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RESUMO

A intoxicacdo por aceturato de diminazeno, um antiprotozoario utilizado no tratamento de
doencas como tripanossomiase e babesiose, € conhecido por causar alteracBes clinicas e
anatomopatologicas significativas, especialmente no sistema nervoso central. Este estudo
descreve 0s aspectos anatomopatologicos e toxicoldgicos dessa intoxicacdo em um céo
Whippet, macho, de um ano de idade, previamente diagnosticado com leishmaniose visceral e
tratado com diminazeno. Apoés tratamento intramuscular e oral com o farmaco, o animal
apresentou sinais neuroldgicos agudos que culminaram na morte. A necropsia revelou focos de
hemorragia e malacia no tronco encefalico, congestao sisttmica, hemorragia pulmonar, além
de hemorragias no endocardio ventricular esquerdo e serosa da bexiga. Na avaliacdo
histopatoldgica, o tronco encefalico apresentou necrose fibrinoide, hemorragias multifocais e
encefalite neutrofilica severa, alteracbes previamente relatadas na literatura como
caracteristicas da intoxicagdo por diminazeno. A anélise toxicoldgica de amostras de figado e
rim confirmou concentracdes elevadas do farmaco, corroborando o diagnostico. Este caso
reforca a necessidade de considerar a intoxicacao por diminazeno no diagnéstico diferencial de
lesBes encefalicas em cdes tratados com este antiparasitario. A avaliacdo conjunta do historico
clinico com os achados anatomopatoldgicos e toxicoldgicos é indispensavel para o diagnoéstico

definitivo especialmente em casos de intoxicacéao.

Palavras-chave: necrose fibrinoide; Leishmania infantum; encefalite; toxicologia; patologia.



ABSTRACT

Diminazene aceturate intoxication, an antiprotozoal agent used in the treatment of diseases such
as trypanosomiasis and babesiosis, is known to cause significant clinical and pathological
alterations, particularly in the central nervous system. This study describes the pathological and
toxicological aspects of this intoxication in a one-year-old male Whippet dog, previously
diagnosed with visceral leishmaniasis and treated with diminazene. Following intramuscular
and oral administration of the drug, the animal developed acute neurological signs that
culminated in death. Necropsy findings included foci of hemorrhage and malacia in the
brainstem, systemic congestion, pulmonary hemorrhage, as well as hemorrhages in the left
ventricular endocardium and bladder serosa. Histopathological evaluation revealed fibrinoid
necrosis, multifocal hemorrhages, and severe neutrophilic encephalitis in the brainstem,
alterations previously reported in the literature as characteristic of diminazene intoxication.
Toxicological analysis of liver and kidney samples confirmed high concentrations of the drug,
supporting the diagnosis. This case underscores the need to consider diminazene intoxication
in the differential diagnosis of encephalic lesions in dogs treated with this antiparasitic drug.
The integration of clinical history, pathological findings, and toxicological analyses is essential

for a definitive diagnosis, particularly in cases of suspected intoxication.

Keywords: fibrinoid necrosis; Leishmania infantum; encephalitis; toxicology; pathology.
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1 INTRODUCAO

As intoxica¢fes na medicina veterinéria sdo frequentes em animais de companhia e
podem decorrer de diversas causas (Brolo et al., 2015). Entre os animais domésticos, os caes
sdo os mais frequentemente afetados, com as intoxicacGes por medicamentos e pesticidas sendo
as mais prevalentes (Caloni et al., 2012; Means & Wismer, 2018). No Brasil ha poucos registros
governamentais relacionados a intoxicacdo em animais; entretanto, ao analisar os dados
disponiveis € possivel observar que a maioria dos casos estd relacionada ao uso de
medicamentos humanos, seguido de plantas e inseticidas, entre outros (Gomes et al., 2022).
Além disso, cdes e gatos sdo frequentemente vitimas de intoxica¢des intencionais, com o
carbamato aldicarbe, seguido por anticoagulantes (dicumarinico) e o fluoroacetato de sodio,
sendo o0s agentes toxicos mais comumente envolvidos, especialmente em casos de maus-tratos
(Araujo et al., 2024; Xavier et al., 2007). A necropsia e a analise histopatoldgica séo
fundamentais para determinar a causa da morte, entretanto, possuem limitacdes, especialmente
na identificacdo precisa do farmaco envolvido nos casos de intoxicacdo. Essas limitagdes
destacam a importancia do teste toxicoldgico complementar para alcancar um diagnostico
definitivo. Contudo, devido a falta de recursos, baixa acessibilidade ou desinteresse por parte
do tutor, o exame toxicologico por vezes ndo € realizado, comprometendo a conclusdo

diagndstica.

Na medicina veterinaria a intoxicacdo medicamentosa muitas vezes ocorre pelo uso
inadequado dos medicamentos, seja por dosagens incorretas, uso inadequado, ou pela falta de
consideracdo das caracteristicas fisiolégicas do animal (Brolo et al., 2015). O aceturato de
diminazeno, conhecido também como Berenil®, é um agente quimioterapico antiparasitario
utilizado h& muitas décadas no tratamento de infecgdes parasitarias, como a tripanossomiase
(Kuriakose, 2012) e a babesiose em animais de producdo e cdes (Miller et al., 2005).
Recentemente, seu potencial como anti-hipertensivo e imunomodulador tem sido investigado
(Kuriakose et al., 2014; Qaradakhi et al., 2020). No entanto, a fisiopatogenia da sua toxicidade,

especialmente no sistema nervoso central (SNC), é pouco conhecida. Estudos indicam que
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doses repetidas ou elevadas podem resultar em neurotoxicidade devido ao efeito cumulativo
(Oliveira & Freitas, 2015).

