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RESUMO

BARCELLOS, P. MARCIO. USO DA FURAZOLIDONA NO TRATAMENTO
CLINICO DE CAES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA.
Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos Graduagdo em Ciéncias Veterinarias
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre,
ES, 2013.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca difundida em diversos
paises e os derivados antimoniais pentavalentes sdo as drogas de escolha no
tratamento desta enfermidade para humanos, porém como recomendado pelo
Ministério da Saude, é contra indicado para o tratamento em animais, justificando a
busca de novas terapias para o tratamento da LTA em caninos. O objetivo deste
trabalho foi testar o uso da furazolidona (FZ) no tratamento de lesGes cutaneas em
cdes portadores de LTA. O estudo foi feito em nove cédes com lesdes da doencga
confirmados por técnicas de ELISA, bidpsia para PCR e cultura para Leishmania (V.)
braziliensis. O medicamento foi administrado via oral na dosagem de 20 mg/Kg a
cada doze horas durante sete dias, em trés etapas com intervalo de 10 dias, foram
realizados exames laboratoriais para monitoramento dos padrées hematoldgicos e
bioquimicos. A regressédo da lesdo foi observada em 77,77% dos animais, 0 que
demonstrou o efeito terapéutico da droga no tratamento clinico das les6es dos caes
com LTA.

Palavras chave: Leishmania (V.) braziliensis, terapia medicamentosa, cao - doencas

nitrofuranos.



ABSTRACT

BARCELLOS, P. MARCIO. USO DA FURAZOLIDONA NO TRATAMENTO
CLINICO DE CAES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA.
Dissertacao apresentada ao Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre,
ES, 2013.

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a widespread disease in several
countries. As recommended by the Brazilian Ministry for Health, a treatment of
animals is contraindicated. The aim of this study was to test the use of furazolidone
(FZ) to treat lesions in dogs suffering from ACL. The study was conducted with nine
dogs with lesions and the presence of ACL as confirmed by ELISA and PCR for
biopsy and culture for Leishmania (V.) braziliensis. The drug was administered orally
in a concentration of 20 mg / kg every twelve hours for seven days, in three steps
with an interval of 10 days, accompanied by laboratory monitoring of hematological
and biochemical patterns. A regression of the lesion was observed in seven animals.
FZ has proven an effective drug in the remission of lesions in dogs with ACL injury.

Keywords: Leishmania (V.) braziliensis, drug therapy, dog — deseases, nitrofurans.
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INTRODUGAO

Dados sobre a leishmaniose indicam esta doenga presente em 98 paises. A
prevaléncia aproximada € de 12 milhdes de casos humanos, tendo em média 60 mil
mortes por ano no mundo (BRASIL, 2010). E causada por protozodrios intracelulares
do género Leishmania, e transmitida por fémeas de Phlebotomus no velho mundo e
Lutzomyia spp no novo mundo, dividindo-se em leishmaniose visceral (LV) e outra
forma que pode acometer a pele ou mucosa denominada leishmaniose tegumentar
(LT) (BRASIL, 2010). A LT € mundialmente mais frequente e nas Américas ganha
denominacéo de leishmaniose tegumentar americana (LTA) (MATTHEW et al. 2004;
FALQUETO et al., 2003; SINGH e SIVAKUMAR, 2004; BRASIL, 2010).

O tratamento para LTA possui diversos aspectos a serem pesquisados,
principalmente relacionados a toxicidade das drogas utilizadas, a falha terapéutica
em pacientes imunodeprimidos, a recidiva e a resisténcia dos microrganismos (LIMA
et al.,2007).

Os antimoniais pentavalentes sdo as drogas de primeira escolha no
tratamento das leishmanioses em humanos, havendo dois tipos de antimoniais
pentavalentes que podem ser utilizados, o antimoniato de meglumina e o
estibogluconato de sddio, sendo este Ultimo ndo comercializado no Brasil (BRASIL,
2010, MAYRINK et al., 2006). O tratamento de cdes com esses medicamentos ndo é
permitido no Brasil, principalmente devido a uma possivel formacéo de resisténcia
do parasito ao medicamento (BRASIL, 2010). A proposta de um novo tratamento
clinico dos cdes com LTA, utilizando a furazolidona, vem como justificativa para
realizacdo deste trabalho.

Os constantes desafios na busca de novos medicamentos para a
leishmaniose resultaram em descobertas, como o uso da furazolidona N-(5-nitro-2-
furfurilideno)-3-amino-2-oxazolidona (FZ), um derivado nitrofurano com acéo
antibacteriana e antiprotozoaria onde atua sobre organelas intracelulares (ALI,
1999). Inicialmente acreditava-se que a FZ possuia acao inibitéria na monoamina
oxidase (MAO), mas verificou-se que os metabdlitos da FZ sdo os responsaveis pela

inibicdo da MAO (ALI, 1999). A FZ possui metabolizag&o intestinal, biotransformagéo
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hepética e excrecdo renal (VROOMEN et al., 1990). Reimao et al. (2010), sugeriram
que a atividade leishmanicida da FZ estd relacionada alteragcbes morfolégicas e
perda de organelas intracelulares com alvo em membrana nuclear e mitocondria.
Este medicamento demonstrou uma reducéo efetiva na concentracdo de parasitos
guando administrada em camundongos, na dose de 50 mg/Kg, no tratamento da
leishmaniose visceral (TEMPONE et al., 2010). Além de demonstrar atividade in vitro
contra formas amastigotas de Leishmania spp. (NEAL et al., 1988) Este é um
farmaco promissor também no tratamento da LTA, sendo o objetivo desta pesquisa,
realizar um teste in vivo desta droga promovendo o tratamento clinico em cées

portadores de LTA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose é causada por protozoarios intracelulares do género
Leishmania, dividindo-se em leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar
(LT), sendo esta mundialmente mais disseminada (SINGH e SIVAKUMAR, 2004;
BRASIL, 2010 e ALVAR et al., 2012). Em humanos é a segunda doenca transmitida
por protozoario mais importante no mundo, atrds unicamente da malaria
(DAVIDSON, 2005).

O desenvolvimento da forma clinica da doenca esta relacionado diretamente
com o tipo de Leishmania envolvida, ou seja, espécies diferentes do agente
desenvolvem a mesma manifestacdo clinica da Leishmaniose em diferentes areas
geograficas (Tabela 1).

Estudos apontam um aumento no niumero de casos notificados desta doenca
nas areas acometidas, e sugerem relagcdo com o aquecimento global (PISCOPO et
al., 2006).

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose que atinge o0s
mamiferos silvestres (marsupiais, roedores, edentados, primatas, entre outros) e
secundariamente animais domésticos. A transmissdo pode ocorrer no ambiente
silvestre, relacionada a exploracdo desordenada da floresta e derrubada das matas,
por motivo ocupacional ou lazer, no ambiente rural e periurbano, esta relacionada ao
processo migratorio, ocupacdo de encostas e aglomerados, associada as matas
secundarias ou residuais (BRASIL, 2010).

Os protozoéarios do género Leishmania possuem ciclo de vida digenético
(heteroxénico), desenvolvendo-se alternadamente em hospedeiros vertebrados e
insetos vetores. Fémeas infectadas de Phlebotomus e Lutzomyia spp. sdo os
vetores do parasito, responsaveis pela transmissdo de todas as espécies de
Leishmania (RANGEL et al., 1996; MATTHEW et al., 2004). Nos flebotomineos, a
Leishmania vive no meio extracelular, na luz do trato digestivo. As formas

amastigotas, ingeridas durante o repasto sanguineo, se diferenciam em formas
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flageladas, morfolégica e bioquimicamente distintas das amastigotas e
posteriormente inoculadas na pele dos mamiferos durante a picada (KILLICK-
KENDRICK, 1990).

No hospedeiro vertebrado, o seu desenvolvimento depende dos macréfagos
para replicacdo e sobrevivéncia tornando a Leishmania um parasito intracelular
obrigatério (CUMMINGS et al., 2012).

Tabela 1. Relacdo entre diferentes espécies de Leishmania e sua forma

clinica em diferentes areas geogréaficas.

Forma da doenca Espécies nas Américas Espécies nos outros paises

LV L. chagasi; L. amazonensis. L. donovani (India, Kenya); L. infantum

(sul da Europa e Norte daAfrica); L.

tropica.
LT L. mexicana; L. amazonensis; L. L. tropica; L .major; L. aethiopica; L.
(V) braziliensis; L. (V) infantum; L. donovani.

panamensis; L. (V) guyanensis;
L.(V) peruviana, Leishmania (V.)
naiffi, Leishmania (V) lainsoni e

Leishmania (V) shawi.

Fonte: Tabela adaptada e baseada em revisdo feita por Herwaldt, (1999).

2.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA DISTRIBUICAO
GEOGRAFICA.

A LT é uma doenca de distribuicdo mundial, nas Américas, onde a doenca se
denomina Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), ha relatos de casos da
doenca do extremo sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina, com excecao de
Chile e Uruguai (BRASIL, 2010).

