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RESUMO

RECHINELLI PASSOS, STELA. Tratamento clinico da Leishmaniose
Tegumentar Americana canina com furazolidona e domperidona. 2014.
37p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2014.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA ) é um problema de saude
publica em paises da América subtropical. A eutanasia de cdes infectados nédo
€ obrigatéria como na leishmaniose visceral, e o tratamento desses animais
com farmacos utilizados para tratamento humano da leishmaniose é proibido.
Objetivou-se com o presente estudo avaliar a eficacia do tratamento com
furazolidona e domperidona em cdes sintomaticos para LTA causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis. A confirmacdo da infeccéo foi realizada por
cultura do parasita a partir de amostra de tecido coletada da borda da lesdo e
PCR de amostra da cultura. Apés um periodo de adaptacdo de 60 dias, 0s
animais foram divididos em grupo controle (n = 4) e grupo tratado (n = 8). O
grupo tratado recebeu furazolidona durante 21 dias, intercalada com
domperidona durante 10 dias. Os cdes que ndo mostraram remissao da lesao
durante este periodo receberam novamente o mesmo ciclo de tratamento até
um total de 93 dias. Entre os oito animais tratados, sete (87,5%) apresentaram
remissdo da ferida apds o tratamento. O animal que ndo obteve cura clinica
apresentou reducdo de medidas da lesdo 93 dias de tratamento. Todos os
animais foram observados durante 12 meses ap0s o inicio da administracéo
dos farmacos. Nao observou-se recidiva de lesdes nos animais em que houve
sua remisséo ou autocura nos animais do grupo controle durante este periodo.
Nossos dados sugerem que o tratamento com furazolidona e domperidona é
eficaz para o tratamento das lesGes de caes sintomaticos para LTA causada

por L. (V.) braziliensis.

Palavras-chave: cdes; Leishmania; tratamento.



ABSTRACT

RECHINELLI PASSOS, STELA. Clinical treatment of canine Cutaneous
Leishmaniasis with furazolidone and domperidone. 2014. 37p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2014.

American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a public health problem in
countries of sub-tropical America. Euthanasia of dogs affected is not obligatory
as in visceral leishmaniasis, though treatment with drugs for human treatment is
prohibited and there is no treatment recommended. The aim of this study was to
evaluate the efficacy of treatment with furazolidone and domperidone in dogs
symptomatic for ACL caused by Leishmania (Viannia) braziliensis. Confirmation
of infection was performed by PCR and parasite culture from tissue collected
from lesion limit. After adaptation period of 60 days, the animals were divided
into a control group (n = 4) and treated group (n = 8). The treated group
received furazolidone treatment for 21 days interspersed with domperidone for
10 days. The dogs that showed no lesion remission during this period received
again the same treatment cycle up to 93 days. Among the eight treated animals,
one dog showed no one lesion remission after treatment. All animals were
observed for 12 months after treatment. There was no recurrence of injury to
the animals in it was forgiveness, neither self-healing in the control group during
this period. The animal that had no wound healing showed reduction of injury
measures after treatment. Our data suggest that furazolidone and domperidone
administration is effective for wound healing of symptomatic dogs for ACL

caused by L. (V.) braziliensis.

Keywords: dogs; Leishmania; treatment.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose que
representa um problema de saude publica na América Subtropical, inclusive no
Brasil (CUPOLILLO et al., 2003; BRITO et al., 2009). Seus agentes causadores
sdo protozoarios intracelulares do género Leishmania, divididos nos
subgéneros Viannia e Leishmania (SILVEIRA et al., 2009).

Esta doenca envolve 0 homem e animais domésticos como hospedeiros,
animais silvestres como reservatorios e flebotomineos do género Lutzomyia
seus principais vetores bioldégicos nos paises do Novo Mundo (DANTAS-
TORRES, 2007).