O aceturato de diminazeno tem uso terapéutico em diferentes espécies, com doses
recomendadas que variam de acordo com a espécie e a finalidade do tratamento. No tratamento
da babesiose em cdes, a dose recomendada € de 3,5 mg/kg, administrada por via intramuscular
(Khristianovsky; Belimenko, 2021). Em bovinos, para tratamento da tripanossomiase, a dose
recomendada varia de 3,5 a 7,2 mg/kg (Oliveira & Freitas, 2015). No entanto, o perfil
toxicologico do farmaco ainda é pouco estudado. Em um estudo in vitro que avaliou sua eficacia
contra Leishmania donovani, foi observado que o aceturato de diminazeno nédo foi seletivo,
causando efeitos citotoxicos tanto no parasita quanto em células mononucleares humanas (Jean-
Moreno et al., 2006).

No Brasil, o tratamento de cdes com leishmaniose visceral canina (LVC), causada por
Leishmania infantum, é controverso. Os medicamentos recomendados demonstraram baixa
eficacia, causando apenas remissao temporaria dos sinais clinicos, sem prevenir a recorréncia.
Além disso, esses medicamentos tém efeito limitado na infectividade dos flebotomineos,
falhando em reduzir o papel dos cdes como reservatdrios, 0 que aumenta o risco de
desenvolvimento de parasitas resistentes aos medicamentos, especialmente aqueles usados no
tratamento humano (Brasil, 2006). Desde 2016, o medicamento utilizado no tratamento padréo
da leishmaniose canina no Brasil é a miltefosina. No entanto, o tratamento de cdes tem mostrado
eficécia clinica limitada, e os animais tratados podem continuar com uma alta carga parasitaria

e, consequentemente, disseminar o parasita (Goncalves et al., 2024).

Este estudo tem como objetivo descrever os aspectos patoldgicos e toxicologicos da

intoxicagao por aceturato de diminazeno em um céo tratado para leishmaniose visceral canina.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Intoxicagdes na medicina veterinaria

O risco de intoxicacdo depende de fatores como dose, forma do medicamento, via de
exposicao, espécie envolvida e condi¢des de satide do animal, como doencas renais ou hepaticas

concomitantes que podem influenciar no metabolismo e excre¢do do tdxico (Humm &
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Greensmith, 2019). Mesmo quando administrados em doses terapéuticas e de forma correta,
medicamentos veterinarios podem causar toxicidade e reagdes adversas, que podem ser leves
ou potencialmente fatais. Essas reaces podem ser decorrentes da toxicidade do medicamento
ou de respostas idiossincraticas (reacdo individual e imprevisivel ao medicamento). O
monitoramento e a notificacdo de efeitos adversos, uso incorreto ou mesmo uso off-label (sem
indicacdo) de medicamentos veterinarios sdo fundamentais. No entanto, relata-se pouca
colaboracdo dos medicos veterinérios e da populagdo em geral nas notificacdes (Siroka &
Svobodova, 2013). A intoxicacdo em cdes e gatos é um desafio frequente na pratica veterinaria.
Os pacientes podem apresentar-se assintomaticos, mesmo apds exposi¢cdo conhecida a um
agente tdxico, ou manifestar sinais clinicos inespecificos que podem ou néo estar relacionados
a intoxicacdo (Humm & Greensmith, 2019; Siroka & Svobodova, 2013).

No Brasil ha 32 centros de assisténcia toxicoldgica humana, entretanto, apenas dois —
o0 Centro de Informacédo Toxicoldgica do Rio Grande do Sul (CIATox RS) e o do Espirito Santo
(CIATox ES) — possuem dados sobre intoxicacdo em animais. Em 2022, o CIATox ES
registrou 581 casos de exposicdo de animais a agentes toxicos, 78% envolvendo cées e 20%
gatos. Os agentes mais comuns foram medicamentos de uso humano (22,87%), plantas
(20,25%) e produtos veterinarios (9,12%). Dentre os medicamentos de uso humano, os
antidepressivos lideraram com 12,16% dos casos, seguidos por antibioticos com 6%. Houve
registro de dez o6bitos, estes relacionados a agrotoxicos (30%), plantas toxicas (30%), animais
peconhentos (20%), produtos veterinarios (10%) e uma combinacdo de produtos quimicos
industriais e veterinarios (10%) (Gomes et al., 2022). Estudos em universidades e hospitais
veterinarios brasileiros indicam que, a maioria dos casos de intoxicagdes na medicina
veterinaria envolvem os cées e as intoxicacdes sdo majoritariamente causadas por agrotdxicos
como carbamatos, organofosforados e piretroides. Entre os farmacos de uso humano estéo anti-
inflamatdrios nédo esteroidais (AINES), benzodiazepinicos (ansioliticos) e barbitaricos
(sedativos hipnoticos), e dentre os farmacos de uso veterinario os parasiticidas sdo 0s mais
frequentes (Medeiros et al., 2009; Tremori et al., 2018).

Tremori et al. (2018) investigaram 42 casos de necropsia de cées e gatos com historico
de intoxicacdo entre 2009 e 2014 na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
Universidade Estadual Paulista — Unesp — Campus de Botucatu, dos quais apenas 52,4%
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passaram por exame toxicoldgico. A intoxicacdo por carbamatos foi a mais prevalente (73%),
seguida por organofosforados (9%), piretroides (4,5%) e cumarinicos (4,5%). A causa da morte
foi atribuida principalmente a insuficiéncia cardiorrespiratoria e choque hipovolémico, com
achados histoldgicos de congestdo, degeneracao e hemorragia no figado, rins e cérebro. Além
disso, como demonstrado por Siqueira et al. (2015), por vezes a intoxicagcdo ocorre por uma

combinacédo de substancias toxicas.