No Brasil, a LTA encontra-se presente com casos autéctones em todas as
regides (MADEIRA et al.,2003). As espécies mais importantes relacionadas a LTA
no Brasil sdo a Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)

amazonensis (NAIFF et al., 1999). Outras espécies relacionadas com a doenca na
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Ameérica Latina, sdo Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) lainsoni e Leishmania
(V.) shawi (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

2.3 OCORRENCIA DOS VETORES DA LEISHMANIOSE TEGUMANTAR
AMERICANA NO ESPIRITO SANTO

No Espirito Santo, a Lutzomyia intermedia é a espécie antropofilica
predominante na maioria das areas endémicas de LTA, outras espécies como a
Lutzomyia whitmani, Lutzomyia migonei e a Lutzomyia fischeri estdo presentes
nessas areas exercendo o repasto sanguineo em humanos e os cées (SESSA et al.,
1994). A Lutzomyia intermedia € encontrada em areas endémicas dos municipios de
Afonso Claudio (FERREIRA et al., 2001), Vila Valério, Sooretama (VIRGENS et al.,
2008), Viana (FALQUETO et al., 1986), Santa Leopoldina (SESSA et al., 1994) e
Itarana (FALQUETO et al.,1991).

2.4 LEISHMANIOSE TEGUMANTAR AMERICANA - DOENCA CLINICA

A evolucédo da infeccao ocorre apds a regurgitacdo do parasito pelo flebétomo
vetor, o periodo de incubacdo médio € de dois a trés meses, porém variacdes de
tempo mais amplas podem ocorrer. A incubacdo pode durar de duas semanas até
dois anos antes do aparecimento das les6es (BRASIL, 2010). A doenca clinica se
apresenta em uma papula eritematosa, que evolui para um nédulo, em uma
porcentagem dos casos, pode ocorrer adenopatia regional com presenca ou
auséncia de linfagite. As les6es podem adquirir um caracter pleomorfico acentuado,
apresentam-se ulceradas com bordas elevadas com presenca de tecido de
granulacdo ao fundo. Estas que podem involuir acarretando na auto cura ou
progredir para lesbes em mucosas, devido a disseminacdo hematdégena e/ou
linfatica do parasito (MACHADO PINTO, 1994).

A LTA nos animais pode apresentar-se como uma doenca cronica com

manifestacdes semelhantes ao quadro da enfermidade em humanos, e o parasitismo
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ocorre preferencialmente em mucosas das vias aerodigestivas superiores,

eventualmente pode ser observado lesdes em bolsa escrotal (BRASIL, 2010).

25 LTA-AUTO CURA

Em casos de LTA, no velho mundo, episédios de auto cura sdo mais
frequentes porem, este processo pode demorar de meses a anos. Na LTA, a auto
cura ocorre com menos incidéncia (CHOI e LERNER, 2001). A auto cura esta
relacionada diretamente com a resposta apresentada pelas células T (MURRAY et
al., 2004). Em estudo feito por Louzir et al. (1998), demonstraram que a acéo
imunomoduladora da interleucina — 10 (IL-10) sobre interferon — gama (IFN-y),

acarretou na cura espontanea das lesoes.

2.6 PERSISTENCIA DO MICRORGANISMO

De acordo com Oliveira-Neto et al. (1998) a causa de recidiva, provavelmente
ocorre pela persisténcia do parasito no local da leséo. A persisténcia do parasito foi
observada apds a cura clinica das lesdes em humanos (SCHUBACH et al., 1998), e
a recidiva ocorre apds uma reativacdo destes microrganismos (CANNAVO et al.,
2000). Em estudo feito por Mendonca et al. (2004) demonstraram uma alta presenca
do DNA de Leishmania nas lesbes curadas, foi observada presenca de formas
amastigotas no foco inflamatério em algumas amostras, nesse estudo, em torno de
10 % dos casos foi possivel isolar o parasito em cultura, as formas amastigotas de
Leishmania foram posteriormente inoculadas em hamsters onde observou-se
desenvolvimento das lesBes caracteristicas da doenca, o que demonstra a

persisténcia e viabilidade do parasito mesmo apds a regresséo da leséo.
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2.7 IMUNOLOGIA

Os neutréfilos possuem fungdes no inicio da infeccdo, sdo as células
responsaveis pela primeira atividade fagocitéaria de parasitos do género Leishmania,
dando inicio a secrecado da citocina interleucina — 8 (IL-8), com funcdo de aumentar a
migracdo de neutrofilos para o sitio de infec¢do, de interagir com macrofagos e
estimular a producéo de interferon-gama (IFN-y). Apds apoptose ocorre liberagdo de
diversas citocinas, promovendo a ativacdo das células T (AWASTHI et al., 2004).
Outro tipo celular que contribui com a ativacdo das células T sdo as células
dendriticas, estimulando a producdo de citocinas como a interleucina 10 (IL-10),
interleucina 12 (IL-12) e IFN-y (QI et al., 2003).

A resposta imune associada a célula T € o principal mecanismo de defesa
associado a leishmaniose (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). Em destaque nessa
doenca temos as subpopulacdes de linfécitos T helper 1 (Thl), que produz
interferon-gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2), com a funcdo de ativar outros
linfécitos e macrofagos e a de linfécitos, T helper 2 (Th2), produzindo as citocinas
anti-inflamatorias interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10),
além de ativar linfécitos B aumentando a producdo de anticorpos (GOLDSBY et al.,
2000).

Na leishmaniose tegumentar, a resposta imunoldgica equilibrada no balanco
da producédo de IFN-y, TNF-a e IL-10 tem progndstico favoravel para recuperacao da
leséo, entretanto niveis elevados de IFN-y e baixos de IL-10 resultam em quadros
cronicos e exacerbacao da lesdo (GOMES-SILVA et al., 2007).

Pacientes que apresentam a forma recidivante da doenca possuem uma alta
concentracdo de IFN-y e uma baixa concentracdo da citocina anti-inflamatéria IL-10
(TUON et al., 2008).
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2.8 DIAGNOSTICO DALTA

2.8.1 Diagndstico clinico

O diagnostico clinico da LTA, se baseia na caracteristica da leséo, porém nem
sempre estas adquirem formato uniforme e caracteristico, o que pode dificultar o
diagnostico. As lesdes devem ser associadas frequentemente aos dados
epidemioldgicos. Outro aspecto a ser considerado é que a evolugdo clinica da
doenca que esta diretamente relacionada com a espécie de Leishmania envolvida e
a resposta imune do hospedeiro (SARAVIA et al., 1989).

Doencas ulcerativas como piodermites e neoplasias devem ser abordadas no
diagndstico diferencial da LTA canina, outra doenca de relevante importancia sdo as
micoses, em especial a esporotricose, que possui aspecto clinico semelhante ao da
LTA. (BRASIL, 2010).

2.8.2 Diagnostico laboratorial

2.8.2.1 Pesquisa direta

A pesquisa direta € um método pratico e simples para o diagnostico da
leishmaniose. O principio da técnica consiste, na andlise microscépica do aspirado
ou esfregacos do material proveniente das lesGes caracteristicas da doenca
(ESCOBAR et al., 1992). Esta técnica possui algumas restricbes, relacionadas com
o curso da infeccao, ou seja, a probabilidade de encontro do parasito € inversamente
proporcional ao tempo de evolucdo da lesdo cutanea, e infecgcbes secundérias
diminuem a sensibilidade do método. Outro fator importante € a espécie de
Leishmania a ser pesquisada, pois em lesbes provocadas por L. (L.) amazonensis

encontra-se uma quantidade maior de parasitos, ja em infeccbes provocadas por
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espécies do subgénero Viannia, ha escassez de formas amastigotas (BRASIL,
2010).

A histopatologia também pode ser uma ferramenta no diagnéstico da LTA,
isto porque, frequentemente as lesdes possuem baixa carga parasitaria, e achados
histopatolégicos, como concentracdo de macréfagos, granuloma tuberculdide e
degeneracdo de matriz extracelular sdo compativeis com casos positivos para LTA
(QUINTELLA et al., 2012).

2.8.2.2 Cultura de Leishmania

A cultura possui funcdo diagndstica principalmente relacionada com o
isolamento do parasito e identificacdo da espécie envolvida, a forma promastigota
pode ser observada apds cinco dias da inocula¢do. Caso ndo haja o crescimento
neste periodo, esta deve ser conservada durante trinta dias para liberacdo do
resultado negativo. O material coletado para a realizacdo deste exame pode ser o
fragmento da borda da lesdo, ou de uma maneira alternativa por puncao da lesao,
utilizando tubo a vacuo (BRASIL, 2010).

2.8.2.3 Metodologias para identificacdo da resposta imune humoral anti

Leishmania como estratégia diagndéstica

2.8.2.3.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Em ambito mundial, varios métodos de diagnéstico tém sido testados para
deteccdo da leishmaniose. No Brasil preconiza-se 0 ensaio imunoenzimatico
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), (BRASIL, 2007).

A RIFI é uma técnica amplamente utilizada nos inquéritos epidemiolégicos da

LV em caninos. Estudos recentes alertaram para a baixa especificidade desta
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técnica, apontando o problema da utilizagédo exclusiva de técnicas sorolégicas para o
diagnostico da leishmaniose. Exemplo disto foi demonstrado em um programa de
controle da LV, que eutanasiou 155 animais com titulacdo acima de 1:40, no
municipio do Rio de Janeiro dos animais avaliados neste estudo, foram isolados
formas de L. chagasi em apenas 14 por cultivo de amostras, além de ter sido
observados isolamento de outros protozoarios como L. braziliensis, Trypanossoma
caninum, indicando a presenca de reacgao cruzada (SILVA et al., 2011). Em pesquisa
epidemiologica no municipio de Divinépolis, verificou-se que a associacdo das
técnicas sorologicas (RIFI e ELISA) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
proporcionou uma avaliacdo mais criteriosa para 0s animais pesquisados. A RIFl e a
ELISA sdo técnicas também utilizadas em inquéritos epidemiolégicos da LTA,
Barbosa et al. (1999) realizaram em seu estudo o diagndéstico da LTA utilizando
ambas as técnicas em humanos e caninos no municipio de Paraty, estado do Rio de
Janeiro, obtendo 3.2% de positividade na RIFI e 10,2% na técnica de ELISA.