O papel do cdo no ciclo da enfermidade ainda representa motivo de
guestionamento entre pesquisadores, principalmente quanto ao risco deste
atuar como animal reservatério, servindo de fonte de infeccdo para os insetos
vetores, e consequentemente para humanos (FALQUETO et al.,, 2003;
DANTAS-TORRES, 2007).

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2010), ndo sédo recomendadas
acOes de controle dos animais domésticos com LTA, jaA que estes ndo sao
entendidos como reservatérios das espécies causadoras da doenca. Por outro
lado, o tratamento dos animais acometidos ndo é permitido com drogas para
tratamento da leishmaniose em humanos, a fim de evitar resisténcia parasitaria
a estes farmacos.

Assim, os animais acometidos pela doenca permanecem com as lesbes
até que ocorra autocura ou agravamento das mesmas, comprometendo seu
bem estar. Além disso, as lesBes ficam expostas aos flebotomineos em areas
peridomiciliares, possibilitando a infec¢do destes vetores, ainda que em valores
insuficientes para manutengdo do ciclo domeéstico da doenca (VEXENAT,;
BARRETTO; ROSA, 1986).

Drogas como a furazolidona e domperidona ndo sao preconizadas para
o tratamento da leishmaniose humana pelo Ministério da Saude (BRASIL,

2010). Tais farmacos podem ser testados para tratamento da LTA nos animais
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domésticos, considerando-se que diferentes espécies podem apresentar
respostas distintas a um mesmo farmaco.

A furazolidona é um derivado nitrofurano com acgéo antibacteriana e
antiprotozoaria ndo preconizada para o tratamento da leishmaniose em
humanos. Sua atividade contra protozoarios do género Leishmania esta
relacionada a alteracdes morfolégicas e perda de organelas, principalmente
membrana nuclear e mitocondria (REIMAO; TANIWAKI; TEMPONE, 2010).
Possui metabolizacédo intestinal, biotransformacdo hepatica e excrecdo renal
(VROOMEN et al., 1990). Esta droga provocou reducdo na concentracdo de
formas amastigotas de Leishmania (L.) chagasi no figado e baco de hamsters
infectados quando administrada para tratamento de LV (TEMPONE et al.,
2010).

A domperidona é um antagonista de receptores D,, utilizada em
humanos e animais por seus efeitos gastrocinéticos e antieméticos. Como
efeito secundario, esta droga ativa a resposta imune celular por promover um
aumento da concentracdo de prolactina sérica. Além de sua principal funcéo
como estimulante da producdo de leite em mamiferos, a prolactina €
classificada como uma citocina pré-inflamatéria derivada de linfocitos,
possuindo assim papel central na resposta imune (HINTERBERGER-
FISCHER, 2000). Em estudo realizado por Gomez-Ochoa et al. (2009), a
domperidona apresentou eficacia na reducdo de sinais clinicos e titulo de
anticorpos em caes naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum.

Objetivou-se com este trabalho verificar a eficacia do tratamento clinico
com furazolidona e domperidona de cées sintomaticos para LTA provocada por

Leishmania (Viannia) braziliensis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose

A leishmaniose € uma zoonose de ocorréncia mundial. Apesar de
representar um grave problema de saude publica principalmente em paises em
desenvolvimento, esta entre as doencas infecciosas mais negligenciadas
(BANULS et al., 2011).

Anualmente, a incidéncia global se aproxima de dois milhdes de novos
casos (1,5 milhdo para leishmaniose cutanea e 500.000 para leishmaniose
visceral) (MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010). A doenca é
endémica em 98 paises ou territorios, e estima-se que 350 milhdes de pessoas
residam em areas de risco de infecgdo (GRIMALDI JUNIOR. et al., 2012).

Uma forma de classificacdo da leishmaniose € sua divisdo geogréfica,
em doenca do Novo ou Velho Mundo. As espécies de Leishmania do Velho
Mundo sdo endémicas na Africa, Asia, Oriente Médio e Mediterraneo. No Novo
Mundo, ocorre do Texas a América do Sul (MITROPOULOS; KONIDAS;
DURKIN-KONIDAS, 2010).