Em Mildo, o Centro de Controle de Intoxicacdo Humana relata que entre 2006 e 2012
foram registrados 1.415 atendimentos de animais intoxicados, com predominio de cées (70%),
seguido de gatos (30%). Nos cdes, 79% das intoxicacdes foram causadas por medicamentos de
uso humano, destacando-se drogas sedativas hipndticas, seguido de anti-inflamatérios néo
esteroides (AINEs). Enquanto nos gatos 77% dos casos envolveram medicamentos de uso
veterinario, sendo mais frequentes os parasiticidas permetrina e imidaclopride. O uso indevido,
a administragéo inadequada e a ingestéo acidental foram as principais causas de intoxicacdo em

ambas as espécies (Caloni et al., 2014).

Na Roménia, foram avaliados casos de cdes e gatos tratados na Clinica de Emergéncia
da Faculdade de Medicina Veterinaria de Cluj-Napoca no periodo de 2009-2019. Dos 41.854
arquivos analisados, foram detectados 256 casos de intoxicacdo. Os rodenticidas
anticoagulantes foram os principais agentes toxicos, seguidos pelo etilenoglicol. O
envenenamento por rodenticidas anticoagulantes era mais comum no outono-inverno, mas pode
ser observado durante todo o ano. As intoxicagdes por etilenoglicol tendem a ocorrer com mais
frequéncia no inverno, ja que esse composto é utilizado como anticongelante em sistemas de

refrigeracdo de automoveis (Neagu et al., 2021).

Nos Estados Unidos, foram analisados dados de cdes e gatos expostos a toxinas
registrados pelo Centro de Controle de Envenenamentos de Animais da América (APCC) entre
2016 e 2017. Nesse periodo, os medicamentos de uso humano se destacaram como 0s principais
agentes toxicos, representando 17% a 17,5% das exposic¢des. Os analgésicos, antidepressivos e
digitalicos foram os mais comuns. As intoxicagdes alimentares, incluindo o consumo de
chocolate, alho, cebola e uvas, também foram significativas, correspondendo a 10,9% das

chamadas em 2017. Além disso, produtos veterinarios e itens domésticos, como detergentes e
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produtos de limpeza, contribuiram com 8,9% e 6,3% das exposicdes, respectivamente (Means
& Wismer, 2018).

2.2 Achados clinicos e anatomopatoldgicos em casos de intoxicacao

Os achados clinicos em casos de intoxicacdo em animais variam conforme o tipo de
toxico envolvido, a dose e a via de exposi¢do. Os sinais clinicos podem se manifestar de forma
aguda ou cronica, apresentando sinais clinicos que incluem, mas ndo se limitam a vomitos,
diarreia, convulsdes, letargia, ataxia e alteracdes comportamentais (Humm & Greensmith,
2019; Siroka & Svobodova, 2013). Vémitos, diarreia, salivacdo excessiva e dor abdominal
indicam irritacdo ou lesdo na mucosa gastrointestinal. Ademais, sinais neuroldgicos como
ataxia, tremores, convulsbes e depressdo do sistema nervoso central sdo comuns em
intoxicagbes por substancias como organofosforados e benzodiazepinicos (Humm &
Greensmith, 2019; Siroka & Svobodova, 2013). Dificuldades respiratorias podem ser
observadas em animais com edema pulmonar e/ou pneumonia, com causas que variam
conforme os agentes tdxicos envolvidos. Além disso, arritmias, taquicardia e hipotensdo podem
ocorrer, especialmente em intoxicaces por medicamentos cardiotdxicos, como digitalicos
(Caloni et al., 2012; Means; Wismer, 2018).

O carbamato, popularmente conhecido como “chumbinho”, ¢ um pesticida restrito ao
uso agricola, mas frequentemente comercializado ilegalmente como rodenticida doméstico.
Esse composto, assim como os organofosforados, inibe de forma reversivel a
acetilcolinesterase, resultando na hiperestimulacdo dos receptores muscarinicos e nicotinicos.
Os sinais clinicos de intoxicacdo por estes compostos incluem sialorreia, diarreia, tremores
musculares, hipersensibilidade e, em casos graves, convulsées e morte. Os achados de necropsia
em casos de intoxicacdo por carbamatos e organofosforados frequentemente revelam congestado

generalizada, edema e congestao pulmonar (Aradjo et al., 2024; de Siqueira et al., 2015).

Os piretréides, amplamente utilizados no controle de ectoparasitas como pulgas e
carrapatos, atuam no sistema nervoso, interferindo na conducdo dos impulsos elétricos pelos

canais de sédio na membrana celular dos neurénios. Essa acéo leva a hiperestimulagdo dos
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neurdnios, podendo resultar em tremores, convulsdes e morte. Em casos de intoxicacdo por
piretroides, podem ser observados congestdo e edema pulmonar, congestdo sistémica e
hemorragia no encéfalo (Aradjo et al., 2024).

Os rodenticidas anticoagulantes, como por exemplo o dicumarinico e a varfarina, atuam
por meio da inibicdo da enzima vitamina K1-2,3 epoxido redutase. Esse mecanismo impede a
regeneracdo da vitamina K ativa, essencial para a sintese dos fatores de coagulacéo I, VII, IX
e X (Gulati; Gulati, 2018). Os sinais clinicos de intoxicacdo variam conforme o local da leséo,
frequentemente apresentando sinais inespecificos como dispneia, hemoptise, letargia,
inapeténcia, vomito e dificuldade respiratoria. As hemorragias normalmente sdo extensas,
generalizadas, multiplas e podem ocorrer em diversas regides do corpo, incluindo cavidade
torécica, cavidade abdominal, pele, trato gastrointestinal, cavidade nasal e mucosas (Stroope et
al, 2022).

E importante notar que os sinais clinicos causados por muitos toxicos podem se
assemelhar entre si. Além disso, a maioria dos toxicos ndo provoca lesdes macroscopicas ou
histoldgicas especificas, 0 que exige uma investigacdo mais aprofundada para um diagndstico
conclusivo. ldealmente, em casos de intoxicacao, o diagndstico é estabelecido quando os sinais
clinicos sdo compativeis com o toxico suspeito, 0s achados patoldgicos sustentam essa suspeita
e os testes analiticos confirmam a presenca do tdxico nos tecidos em niveis compativeis com
intoxicacdo (Gwaltney-Brant, 2016). Portanto, a observacdo do historico clinico e
epidemioldgico, associada aos achados anatomopatolégicos de animais possivelmente
intoxicados, é essencial para direcionar as suspeitas e o exame toxicol6gico, que em conjunto

proporcionam um diagnostico definitivo assertivo.