2.8.2.3.2 Immunoblotting ou Western Blot (WB)

O immunoblotting ou Western Blot é um ensaio imunoenzimético que
identifica a reatividade especifica dos anticorpos para varios antigenos de
Leishmania, é um teste mais sensivel quando comparado ao ELISA e RIFI (SINGH e
SIVAKUMAR, 2011). Em estudo feito por Brito et al. (2000), utilizando o Western Blot
para deteccdo de antigenos de Leishmania (Viannia) braziliensis, também observou
sensibilidade e especificidade superiores ao ELISA e RIFI.

Este teste demonstrou outras fun¢cdes como na diferenciacdo de doencas que
fazem reacdo cruzada com a LTA, como doenca de chagas, paracoccidioidomicose
e toxoplasmose (SZARGIKI et al., 2009).

Em pesquisa feita por Zanini et al. (2010), ressaltaram a utilidade do WB para
identificacdo de cdes portadores assintomaticos para LTA, e frisa sua utilidade na
confirmacdo de outras técnicas imunosorologicas. A utilizacdo do WB para o
diagnostico de pacientes assintomaticos também foi relatada por Curti et al. (2011)

em estudo clinico e epidemiolégico da LTA em humanos no sul do Brasil.
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2.8.2.3.3 Citometria de fluxo

Estudos apontam a aplicabilidade da citometria de fluxo para deteccdo de
anticorpos anti Leishamania, Rocha et al. (2002), padronizaram a citometria de fluxo
para o diagnéstico da LTA em humanos, e aborda sua aplicagdo na deteccao de
pacientes com sintomatologia clinica.

Outra aplicacdo da citometria de fluxo € no monitoramento de populaces
celulares, em experimentos de estimulacdo antigénica vacinal para Leishmaniose,
em estudo feito por Giunchetti et al. (2007) utilizando vacina com proteina
proveniente de formas amastigotas de L. braziliensis associada com saponina como
adjuvante, observaram a resposta imune de caes vacinados e utilizou esta técnica
para diferenciacédo de populacdes de linfécitos e mondcitos.

A citometria de fluxo também foi empregada no diagnéstico da LV em cées,
Neta et al. (2006), que demonstraram seu desempenho perante a RIFI. O resultado
obtido foi 96% na deteccdo de anticorpos em dos animais sorologicamente positivos
na RIFI. Para o diagndstico da LTA, a citometria de fluxo, se mostrou como uma
ferramenta para o diagnéstico, principalmente em casos de risco de reacao cruzada,
como em estudo feito por Pissinate et al. (2008), que utilizaram esta técnica para
deteccdo de anticorpos para L. (L.) amazonensis e frisou sobre os beneficios da
citometria de fluxo no diagnéstico da LTA, principalmente em areas onde a

tripanossomiase também é endémica.

2.8.2.4 lIdentificacdo de acidos nucleicos

A PCR é um método pratico e eficaz, para o diagnostico das leishmanioses. A
utilizacdo desta técnica, se destaca principalmente pelos indices de especificidade e
sensibilidade, como € demonstrado em um estudo feito em humanos por Srivastava
et al. (2011) para o diagnéstico da LV, que mostrou resultados expressivos quanto a
especificidade, atingindo percentuais em torno de 94,6% e sensibilidade em torno de
87,8%. Em amostras de fluido oral obtida de humanos por Galai et al. (2011), foi
detectado presenca do DNA de Leishmania, com especificidade de 90% e

sensibilidade de 94,6%. Lachaud et al. (2002) mostraram em um estudo, com pares
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de primer alvo o cinetoplasto (DNA mitocondrial), 100% de positividade em amostras
de sangue total de caes soropositivos para LV. Martinez et al. (2012) indica a PCR
como Iimportante ferramenta no auxilio ao diagnostico da leishmaniose,
principalmente em casos inconclusivos de exames imunologicos.

A utilizacdo da PCR, em técnicas néo invasivas para diagndstico da LTA, foi
utilizada por Valencia et al. (2012) no Peru, para detec¢céo da doenga em humanos,
no experimento foi utilizado papel filtro para coleta do material nas lesGes suspeitas.
A PCR também foi utilizada para deteccdo e identificacdo de diversas espécies
causadoras da LTA (BERZUZA-CRUZ et al., 2009)

2.8.2.5 Outras técnicas para diagndstico da leishmaniose tegumentar americana

O método de reacdo de hipersensibilidade tardia ou intradermorreacéo é
frequentemente utilizado para o diagndstico da LTA em humanos, no entanto esta
técnica apresentou-se limitada, em experimento realizado por Santos et al. (2005),
que utilizaram a mesma concentracdo de antigeno padronizados (Imunoleish®) para
realizacdo do exame em cdaes, obtendo apenas 10% de positividade nos testes.
Hermeto et al. (1994), com o mesmo antigeno, obtiveram porcentagem de resultados
positivos de 30,7%. Ja outros trabalhos utilizando concentracdes maiores de
antigenos apresentaram 100% de positividade (GENARO et al., 1992).

A necessidade de novas técnicas para diagnéstico da LTA, incentiva 0s
pesquisadores na busca constante de novas metodologias, como a utilizacdo de
biomarcadores, onde os testes sao feitos em associacdo da imunologia com outras
tecnologias (impedéancia eletromagnética). Esta associacdo tem sido uma alternativa
de diagnéstico desta doenca, sendo um método ndo especifico podendo ser
utilizado para deteccao de outras doencas transmitidas por protozoarios (PERINOTO
et al., 2010).
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2.9TRATAMENTO PARA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

2.9.1 Antimoniais pentavalentes

A atividade leishmanicida dos antimoniais pentavalentes, consiste na agao
inibitéria enzimatica, alterando o metabolismo parasitario (BAIOCO et al., 2009).

As terapias contra a leishmaniose sdo constantemente pesquisadas. As
drogas de primeira linha utilizadas em humanos séo os antimoniais pentavalentes, e
as de segunda linha incluem a anfotericina B e a pentamidina, medicamentos
considerados leishmanicidas. A alta toxicidade destes anti-leishmaniais s&o
obstaculos no tratamento da doenca, podendo em alguns casos ocasionar sua
interrupgéo (OLIVEIRA et al., 2011). Em estudo feito por Tuon et al. (2008) relata o
antimonial pentavalente, como a droga mais utilizada no tratamento da leishmaniose
tegumentar. O estibogluconato de sédio € um tipo de antimonial utilizado no
tratamento da LTA. Solomon et al. (2012), utilizaram este medicamento em
pacientes com LTA, e obteve 70% de eficacia porém a recidiva foi observada em
29% dos casos em humanos.

Outro antimonial utilizado no tratamento da LTA em humanos é o antimoniato
de meglumina e n-metilglucamina, esta droga foi estudada por Netto et al. (1990),
nesse experimento observaram recidiva em torno de 10% dos casos de LTA.

Pela legislacdo sanitéria brasileira as drogas acima citadas, assim como a
anfotericina B, sdo de uso exclusivo para o tratamento em humanos, ndo sendo

permitido seu uso no tratamento de animais (BRASIL, 2006).
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2.9.2 Antifungicos

Antifungicos como fluconazol, itraconazol, imidazol e cetoconazol tem sido
utilizados no tratamento da LTA em humanos, apresentando varia¢cdo no sucesso do
tratamento. Este grupo de medicamentos tem acéo de inibir o ergosterol (BERMAN,
1997).

O uso do fluconazol, em pacientes humanos com LTA resultou em 89% de
cura (SOUSA et al., 2011).

A anfotericina B € um medicamento utilizado com eficacia em tratamentos de
humanos (BOMB et al., 2011). De acordo com Berman et al. (1986), este principio
ativo, se liga aos esteroides (ergosterol) presentes na membrana celular dos
protozoarios, acarretando um aumento da permeabilidade e ruptura da célula.

A anfotericina B lipossomal também demonstrou atividade no tratamento da
LTA, Solomon et al. (2012), que observaram cura de 85% dos pacientes,

observando recidiva em 3% dos pacientes tratados.

2.9.3 Outras drogas

Em revisdo de literatura feita por Tuon et al. (2008) relataram outras drogas
utiizadas no tratamento da Leishmaniose tegumentar, como pentamidina,
imiquimode, paromomicia e aluporinol. O aluporinol € uma molécula que possui
atividade quando se hidrolisa em aluporinol nucleosideo (analogo da adenina) e
incorporado ao RNA da Leishmania, inibindo seu crescimento (BERENS et al.,
1980).

Outro medicamento que possui atividade anti-Leishmania constantemente
pesquisada € a miltefosina. Diversos estudos demonstram a eficacia desta droga no
tratamento da LTA, como observado em estudo desenvolvido em humanos na
Bolivia por Soto et al. (2008), utilizando este medicamento no tratamento da
leishmaniose tegumentar, obtiveram sucesso de 88% no tratamento das lesdes
cutaneas, diversos outros autores utilizaram esta droga, para 0 mesmo fim como
Vélez et al. (2010), obtendo percentual de cura de 69,8%. Ja Van Thiel et al. (2010),
obteveram 88,2%, Machado et al. (2010) com 75% e Chrusciak-Talhari et al. (2011)
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com 71,4% de cura clinica. A miltefosina € uma droga com acao no metabolismo das
proteinas, pois possui atividade inibitéria na proteina quinase B (Ruiter et al., 2003).