A leishmaniose pode levar ao desenvolvimento de trés formas clinicas
em humanos: a leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea e leishmaniose
mucocutanea (BARRATT et al.,, 2010), havendo formas atipicas e variantes
dentre estas trés manifestacdes tipicas (BANULS et al., 2011).

A apresentacdo clinica e sua gravidade dependem de fatores como a
espécie de Leishmania envolvida, o local da inoculagéo, o nimero de parasitas
inoculados e o estado imunologico do hospedeiro (MITROPOULQOS; KONIDAS;
DURKIN-KONIDAS, 2010).

Leishmaniose visceral é causada por L. (L.) chagasi, sinbnimo para L.
(L.) infantum (DANTAS-TORRES, 2007). E a forma mais agressiva da doenca,
invariavelmente fatal sem tratamento (BANULS et al., 2011). A LV promove um
quadro de febre recorrente, caquexia, hepatoesplenomegalia e/ou
linfadenopatias e pancitopenia, particularmente anemia (BARRATT et al.,
2010).
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Lesbes cutaneas podem se desenvolver no local da picada do
flebotomineos (BANULS et al., 2011). O periodo de incubac&o do agente pode
variar de semanas a anos (BARRATT et al., 2010). Sua verdadeira incidéncia
pode ser subestimada pela falta ou erro de diagndstico, sendo diagnosticada
erroneamente como malaria. Tais falhas no diagnostico levam ao aumento de
casos fatais (ALVAR et al., 2008).

Leishmaniose cuténea esté relacionada no Novo Mundo a infec¢ao por
espécies como L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) lainsoni, L. (L.) mexicana, L. (V.) peruviana, L. (L.) venezuelensis, L. (V.)
panamensis, L. (L.) pifanoi e L. (L.) garnhami (BARRATT et al., 2010).

Manifesta-se tipicamente com Ulceras bem delimitadas com bordas
elevadas na pele. Manifestacdes atipicas incluem ndodulos, placas ou papulas
(BARRATT et al.,, 2010). Geralmente sao indolores se ndo houver infeccdo
secundéria, e podem se desenvolver de semanas a meses apos a picada do
vetor (MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010). A LC pode
ocorrer nas formas localizada ou difusa, dependendo de fatores inerentes aos
agentes etiolégicos e aos hospedeiros (BANULS et al., 2011).

A leishmaniose mucocuténea (LMC) é causada por algumas espécies
de Leishmania restritas ao Novo Mundo. L. (V.) braziliensis é frequentemente
associada, porém hé relatos de envolvimento por L. (V.) panamensis e L. (V.)
guyanensis (BANULS et al., 2011).

Pode ocorrer concomitantemente a forma cutanea ou, mais comumente,
de meses a anos apos a cura das lesbes da LC (BARRATT et al., 2010).

As lesbBes provocadas nas regibes mucosas criam um grande
desconforto ao paciente pela desfiguracio da face (BANULS et al., 2011). Se a
doenca evolui sem tratamento, promove mutilacdo e destruicdo das mucosas
acometidas. Em geral, falhas no tratamento e recidivas séo comuns (REVEIZ et
al., 2013).

Normalmente, as lesdes se desenvolvem a partir do local de inoculagéo
pelo flebotomineo iniciando-se como macula, desenvolvendo-se para papula e
originando um noédulo que aumenta progressivamente e ulcera (REVEIZ et al.,
2013).
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2.2 Ciclo de vida do parasita

Os protozoarios do género Leishmania apresentam-se como
amastigotas intracelulares no hospedeiro vertebrado, e promastigotas
extracelulares em seus vetores bioldgicos, os insetos flebotomineos
(KAMHAWI, 2006).

