INOCULO

Para obtengdo dos indculos, os hamsters eram sedados com éter em um
recipiente de vidro com tampa, imobilizados em um suporte de “isopor” e,
apds antissepsia da regido abdominal, a cavidade foi aberta e o bago
coletado de forma asseptica.




Os bacgos de quatro animais foram transferidos para um triturador de
tecidos e triturado em salina. Depois de diluida a 1/20, as fommas
amastigotas foram contadas em camara de Neubauer e padronizada
para 1,0 x 10’ formas amastigotas por mililitro de solugdo. Os caes foram
inoculados com um mL da suspensao por via endovenosa.

Com o objetivo de avaliar a viabilidade do inéculo, a solugdo padronizada
foi reinoculada por via intraperitonial em quatro hamsters, os quais foram
sacrificados ao apresentarem sintomatologia clinica da doenga. O bago
foi coletado para realizagdo de esfregagos em laminas. Estas foram
coradas com Giemsa e observadas em objetiva de imersdo para
visualizagado dos parasitas.

3.4.2. ANTIGENO PARA A AVALIAGAO DA IMUNIDADE HUMORAL

A cepa utilizada como fonte para a produgcdo de antigenos foi a
MHOM/BR/60/BH6 de Leishmania (Leishmania) mexicana, isolada de um
caso humano de leishmaniose tegumentar. Posteriormente, foi reisolada
de hamster em 1973 para o meio de cultura NNN e a seguir, transferida
para o meio de cultura LIT.

Reagdo de Imunofiuorescéncia indireta (RIFI)

Foram utilizadas formas promastigotas de L. mexicana (cepa BH6)
mantidas em crescimento logaritmico no meio de LIT. Apds 48 horas de
cultivo, os parasitos foram fixados em formalina a 5% por trinta minutos
e, posteriormente, centrifugados a 520 x g por dez minutos. O sedimento
foi lavado quatro vezes em solugdo salina fisiologica tamponada com
fosfatos, pH 7.2. Finalmente, o sedimento foi resuspenso em solugdo
salina fisiologica tamponada de tal forma que uma gota da suspenséo
colocada em ldmina, sob laminula (24 x 24mm), contivesse cerca de dez
a vinte promastigotas por campo ao exame microscopico com objetiva de
40X. Apos a padronizagdo, 10 uL da suspensdo foram distribuidos em
laminas contendo 20 pogos, as quais foram armazenadas a — 20°C até o
momento do uso.

Reac¢do imunoenzimatica (ELISA)

Foram utilizadas formas promastigotas de L. mexicana (cepa BH6)
cultivadas por sete dias no meio LIT. Os parasitas foram lavados trés




vezes por centrifugagdo a 1400 x g em solugdo salina fisiologica.
Posteriormente, foram submetidos ao ultrasom 40W, 3 vezes durante 1
minuto com intervalo de um minuto em banho de gelo. Em seguida, o
material sonicado foi centrifugado a 15000 = g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e os niveis de proteina foram determinados
pelo método de Lowry e padronizado para conter 1000 pg/mL. O
antigeno foi aliquotado e armazenado a — 70°C.

3.4.3. ANTIGENOS PARA A AVALIAGAO DA IMUNIDADE CELULAR

Resposta Proliferativa de Linfécitos

Foram utilizadas formas  promastigotas de L.  braziliensis
MCAN/BR/72/C348 isolada em 1972 de um cdo residente na area de
Caratinga/MG (19°37'30” de latitude S e 42°09'00" de longitude W GRE,
575 m de altura). A cultura era mantida por sete dias no meio LIT. Os
parasitas foram lavados trés vezes por centrifugagdo a 1400 x g em
solugdo salina fisiolégica. Posteriormente, foram submetidos ao ultrasom
40W, 3 vezes durante 1 minuto com intervalo de um minuto em banho de
gelo. Em seguida, o material sonicado foi centrifugado a 15000 x g
durante 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e os niveis de proteina
foram determinados pelo método de Lowry e padronizado para conter
1000 pg/mL. O antigeno foi aliquotado e armazenado a — 70°C.

Teste intradérmico (Teste de Montenegro Modificado)

O antigeno utilizado foi uma vacina descrita por MAYRINK et al (1979)
contra a leishmaniose tegumentar humana e testado para o teste em
caes com sucesso. Tratava-se de um extrato de promastigotas, metade
integra e metade sonicada, mertiolatada (1:10.000), constituida por cinco
cepas de Leishmania :

1. MHOM/BR/60/BHS - Leishmania (L.) mexicana

2. MHOM/BR/71/BH49 - Leishmania ? sp

3. MHOM/BR/73/BH121 - Leishmania sp (Complexo
mexicana)

4. MHOM/BR/70/M1176 - Leishmania (V.) guyanensis

5. IFLA/BR/67/PH8 - Leishmania (L.) amazonensis




3.5. AGENTES TERAPEUTICOS

3.5.1. AGENTE IMUNOTERAPICO

Foi utilizada uma vacina anti- leishmaniose visceral canina descrita por
MAYRINK et al (1994) constituida de promastigotas da cepa
MCAN/BR/72/C348 de L. braziliensis. O parasito foi cultivado durante 7
dias em meio LIT (Liver Infusion Tryptose segundo CAMARGO, 1964),
lavado trés vezes em PBS pH 7.2 e sonicado a 40W por trés ciclos de 1
minuto. Tratava-se de uma suspensao mertiolatada a 1:10.000.

3.5.2. AGENTE QUIMIOTERAPICO

Foi utilizado o antimoniato de N-metil g!ucarnina" na dose de 100 mg/Kg,
durante 20 dias, por via subcutanea.