2.9.4 Terapias topicas

A utilizacdo de terapias topicas, no tratamento da LTA em caes, tem se
mostrado uma alternativa pratica e eficaz no controle de lesdes, como por exemplo,
a utilizacao de radio frequéncia induzindo calor para remissao das lesdes cutaneas,
€ uma técnica ja testada, que demonstrou eficiéncia no tratamento de humanos. A
utilizacdo no tratamento de caes, recentemente foi empregada experimentalmente
como em estudo feito por Ahuja et al. (2012) onde foram testados dois cdes com
LTA, foi observado regressao completa da lesdo em 45 dias, sem recidiva durante
16 meses.

A utilizacdo de terapias medicamentosas topicas, também vem sido
trabalhadas em experimentos como o de Ben Salah et al. (2009) onde utilizaram,
uma formulacdo de paramomicina e gentamicina em base hidrofilica obtendo 94%
de cura no grupo tratado, ndo observando recidiva nos 180 dias pés tratamento. Em
outro estudo feito por Alavi-Naini, (2008), foram administradas topicamente, baixas
doses de morfina, que demonstrou um efeito imunomodulador induzindo a cura da

lesdo cutanea da doenca.

2.9.5 Afurazolidona (FZ2)

A furazolidona é utilizada no tratamento humano, em doencas bacterianas e
protozoarias, principalmente em enterites provocadas por estes agentes. Sua
aplicabilidade no tratamento animal foi muito observada em um passado recente,
onde ganhou importancia na producdo animal, porém devido a sua acao residual
sua utilizacao foi proibida (ALI, 1999).

Estudos sobre a FZ, abordam principalmente sua genotoxicidade e
carcinogenicidade, apontam sua acdo residual, principalmente em alguns 06rgaos

alvo como tecido muscular e figado (ALI, 1999). Ali, (1999) ressalta também a acao
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metabolica do tratamento utilizando a FZ, sendo observadas alteragbes no
lipidograma diretamente relacionado com o aumento da dose administrada.
Experimento desenvolvido por Tempone et al. (2010), demonstrou a acao
leishmanicida desta droga. Neste estudo, foi realizada a administracao
intraperitoneal da FZ lipossomal, em hamsters infectados com Leishmania

(Leishmania) chagasi. O trabalho de Tempone et. al (2010).
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CAPITULO 1
3 .CAP.1-TITULO

USO DA FURAZOLIDONA NO TRATAMENTO CLINICO DE CAES

COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
Artigo submetido ao periédico Veterinary Parasitology sob n° VETPAR-D-13-7400

3.1RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca difundida em diversos
paises, e os derivados antimoniais pentavalentes, sdo as drogas de escolha no
tratamento desta enfermidade para humanos. Porém, como recomendado pelo
Ministério da Saude, é contra indicado para o tratamento em animais. O objetivo
deste trabalho foi testar o uso da furazolidona (FZ), no tratamento de lesGes em caes
portadores de LTA. O estudo foi feito com nove caes com lesbes, e a doenca foi
confirmada por técnicas de ELISA, bidpsia para PCR e cultura para Leishmania (V.)
braziliensis. O medicamento foi administrado via oral, na dosagem de 20 mg/Kg a
cada doze horas durante 7 dias, em trés etapas com intervalo de 10 dias, sendo
realizados exames laboratoriais para monitoramento dos padrdes hematologicos e
bioquimicos. A remissdo da lesdo foi observada em sete dos nove animais
submetidos ao tratamento. A FZ demonstrou efeito terapéutico quando administrado
no tratamento das lesdes dos cdes com LTA.

Palavras chave: Leishmania (V.) braziliensis, terapia medicamentosa, céo - doencas

nitrofuranos.
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3.2ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a widespread disease in several
countries. As recommended by the Brazilian ministry for health, a treatment of
animals is contraindicated. The aim of this study was to test the use of furazolidone
(FZ) to treat lesions in dogs suffering from ACL. The study was conducted with nine
dogs with lesions and the presence of ACL as confirmed by ELISA and PCR for
biopsy and culture for Leishmania (V.) braziliensis. The drug was administered orally
in a concentration of 20 mg / kg every twelve hours for seven days, in three steps
with an interval of 10 days, accompanied by laboratory monitoring of hematological
and biochemical patterns. A regression of the lesion was observed in 7 animals. FZ
has proven an effective drug in the remission of lesions in dogs with ACL injury.

Keywords: Leishmania (V.) braziliensis, drug therapy, dog — deseases, nitrofurans.
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3.3INTRODUCAO

A leishmaniose esta presente em 98 paises, sendo a prevaléncia aproximada
de 12 milhdes de casos humanos, com média de 60 mil mortes por ano. E causada
por protozoarios intracelulares do género Leishmania, e transmitida por fémeas de
Phlebotomus no velho mundo e Lutzomyia spp no novo mundo, dividindo-se em
leishmaniose visceral (LV), e outra forma que pode acometer a pele ou mucosa
denominada leishmaniose tegumentar (LT), sendo esta mundialmente mais
frequente, e adquire a denominacdo nas ameéricas de Leishmnaniose tegumentar
americana (MATTHEW et al. 2004; SINGH e SIVAKUMAR, 2004; BRASIL, 2010).

O tratamento para a leishmaniose tegumentar americana (LTA) possui
diversos aspectos para ainda serem pesquisados, principalmente relacionados a
toxicidade das drogas utilizadas, a falha terapéutica em pacientes imunodeprimidos,
a recidiva e a resisténcia dos microrganismos (LIMA et al., 2007).

Os antimoniais pentavalentes sdo as drogas de primeira escolha no
tratamento das leishmanioses em humanos, representados pelo antimoniato de
meglumina e o estibogluconato de sédio, sendo este ultimo ndo comercializado no
Brasil (BRASIL, 2010, MAYRINK et al., 2006). O tratamento de cdes com esses
medicamentos ndo € permitido no Brasil, principalmente devido a uma possivel
formacéo de resisténcia do parasito ao medicamento (BRASIL, 2010).

Os constantes desafios na busca de novos medicamentos para a
leishmaniose resultaram em descobertas, como a furazolidona N-(5-nitro-2-
furfurilideno)-3-amino-2-oxazolidona, um derivado nitrofurano com acéo
antibacteriana e antiprotozoaria onde atua sobre organelas intracelulares, sendo que
0s metabdlitos da FZ séo os responsaveis pela inibicdo da MAO (ALI, 1999). A FZ
possui metabolizacdo intestinal, biotransformacdo hepética e excrecdo renal
(Vroomen et al., 1990). Reimé&o et al. (2010), sugeriram que a atividade
leishmanicida da FZ esta relacionada alteragcdes morfolégicas e perda de organelas
intracelulares com alvo em membrana nuclear e mitocondria. Este medicamento
demonstrou uma reducdo efetiva na concentracdo de parasitos, quando
administrada em camundongos, na dose de 50 mg/Kg, no tratamento da
leishmaniose visceral (TEMPONE et al., 2010). Este € um medicamento promissor
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também no tratamento da LTA, demonstrando atividade in vitro contra formas
amastigotas de Leishmania spp. (NEAL et al., 1988). O objetivo da pesquisa foi
utilizar a FZ em caes portadores sintomaticos da LTA, observar a remissao das

lesdes no tratamento clinico dos animais.

3.4MATERIAL E METODOS

3.4.1 Selecado dos animais

O experimento foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA-UFES) sob namero de protocolo 013/2012. Foram
selecionados nove animais com lesbes indicativas de LTA, sendo que seis
apresentavam a lesdo com tamanho médio de 164,16 mm? no tecido superficial da
epiderme do pavilhdo auricular e trés apresentavam lesdo em mucosa nasal com
tamanho médio de 190,16 mm? Como critério de inclusdo esses animais foram
submetidos a exames imunolégicos de ELISA e Western blot PCR e cultura para
confirmacédo do diagnéstico. Todos os animais eram sem raca definida (SRD), sendo

trés machos e seis fémeas, adultos e residentes no municipio de Guarapari - ES.

3.4.2 Diagnostico

Para diagndstico laboratorial inicial para LTA foram coletadas dos animais
amostras de sangue venoso para realizacdo da técnica de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) (RIBEIRO et al., 2007) e Western Blot (WB) (ZANINI et al.,
2010).

Para a realizacdo das bidpsias, os animais receberam drogas dissociativas
(10% de cetamina 15 mg/kg/IM e 20% de xilazina 2 mg/kg/IM) e foram anestesiados
localmente na regido em que o procedimento foi realizado, sendo utilizada lidocaina
0,2 % (diluida 1:10).
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Apés a sedacdo, amostras de tecido da borda das lesdes foram coletadas e
encaminhadas, para PCR e cultivo dos protozoérios e para extracdo de DNA das
amostras de tecido, utilizou-se protocolo de Barrero et al. (2008). Para a PCR, as
reacoes foram realizadas com volume final de 25ul e foram utilizados os iniciadores
Bl e B2 (DE BRUIIJN e BARKER, 1992) que amplificam uma sequéncia de 750
pares de bases do DNA de Leishmania (Viannia). Para o cultivo foi utilizado o meio
NNN — Novy, MacNeal, e Nicolle (Agar sangue modificado) e LIT (Liver Infusion
Triptose) de Leishmania spp (ROCHA et al., 2002) modificado. As culturas foram
mantidas em estufa incubadora refrigerada com demanda bioquimica de oxigénio
(B.O.D) (modelo 347), temperatura de 24+1°C durante 30 dias. Todos os animais do
experimento foram positivos sorologicamente, apresentaram reacao positiva ha PCR

e houve crescimento do microrganismo em cultura.
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3.4.3 Tratamento

3.4.3.1 Teste piloto para ajuste de dose

Seis caes sadios foram utilizados em um teste piloto, para determinagcéo da
dose via oral da furazolidona a ser utilizada, uma vez que a dose referéncia em
camundongos foi 50 mg/kg de furazolidona aplicadas intraperitonialmente (Tempone
et al., 2010). Utilizando a dose referéncia via oral nos seis caes, foram observados
efeitos colaterais a partir do quarto dia de administracdo, como perda de apetite e
sinais neuroldgicos (incoordenacdo motora), incompativeis com a continuidade do
tratamento na concentracdo de 50 mg/kg/dia de furazolidona, optando-se entdo por

tratar com a dose de 20 mg/kg de furazolidona, a cada doze horas (BID).