A infeccdo do vetor ocorre pela ingestdo de sangue contendo
macrofagos infectados por formas amastigotas. No tubo alimentar do vetor, as
amastigotas diferenciam-se em pequenas promastigotas prociclicas com
flagelos curtos, e iniciam sua multiplicagdo (KAMHAWI, 2006).

As promastigotas prociclicas aderem ao epitélio do tubo digestivo do
flebotomineo (KILLICK-KENDRICK, 1990), onde passam pela
metaciclogénese, processo no qual sofrem modificacdes bioquimicas em sua
superficie, tornando-se metaciclicas. No processo perdem a capacidade de
adesdo ao epitélio intestinal do vetor. Destacando-se do epitélio, migram para a
cavidade bucal do inseto, de onde séo transmitidas ao hospedeiro durante o
préximo repasto sanguineo (BRASIL, 2010).

As formas metaciclicas sdo o0 estagio infectante, e sdo altamente
adaptadas para a transmissdao a mamiferos hospedeiros. Possuem flagelo
alongado, e séo resistentes a lise mediada por complemento (KAMHAWI,
2006).

A transmissdo do protozoario para os hospedeiros € realizada pelo
repasto sanguineo de fémeas infectadas de flebotomineos. Estes vetores séo
flebotomineos do género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho
Mundo (WHO, 2010).

As formas promastigotas de Leishmania s&o inoculadas no local da
picada, onde penetram no interior de macréfagos, neutréfilos ou células
dendriticas. Apesar de se relatar o processo de entrada do parasita no meio
intracelular por fagocitose, acredita-se atualmente que este seja mais
complexo, envolvendo uma série de complexas interagdes celulares entre
parasita e hospedeiro (BARRATT et al., 2010).

Apos formacéo do fagolisossomo na célula hospedeira, as promastigotas
passam a apresentar flagelo interno inaparente e tornam-se formas

amastigotas (BARRATT et al., 2010). Estas se reproduzem por fissdo binéria,
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eventualmente destruindo a célula hospedeira e afetando diferentes tecidos
(MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010).

As lesBes da LTA ocorrem devido a replicacdo de formas amastigotas do
parasita nos fagocitos da pele. Na LV, as amastigotas replicam-se no interior
dos fagdcitos do figado, baco e medula éssea, originando a doenca. Ja no caso
da LMC, os protozoarios migram da pele por meio da circulacdo sanguinea ou
linfatica até as membranas mucosas acometidas (BARRATT et al., 2010).

O estabelecimento da infeccdo depende de fatores como a resposta
imunologica celular do hospedeiro e principalmente da especificidade do
antigeno de Leishmania, associado a sua capacidade de interacdo com as

células dendriticas do organismo infectado (SILVEIRA et al., 2009).

2.3 Leishmaniose Tegumentar Americana

Nas Américas, a leishmaniose cutdnea € endémica na area entre o
México e Argentina, onde recebe o nome de Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA). A estimativa do numero de casos humanos varia entre
187.200 a 307.800 (REVEIZ et al., 2013).

A LTA pode ser a manifestacédo clinica de leishmaniose de mais dificil
diagnéstico devido a grande possibilidade de formas atipicas de lesGes
(BANULS et al., 2011). O diagndstico diferencial inclui esporotricose, ectima,
blastomicose, neoplasia, infeccdo atipica por micobactéria, sarcoidose,
tuberculose cutanea, miiase, reacdo a picada de insetos e antraz cutaneo
(MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010).

Entre seus diversos agentes etiologicos, Leishmania (Viannia)
braziliensis € o de maior frequéncia e distribuicdo geografica. Ainda assim, seu
ciclo de vida ainda ndo esta completamente elucidado devido a grande
variacdo de espécies de vetores, hospedeiros, reservatorios e biotopos
envolvidos (GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

A doenca causada por esta espécie de protozoario inicialmente
relacionava-se ao meio silvestre, estando associada a penetragdo humana em
areas florestais (DANTAS-TORRES, 2007). Por isso, acredita-se que animais
silvestres sejam seus reservatérios naturais (QUARESMA et al., 2011).
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A interferéncia humana em areas naturais levou a adaptacao dos ciclos
de transmisséo a estes novos ambientes, observando-se a ocorréncia da LTA
também em areas rurais ou urbanas (FALQUETO et al., 2003; SCHALLIG et
al., 2007).