2.3 Intoxicacao por aceturato de diminazeno

O aceturato de diminazeno, conhecido popularmente como " Berenil® ", é um
medicamento veterinario que pertence a classe das diamidinas aromaticas, caracterizado por
dois grupos aminofenil conectados por uma ponte de triazeno. Desde sua introdugéo,

aproximadamente em 1955, tem sido utilizado no tratamento de infec¢bes parasitarias, como
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babesiose e tripanossomose, em diversas espécies animais. Mesmo ap6s mais de seis décadas,
continua a ser a primeira escolha para o tratamento da babesiose canina em regides endémicas,
especialmente na Africa (Khristianovsky & Belimenko, 2021; Kuriakose et al., 2014;
Qaradakhi et al., 2020).

O aceturato de diminazeno tem sido investigado por sua capacidade de ativar a via
alternativa do sistema renina-angiotensina (SRA), atuando na modulacdo da enzima conversora
de angiotensina 2 (ECAZ2). Essa modulacdo aumenta a conversdo de angiotensina Il (Ang I1)
em angiotensina (1-7), um peptideo associado a efeitos vasodilatadores, consequentemente
cursando com reducéo da pressao arterial (Kuriakose & Uzonna, 2014; Qaradakhi et al., 2020).
A angiotensina (1-7) atua predominantemente por meio da ativacdo do receptor Mas (MasR),
estimulando efeitos como vasodilatacéo e producao de 6xido nitrico (NO) (Phillips; de Oliveira,
2008; Laroux et al., 2001). Contudo, em casos de vasodilatacdo excessiva, pode haver
desestabilizacdo do equilibrio hemodinadmico, resultando em hipotensdo severa e hipdxia

tecidual.

Embora eficaz, o aceturato de diminazeno é conhecido por sua toxicidade, mesmo em
doses terapéuticas, e que frequentemente se manifesta como efeitos adversos no sistema
nervoso central (SNC). A neurotoxicidade pode estar diretamente relacionada a dosagem e a
administragdo repetida, resultando em efeitos cumulativos do farmaco (Oliveira, Freitas, 2015;
Brolo et al., 2015). Casos de intoxicacdo por diminazeno foram documentados em varias
espécies, incluindo camelideos (Seixas et al., 2017), camundongos (Oliveira & Silva, 2022) e
cées (Flores et al., 2014; Han et al., 2014). Em casos de intoxicagdo por diminazeno observa-
se hemorragias e necrose fibrinoide no tronco encefalico. Essas alteragdes séo relevantes em
diferentes espécies, como os cdes e camelideos. A necrose fibrinoide se caracteriza pela
hialinizacdo das paredes vasculares e ocasionalmente é acompanhada por edema perivascular e
infiltrado inflamatdério. Nos camelideos também pode-se observar achatamento dos giros

cerebrais e herniacdo do cerebelo (Flores et al., 2014; Seixas et al., 2017).

Um estudo analisou um caso bem-sucedido de tratamento de intoxicagdo por
diminazeno em um cdo. O animal, que apresentava quadro de babesiose e anemia, foi tratado
com transfusdo de sangue total, seguida de uma dose IM de aceturato de diminazeno de 3,5

mg/kg. Apds dois dias, o cdo apresentou ataxia, nistagmo e convulsdes ocasionais. Inicialmente,
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foi administrado diazepam 1 mg/kg, IV e infusdo de solugéo salina. Contudo, os sinais clinicos
pioraram, levando a administracdo de fenobarbital 6 mg/kg, IV e succinato de
metilprednisolona 30 mg/kg, 1V, ambas duas vezes ao dia. Apds essa terapia, 0s sinais
neuroldgicos diminuiram, e as doses de fenobarbital e metilprednisolona foram gradualmente
ajustadas para 2 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. Apds quatro semanas de tratamento, todas
as medicacdes foram interrompidas, e o cdo alcangcou um estado clinico normal, exceto por uma
leve ataxia residual (Han et al., 2014). E fundamental ressaltar que ndo existe um antidoto

especifico para essa intoxicacdo, e cada caso deve ser avaliado individualmente.

2.3.1 Patogénese e diagnosticos diferenciais da necrose fibrinoide

A necrose fibrinoide € uma alteracdo patolégica que ocorre na parede dos vasos
sanguineos, caracterizada pela deposicdo de fibrina, conferindo um aspecto hialino e
homogéneo aos tecidos afetados. Descrita inicialmente por Neumann em 1880, essa leséo
também estd associada a processos inflamatdrios, como nas sindromes vasculiticas, e é
considerada um marcador importante de dano vascular. Histologicamente, a necrose fibrinoide
apresenta perda da estrutura celular e da membrana basal capilar, geralmente acompanhada por
trombose e infiltrado inflamatorio, sugerindo uma resposta inflamatoria significativa (Bajema,
Bruijn 2000; Rosenblum, 2008).