3.4.3.2 Grupo controle

Os mesmos animais submetidos ao experimento, foram utilizados no grupo
controle, para isso estes foram vermifugados e mantidos durante um periodo de
quarenta dias sob dieta padronizada, com o intuito de observar o comportamento
evolutivo da doenca neste periodo. O ponto de observacao foi a presenca de auto
cura, com remissao espontanea da lesdo. Este achado nédo foi observado durante
este periodo em todo o grupo em estudo.

3.4.3.3 Uso da FZ em céaes enfermos

No grupo de nove animais com as lesdes acima descritas, a administracao do
medicamento foi realizada em trés periodos de sete dias com intervalos de 10 dias
sem tratamento, totalizando 41 dias de tratamento. Foi administrada furazolidona
(Giarlam® comprimido) em uma concentracdo de 20 mg/kg BID por via oral, durante
um periodo de sete dias. No inicio de cada novo ciclo de tratamento, 0os animais

foram submetidos a uma nova pesagem para ajuste de dose do medicamento.
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3.4.4 Avaliacao laboratorial

Os animais foram avaliados por exames laboratoriais, foi feito monitoramento
pré-tratamento, um dia antes do inicio do tratamento e apdés os periodos de
tratamento, com exames de perfil hematologico, hepético e renal, visto a natureza de
biotransformacéo e excre¢éo do principio ativo.

As amostras foram coletadas por venopuncéo periférica, com agulha 40x12 e
seringa de 10 ml, com acesso a veia jugular, as amostras foram armazenadas em
tubos estéreis, com capacidade para 4 ml, contendo fatores de ativagdo de coagulo
para destinacéo as andlises bioquimicas e em tubos estéreis com capacidade de 2
ml contendo EDTA (acido etilenodiamino tetracético), para a realizacdo das analises
hematolégicas. As amostras de urina foram coletadas, com o auxilio de uma sonda
uretral e armazenadas em tubos conicos tipo falcon, estéreis com capacidade para
15 ml.

Todas as amostras foram acondicionadas e refrigeradas em recipiente com
isolamento térmico, contendo gelo reciclavel e destinadas para analise ao Centro de
Diagnostico Veterinario (CDV), localizado no municipio de Vitoria ES.

Nos ensaios bioquimicos, foi feita a mensuracdo da atividade sérica de
enzimas: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FA), gama glutamil transferase (yGT), dosou-se proteina total e
fracbes (albumina e globulina), proteina plasmatica total (PPT), colesterol,
triglicerideos, glicose, uréia, creatinina, sodio, potassio, fosforo e célcio. As amostras
foram processadas em bioguimica automatica (ChemWell-t®, Awareness
Technology, Inc. Palm City, FL — USA), utilizando reagente (Labtest®).

Exames hematoldgicos completos, também foram realizados para o
monitoramento, analisando o eritrograma, com a contagem de hemacias, dosagem
de hemoglobina, calculo de hematdécrito, mensuracéo do volume corpuscular médio
(VCM), célculos para determinar a hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
leucograma com contagem de leucdcitos totais. A hematologia foi feita com o auxilio
de um contador hematologico (Counter T 890 — Backman Counter Inc. USA). A
diferenciacdo dos leucocitos e observacdo de alteracbes hematoldgicas foi feita

manualmente por microscopia oOptica.
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A urindlise também foi realizada, com avaliacao fisica da cor, odor, aspecto e
densidade urinéria. A analise quimica da urina foi realizada por bioquimica seca
Uriquest® (Labtest®), com mensuracdo de bilirrubina, urobilinogénio, corpos
cetbnicos, proteina e PH e a avaliacdo dos elementos anormais de sedimentoscopia
(EAS), com a observacao de células epiteliais de descamacéo, leucdcitos, cilindraria
e cristaliria por microscopia 6Optica. Além da andlise normal da urina foi empregado
também a enzimologia, com analise da yGT urinaria. As amostras foram
processadas em bioquimica automética (ChemWell-t®-Awareness Technology, Inc.
Palm City, FL — USA), utilizando reagente (Labtest®). Foi determinado ainda a

relacdo proteina/creatinina urinaria como teste de funcao renal.

3.4.5 Medicédo das lesdes

A medicdo das éareas de lesdo foi feita com o auxilio de um paquimetro,
mensuradas em milimetros quadrados, em trés periodos, no momento inicial,

vigésimo e quadragésimo primeiro dia.

3.4.6 Anélise estatistica

O calculo amostral foi realizado no site: http://www.lee.dante.br/
pesquisa/amostragem /qua_2_medias (ARMITAGE et al., 1987). Foi realizado o
teste de D"Agostino e Pearson para verificar a normalidade dos erros amostrais. Foi
realizado o teste t pareado para comparacao do diametro das lesdes nos dias 20 e
41 com o inicio do tratamento. Foi utilizado o nivel de 5% de probabilidade de erro

para todos os testes estatisticos realizados.
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3.5RESULTADOS

3.5.1 Achados laboratoriais

3.5.1.1 Hematologia

Entre os nove animais avaliados, antes do inicio do experimento, dois animais
apresentaram contagem de eritrcitos, concentracdo de hemoglobina e hematdcrito
abaixo do valor de referéncia, quatro apresentaram trombocitopenia e trés
apresentaram eosinofilia. Ao longo do tratamento, um animal aumentou 0 nimero de
eritrocitos chegando ao valor de referéncia, porém trés animais diminuiram a
quantidade de plaquetas, um animal desenvolveu leucopenia acompanhado de
neutropenia, dois desenvolveram linfopenia e dois normalizaram a contagem de

eosinofilos (Tabela 1).
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Tabela 1: Dados hematologicos dos cédes (n=9) com LTA nos momentos pré (M1) e
pés (M2) tratamento com furazolidona.

Para- Mo- Cées Refe-
metros mento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 réncia*
He 1 6,6 7,08 5,14 6,93 7,18 4,95 5,95 6,23 6,23
(x20%/pl) 2 5,94 6,32 6,28 7.1 6,92 4,61 6,41 6,47 7,24 >585
Hb. 1 14,1 16 9,6 16,3 15,4 10,6 13,1 14,9 14,8 12,0-
(g/dL) 2 12,1 14 11,5 16 13,8 9,6 13,3 14,1 16,2 18,0
Ht. 1 40,7 46,9 27,3 47,4 44,6 30,8 37,6 41,5 42,6
(%) 2 36,4 41,3 33,9 47,1 42,4 28,4 39,8 41,8 49 3758
VCM 1 61,7 66,2 53,1 68,4 62,1 62,2 63,2 66,6 68,4
(f1) 2 61,3 65,3 54 66,3 61,3 61,6 62,1 64,6 67,7 00T
CHCM 1 34,6 34,1 35,2 34,4 34,5 34,4 34,8 35,9 34,7
(%) 2 33,2 33,9 33,9 34 32,5 33,8 33,4 33,7 33,1 5236
Plag. 1 115000 116000 280000 249000 244000 126000 255000 237000 173000  175.000-
(/ul) 2 99000 78000 280000 137000 136000 150000 192000 141000 133000 500.000
Leuc. 1 9.600 8500  7.600 10.800 11.300 7.700  9.800  13.400 6.800  6000-
(x10°/ul) 2 4900 8500  7.600 8200 10500 7.400  6.400 13.900 7.800 17000
Bast. 1 0 0 0 0 0 77 196 0 0
0-300
) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Seg. 1 4320 4420 4864 6588 6554 4620 7252 7102 4012 3000-
) 2 2303 5104 5508 4592 6720 4810 3840 8896 5148 11500
Linf. 1 3456 2974 1140 2052 1808 1463 1666 3618 1360 1000-
) 2 1862 2200 891 1722 1890 1480 832 1807 1326 4800
Eos. 1 576 340 532 1620 1695 308 196 2144 408 100-
) 2 147 616 567 656 315 74 640 1946 390 1250
Bas. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(/ul) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 RAROS
Mon. 1 1248 765 1064 540 1243 1232 490 536 1020 150-
(ful) 2 605 880 1134 1230 1575 1036 1024 1251 936 1350
PPT 1 8,8 7.8 8,2 8 7 10 8 7,2 7.8
(g/dL) 2 9,0 8,0 9,0 8,4 8,2 10,6 8,2 8,2 8,4 0.0-8.0

Legenda: He: hemacias, Ht: hemtocrito, VCM: volume corpuscular médio, CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, Bast: bastonetes, Seg.:
segmanetados, Linf.: linfocitos, Eos.: eosindfilos, Bas.: basofilos, Mon.: mondcitos e
PPT.: Proteina plasmatica total.