3.6. PARAMETROS DE AVALIAGAO

Para avaliar a resposta dos animais a infecgdo foram utilizados os
seguintes parametros: exame parasitologico de medula e pele, detecgao
de anticorpos especificos (RIFI, ELISA e TRALd), imunidade celular
(ensaio de proliferagdo de linfécitos e intradermorreagdo), hematologia,
bioquimica sérica (proteina total, creatinina, bilirubina, alanino
aminotransferase e aspartato aminotransferase) e histopatologia.

3.6.1. PARASITOLOGICO

Os parasitos foram detectados na medula ossea por realizagdo de
esfregago em |amina e cultura em meio difasico NNN/LIT ( COSTA et al,
1983), e por exame direto por aposigdo em lamina da pele da regido
abdominal com intervalo de 40 dias. Para coleta da medula, foi realizada

* Glucantime® — Rhodia




tricotomia com posterior antissepsia da articulagdo fémuro-tibio-patelar e
a tibia puncionada na fossa intercondilar

As leituras das culturas foram realizadas e rericadas trés vezes com
intervalo de quinze dias.

As |dminas foram coradas com Giemsa e a leitura realizada em
microscopio optico com objetiva de imers&o.

Com 450 dias pos infeccdo, os cdes foram sacrificados e o parasito
pesquisado em esfregago por aposi¢gdo e/ou histopatologia de medula,
linfonodos popliteo e mesentérico, bago, figado, ponta de nariz, ponta de
orelha e cultura de bago utilizando o mesmo meio difasico.

3.6.2. IMUNOLOGICOS

RESPOSTA IMUNE HUMORAL
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Cinco (5) pL de plasma foram diluidos em solugdo salina tamponada
(PBS), pH 7.2 em diluigdes seriadas de 1/40 até 1/20.480. Dez (10) uL
das diluicdes foram distribuidos em laminas preparadas como descritas
anteriormente. Apds incubagéo de 30 minutos em estufa bacteriolégica a
37°C, as laminas foram cobertas com PBS pH 7.2 e mantidas em
repouso por cinco minutos. Posteriormente foram lavadas com agua
destilada e mantidas a temperatura ambiente até secarem.

Em cada pogo foi adicionado 10 puL de conjugado anti-lg G de cio’,
diluido 1:100. Novamente, o material foi levado para estufa, lavado e
secado como descrito anteriormente. Apos secagem, a |amina foi
montada com glicerina tamponada e laminula. A leitura foi realizada em
microscopio de imunofluorescéncia em objetiva de 40 x.

Reacado imunoenzimatica (ELISA)

* Biomanguinhos - Rio de Janeiro




Microplacas de poliestireno® com 96 pocos foram sensibilizadas por 18
horas, durante a noite, a 4°C com o 2~ '2no aqui descrito (3.4.2), diluido
em tampao carbonato. Cada pogo c~ntinha 2 ug de antigeno. Depois de
sensibilizada, a placa foi lavada quatro vezes com solugdo de lavagem.
ApoOs secagem em papel toalha, o blogueio foi realizado com PBS-
Caseina 2 %, 150 pl/pogo, e a placa incubada em camara Umida
durante 1 hora a 37°C. Apds nova série de quatro lavagens e secagem
da placa, 100 uL de plasma diluido 1/80 em PBS-CASEINA foi distribuido
e incubado durante 30 minutos a 37°C em camara umida. Nova lavagem
e secagem foram realizadas e 100 pL de conjugado anti- Ig G de cio’
diluido 1:2000 em PBS-Caseina foi distribuido para mais uma incubagéo
durante 30 minutos a 37°C em camara umida. A placa foi lavada quatro
vezes e secada para adigdo de 100 plL de substrato, o qual foi
constituido de tampao citrato, peroxido de hidrogénio e o-fenilenodiamino
(OPDE"). Apds repouso de 10 minutos, sob protegdo da luz em
temperatura ambiente, a reagao foi paralisada com 25 plL/pogo de acido
sulfarico (H,SO4 4N). A leitura foi feita em absorbancia em leitor de
ELISA® com filtro para comprimento de onda de 492 nandmetros (nm). O
“cut off” utilizado foi de 0,158.

Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani (TRALd)

O TRALd €& um ensaio imunocromatografico no qual em uma
extremidade da fita encontra-se o antigeno recombinante K39 como teste
e uma anti-proteina A de caprino como controle. Durante o ensaio, 0
plasma, soro ou sangue & adicionado na extremidade oposta o qual
reage com o conjugado proteina A-ouro coloidal. Apés adigdo de um
tampdo, a mistura migra por capilaridade. Se a amostra contém
anticorpos contra o antigeno, uma banda na regido teste surgird entre
cinco a dez minutos. Como controle de migragdo, uma banda sempre
aparecera na regido controle

® Sigma Chemical Co.
Sigma Chemical Co.

* Sigma Chemical Co.

? Multiskan® MCC 340
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Figura 1. Esquema da fita imunocromatografica do TRALd

Regido onde
Regido da fita deve ser
‘onde se deve aplicada a
segura amostra de
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migragdo do complexo Ouro Coloidal-Proteina A-IgG anti-rK39

Figura 1A. Teste positivo. Além da linha que aparece na regido controle
(em vermelho), uma linha distinta aparece na regido teste (em vermelho).

at
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Figura 1B. Teste negativo. Uma linha aparece na regiao controle (em
vermelho) e nenhuma outra linha aparece na regido teste (em cinza).

Figura 1C. Teste indeterminado. Nenhuma linha aparece, inclusive na
regido controle (em cinza). Neste caso, o procedimento do teste, pode ter
sido feito incorreto ou a fita apresentar defeitos.