Além da adaptacdo dos vetores, para manutencdo do ciclo de
transmissdo, sugere-se que animais sinantrépicos e domésticos tenham
assumido o papel de reservatoérios nestes locais (DANTAS-TORRES, 2007).

Acredita-se que estes novos ciclos de transmissdo sejam mantidos por
um conjunto de espécies de pequenos mamiferos sinantrépicos como roedores
e marsupiais no caso da LTA (BRANDAO-FILHO et al., 2003).

Atualmente, apesar de animais sinantrépicos como o rato-preto (Rattus
rattus) haverem sido identificados como reservatorios da LTA na transmissao
urbana e peri-urbana, os reservatorios naturais de L. (V.) braziliensis ainda néo
sé&o bem conhecidos (QUARESMA et al., 2011).

2.4 O cao e aleishmaniose

O cao é apontado como principal responsavel pela disseminacao e
manutencdo da LV no meio doméstico (GRIMALDI JUNIOR et al., 2012).
Entretanto, medidas de controle da doenca baseadas apenas na eutanasia de
cdes soropositivos ndo resultaram em interrup¢éo do ciclo zoonético da doenca
em seus locais de implantacio (DIETZE et al., 1997; GRIMALDI JUNIOR et al.,
2012), sugerindo que este ndo seja o principal reservatorio em meio doméstico,
apesar de obviamente auxiliar na manutencdo do ciclo de transmisséo
(DANTAS-TORRES et al., 2007).

Quanto a sua participacao no ciclo de transmissao da LTA, esta ainda é
controversa. Enquanto alguns autores defendem a ideia de que o cdo seja
reservatorio também para a LTA, outros afirmam que isto ndo ocorre, ja que
sua infecciosidade para flebotomineos antropofilicos é aparentemente baixa
(FALQUETO et al., 2003; DANTAS-TORRES, 2007).

A carga parasitaria na pele de cées infectados com L. (V.) braziliensis é
baixa se comparada a de humanos infectados (PADILLA et al., 2002). Sua

infecciosidade para flebotomineos transmissores da LTA também mostrou-se
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baixa, sendo observada infeccdo desses vetores somente em condicdes
experimentais onde o repasto sanguineo foi feito diretamente na lesdo. Na pele
integra dos animais infectados ndo observou-se infec¢do dos flebotomineos
(VEXENAT; BARRETTO; ROSA, 1986).

Segundo o Ministério da Saude, ndo sdo recomendadas acbes de
controle dos animais domésticos ou silvestres com LTA, ja que estes ndo sédo
entendidos como reservatérios desta manifestacao de leishmaniose. Por outro
lado, o tratamento dos animais acometidos ndo é permitido com drogas para
tratamento humano da doenca, a fim de evitar resisténcia parasitaria a estes
farmacos (BRASIL, 2010).

Assim, 0s animais sintomaticos para LTA convivem lesfes dolorosas e
passiveis de contaminacdo secundaria até que ocorra autocura ou
agravamento, comprometendo seu bem estar (BARRATT et al., 2010). Além
disso, as les@es ficam expostas aos flebotomineos em areas peridomiciliares,
possibilitando a infeccdo destes vetores, ainda que em baixas proporcdes
(VEXENAT; BARRETTO; ROSA, 1986).

2.5 Diagndéstico canino

Um diagnéstico de LTA baseado apenas em aspectos clinicos e
epidemioldgicos ndo é preciso, ja que podem coexistir em areas endémicas
outras doencas que apresentem lesdes de aspectos similares como a
esporotricose, Ulceras bacterianas, carcinoma e lepra (GARCIA et al., 2007).