Fonte: (JAIN, 1993)
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3.5.1.2 Bioquimica

Alguns achados bioquimicos foram observados na dinamica do experimento,
guanto a dosagem de albumina, um animal ja apresentava nivel de albumina abaixo
do valor de referéncia antes do inicio do tratamento, porém seis animais diminuiram
a quantidade de albumina ao longo do tratamento. Paralelamente houve aumento na
globulina de todos os animais no experimento. Quanto a ALT, trés animais ja
possuiam atividade sérica desta enzima elevada no pré-tratamento sendo que um
normalizou. Com referéncia a AST, dois animais possuiam a atividade sérica desta
enzima aumentada no pré-tratamento, sendo que um manteve a atividade elevada e
um diminuiu, porém dois animais aumentaram a atividade desta enzima no final
experimento. Nao foram observados alteracfes de creatinina, nem de FA, porém
trés animais apresentaram aumento nesta enzima no inicio, normalizando no final do
tratamento. A dosagem de glicose, colesterol e triglicerideos, ndo sofreram

alteracdes marcantes durante o tratamento (Tabela 2).
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Tabela 2: Dados bioquimicos dos cées (n=9) com LTA nos momentos pré (M1) e pos

(M2) tratamento com furazolidona.

Para- Mo- Cées Refe-

metros mento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 réncia*

) 1 2,69 3,23 2,73 3.42 3,49 2,42 2,99 3,12 3,15
Albumina 2,6-3,3
2 2,28 2,52 2,08 2,61 2,78 2,42 2,54 2,33 2,64

ALT 1 771 41,1 27,5 87,1 47,8 50,6 71,4 42,1 39,3
(U/L) 2 66 30,2 23,9 69,3 35,5 433 46,5 29,2 32,9 1558
AST 1 65,4 38,9 39,4 68,9 75,8 58,7 64,9 48 46
(UIL) 2 53,5 36,4 49,2 60,9 76,3 73,2 49,8 89,4 61,6 2366
Colest. 1 1229 1211 1132 1353 1821 1202 1035  117,6  100,8
(mg/dL) 2 1362 1145 1179 1423 2385 1233 1023 1477 107 135:270
Creat. 1 0,46 0,71 0,85 0,84 1,04 1,33 0,82 1,0 0,85
(mg/dL) 2 0,35 0,92 0,94 0,63 0,84 1,37 0,91 1,11 0,77 0515
F. alc. 1 731 1392 2219 2904 2406 873  151,3 615 1346
(U/L) 2 66 4 66 107 132 49 99 74 149 20-456
YGT 1 11 4 8 10 5 9 6 4 5
(UIIL) 2 8 14 7 10 9 7 9 9 10 L6
Globul. 1 6,01 4,47 5,27 4,18 3,28 6,58 5,01 2,77 4,15
(g/dL) 2 6,62 5,18 6,42 5,59 5,02 7,38 4,96 5,47 5,26 21
Glicose 1 90,9 97,9 92,8 89,1 96,5 98,3 1025 1039 86,9
(mg/dL) 2 99,7 988 1039 956 97,4 912 1058 956 1016 05118
Prot. Tot. 1 8,7 7,7 8,0 7,6 6,77 9,0 8,0 5,9 7,3
(g/dL) 2 8,9 7,7 8,5 8,2 7.8 9,8 7,5 7.8 7,9 >
Triglic. 1 54 38 40 100 61 36 58 44 44
(mg/dL) 2 32 24 37 32 51 17 26 42 28 20-412
Uréia 1 20,4 39,8 28,9 47,4 42,6 42,1 26,5 47,4 33,8 21.4-
(mg/dL) 2 20,7 31,6 22,7 25,7 41,8 46,2 24 30 28,7 59,9

Legenda: ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, yGT gama
gutamil transferase, F. Alc.: fosfatase alcalina, Globul.: globulina, Ptrot. Tot.: Proteina total, Triglic.:

Triglicerideos.
Fontes: (MEYER e HARVEY, 1998; KANEKO, HARVEY e BRUSS, 1997).
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351.3 Urindlise

Dos nove animais tratados, foi observado que apenas um apresentou a
densidade da urina alterada no exame pré-tratamento, apresentando hipostenuria
com densidade urinaria de 1.006 g/mL, e aumento na relacdo proteina/creatinina
qguantificada na urina de 0,74 mg/mg. Ao final do tratamento este manteve uma
discreta alteracdo na relacdo proteina/creatinina urinaria com o valor de 0,58 mg/mg,
um outro animal apresentou enzimuria elevada, onde foi observado aumento na yGT

urindria com concentracao de 102,6 UI/L.

3.5.2 Lesodes cutaneas

Ao longo do tratamento, foi observado e mensurado com o auxilio do
paquimetro a regressdo gradativa da lesdo até sua remissdo. Ao final do
quadragésimo primeiro dia, entre 0s nove animais tratados, sete apresentaram
remissdo clinica total da lesdo, um apresentou remissao parcial da lesdo em pele e

um apresentou regressao parcial da leséo em mucosa (Tabela 3).



Tabela 3. Medicéo da lesdo ao longo do tratamento em mm?.

Animal Tamanho  20°dia (mm?) 41°dia (mm?) Remiss&o

tratado FZ inicial (mm?) completa
Animal Imc* 320 304 304 Nao
Animal 2ct** 200 66 Sim
Animal 3mc* 342 171 Sim
Animal 4ct** 252 120 Sim
Animal 5mc 100 36 Sim
Animal 6ct 270 448 342 Nao
Animal 7ct 219 66 0 Sim
Animal 8ct 56 25 0 Sim
Animal 9ct 140 40 0 Sim

* mc animal com lesdo mucocutanea, ** ct animal com lesao cutanea.

Os dados apresentaram distribuicdo normal mediante teste de D"Agostino e
Pearson (k’=0.61, p=0.74). Observou-se uma diferenca estatistcamente n&o
significativa (tpr=s=005=1.94, p=0.0887) do tamanho da lesdo, entre o inicio e o
20°dia de tratamento e uma diferenca significativa entre o inicio e o 41°ia de
tratamento (tpr=sq=005=3.25, p=0.0117) e entre o 20°ia e 41°dia de tratamento

(tor=8,a=0,05=3.92, p=0.0044), mediante o teste de t pareado (Figura 1).
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Figura 1. Gréfico comparativo de disperséo do diametro de lesdes tegumentares, no

momento inicial, vigésimo e quadragésimo primeiro dia de tratamento de cdes com

LTA tratados com FZ.

3.6 DISCUSSAO

O protocolo de tratamento estipulado no presente trabalho, foi referenciado
em esquema terapéutico realizado por Tempone et al. (2010), que utilizou 50
mg/Kg/dia de FZ, administrada intraperitonealmente em camundongos portadores de
LV. Porém houve uma necessidade de adequacédo da dose para 20 mg/Kg BID em

caninos, visto os efeitos colaterais quando houve a administracdo da dose adotada

pelo referido trabalho.

Ha principio a atividade da FZ administrada em 20 mg/Kg BID no tratamento
dos cdes com LTA foi positiva, observando regressao das lesdes em um percentual

dos animais tratados, entretanto, Costa et al. (1985), ndo obteve resultados
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satisfatorios no tratamento da leishmaniose cutanea em humanos com dose de 8

mg/Kg administrado via oral durante dez dias.

Os achados obtidos no presente trabalho eram esperados, pois em
experimento in vitro feito por Reimdo et al. (2010) demonstrou a atividade
leishmanicida da FZ contra diversas espécies de Leishmania, inclusive a L. (Viannia)
braziliensis e Tempone et al. (2010) que utilizou a FZ no tratamento de
camundongos infectados por L. chagasi, observando o potencial leishmanicida desta

droga.

Todos os animais do experimento foram submetidos a uma bateria de exames
para diagnéstico da LTA, os testes empregados para este fim foram ELISA, Western
Blot, cultivo e PCR, os animais apresentaram reacdo positiva em todos os testes
imunolégicos realizados, foram positivos na PCR e foi observado crescimento do

microrganismo na cultura.

Neste estudo, achados hematol6gicos como anemia e trombocitopenia foram
observados, antes e durante o tratamento, essas alteracbes também foram
observadas em trabalho desenvolvido por Figueiredo et al. (2012),que relatou essas
alteracées nos caes com LTA, a anemia foi observada em 66% dos casos de
animais portadores de LTA (DOS SANTOS et al., 2007). A diminui¢do no nimero de
eritrocitos ocorreu em cédes portadores de LV, de acordo com Trépia de Abreu et al.
(2011), que abordou o mielograma para esclarecer as possiveis causas desta
citopenia, neste estudo, foi observado aumento da relacdo mieldide eritréide M:E,
onde o0s precursores mieldides encontravam-se em maior nimero que O0S

precursores eritréides, fato este que se refletiu em anemia no hemograma.

Devido as caracteristicas de biotransformacéo hepética e excrecéo renal do
farmaco, o monitoramento desses o6rgdos foi de relevante importancia para o
trabalho, ndo houve alteracédo significativa na atividade sérica das enzimas hepaticas
ALT e AST, os dos parametros de monitoramento renal ureia e creatinina. Nesse
experimento houve a preocupacédo de quantificar marcadores precoces de leséao
renal, como a yGT (urinaria) onde apenas um apresentou alteracdo desta enzima,

porém esta alteracao ja tinha sido observada no pré-tratamento.
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Um achado bioquimico relevante foi a diminuicdo da relacdo entre a albumina
e globulina, encontrada nos caes portadores de LTA. Esta alteracao foi observada
por dos Santos et al. (2007) em estudo feito com caes portadores de desta doenca.
A diminuicdo da relacdo albumina/globulina é frequentemente relatada em artigos
abordando animais portadores de LV, como observado por Reis et al. (2006)
estudando a hematologia e bioquimica de animais com LV e por Giunchetti et al.
(2008) em experimento abordando a histopatologia, imunohistoquimica hepatica e

alteracdes bioguimicas de animais com LV.