RESPOSTA IMUNE CELULAR
Resposta Proliferativa de Linfocitos

Dez (10) mL de sangue dos caes foram coletados assepticamente em
seringa com heparina. Qito a 10 mL do sangue heparinizado foi
adicionado a 4 mL de ficoll-hypaque'®, submetido a centrifugacao a 140 x
g, a 20° C por 1 hora. O anel de mononucleares foi colhido utilizando-se
plpeta de pasteur e desprezado em tubo falcon contendo 5 mL de RPMI
1640"". As células foram lavadas 2 vezes com o mesmo volume de meio
a 34 x g, a 4°C durante 15 minutos. Apds a contagem das células em
cdmara de Neubauer com auxilio de corante vital azul de trypan estas
foram ajustadas para uma concentragdo final de 52 x 10° células
mononucleares por mL de RPMI 1640 completo com 10% de soro fetal

' Ficoll 400-DL — Sigma Chemical Co.
! Sigma Chemical Co.




bovino inativado e plaquezdzs em microplacas’z com fundo chato no
volume de 200 pL da suspensao/pogo. A cultura foi feita em triplicata em
pogos contendo 10 plL do antigeno, aqui descrito (3.4.3), na
concentragdo de 50 ug/mL ou 10 pulL de fitohemaglutinina (PHA) na
concentragdo de 200 pg/mL. Apos 48 horas, para fitohemaglutinina e 120
horas para o antigeno 348, foi adicionado 0.2 uCi de [*H]-timidina'*/25 uL
de RPMI 1640. As células foram coletadas com lavador de células tipo
harverst'® em papel filtro'> e a incorporacio da radioatividade medida
pelo uso de um contador de cintilagao liquida'. Os resultados foram
expressos em indice de estimulagdo (IE) calculados pela média das
contagens dos pogos com mitégeno ou antigeno, dividida pela média dos
pogos controles (aqueles no qual o cultivo celular se deu na auséncia de
mitégeno ou antigeno). Foi considerada como resposta positiva um
indice de estimulagado maior ou igual a 2,5.

Intradermorreacgao (Teste de Montenegro Modificado)

Foi realizada tricotomia da regido medial da coxa esquerda e inoculado
por via intradérmica 0,1 mL do antigeno aqui descrito (3.4.3). A leitura foi
realizada apos 72 horas, de acordo com GENARO et al (1988).

3.6.3. HEMATOLOGICOS

Os animais foram submetidos a exames de sangue (eritrograme
leucogramas), mensalmente, durante todo periodo experimeni:i.

cada animal foram coletados cinco mililitros de sangue e adicionad
duas gotas de EDTA a 10%.

A interpretacdo dos dados hematologicos foi feita de acordo com JAIN
(1993) e KIRK (1984).

2 Nunclon®

" Sigma Chemical Co.

' Cell Harvester Flow Laboratories — Titertek®
"* Glass microfibre filtres —~ Whatman®

'® Rack beta 1209 LKB Wallac




3.6.4. BIOQUIMICO

Foram realizadas dosagens sericas de aspartato aminotransferase
(AST), alanino aminotransferase (ALT), creatinina usando
espectrofotdometro e de bilimubina com reflotrom. Estas analises foram
realizadas antes da inoculagao do parasito e durante o tratamento.

Dosagens de proteina total, albumina e das fragdes alfa 1, alfa 2, beta e
gama globulinas, através da eletroforese do plasma sanguineo em
acetato celulose foram realizadas mensalmente.

A migragao eletroforética foi realizada sob corrente de 200 volts durante
20 minutos. As fitas foram coradas com corante Ponceau durante cinco
minutos e posteriormente transparentizadas por trés minutos. A secagem
foi realizada em estufa a 60° C durante cinco minutos.

A leitura das fitas foi realizada em densitémetro'’ pelo programa CS -
9301PC.

3.6.5. HISTOPATOLOGICO

Apos o témino do experimento, os animais foram sacrificados e
fragmentos do bacgo, figado, linfonodos popliteo e mesentérico, rins,
intestino delgado, ponta de orelha e ponta de nariz foram fixados em
formol tamponado a 10% e corados pela hematoxilina-eosina para
analise sob o ponto de vista histopatologico.

Biopsia do local do teste intradémmico também foram feitas, fixadas e
processadas da mesma forma.

Quando necessario, fragmentos de rim e pulmao foram corados pelo
acido periodico de Schiff (PAS) e pelo grocott metanamina nitrato de
prata.

3.7. ESQUEMA TERAPEUTICO

Confirnada a infecgdo, por sorologia e/ou parasitologico, 0s animais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de oito animais que

' Shimadzu Dual Wavelength Flying Spot Scanning Densitometer




receberam os seguintes esquemas terapéuticos em frés séries de
administracgao:

GRUPO A. Imunoterapia, utilizando a vacina contra leishmaniose
visceral canina, na dose de 0.25 mL durante 20 dias por via subcutanea
com o intervalo de 10 dias para nova aplicagao.

Cada 0,25 mL de vacina continha 500ug de proteina de Leishmania.

GRUPO B. Quimioterapia, utilizando o antimoniato de N-metil glucamina
na dose de 100mg/Kg por via subcutdnea durante 20 dias com o
intervalo de 10 dias para nova aplicagao.

GRUPO C. Imunoquimioterapia, utilizando a associagédo da vacina contra
leishmaniose visceral canina e o antimoniato de N- metil glucamina nas
mesmas doses usadas para os grupos A e B com intervalo de 10 dias
para realizagdo de uma nova série.

GRUPO D. Controle nao tratado.

O antiménio e a vacina foram administrados subcutaneamente no
hemitorax direito e esquerdo, respectivamente.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos sdo referentes ao periodo de 450 dias pds
infecgdo (p.i). Para anadlise estatistica, foram selecionados os dados
correspondentes ao periodo pré-inoculagdo (0), tratamento (150, 180,
210 e 240 dias p.i), 30 dias apos o término do tratamento (270 dias p.i) e
420 e 450 dias p.i.