Para ser confidvel, a confirmacdo da infeccdo por Leishmania
frequentemente requer métodos integrados de diagndstico clinico e testes
laboratoriais especificos. O diagndstico clinico deve ser baseado no histérico
do animal, exame fisico minucioso e exames de rotina como hemograma e
perfis bioquimicos (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O diagnostico laboratorial da leishmaniose pode ser feito por métodos
parasitolégicos, imunolégicos ou soroldgicos (BRASIL, 2010).

Métodos parasitologicos incluem o esfregaco de aspirados do baco,
medula Ossea, linfonodos, figado e isolamento em cultura ou em animais

susceptiveis. O diagnéstico por meio de inoculacdo animal, utilizado com
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sucesso para o diagnostico de infec¢des por outras espécies de Leishmania,
nao mostra efetividade para o diagnostico de infec¢des por L. (V.) braziliensis
(BRANDAO-FILHO et al., 2003). Estes n&o sido considerados os métodos de
eleicdo, ja que seu resultado pode ser influenciado pela préatica do examinador,
presenca de infeccdo secundaria e a ndo observacdo do parasita ndo exclui a
possibilidade de infeccdo do animal (MEDEIROS et al., 2008). A probabilidade
deste tipo de diagnostico diminui com a evolucdo da doenca, sendo raro apés
um ano (BRASIL, 2010).

Dentre o0s exames imunolégicos, podem ser realizados testes
sorologicos como a IFl (Imunofluorescéncia Indireta) e ELISA (Ensaio
Imunoenzimético). A IFI ndo deve ser utlizada como Unico teste para
diagnéstico da LTA, devendo ser associada a exames parasitologicos por sua
baixa especificidade (BRASIL, 2010). Ja a técnica de ELISA apresentou maior
sensibilidade se comparada aos diagndésticos realizados por meio de IFI,
pesquisa de Leishmania em biopsia de pele ou mucosa e PCR (FERREIRA et
al., 2006).

Como exame molecular, a PCR vem se tornando um importante método
de diagnéstico, ja que possui alta sensibilidade e permite um diagndstico
preciso da espécie de parasita envolvida (MITROPOULOS; KONIDAS;
DURKIN-KONIDAS, 2010). Este teste mostrou-se mais sensivel que a
microscopia direta para deteccdo do parasita em humanos com leishmaniose

cutanea provocada por Leishmania major (ANDRESEN et al., 1996).

2.6 Tratamento

As variaveis inerentes a ocorréncia da LTA ainda s&o fatores limitantes
para seu tratamento. Isto se deve ao polimorfismo de suas manifestacdes
clinicas, a variedade de espécies causadoras e diversidade dos ciclos de
transmissao e areas geograficas (ROMERO et al., 2001).

Atualmente, os farmacos de eleicdo para o tratamento da LTA humana
sdo os antimoniais pentavalentes (BUMB; SATOSKAR, 2011). Sua atividade
leishmanicida se deve a interferéncia que provocam na glicélise e oxidag¢do dos

acidos graxos nas formas amastigotas de Leishmania. Dois farmacos podem
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ser empregados para o tratamento — 0 antimoniato de N-metilglucamina e o
estibogluconato de sdédio, porém apenas o primeiro € comercializado no Brasil
(BRASIL, 2010).

Essas drogas apresentam elevada toxicidade para os pacientes, e sua
administracdo € dificultada por requerer via intravenosa ou intramuscular, e
resisténcia parasitdria vem sendo relatada por todo o mundo (BUMB;
SATOSKAR, 2011).

A dose e duracao do tratamento variam de acordo com a manifestacéo
da LTA (cutanea, difusa ou mucocutanea). A duracdo minima recomendada é
de 20 dias (30 para a LMC). Para padronizacdo do tratamento, a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) recomenda que a dose do antimonial seja calculada
em mg/kg/dia (ROMERO et al., 2001).