Em cées, a necrose fibrinoide pode ser observada em diferentes doencgas, como a
leptospirose, onde é associada ao dano vascular disseminado. Essa alteragdo se caracteriza pela
deposicdo de material fibrinoide nas paredes dos vasos sanguineos, levando a perda da
integridade vascular e contribuindo para o desenvolvimento de hemorragias. Em casos
hiperagudos, embora as manifestacfes hemorrégicas sejam evidentes, a necrose fibrinoide é
considerada a principal responsavel pelas hemorragias pulmonares observadas, em vez de um
distarbio primario de coagulagdo. Além disso, cdes com uremia também podem apresentar
necrose fibrinoide, que afeta arteriolas e artérias musculares em diversas regides, como 0

sistema gastrointestinal e os rins (Rissi & Brown, 2014).
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Essa lesdo € também observada em condicdes de hipertensdo severa, onde a elevacao
abrupta da pressdo arterial causa danos as células endoteliais e aumenta a permeabilidade
vascular. Como resultado, proteinas plasmaticas, incluindo fibrinogénio, extravasam e se
convertem em fibrina, promovendo a deposicao desse material nas paredes de pequenas artérias
e arteriolas. Esse processo € particularmente comum em 6rgaos de alto fluxo sanguineo, como
o0 cérebro, onde a necrose fibrinoide esta associada a formag&o de aneurismas miliares e ao risco
aumentado de hemorragias cerebrais, especialmente em pacientes com hipertensdo cronica.
Estudos experimentais em modelos animais demonstram que elevacdes abruptas da pressao
arterial podem, por si s@, causar necrose fibrinoide, independentemente da presenca de outros
fatores circulantes, o que reforca o papel direto da hipertensédo na degeneracdo das paredes
arteriolares e na predisposi¢éo a hemorragias (Rosenblum, 2008).

Nos casos de intoxicagéo por diminazeno, observa-se frequentemente necrose fibrinoide
nos vasos do tronco encefélico, acompanhada por hemorragia e infiltrado inflamatorio
predominantemente neutrofilico (Flores et al., 2014; Seixas et al., 2017). Embora o exato
mecanismo dessa lesdo ainda ndo esteja completamente elucidado, fatores como hipotenséao
severa e hipoxia tecidual podem desencadear dano endotelial significativo, levando a deposicao
de fibrina e a ruptura da integridade vascular. Além disso, a hemorragia observada nesses casos
pode contribuir para agravar a disfuncdo microvascular. Estudos adicionais sdo necessarios para
compreender de forma mais detalhada a fisiopatogenia envolvida na necrose fibrinoide em
intoxicagdes por diminazeno, especialmente no contexto de comprometimento hemodindmico

sistémico e respostas inflamatorias locais.

A necrose fibrinoide em cées é, portanto, considerada uma condi¢do multifatorial e pode
ser diagnosticada pela coloracdo de H&E, devendo ser interpretada em conjunto com as
alteraces clinicas, historico, demais achados histopatologicos e analise toxicoldgica, quando
presente. Nos casos de intoxicacdo por diminazeno especificamente, ndo ha uma definicdo exata

do mecanismo de formac&o da necrose fibrinoide.
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2.4 Avaliacao toxicologica

Os laboratdrios de toxicologia ndo possuem uma Unica “triagem toxicologica" capaz de
identificar todos os tdxicos conhecidos. Dessa forma, é necessario realizar ensaios individuais
direcionados, com base nas suspeitas, para guiar os exames (Gwaltney-Brant, 2016). Os
métodos analiticos em toxicologia envolvem uma série de técnicas que auxiliam na
identificacdo e quantificacdo de substancias toxicas nas amostras. Entre os métodos mais
comuns estdo a inspecdo visual, bioensaios, reacBes quimicas, espectrometria de massa e

cromatografia (Gwaltney-Brant, 2016; Romano et al., 2020).

A inspecdo visual é utilizada para identificar contaminantes visiveis, como plantas ou
algas toxicas. Os bioensaios utilizam organismos vivos para detectar agentes toxicos, embora
sejam menos usados atualmente devido a evolucao das técnicas analiticas, sendo aplicados em
casos especificos, como na deteccdo de toxina botulinica por inoculacdo em camundongos
(Gwaltney-Brant, 2016).

Reacdes quimicas sdo empregadas em testes qualitativos para detectar compostos, como
no caso do teste com sulfato de ferro, que indica a presenga de cianeto com a formacao de azul
da Prissia. Alem disso, a espectroscopia e a espectrofotometria permitem identificar
substancias quimicas por meio da absorcdo de luz, baseando-se em assinaturas de comprimento

de onda caracteristicas (Gwaltney-Brant, 2016).

Os imunoensaios, que utilizam anticorpos para identificar toxinas, sdéo comumente
empregados em testes de triagem e, quando apresentam resultados positivos, requerem
confirmacdo por métodos mais precisos, como a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS). A espectrometria de massa, por sua vez, ioniza as amostras
e separa 0s ions com base na relacdo massa/carga, permitindo a identificacdo réapida e precisa
de substancias toxicas, especialmente metais e moléculas organicas (Gwaltney-Brant, 2016;
Romano et al., 2020).

A cromatografia é uma técnica amplamente utilizada na deteccao de drogas, pesticidas
e outros compostos toxicos, separando substancias com base em suas propriedades quimicas.

O processo envolve a passagem de uma fase mével através de uma fase estacionaria, onde 0s
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diferentes constituintes da amostra interagem de forma distinta com a fase estacionaria,
resultando em sua separacdo. Entre as diversas técnicas cromatograficas disponiveis, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS) sdo as mais frequentemente empregadas na toxicologia

veterinaria (Filigenzi, 2018; Gwaltney-Brant, 2016; Romano et al., 2020).

A GC/MS é considerada o padrdo-ouro para analise quimica em toxicologia,
especialmente na identificacdo de compostos organicos e volateis, devido a sua precisao e
rapidez. Por outro lado, a HPLC destaca-se por sua alta sensibilidade, sendo ideal para a
deteccdo de baixas concentracdes de substancias toxicas em amostras complexas, como sangue
e urina. A HPLC segrega 0s compostos com base em suas interagdes com o material da coluna
cromatografica, permitindo uma identificacdo precisa do toxico (Gwaltney-Brant, 2016;
Romano et al., 2020). Além da HPLC, a cromatografia gasosa (GC) é amplamente utilizada,
particularmente para compostos volateis, como solventes e gases toxicos. No entanto, a HPLC

é preferida para a analise de compostos ndo volateis (Romano et al., 2020).