A analise de variancia e o teste t de student foram realizados pelo
procedimento GLM do SAS...(1995).

Os dados nao parameétricos foram analisados através do teste de
Kruskal-Wallis.




4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EVOLUGAO CLINICA

Durante o experimento, quatro caes (12,5%), sendo trés do grupo B e um
do grupo A, apresentaram sinais clinicos como emagrecimento,
onicogrifose, alopecia simétrica bilateral com descamacdo séca no
dorso, alopecia periorbital, lesdes nas articulagdes do tarso, carpo, coxo-
femural e fémuro-tibio-patelar que variaram de uma dermatite crostosa a
presenca de ulceras. Dois destes animais, apresentaram infestagdo por
Demodex canis visualizado pelo raspado de pele. Este parasito €
encontrado em pequeno numero na pele de caes saudaveis, sendo que
o processo inflamatorio produzido por ele esta associado a uma
supressao de celulas T (SCOTT, 1979). Contudo, a ocorréncia de sama
demodécica associada a leishmaniose visceral canina tem sido descrita
(KENNAN et al, 1984b). Provaveimente, isto deve-se a imunossupressao
favorecida pela infecgao por Leishmania.

4.2. PARAMETROS DE AVALIAGAO
4.2.1. PARASITOLOGICO

No exame parasitologico, treze animais apresentaram-se positivos,
sendo quatro do grupo A, um do grupo B, trés do grupo C e cinco do
grupo D (Tab.1).

Apos a terceira série do tratamento, observou-se auséncia de parasitos
na medula 6ssea nos grupos B e C contrastando com 0s grupos A e D
(Tab. 2). No fim do experimento, o parasito foi encontrado em esfregago
por aposicdo de linfonodo popliteo no grupo B e em medula e
histopatologia dos linfonodos popliteo e mesentérico e ponta de nariz no
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grupo C. Dois caes do grupo C que nao apresentaram parasitos pelas
demais técnicas foram detectados pela histopatologia (Tab.4). Nesta, a
visualizagdo do parasita € dificultada pela superposi¢cdo das camadas de
celulas, o que demanda um periodo maior de tempo na observagdo da
lamina a procura do mesmo, caso o0 Orgdo ndo esteja intensamente
parasitado.

Sumarizando, apos 450 dias pos-infecgdo (210 dias pods-tratamento),
foram encontrados parasitos em 40% dos caes do grupo A, 12,5% do
caes do grupo B, 21% dos caes do grupo C e 62,5% do grupo D.

A baixa frequéncia do parasita nos grupos B e C pode esta relacionada
com dois fatores: a) os animais eram assintomaticos e b) a capacidade
do antimdnio em reduzir o numero de parasitas no cdo. A segunda
afimativa seria a mais coerente ja que, mesmo também estando
assintomaticos, observa-se um maior nimero de cdes parasitados nos
grupos A e D.

4.2.2. IMUNOLOGICOS

4.2.2.1. RESPOSTA IMUNE HUMORAL

A RIFI foi o teste tomado como referéncia para determinar o inicio da
infecgdo e tratamento por trés motivos: a) os animais foram criados em
canis de experimentagdao com controle de vetores evitando uma infecgao
natural de leishmaniose visceral ou qualquer outra enfermidade que
permitisse uma reagdo cruzada, desta forma, a soroconversao
observada foi considerada como resultado da infecgdo experimental; b)
0s animais poderiam levar meses para apresentarem-se positivos no
exame parasitologico de medula; c) a boa performance do teste em
detectar anticorpos anti-Leishmania.

Através da RIFI, foi observado positividade 60 dias p.i, com titulo 1/40,
em cinco animais. Com 90 dias p., todos os cdes apresentaram
sorologia positiva variando de 1/320 a 1/5120. Como observado na Fig.
1, apds terceira série do tratamento, houve diminuicdo no titulo de
anticorpos nos grupos B e C. Foi observada diferenga estatistica
(p<Q 0% ASD dias p.i entre os grupos A/C, B/D e C/D. Apesar da queda

. iNacao do teste até 210 dias apds o término do
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grupo C. Dois caes do grupo C que ndo apresentaram parasitos pelas
demais técnicas foram detectados pela histopatologia (Tab.4). Nesta, a
visualizacdo do parasita é dificultada pela superposigao das camadas de
células, o que demanda um periodo maior de tempo na observacéo da
lamina a procura do mesmo, caso o0 Orgdo nao esteja intensamente
parasitado.

Sumarizando, apos 450 dias pos-infecgdo (210 dias pos-tratamento),
foram encontrados parasitos em 40% dos cdes do grupo A, 12,5% do
caes do grupo B, 21% dos caes do grupo C e 62,5% do grupo D.

A baixa frequéncia do parasita nos grupos B e C pode esta relacionada
com dois fatores: a) os animais eram assintomaticos e b) a capacidade
do antiménio em reduzir o0 numero de parasitas no cdo. A segunda
afimativa seria a mais coerente ja que, mesmo também estando
assintomaticos, observa-se um maior numero de cdes parasitados nos
grupos A e D.

4.2.2. IMUNOLOGICOS

4.2.2.1. RESPOSTA IMUNE HUMORAL

A RIFI foi o teste tomado como referéncia para detemminar o inicio da
infecgdo e tratamento por trés motivos: a) os animais foram criados em
canis de expenmentagao com controle de vetores evitando uma infecgao
natural de leishmaniose visceral ou qualquer outra enfermidade que
permitisse uma reagdo cruzada, desta forma, a soroconversao
observada foi considerada como resultado da infecgdo experimental; b)
0s animais poderiam levar meses para apresentarem-se positivos no
exame parasitologico de medula; c) a boa performance do teste em
detectar anticorpos anti-Leishmania.