A utilizacdo do antimoniato de N-metilglucamina ndo € recomendada em
pacientes acima de 50 anos, gestantes, cardiopatas, nefropatas, hepatopatas e
portadores de Doenca de Chagas (BRASIL, 2010). Nestes casos, entre 0s
farmacos de segunda escolha estd a anfotericina B, antibiotico com acéo
leishmanicida em modelos experimentais, porém sua acdo em humanos ainda
ndo € bem esclarecida (BUMB; SATOSKAR, 2011).

Antifingicos como fluconazol, cetoconazol e itraconazol vém sendo
propostos para o tratamento da leishmaniose cutanea (BUMB; SATOSKAR,
2011).

2.7 Furazolidona

A furazolidona é um derivado nitrofurano utilizado ha mais de 40 anos
para o tratamento de infeccbes em humanos e animais, devido a sua atividade
antibacteriana e antiprotozoaria (ALl, 1999). Sua principal utilizacdo para
humanos esta no tratamento de tricomoniase, célera, giardiase, e infecgbes por
Helicobacter pylori (GRAHAM et al., 2000; REIMAO; TANIWAKI; TEMPONE,
2010).

Esta droga sofre consideravel metabolizagéo intestinal. Seus metabdlitos

no intestino podem inibir algumas fung¢des intestinais, como transporte de sodio
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(ALI, 1999). Sua biotransformacéo € hepatica, e excrecéo renal (VROOMEN et
al., 1990).

Como efeitos adversos, estudos realizados com aves de producao
relatam principalmente degeneracdes no sistema reprodutivo masculino e
feminino (ALI, 1999), sinais neurolégicos (ZAMAN et al., 1995) e
hepatotoxidade (ARBID; HABBAK; HANAFY, 1990).

Em testes in vitro, a furazolidona mostrou atividade leishmanicida sobre
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) major e
L. (L.) chagasi. Tal atividade esta relacionada a alteragcbes morfolégicas e
perda de organelas, principalmente na membrana nuclear e mitocondria
(REIMAO; TANIWAKI; TEMPONE, 2010).

2.8 Domperidona

A domperidona é um antagonista de receptores D, utilizado em humanos
e animais por seus efeitos gastrocinéticos e antieméticos (MEULDERMANS, et
al., 1981).

Esta droga ativa a resposta imune celular por promover um aumento da
concentracdo de prolactina sérica. Além de sua principal funcdo como
estimulante da producdo de leite em mamiferos, a prolactina € classificada
como uma citocina proé-inflamatéria derivada de linfécitos, possuindo assim
papel central na resposta imune (HINTERBERGER-FISCHER, 2000).

Em estudo realizado por Gomez-Ochoa et al. (2009), a domperidona
apresentou eficacia na redugéo de sinais clinicos e titulo de anticorpos em cées
naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum.

Sua metabolizacdo é hepatica, e excrecao € principalmente fecal, porém
também urinaria (MEULDERMANS et al., 1981).
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5.1. Abstract

American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a public health problem in
countries of sub-tropical America. Euthanasia of dogs affected is not obligatory
as in visceral leishmaniasis, though treatment with drugs for human treatment is
prohibited and there is no treatment recommended. The aim of this study was to
evaluate the efficacy of treatment with furazolidone and domperidone in dogs
naturally infected and symptomatic for ACL caused by Leishmania (Viannia)
braziliensis. Confirmation of infection was performed by PCR and parasite
culture from tissue collected from wound limit. After adaptation period of 60
days, the animals were divided into a control group (n = 4) and treated group (n
= 8). The treated group received furazolidone treatment for 21 days
interspersed with domperidone for 10 days. The dogs that showed no wound
healing during this period received again the same treatment cycle up to 93
days. Among the eight treated animals, only one dog showed no wound healing
after treatment. For evaluation of recurrence of lesions of treated animals or
self-healing of the control group, all animals were observed for 12 months after
treatment. There was no recurrence of injury to the animals in it was healed,
neither self-healing in the control group during this period. The animal that
received no clinical cure showed reduction of wound measures after treatment
completion. Our data suggest that treatment with furazolidone and domperidone

is effective for symptomatic dogs for ACL caused by L. (V.) braziliensis.