3 RELATO DE CASO

Um cdo macho, da raca Whippet, com um ano de idade, diagnosticado previamente com
leishmaniose visceral canina (LVC) e tratado previamente com aceturato de diminazeno por
via intramuscular e oral, foi submetido a necropsia no Setor de Patologia da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG) ap6s morte aguda precedida

por sinais neuroldgicos.

De acordo com a tutora, o cdo foi resgatado da rua em outubro de 2023 e testou positivo
para LVC nos exames de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para o tratamento, 0 médico veterinario prescreveu um
antiparasitario, mas nao forneceu uma receita oficial com a posologia, concentracdo e o
principio ativo, recomendando a administracdo de 1 ml via oral uma vez ao dia e 1 ml via
intramuscular a cada 10 dias da solugéo que ele havia preparado de forma artesanal. Nos dias

16 e 26 de janeiro de 2024, o animal recebeu injecdes intramusculares, e nos demais dias
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recebeu as doses via oral diarias. Apds a morte do animal, a tutora questionou sobre a medicacéo

e esta foi identificada como diminazeno.

A tutora relatou que no dia 30 de janeiro de 2024 o cdo apresentou vomito, sialorreia e
rigidez muscular, e foi levado ao veterinario. O liquido cerebrospinal foi colhido para anélise
citologica e molecular em laboratério particular. Na citologia observou-se predominio de
neutrofilos, sugerindo um processo inflamatério supurado no SNC. Foram realizados testes
moleculares de reagdo de cadeia de polimerase (PCR) para Neospora caninum, Ehrlichia spp.,
Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Babesia spp., Cryptococcus spp.,
Coccidioides spp., Toxoplasma gondii, e teste de reacdo de transcriptase reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para o virus da Cinomose, sendo todos negativos.
Por fim, foi recomendada tomografia computadorizada (TC) do SNC, que foi realizada no
mesmo dia e ndo mostrou alteragdes. Contudo, o animal morreu no final do procedimento de

TC, ainda sob anestesia e foi encaminhado resfriado para necropsia.

Macroscopicamente observou-se cianose severa e quadro congestivo acentuado e
generalizado. No SNC, havia hemorragias milimétricas multifocais a coalescentes associadas a
malécia no tronco encefalico, principalmente em regido de ponte e bulbo (Figura 1). Também
foram observados focos de hemorragias milimétricas superficiais no endocardio ventricular
esquerdo e na serosa da bexiga. Nos pulmdes havia hemorragia difusa intensa e edema difuso
discreto e foram observadas discretas Ulceras multifocais no duodeno associadas a melena no

célon.
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Figura 1. Intoxicacdo por aceturato de diminazeno em um cdo: achados macroscopicos. Tronco
encefalico com areas milimétricas multifocais a coalescentes de hemorragia e malacia (seta);

(* = cerebelo). Barra de escala =1 cm.

Durante a necropsia foram colhidas amostras de encéfalo, medula dssea, coragdo,
traqueia, pulmdo, figado, bago, rins, intestino, linfonodo mesentérico, bexiga e pancreas. As
amostras foram fixadas em formalina tamponada a 10%, incluidas em parafina, cortadas em
secdes de 3pum de espessura e coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliacdo em
microscopia oOptica. Fragmentos de baco e medula 6ssea foram submetidos & imuno-

histoquimica para deteccdo de antigenos de Leishmania spp..

Para imuno-histoquimica os tecidos foram reidratados em solugdes crescentes de xilol
e alcool, e a peroxidase enddgena foi bloqueada com solugéo de perdéxido de hidrogénio a 3%

por 40 minutos. As reacdes inespecificas foram bloqueadas com solugéo de leite em p6 a 6%
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por uma hora. Os tecidos foram incubados com um anticorpo primario policlonal anti-
Leishmania spp. (1:500), produzido em cdo, por uma hora em cdmara Umida e escura a
temperatura ambiente. O anticorpo secundario, conjugado com peroxidase (Envisioflex HRP,
Dako), foi utilizado por 30 minutos a temperatura ambiente em camara escura. O cromdgeno
utilizado foi Envision Flex HRP Magenta (Dako) por 5 minutos, seguido de contracoloragéo
com hematoxilina e desidratacdo em solugdes crescentes de alcool e xilol. Um caso conhecido

positivo foi utilizado como controle positivo.

Histologicamente, no tronco encefélico havia hemorragias multifocais a coalescentes
acentuadas associadas ao infiltrado inflamatdrio neutrofilico intenso (Figura 2A). As arteriolas
e vénulas estavam com espaco de Virchow-Robin expandido, com ocasional infiltrado
inflamatdrio neutrofilico transmural, deposicdo de material eosinofilico brilhante fibrilar e
amorfo na tdnica média e hipertrofia do endotélio (necrose fibrinoide) (Figura 2B). No
neuroparénquima adjacente havia moderada quantidade de neur6nios hipereosinofilicos
retraidos com cariolise e aumento das células gliais (necrose e gliose). Nas leptomeninges, por
sua vez, havia hemorragia multifocal discreta a moderada. Além disso, foi observada
broncopneumonia multifocal a coalescente severa associada a hemorragia pulmonar difusa
intensa e nefrite intersticial linfoplasmocitaria multifocal discreta. Na medula 6ssea, foi
identificada mielite histiocitica multifocal moderada, com formas amastigotas intra-
histiociticas compativeis com Leishmania infantum e com marcacdo positiva na imuno-
histoquimica. No bago observou-se congestdo e hemorragia, além de macr6fagos subcapsulares

com marcagdo positiva na imuno-histoquimica para Leishmania infantum (Figura 3).