Através da RIFI, foi observado positividade 60 dias p.i, com titulo 1/40,
em cinco animais. Com 90 dias p., todos os caes apresentaram
sorologia positiva variando de 1/320 a 1/5120. Como observado na Fig.
1, apos terceira série do tratamento, houve diminuicdo no titulo de
anticorpos nos grupos B e C. Foi observada diferenga estatistica
(p<0.05) 450 dias p.i entre os grupos A/C, B/D e C/D. Apesar da queda
do titulo, ndo houve negativagé@o do teste até 210 dias apds o término do
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tratamento. Em humanos, NEOGY et al (1986), observou niveis de 1gG
mais altos do que o normal depois de oito meses pds tratamento.

No mesmo periodo, no teste de ELISA (Fig. 2), houvz diferenca
estatisticamente significativa (p<0.05) entre os grupos A/C e C/D. O
grupo C apresentou niveis abaixo do “cut off".

O teste de imunocromatografia (TRALd) apresentou positividade similar
ao da RIFI, com todos os animais sendo reativos 90 dias p.i. Da mesma
forma, ndo houve negativagdo do teste nos quatro grupos apos o
tratamento, sugerindo a presenga de anticorpos anti K39 e
consequentemente a permanéncia da infecgdo nos animais(FIG. 3).
Estes resultados sugerem que o TRALd possa vir a ser usado como
critério de cura no tratamento da leishmaniose visceral canina.

4.2.2.2. RESPOSTA IMUNE CELULAR

Resposta proliferativa de linfocitos acima de 2,5 foi observada apenas
trinta dias apds a inoculagdo dos cdes nos grupos C e D (Fig. 4),
permanecendo abaixo deste valor até o fim do experimento. Resposta
proliferativa negativa foi observada em animais (ABRANCHES et al,
1991; MARTINEZ-MORENO et al, 1993; GENARO, 1993; ; GENARO et
al, 1993) e humanos (CARVALHO et al, 1985; CARVALHO et al, 1988)
com infecgdo ativa devido a imunossupressdo antigeno especifica
induzida pela leishmaniose visceral. Neste trabalho, objetivou-se também
analisar a resposta celular frente ao antigeno vacinal. Nos grupos onde
foi administrada a vacina (grupos A e C), persistiu durante todo o
experimento proliferagdo celular negativa, o que pode indicar a néo
eficiéncia da mesma em estimular imunidade celular em c3es. Isto pode
ter ocorrido devido a auséncia de adjuvante para pemmitir uma
amplificagdo da resposta imune ja que resultado oposto foi conseguido
por MAYRINK et al (1994) utilizando o mesmo antigeno adicionado de
BCG.

A intradermorreagao foi realizada apenas no dia do sacrificio dos cdes
com uma taxa de respondedores de 62,5% (5/8) no grupo A, 85,7% (6/7)
no grupo B, 71,4% (5/7) no grupo C e 28,5% (2/7) no grupo D. Nos
animais onde nao foram encontrados parasitos nos tecidos pesquisados,
o teste foi positivo; em cdes parasitados, o teste foi negativo. Resultado
inverso ocorreu em trés animais do grupo A e um do grupo C (Tab. 1).
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Reacao de hipersensibilidade tardia positiva foi observada por PINELLI
et al (1994) em caes assintomaticos. por MAYRINK et al (1994) em cées
protegidos apos vacinagao e por GENARO (1993) em animais com até
56 meses pos infecgdc. Neste trabalho seria necessario um periodo
maior de observacdo dos cades para que fosse tirada alguma conclusao
ja que ndo houve declinio da sorologia até 210 dias pds-tratamento o que
poderia caracterizar a persisténcia de um baixo parasitismo.

4.2.3. HEMATOLOGICOS

A hematimetria (Fig. 5) e o volume globular mantiveram-se dentro do
valor nomnal em todas as coletas, apenas a hemoglobinometria
apresentou-se levemente abaixo do nomnal (11,3 g/dL; valor de
referéncia: 12-18 g/dL) com 450 dias p.i no grupo D. Na leitura dos
esfregagos, as hemacias apresentavam-se normociticas/normocrémicas.

A contagem global de leucocitos, quando comparadas as médias entre
grupos, manteve-se dentro do valor normal. Na comparagdo das medias
entre coletas observa-se leucocitose 450 dias p.i. Neste mesmo periodo
foi observada leucocitose (Fig. 6) com neutrofilia (13.546/uL) e leve
linfocitose (5.249/ul) absoluta no grupo B e eosinofilia absoluta nos
grupos A (1.638/uL), B (4.874/pL) e C (2.363/ul).

Estes resultados sao contrarios ao que normalmente € citado na
literatura em animais com leishmaniose visceral, isto €, leucopenia com
linfocitose e neutropenia. Achados como leucocitose, linfopenia e
neutrofilia sdo relatados por outros autores (SLAPPENDEL, 1988;
TRYPHONAS et al, 1977), indicando que a hematimetria e a leucometria
devem ser utilizados para auxiliar no prognéstico e ndo como diagnostico
pois o seu resultado dependera de fatores como estagio da infecgédo e
associagdo com outras enfermidades tais como parasitoses ou infecgdes
bacterianas secundarias.