O indice de remisséo das lesdes foi significativa (tpr=ga=0,05=3.25, p=0,0117),
como pode ser observado na figura 1, aos 41 dias de tratamento, sendo que este
tratamento com FZ resultou em regressao da lesdo em 78% dos cdes com LTA. Os
resultados do presente trabalho foi superior ao tratamento utilizando antimoniato de
meglumina 10-20 mg/kg durante 20 dias em humanos com sucesso de 53%
(RODRIGUES et al., 2006) e o uso de miltefosina nas doses de 150 mg/dia durante
28 dias, que apresentou cura em 59% dos pacientes (VELEZ et al., 2010) assim
como Machado et al. (2010) com 75% de sucesso tratando durante 28 dias na dose
de 50 mg/dia (=29 kg), 100 mg/dia (<45 kg) e 150 mg/dia (>45 kg). Vélez at al.
(2012) obtiveram resultados superiores em tratamento utilizando antimoniato de
meglumina na dose de 14-16 mg/kg por via intramuscular, durante um periodo que
variou de 10 a 30 dias, neste trabalho foi observado a remisséo das lesbes em todos

0S animais, sem recidiva durante 180 dias.

3.7REFERENCIAS

ARMITAGE, P.; BERRY, G.The planning os statistical investigations. In: Statistical
methods in medical research. 2.ed. Oxford, Blackwell, p.179-185, 1987.

ALl, B. H. Pharmacological, Therapeutic and Toxicological Properties of

Furazolidone: Some Recent Research. An International Journal Publishing



52

Topical Reviews and Research Articles on all Aspects of the Veterinary
Sciences, Dordrecht, v. 23, n. 6, p. 343-360, 1999.

BARRERO, N.M.L.et al. Comparison of DNA extraction protocols of fish fin and
larvae samples: modified salt (NaCl) extraction. Ciencia e Investigacion Agraria, V.
35,n. 1, p. 65-74, 2008.

BRASIL, Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual de
Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana / Ministério da Saude,
Secretaria de Vigilancia em Saude. — 2. ed. atual. — Brasilia : Editora do Ministério da
Saude, 2010.

COSTA, J. M. L. et al. Furazolidone treatment of cutaneous leishmaniasis.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 79, n. 2,
p. 274-274, 1985.

DE BRUIJN, M. H. L.; BARKER, D. C. Diagnosis of New World leishmaniasis:
Specific detection of species of the Leishmania braziliensis complex by amplification
of kinetoplast DNA. Acta Tropica, v. 52, n. 1, p. 45-58, 1992.

DOS SANTOS, I. B. et al. Sporotrichosis—The main differential diagnosis with
tegumentary leishmaniosis in dogs from Rio de Janeiro, Brazil. Veterinary
Parasitology, v. 143, n. 1, p. 1-6, 2007.

FIGUEREDO, L. A. et al. Clinical and hematological findings in Leishmania
braziliensis-infected dogs from Pernambuco, Brazil. Brazilian journal of veterinary

parasitology, v. 21, n. 4, p. 418, 2012.

GIUNCHETTI et al. Histopathological and immunohistochemical investigations of the
hepatic compartment associated with parasitism and serum biochemical changes in
canine visceral leishmaniasis. Research in Veterinary Science,v. 84, n. 2, p. 269-
277, 2008.



53

KANEKO, J. J., HARVEY, J. W., BRUSS, M. L. Clinical biochemistry of Domestic
Animals. 5 ed. New York. Academic Press, 932p. 1997.

LIMA, E. B. D. et al. Treatment of american cutaneous leishmaniasis. Anais
Brasileiros de Dermatologia, v. 82, p. 111-124, 2007.

MACHADO, P. R. et al. Miltefosine in the Treatment of Cutaneous Leishmaniasis
Caused by Leishmania braziliensis in Brazil: A Randomized and Controlled Trial (
Miltefosine for L. braziliensis CL). PLoS Neglected Tropical Diseases, San
Francisco, USA, v. 4, n. 12, p. €912, 2010.

MATTHEW, E. R. et al. Transmission of cutaneous leishmaniasis by sand flies is
enhanced by regurgitation of fPPG. Nature, v. 430, n. 6998, p. 463, 2004.

MAYRINK, W. et al. Immunotherapy, immunochemotherapy and chemotherapy for
American cutaneous leishmaniasis treatment. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 39, p. 14-21, 2006.

MEYER, D. J., HARCEY, J. W. Veterinary Laboratory Medicine Philadelphia, W. B.
Saunders, 2. ed, 373p., 1998.

NEAL, R. A.; VANBUEREN, J.; HOOPER, G.The activity of nitrofurazone and
furazolidone against leishmania-donovani, I-major and leishmania-enriettii in vitro and
invivo.Annals of Tropical Medicine and Parasitology, v. 82, n. 5, p. 453-456, Oct
1988.

REIMAO, J.Q.; TANIWAKI, N.N.; TEMPONE, A.G. Furazolidone is a selective in vitro
candidate against Leishmania ( L. ) chagasi : an ultrastructural study. Founded as
Zeitschrift der Parasitenkunde, Berlin/Heidelberg, v. 106, n. 6, p. 1465-1469, 2010.



54

REIS, A. B. et al. Parasite density and impaired biochemical/hematological status are
associated with severe clinical aspects of canine visceral leishmaniasis. Research in
Veterinary Science, v. 81, n. 1, p. 68-75, 2006.

RIBEIRO, F. C. et al. Use of ELISA employing Leishmania ( Viannia) braziliensis and
Leishmania ( Leishmania) chagasi antigens for the detection of IgG and IgG1l and
IgG2 subclasses in the diagnosis of American tegumentary leishmaniasis in dogs.
Veterinary Parasitology, v. 148, n. 3, p. 200-206, 2007.

ROCHA, R.D.R. et al. Anticorpos antipromastigotas vivas de Leishmania (Viannia)
braziliensis, detectados pela citometria de fluxo, para identificacdo da infeccao ativa
de leishmaniose tegumentar americana.Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v.35, n.6, p.551-562, nov-dez, 2002.

RODRIGUES, A. M. et al. Factors associated with treatment failure of cutaneous
leishmaniasis with meglumine antimoniate. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 39, n. 2, p. 139, 2006.

SINGH S, SIVAKUMAR R. Challenges and new discoveries in the treatment of
leishmaniasis. Journal of Infection and Chemotherapy, v. 10, n. 6p.307-315, 2004.

TEMPONE, A. G. et al. Therapeutic evaluation of free and liposome-loaded
furazolidone in experimental visceral leishmaniasis.International Journal of
Antimicrobial Agents, v. 36, n. 2, p. 159-163, 2010.

TROPIA DE ABREU, R. et al. Influence of Clinical Status and Parasite Load on
Erythropoiesis and Leucopoiesis in Dogs Naturally Infected with Leishmania
(Leishmania) chagasi (Haematopoiesis in L.(L.) chagasi Infected Dogs). PLoS ONE,
San Francisco, USA, v. 6, n. 5, p. 18873, 2011.



55

VELEZ, I. et al. Efficacy of miltefosine for the treatment of American cutaneous
leishmaniasis. The American journal of tropical medicine and hygiene, v. 83, n.
2, p. 351, 2010.

VROOMEN, L.H.M. et al. In vivo and in vitro metabolic studies of furazolidone: a risk
evaluation. Drug Metabolism Reviews, v. 22, p. 663-676, 1990.

ZANINI, M.S. et al. Leishmania (Viannia) braziliensis: Immunoblotting analysis for the
detection of IgG subclasses in the diagnosis of symptomatic and asymptomatic dogs.
Veterinary Parasitology, n.173, p.143-146, 2010.



56

CAPITULO 2

4. CAP. 2 TITULO
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA TRATAMENTO E
RECIDIVA EM HUMANOS E ANIMAIS: UMA REVISAO

Artigo submetido ao periédico Arquivos do Instituto Bioldgico, numero: Arqg. 046/13.

4.1 RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca difundida nas Américas.
Falha terapéutica, toxicidade das drogas, estado imunoldgico do paciente e recidiva
da doenca séo frequentes desafios enfrentados no tratamento. A recidiva € a forma
clinica da doenca que ocorre a reativacdo do parasito na lesdo. Pacientes que
reativam a lesdo possuem um perfil imunolégico caracteristico, apresentando um
balanco entre citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatorias. Objetiva-se promover
uma revisdo sobre tratamento e recidiva da LTA, abordando aspectos da evolugcao
da doenca, a imunolégia e demostrar estatisticas de recidiva em diversos tipos de
tratamentos.

Palavras-chave: Leishmania, imunologia, citocinas e LTA.
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4.2 ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a disease distributed all over the
America. Therapeutic failures, drug toxicity, and the immune status of the patient
represent limits in the treatment. Recurrence is the clinical form of the disease that
occurs when the parasite reactivates the lesion. Patients with a reactivated lesion
usually present with a characteristic immunological profile which is represented by a
characteristic balance between proinflammatory cytokines and anti-inflammatory
signals. The objective of the present study was to promote a review of treatment and
relapse, addressing immunological aspects of the disease. Furthermore, the present
work aimed to demonstrate statistical data of relapse in several types of treatment.
Keywords: Leishmania, immunology, cytokines, ACL.
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4.3 INTRODUCAO

O tratamento para a LTA possui diversos desafios, esses principalmente
relacionados a toxicidade das drogas utilizadas, falha terapéutica em pacientes
imunodeprimidos, recidiva e resisténcia dos microrganismos (LIMA et al., 2007). A
recidiva ocorre devido a persisténcia do microorganismo ocasionada pela reativagdo
de um estado latente (MENDONCA et al., 2004).