No figado observou-se hepatite portal linfoplasmocitaria e neutrofilica multifocal
discreta e congestdo difusa intensa. Nos rins, identificou-se nefrite intersticial
linfoplasmocitaria multifocal discreta, congestdo difusa intensa e areas de hemorragia
multifocal discreta a moderada. No pulmé&o, observou-se broncopneumonia histiocitaria e

neutrofilica multifocal a coalescente intensa aguda, congestdo e hemorragia difusas intensas.
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focalmente extensa intensa associada a infiltrado inflamatério neutrofilico acentuado, tronco
encefélico, H&E, 200X. B) Arteriolas e vénulas com espacos de Virchow-Robin expandidos,
infiltrado inflamatorio neutrofilico transmural ocasional, deposi¢do de material eosinofilico

fibrilar e amorfo abaixo do endotélio (necrose fibrinoide), tronco encefalico, H&E, 200X.

Figura 3. Intoxicacdo por aceturato de diminazeno em um cdo: imunohistoquimica anti-
Leishmania. Macrofagos subcapsulares com amastigotas intracitoplasmaticas imunomarcadas
em magenta, baco (cromdgeno magenta) (seta) 1000X.
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Devido o diagnostico sugestivo de intoxicagdo por diminazeno, amostras de rim e figado
também foram colhidas durante a necropsia, congeladas e posteriormente enviadas para 0
Laboratdrio de Toxicologia da Escola de Veterinaria-UFMG. O processo de extracdo e
purificacdo das amostras foi realizado de acordo com o procedimento previamente descrito
(Mutua et al., 2018). Em um tubo Falcon de 10 ml, 2 g da amostra (figado e rim) foram
homogeneizadas com 4 ml de agua deionizada, vortexadas por um minuto e colocadas em um
banho ultrassonico por 10 minutos. O tubo foi ent&o centrifugado e 1 ml do sobrenadante foi
transferido para um cartucho C8 (Chromabond 6ml/500 mg, Macherey-Nagel, Duren,
Alemanha) que havia sido pré-condicionado com 5 ml de 4gua, 5 ml de metanol e 5 ml de &gua.
Apos a lavagem do cartucho com 2 ml de &gua, o diminazeno foi eluido com 2x 0,5 ml de uma
mistura de 30% de acetonitrila e 70% de 5 mM de 1-octanosulfonato de s6dio em uma solucéo
aquosa de acido acético a 2%. O eluato foi coletado em um frasco para analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

As analises cromatograficas foram realizadas segundo metodologia previamente
descrita (Naidoo et al., 2009). Foi utilizado sistema HPLC (Shimadzu Prominence LC-20A)
equipado com detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) e coluna C18 (Welch Welchrom, 4,6
x 100 mm, 5 pm) com pré-coluna de mesmo material. A fase movel foi constituida por
acetonitrila e 1-octanosulfonato de s6dio 5 mM em solucdo aquosa de 1% de acido acético
(30:70), fluxo de 1,0 ml/minuto. A deteccéo foi feita com 370 nm, com registro dos espectros
de absorbancia UV na faixa de 190 a 600 nm. O limite de deteccdo foi 0,5 pg/g, e o limite de
quantificacdo foi 2,0 pug/g. As concentracGes de diminazeno encontradas nas amostras de figado
e rins foram 123,7 pg/g e 36,1 ug/g, respectivamente, indicando uma concentracao alta de

diminazeno nesses tecidos (Figura 4 A e B).
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Figura 4. Intoxicacdo por aceturato de diminazeno em um c&o: analise cromatogréfica. A)
Figado: cromatograma mostrando o pico principal correspondente ao aceturato de diminazeno
com tempo de retengdo de 2,65 minutos e concentracgdo de 123,7 pug/g. B) Rim: cromatograma
mostrando o pico de diminazeno com tempo de retencdo de 2,65 minutos e concentracdo de
36,1 ng/g. O canto superior direito de cada grafico exibe um espectro de absorcdo UV-Vis (190-
600 nm) com maxima absorcao préxima a 370 nm, caracteristico do diminazeno, confirmando

a identidade do composto.

3.1 Discussao

Este estudo relata um caso de intoxicacdo por aceturato de diminazeno em um céo,
fornecendo contribui¢bes com caracterizacdo clinica, patoldgica e toxicoldgica, e aprimorando

a compreensao dessa intoxicacgdo relativamente desconhecida na medicina veterinaria.

O aceturato de diminazeno é conhecido por causar danos encefalicos em cées, embora
a fisiopatogenia desse processo ainda ndo esteja completamente elucidada. Os diagnésticos
diferenciais para as lesdes observadas no sistema nervoso central (SNC) incluem-se infeccoes
bacterianas, virais, fungicas e parasitarias, além de outras condicdes toxicas e inflamatorias. No
presente caso, foi realizada a coleta de liquido cefalorraquidiano (LCR) para anélise citoldgica
e molecular em um laboratério particular. Os testes moleculares de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foram negativos para Neospora caninum, Ehrlichia spp., Blastomyces

dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Babesia spp., Cryptococcus spp., Coccidioides spp. e
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Toxoplasma gondii. Além disso, o teste de reacdo de transcriptase reversa seguido de PCR (RT-
PCR) para o virus da cinomose também foi negativo. Esses resultados foram cruciais para
descartar uma etiologia infecciosa e reforgar a toxicidade direta pelo diminazeno, o que foi
corroborado pelo exame toxicoldgico dos tecidos, que revelou concentracGes anormalmente

elevadas do farmaco.

Além de seu uso como antiparasitario, o aceturato de diminazeno também tem sido
estudado por sua capacidade de modular a atividade da enzima conversora de angiotensina 2
(ECAZ2). Ele é uma molécula pequena com uma estrutura quimica semelhante ao ativador da
ECA2 conhecido como xantona (XNT 18, 19) e promove a producdo de um peptideo
vasodilatador (Qaradakhi et al., 2020).