Em animais que apresentem lesdes de pele com infecgbes secundarias
pode-se observar leucocitose com neutrofilia, porém ndo era o quadro
clinico dos animais do grupo B. A eosinofilia é inconstante, porém pode
mostrar valores elevados em periodos da invaséo parasitaria.
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4.2.4. BIOQUIMICO

Os valores da aspartato aminotransferase (Fig. 7)., alanino
aminotransferase (Fig. &) e creatinina (Fig. 9) mantiveram-se dentro da
normalidade quando comparadas as meédias entre grupos e coletas
(valores de referéncia 13 - 93 U/L, 21 - 102 U/L e 0.5 - 1.5 mag/dL,
respectivamente)

A bilirrubina sérica manteve-se em niveis abaixo de 0,5 mg/ dL (valor de
referéncia: 0.1 - 0.5 mg/dL).

Estes resultados estdo de acordo com KEENAN et al (1984) e GENARO
(1993). A realizagdo destes testes objetivava também perceber
alteragdes decorrentes da quimioterapia, ja que a droga, apos absorgao,
atinge concentragdes elevadas no figado e bago e € eliminada por via
renal. A auséncia de alteragdo na bioguimica sanguinea pode estar
relacionada com a precocidade do tratamento. Como os animais
estavam na fase inicial da infecgdo, provavelmente ainda ndo haviam
lesbes decorrentes da resposta imunolégica contra o parasita,
favorecendo uma boa tolerancia a medicacgao.

Niveis acima do nomal na proteina sérica total (valor de referéncia: 5.4 -
7.1 g/dL) foram observados 150 e 180 dias p.i (Fig. 10). Com 210 dias
p.i., os valores foram normalizados nos quatro grupos, porém niveis mais
baixos sdo encontrados nos grupos B e C.

Através da analise da eletroforese, as fragdes de albumina, alfa e beta
globulinas mantiveram-se dentro dos valores normais na comparagao
entre grupos e coletas. Com relagdo a fragdo gamaglobulina, na
comparagao entre grupos estava aumentada nos grupos A e D e entre
coletas, o aumento foi observado 150 e 180 dias p.i (valor de referéncia:
0.4-1,0g/dL).

Observando-se as Figs. 11A, 11B, 11C e 11D verfica-se que nos quatro
grupos a fragdo das gamaglobulinas estava acima do normal com 150 e
180 dias p.i.); nos grupos B e C os valores foram nomnalizados a partir
da segunda série de tratamento; b) no mesmo periodo, houve inversdo
da relagao albumina/globulina (A/G) apenas no grupo B. A inversédo da
relagdo A/G (valor de referéncia: 0,7 - 1,1) e a formagéao do bloco beta-
gama foram observados em animais isoladamente dentro dos grupos A,
B e D 450 dias p.i.
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Diminuigdo da albumina, aumento de beta e gamagiobulinas e inversao
da relagdo A/G foram relatados por GIAUFFRET (1976); GARETT
(1978); KEENAN et al (1984); REITER et al (1985); SLAPPENDEL
(1988); ROMDAME et al (1992); GENARO (1993); KONTOS &
KOUTINAS (1993); BURILLO et al (1994); na leishmaniose visceral
canina. Neste trabalho, ndo houve alteragées marcantes nestes valores
provavelmente pelo fato do tratamento ter sido instituido no inicio da
infecgdo ou pelo curto tempo decormido da infeccdo ao sacrificio dos
caes, ja que este perfil manteve-se também nos grupos A e D.

4.2.5. HISTOPATOLOGICO

As lesdes encontradas nos linfonodos popliteo e mesentérico, teste de
Montenegro, bacgo, ponta de orelha, ponta de nariz, figado, pulmao, rim e
intestino foram classificadas de acordo com sua intensidade em leve,
moderada e intensa.

Os linfonodos popliteo e mesentérico apresentaram hiperplasia folicular,
hipertrofia de corddes, espessamento de trabéculas e infiltrado
linfoplasmocitario macrofagico na capsula e tecido gorduroso
pericapsular. Destacamos que este infiltrado capsular normalmente
estava presente nos linfonodos parasitados. Presenga de macréfagos

parasitados na capsula foi observado também por LONGSTAFFE et al
(1983).

No teste de Montenegro foi observado infitrado linfoplasmocitario
macrofagico, as vezes com alguns neutréfilos, na derme superficial e
profunda, dissociagao e necrose das fibras do colageno, tumefagao do
endotélio vascular e dilatagdo de linfaticos. Reacgdo inflamatoria de
moderada a intensa predominava nos grupos B e C. Os achados
histopatologicos assemelham-se as alteragdes primarias encontradas por
TAFURI et al (1993) ao utilizar o Leishvacin® em leishmaniose cutanea e
por GENARO (1993) no calazar canino.

No bago, proliferagdo de células reticulares, hipertrofia de alguns
foliculos e hialinizagdo de parede da arteriola centro lobular. Estas
lesdes apresentavam-se de intensidade discreta a moderada distribuidas
nos quatro grupos. Em dois animais do grupo controle foi observada a
presenga de parasitos.




Na orelha, infitrado inflamatorio linfoplasmocitario macrofagico
perifolicular normalmente discreto. O parasito foi encontrado em 2
animais do grupo A com infiltrado inflamatonio intenso, e em 3 do grupo D
(Tab. 4). Neste, o infiltrado classificava-se de discreto a intenso.

No nariz, discreto infiltrado inflamatério linfoplasmocitario macrofagico
perivascular foi encontrado em um cdo de cada grupo. O parasita foi
encontrado em um animal do grupo C (Tab. 4).

No figado, infiltrado periportal linfoplasmocitario com predomindcia de
macrofagos e alguns focos de hemossiderofagos. Este infilirado foi
encontrado em intensidade discreta em animais dos quatro grupos. No
grupo controle, o parasita foi encontrado nas células de Kupffer em dois
caes (Tab. 4). As lesdes observadas neste orgdo foram mais discretas
em relagdo aquelas descritas por GENARO (1993) e OLIVEIRA et al
(1993). Os achados sao semelhantes aos descritos por KENNAN et al
(1984)

No pulmao foram encontradas apenas lesdes individuais em trés animais
do grupo A, sendo estas, hiperplasia das células do epitélio bronquiolar,
infitrado inflamatério mononuclear multifocal na parede alveolar e
microgranulomas com distribuigdo multifocal.