As recidivas na leishmaniose podem indicar a selecdo de parasitas
resistentes ao tratamento, motivo pelo qual é vedado o tratamento de animais com
drogas utilizadas no tratamento humano (BRASIL, 2006).

Porcentagens variadas de recidiva da doenga foram relatadas na literatura,
com variacdo de 5% a 33% (STRATIGOR, 1980). A leishmaniose recidivante (LR),
deve ser diferenciada da leishmaniose cutanea crénica, pois nesse caso, hdo ha
remissao completa da leséo (BERLIN, 1940).

O desenvolvimento desta forma clinica é discutido por diversos autores,
porém € de consenso, que a resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro, tem
relacdo direta com a recidiva. Dentre 0s mecanismos imunolégicos, podemos citar
gue a modulacdo da atividade antimicrobiana do hospedeiro, a sintese de citocinas
inibidoras, a diminuicdo da atividade das células T e pelo fato do microrganismo se
refugiar no interior celular pode acarretar em uma diminuicdo da resposta imune
(BELKAID et al., 2002).

Objetiva-se revisar alguns tipos de tratamentos, abordar aspectos
imunoldgicos da doenca, expondo a ocorréncia ou ndo de recidiva nos protocolos

terapéuticos.
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Recidiva x Recorréncia

Na recidiva, a reativacdo da lesdo é o mecanismo mais provavel, onde se
encontra as mesmas caracteristicas fenotipicas e genotipicas do parasito é
observada na lesdo primaria e na nova lesdo (SARAVIA et al., 1990). Em casos de
recidiva devem-se descartar possiveis reinfec¢des, que caracterizam a recorréncia
da doenca, principalmente em areas onde a leishmaniose é endémica (MENDONCA
et al., 2004).

Persisténcia do microrganismo

De acordo com Oliveira-Neto et al. (1998) a causa de recidiva, provavelmente
ocorre pela persisténcia do parasito no local da leséo. A persisténcia do parasito foi
observada apds a cura clinica das lesdes em humanos (SCHUBACH et al., 1998), e
a recidiva ocorre apds uma reativacdo destes microrganismos (CANNAVO et al.,
2000), ja Mendonca et al. (2004) demonstraram uma alta presenca do DNA de
Leishmania nas lesdes curadas, foram observadas presenca de formas amastigotas
no foco inflamatério em algumas amostras e em torno de 10 % dos casos foram
isolados em cultura, esta que posteriormente foi inoculada em hamsters onde
observou-se desenvolvimento das lesGes caracteristicas da doenca, o que

demonstra a persisténcia e viabilidade do parasito nas lesdes do pos cura.

Imunologia

Os neutréfilos possuem funcdes no inicio da infec¢cdo, sdo as células
responsaveis pela primeira atividade fagocitaria da Leishmania dando inicio a
secrecao de citocina IL-8 com funcéo de aumentar a migracao de neutrdéfilos para o
sitio de infeccao, de interagir com macrofagos e estimular a producao de interferon-
gama (IFN-y) e apds apoptose ocorre liberagdo de diversas citocinas, promovendo a
ativacao das células T (AWASTHI et al., 2004). Outro tipo celular que contribui com a
ativacdo das células T sdo as ceélulas dendriticas, estimulando a producdo de
citocinas como a interleucina 10 (IL-10), a interleucina 12 (IL-12) e IFN-y (Ql et al.,
2003).
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A resposta imune associada a célula T é o principal mecanismo de defesa
associado a leishmaniose (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). Em destaque nessa
doenca temos as subpopulacdes de linfocitos T helper 1 (Th1l) que produz interferon-
gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2), com a funcdo de ativar outros linfocitos e
macréfagos e a de linfécitos T helper 2 (Th2), produzindo as citocinas anti-
inflamatodrias interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10), além

de ativar linfécitos B aumentando a producao de anticorpos (GOLDSBY et al., 2000)

Na leishmaniose tegumentar, a resposta imunoldgica, acarreta em uma
elevada producédo de IFN-y e TNF-a, a patogénese da lesdo da Leishmaniose esta
diretamente relacionada com a relacéo entre interferon-gama (IFN-y) e interleucina-
10 (IL-10), sendo que a baixa relacédo indica um prognadstico favoravel da doenca, ou
seja, baixos niveis de IL-10 ndo séo capazes de promover uma eficaz modulacéo na
producdo de IFN-y, pois as mesmas citocinas envolvidas com a morte do parasito
pode provocar danos ao tecido e formacao da lesdo (GOMES-SILVA et al., 2007).

Pacientes que apresentam a forma recidivante da doenca possuem uma alta
concentracdo de IFN-y e uma baixa concentracdo da citocina antinflamatoria IL-10
(TUON et al., 2008)
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Eficacia e recidiva dos tratamentos

Diversas publicagdes mostram tipos de tratamento que tém sido utilizados na
busca da cura da Leishmaniose, sendo que a recidiva € uma barreira constante
nessas tentativas (TABELA 01). A incapacidade de cura estéril pode acarretar na
recidiva da doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

TABELA 1. Diversos tipos de tratamento para leishmaniose tegumentar,

porcentagem de recidiva e periodo de recidiva no poés tratamento.

AGENTE % DE PERIODO DE
AUTOR/ANO TRATAMENTO ENVOLVIDO RECI- RECIDIVA POS
DIVA TRATAMENTO
Tratamento tépico L . L. major (135 d|a§),
EL-ON E 12% de . major; L.mexicana (12_0 dias),
HAMBURGER  paramomicina e L"'mex'ca”a! 50% L. panamensis (25
. panamensis, dias)
(1987) 15% de cloreto de L .
metilbenzeténio . amazonensis L. amazonenses (14
dias).
Cetoconazol (600
SA'(El'\éég)t al. " hg/dia por 28 NI 9% 2 meses
dias
AREVALO etal. Imiguimod creme N
(2006) 7.5% NI 33% 1-3 meses
GeAt‘Nafl(\Iz%é%X Pentamgj:(nga V. 4 L. guyanensis 33% 3-6 meses
Trat. 1
' ter”%?;f”;p'a’ L.(V) Trat. 1,
LOPEZ et al. antimoni.ato de panamensis, 4.1%, NI
(2012) . L. (V) Trat. 2,
meglumine IM 20 brazililensis 3%
mg sb5/kg por 20
dias.
Trat. 1
Anfotericina B 3 Trat. 1,
SOLOMON et mg/kg Trat. 2 L. (V) 3%, NI
al. (2012) estibogluconato brazililensis Trat.2,
de sadio 20 10%
mg/kg

*NI. Nao informado na publicacao.

Os antimoniais pentavalentes, sdo as drogas de primeira escolha para o
tratamento da LTA em humanos (OLIVEIRA et al., 2011), Solomon et al. (2012),
demonstraram atividade de uma droga pertencente a este grupo de 70% na cura da
LTA, apresentando indice de recidiva de 29%. Ja Netto et al. (1990), observaram

recidiva inferior 10% quando utilizou outra droga deste mesmo grupo, enguanto
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Lopez et al. (2012), observaram indices de recidiva ainda menores com 3%. As
terapias antifungicas mencionadas no presente trabalho, apresentaram indices de
sucesso terapéutico relevante, mesmo sendo a droga de segunda escolha no
tratamento da LTA (OLIVEIRA et al., 2011), 89% de cura foram os achados do
estudo feito por Sousa et al. (2011), utilizando fluconazol. Solomon et al. (2012)
observaram 85% de cura com a anfotericina B lipossomal, com apenas 3% de
recidiva, Indices mais altos de 9% de recidiva foi observado em estudo feito por
(SAENZ et al., 1990).

Outra droga bastante pesquisada atualmente é a miltefosina, diversos autores
estudam sua acdo no tratamento da LTA, porém a recidiva € pouco abordada nestes
trabalhos, Soto et al. (2008), observaram 88% de cura clinica da LTA em pacientes
na Bolivia, achados semelhantes foram encontrados por Van Thiel et al. (2010), que
com percentual de 88,2%, Vélez et al. (2010), observaram 69,8%, Machado et al.
(2010) com 75% e Chrusciak-Talhari et al. (2011) com 71,4% de cura clinica.

Trabalhos demonstrando terapias topicas sao divididos, nos que utilizam
medicamentos ou agentes fisicos como o calor topicamente. Ahuja et al. (2012)
utilizaram radio frequéncia induzindo calor para remissédo das lesbes cutaneas, em
cées, com regressao completa da lesdo em 45 dias, ndo observaram recidiva em 16
meses apoOs o0 tratamento. A utilizacdo topica de medicamentos como, uma
formulacdo de paramomicina e gentamicina em base hidrofilica obteve 94% de cura
no grupo tratado, ndo observando recidiva nos 180 dias pos-tratamento (BEN
SALAH et al.,, 2009). J& Alavi-Naini, (2008), utilizaram morfina topicamente no
tratamento da LTA, explorando a acdo imunomoduladora deste farmaco.
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4.4, CONCLUSAO

Em concluséo, todos estes achados despertam ainda mais a curiosidade dos
pesquisadores quanto a acdo dos farmacos diante a LTA, a relevante e necessaria
cura estéril, a persisténcia de parasitos resistentes e os indices de recidiva, estando

todos estes fatores relacionados inquestionavelmente com a imunologia do paciente.
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