A ECAZ2 ¢ uma enzima crucial no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que
regula a pressdo arterial, o equilibrio de fluidos e a funcdo cardiovascular. A ECA2
contrabalanca os efeitos vasoconstritores e pro-inflamatorios da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e da angiotensina Il. A ECA2 converte a angiotensina Il, um potente
vasoconstritor, em angiotensina (1-7), que possui efeitos vasodilatadores e anti-inflamatorios.
Esse processo é essencial para manter o equilibrio hemodinamico e proteger 0s vasos
sanguineos de danos (Kuriakose & Uzonna, 2014; Phillips & De Oliveira, 2008; Qaradakhi et
al., 2020; Xu et al., 2011).

Quando a atividade da ECA2 é modulada pelo aceturato de diminazeno, ha um aumento
potencial na producdo de angiotensina 1-7 (Qaradakhi et al., 2020), o que pode levar a uma
reducdo na pressdo arterial e desestabilizar o equilibrio hemodinamico. A vasodilatacdo
excessiva pode resultar em hipotensao significativa, causando lesdo endotelial e hipoperfusdo
tecidual. Além disso, a angiotensina 1-7 exerce seus efeitos bioldgicos por meio da ativacao do
receptor Mas. A ativacdo do receptor Mas é conhecida por induzir a producédo de 6xido nitrico
(NO) nas células endoteliais (Phillips & De Oliveira, 2008). O NO, por sua vez, € um importante
modulador da cascata inflamatéria (Laroux et al., 2001). Portanto, a ativacdo excessiva da

ECAZ2, angiotensina 1-7 e do receptor Mas pode levar a lesGes endoteliais e inflamacéo.

Alguns estudos correlacionam a toxicidade do aceturato de diminazeno no sistema

nervoso central (SNC) com a dosagem, indicando que doses repetidas podem levar a toxicidade
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no SNC devido a efeitos cumulativos. Pesquisas mostram gue o aceturato de diminazeno se liga
as proteinas plasmaticas e é amplamente distribuido pelo corpo, mas ainda ndo esta claro como
isso afeta as concentragdes teciduais no cérebro ou influencia os mecanismos de transporte na
barreira hematoencefalica (Miller et al., 2005). E importante notar que o animal deste caso
recebeu doses orais diarias do medicamento, além de duas doses intramusculares, favorecendo

a intoxicacao.

Apb6s a administragdo intramuscular, o composto é rapidamente distribuido e
armazenado no figado, seguido por uma fase terminal mais lenta, durante a qual o farmaco é
redistribuido para tecidos periféricos e/ou excretado pelos rins (Miller et al., 2005). Os valores
de aceturato de diminazeno observados no figado e rins do cdo deste estudo indicam uma
concentracdo anormalmente alta do farmaco, o que é consistente com casos relatados de
intoxicacdo. Estudos anteriores mostraram que concentragdes significativamente mais baixas
sdo observadas no figado (12,91 = 2,71 pg/g) e rins (12,91 £+ 2,71 ng/g) 240 horas apds o

tratamento com a dose terapéutica recomendada de 3,5 mg/kg (Okpara et al., 2021).

A intoxicacdo por aceturato de diminazeno ja foi documentada em diferentes espécies,
incluindo camelideos, camundongos e cdes. Consistente com as observac@es de outros estudos,
o animal deste relato apresentou sinais clinicos neuroldgicos, hemorragia e necrose fibrinoide
nos vasos do tronco encefalico, edema e hemorragia pulmonar, linfadenomegalia congestiva e
hemorragias em outros 6rgaos (Brolo et al., 2015; Flores et al., 2014; Han et al., 2014; Seixas
etal., 2017; Kuriakose et al., 2012).

No Brasil, 0 aceturato de diminazeno é vendido livremente e amplamente utilizado na
medicina veterinaria, sendo frequentemente encontrado em estabelecimentos agropecuérios e
veterinarios. Em contraste, nos Estados Unidos, o uso do aceturato de diminazeno € proibido
pela FDA (Food and Drug Administration) (Flores et al., 2014). Até o0 momento, nédo ha relatos
de um antidoto especifico para a intoxicagcdo por diminazeno. Assim, o tratamento deve
concentrar-se no manejo sintomatico, priorizando a estabilizacdo do paciente e o alivio dos

sinais clinicos.
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No presente caso, a correlacdo entre o quadro clinico de sinais neuroldgicos, os achados
anatomopatologicos e os resultados dos exames toxicoldgicos confirmam o diagnostico de

intoxicagao por aceturato de diminazeno.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve como objetivo descrever os aspectos patolégicos e toxicolégicos da
intoxicacdo por aceturato de diminazeno em um cdo tratado para leishmaniose visceral canina,
ampliando o conhecimento sobre os efeitos adversos e as alteracdes anatomopatoldgicas

induzidas por esse farmaco na medicina veterinéria.

Os achados anatomopatoldgicos incluiram um quadro de congestdo generalizada e
hemorragias associadas a malacia no tronco encefalico. Histologicamente, o tronco encefalico
apresentou hemorragias, necrose fibrinoide em arteriolas e vénulas, e infiltrado inflamatério
neutrofilico intenso. Esses achados sdo consistentes com descri¢es previamente relatadas na
literatura e reforcam a importancia do exame anatomopatol6gico para identificacdo de lesdes
em casos de intoxicacdo. Adicionalmente, a analise toxicoldgica evidenciou concentracbes
elevadas de diminazeno nos tecidos, corroborando o diagndstico de intoxicacdo e destacando a

relevancia de exames laboratoriais complementares na confirmacédo diagndstica.

Este trabalho enfatiza a necessidade de incluir a intoxicacdo por diminazeno no
diagnostico diferencial de lesbes encefalicas em cdes tratados com este antiparasitario. A
correlacdo entre histérico clinico, achados anatomopatoldgicos e exame toxicoldgico mostrou-
se essencial para a elucidacdo de casos dessa natureza. Portanto, o presente estudo contribui
para a literatura cientifica ao detalhar as manifestacfes clinicas, anatomopatoldgicas e

laboratoriais da intoxicac¢do por diminazeno.
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