Rim com aumento discreto do nimero de células do mesangio e
espessamento da membrana basal em alguns glomérulos caracterizando
uma glomerulopatia focal. Em alguns casos, presenga de gotas
eosinofilicas na luz dos tabulos que se aglutinavam formando cilindros.
Estes achados foram observados em todos os grupos, porém com raior
frequéncia no grupo A. Infiltrado inflamatério mononuclear intersticial
focal foi encontrado em apenas um cdo deste grupo. Estes resultados
sdo mais discretos do que aqueles encontrados por TAFURI et al (1989),
MANCIANTI et al (1989) e AYALA (1973), provavelmente pelo fato dos
animais estarem em fase inicial das lesGes decorrentes da deposicdo de
imunocomplexos provocadas pelo calazar.

No intestino, em apenas dois caes, um do grupo B e outro do grupo C., foi
observada hiperplasia do tecido linfatico associado a mucosa.

Com o objetivo de observar alguma diferenga estatistica entre as lesdes
encontradas nos grupos, foi realizado o teste de Kruskai-Wallis nos
resultados da histopatologia do linfonodo popliteo e do teste de
Montenegro. Nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos
através deste teste
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4.2.6. TERAPEUTICA

De acordo com os pardmetros analisados, os grupos B e C foram os que
responderam melhor ao tratamento. Embora nos grupos B e C apenas
12.5% e 21% dos caes, respectivamente, tenham se mostrado positivos
no término do experimento, ndo ocorreu a negativagdo da sorologia pela
RIFI e pelo TRALd. Estes dados sugerem a pemmanéncia de um
parasitismo latente, o qual nao foi detectado pelo método parasitolégico
empregado e portanto, a ndo cura dos animais

Estes resultados sdo contrarios aos observados por MANCIANTI et al
(1988) que obtiveram cura de 47,2% em cdes assintomaticos tratados
com glucantime® contra L. Infantum e NEOGY et al (1994) que
conseguiram cura sorolégica e parasitolégica em cdes tratados com
glucantime® associado a imunoterapia. Entretanto, sdo semelhantes aos
obtidos por MAYRINK et al (1992) ao tratar caes naturalmente infectados
com imunoquimioterapia e aos de RIERA et al (1996) que observou
melhora clinica e decréscimo da sorologia com reaparecimento do
parasito no linfonodo seis semanas apos o tratamento com o antimoniato
de N-metil glucamina.

Dois fatores poderiam ter contribuido para que o tratamento fosse
eficiente: a) administragdo da vacina apods o témmino da quimioterapia,
onde ja haveria uma diminuigdo do numero de parasitas e a imunidade
celular seria estimulada com a imunoterapia; b) adigdo de adjuvante na
vacina.

Apesar da cura nao ter sido observada, os animais apresentaram uma
boa tolerancia ao tratamento com o quimioterapico. Em alguns caes,
durante o periodo de administragdo da droga, foi observado apenas um
edema no local de aplicagdo do quimioterapico que regredia em
aproximadamente dois dias apds substituicdo do local de aplicagdo. A
tolerdncia ao medicamento foi favorecido pelo fato dos animais
apresentarem boas condigdes clinicas durante o tratamento, pemmitindo
talvez uma boa eliminagao da droga.




Tabela 1. Resultado da média dos didmetros do teste intradermico de Montenegro,
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parasitismo e reacdo de imuncfluorescéncia 450 dias pos-inf

d0.

GRUPOS ANIMAL Media dos Diametros | Tecido Parasitado RIFI
(cm)

A 21 13 B,CB 1/640
A 24 NEG M.B.LP.PO,CB 15120
A 3 14 B 1160
A 44 NEG MB.LP.PO, CB 1/2560
A 77 1,35 B 1/640
A 79 NEG - 1/2560
A 81 1 M,B,LP LM 1/1280
A 87 1:2 - 1/80
B 20 NEG LP 1/640
B 42 13 - 11280
B 78 18 - 11320
B 82 235 - 11160
B 86 18 B 1/1280
B 0 1.2 - 1/640
B 92 15 - 1160
c % NEG LP.PN 1320
c 32 15 - 1/80
Cc <5} 1.5 - 1160
Cc 40 1,2 M 1/640
Cc 84 135 - 1320
C 85 NEG LM 1160
c 89 155 - 1320
D 22 NEG M,B,LP, CB 1/10240
D 23 NEG M,B,PO 11280
D 4 NEG MB,LP,POF, CB 1/640
D 43 1,25 - 1/1280
D a3 1.6 - 1/2560
D 88 NEG B,LM 1/1280
D 93 NEG M.B,.LP,POF.CB 1/10240

B= bago; LP= linfonodo popliteo; LM= linfonodo mesentérico; F= figado; M= medula; PN=
ponta de nariz; PO= ponta de orelha; CB= cultura de bago; - = ndo encontrado parasita
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Tabela 2. Resultado do exame parasitologico de medula (esfregago e cultura) durante
0 experimento
Antes Primeira Segunda Terceira 150 dias
do série do série do série do depois do
tratamento tratamento tratamento tratamento tratamenL
GRUPO
A
21 + - - + -
24 - - - = -
3 - - - - =
44 + + + + -
77 - - = + +
9 - + = 3 s
81 - x - + +
87 - _ - - - -
GRUPO
B
20 - = u < =
34 - - = * *
42 + = - =
78 + - - -
82 - - - -
86 + # - -
o2 + - - - 3
GRUPO
Cc
o) + - + - -
7] < - _ = -
< 53 + - - - -
40 + - - - -
84 % = z 5 -
85 = B - - -
8g - - - - R
94 + - - =
GRUPO
D
22 - + + + +
23 + + + + +
41 + + *: + +
43 + - + + =
80 - . * *
83 - 4 + .
88 - = 3 = %
a3 - - + + +

* Animal morreu durante o experimento
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Tabela 3. Resultado do parasitolégico de bago, figado, linfonodos popliteo e mesentérico,
orelha e nariz em Iaminas de histopatologia 450 dias pos-infecgéo.
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FIGURA 1. Reagéo de imunofluorescéncia indireta em cdes inoculados
experimentalmente e tratados contra L. chagasi
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FIGURA 2. ELISA em cédes inoculados experimentalmente e tratados
contra L. chagasi
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FIGURA 3A. Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani do animal 81
do grupo A tratado com imunoterapia.

GRUPO A
ANIMAL 81
Dias
apos ELISA | RIFlI | TRALd TRALd
infecgiio
0 0019 |N N
= |
30 0,016 |N N — |
6l) 0,04 N N — i
90 |03 320 P = |
120 [0.334 [640 P — |
150 043 10240 [P

180 0346 | 3120 P

210 0,429 10240 |P

240 0,202 20480 |P

270 0467 20480 | P

300 0,337 10240 | P

330 0379 10240 |P

360 0,51 10240 | P

390 0,174 10240 |P

420 0,186 20480 |P

i

450 0,191 1280 P




FIGURA 3B. Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani do animal 78
do grupo B tratado com quimioterapia.

GRUPO B
ANIMAL 78
Dias
apés | ELISA | RIFI | TRALd TRALd
infecgilo
0 0.029 N N _ —
30 0,019 N N _ —
60 0,042 N N “ :__
90 0,577 1280 |P Pt o e 3] : |
120 0,593 2520 P ity o aied - ol — |
130 0.640 10240 | P EETTITEET - x=
180 0.573 10240 |P _ —
210 0,316 1280 P TR, —
240 0,152 | 1280 P .| .
270 0,213 160 P T ___,_
300 0.219 |320 P TR S
330 0,192 | 640 P TR _
b ol |
360 0.226 | 320 P TS — |
390 0,033 320 P I EAREEENG ;-_ |
420 0,075 160 P s e, T ) _. 7
4350 0,061 320 P _
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FIGURA 3C. Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani do animal 85
do grupo C tratado com imunoquimioterapia.

GRUPO C
ANIMAL 85
Dias |
apos ELISA | RIFl | TRALd TRALd
infecgio
0 0,031 |N N — —
30 0,037 N N _ —_—
60 0,048 |N N 5 o i T ) ==
920 0,405 | 640 P e o i o =
120 0.342 1280 P — = |
150 0,338 1280 P _ N
180 0488 |3120 P R _T
210 lll_-l-l‘)‘ ?IESH P _ i
| <l
240 [0308 [I1280 [P T =
270 0.226 320 P P e s —
300 0275 |80 P RN EEEET ——_
330 (0,152 |320 P TR | =1
360 0,176 160 P m : [
390 0,096 160 P _ — |
20 |0.077 160 P R SR i
450 0,073 160 P TR TR :
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FIGURA 3D. Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani do animal 41

do grupo controle.

GRUPO D
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FIGURA 9. Valor meédio da creatinina em caes inoculados
experimentalmente e tratados contra L. chagasi.
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imunoterapia contra L. chagasi.
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5. CONCLUSOES

1. Houve negativagdo do parasitismo em 12,5% do cdes do grupo
submetido a quimioterapia e 21% dos cdes do grupo submetido a
imunoquimioterapia porém nao € possivel considerar cura parasitologica
pelo fato dos niveis de anticorpos serem mantidos nos animais, ainda
que em niveis menores do que antes do tratamento. A persisténcia de
anticorpos anti- Leishmania chagasi foi confirmada através do teste
rapido anticorpo Leishmania donovani (TRALd).

2. A auséncia de adjuvante pode ter sido um dos fatores que néo
permitiu que a vacina fosse eficiente no tratamento;

3. O antiménio é bem tolerado em animais em inicio de infecgdo e que
apresentem um bom estado clinico.
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6.SUMMARY

Key-words: treatment, immunochemotherapy, dog, visceral leishmaniasis

The available drugs for treatment of human visceral leishmaniasis do not
promote cure of the dogs Whereas new drugs are not available for use in
dogs, it is necessary to test therapeutic trials using old drugs in
association with other agents. The objective of this experiment was to test
the therapeutic efficacy of the Glucantime® in association with an
antigenic extract from Leishmania braziliensis in assymptomatic dogs
expenmentally infected. Thirty-two laboratory reared mongrel dogs were
infected with amstigotes of L. chagasi. During 450 days, the follow up
was done by specific antibody detection, cellular immune response,
hematology, biochemical serology and detection of the parasite in bone
marrow and skin. After the confirmation of the infection by antibody or
parasite detection, the dogs were randomly allocated in four groups of
eight animals each: Group A, received antigen (500 pg/day); Group B,
received Glucantime® (100 mg/Kg/day); Group C, received the antigen
plus Glucantime® and group D received no treatment. All dogs were
killed and necropsied 450 days after inoculation. Bone marrow aspirate,
spleen, popliteal lymph node, skin from ear were collected and stained
with giemsa for microscopic examination. Tissue samples of skin from
nose, ear, mesenteric and popliteal lymph nodes, kidney, spleen and liver
were processed by conventional method and stained with H & E. Spleen
samples were inoculated into culture tubes containing NNN/LIT. Thirteen
dogs were infected. The antimonial was able to reduce the antibody
levels and the parasitism but the dogs were not cured.
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