Keywords: Leishmania, treatment, domperidone, furazolidone, dogs, skin

ulcers.

5.2. Resumo

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA ) é um problema de saude
publica em paises da América subtropical. A eutanasia de caes infectados nao
€ obrigatéria como na leishmaniose visceral, e o tratamento desses animais
com farmacos utilizados para tratamento humano da leishmaniose € proibido.

Objetivou-se com o0 presente estudo avaliar a eficacia do tratamento com
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furazolidona e domperidona em cées sintomaticos para LTA causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis. A confirmacdo da infeccéo foi realizada por
cultura do parasita a partir de amostra de tecido coletada da borda da leséo e
PCR de amostra da cultura. Apés um periodo de adaptacdo de 60 dias, 0s
animais foram divididos em grupo controle (n = 4) e grupo tratado (n = 8). O
grupo tratado recebeu furazolidona durante 21 dias, intercalada com
domperidona durante 10 dias. Os cdes que ndo mostraram remissao da leséo
durante este periodo receberam novamente o mesmo ciclo de tratamento até
um total de 93 dias. Entre os oito animais tratados, sete (87,5%) apresentaram
remissdo da ferida apds o tratamento. O animal que ndo obteve cura clinica
apresentou reducdo de medidas da lesdo 93 dias de tratamento. Todos o0s
animais foram observados durante 12 meses ap0s o inicio da administracéo
dos farmacos. Nao observou-se recidiva de lesdes nos animais em que houve
sua remissdo ou autocura nos animais do grupo controle durante este periodo.
Nossos dados sugerem que o tratamento com furazolidona e domperidona é
eficaz para o tratamento das lesGes de cdes sintomaticos para LTA causada

por L. (V.) braziliensis.

Palavras-chave: Leishmania, tratamento, domperidona, furazolidona, cées,

Ulcera.
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5.3. Introducéo

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é um problema de saude
publica em paises da América sub-tropical. No Brasil, a doenca ocorre em todo
o territério, e o agente etioldgico responsavel pelo maior nUmero de casos €
Leishmania (Viannia) braziliensis [1].

Apesar de o cdo ser reservatério para L. (L.) infantum, o0 mesmo né&o
parece ocorrer para L. (V.) braziliensis, pois aparentemente sua infecciosidade
para flebotomineos antropofilicos € baixa [2].

No Brasil, a eutanasia de animais domésticos e silvestres ndo € aceita
como medida de controle para LTA, porém o tratamento de animais infectados
com farmacos com a mesma finalidade em humanos néo € permitido a fim de
evitar resisténcia parasitaria [1].

Assim, animais sintomaticos vivem com lesdes dolorosas e passiveis de
contaminacgao secundaria [3], sem opc¢édo de tratamento.

Objetivou-se com este estudo avaliar a eficacia da furazolidona e
domperidona para o tratamento clinico de cdes sintomaticos e naturalmente

infectados por L. (V.) braziliensis.

5.4. Material e métodos

5.4.1. Animais

Foram utilizados 12 c8es com lesdes caracteristicas de LTA,
identificados inicialmente pela Vigilancia Sanitaria do municipio de funa. Os
animais ndo possuiam raca definida, pertenciam a ambos 0s sexos e
apresentavam idade entre cinco e 12 anos. Os procedimentos descritos no
presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFES (CEUA-UFES), sob o n° 013/2012.

Os cées foram divididos em um grupo controle (n=4) que nao recebeu
tratamento e permaneceu em suas residéncias no municipio de lina; e um
grupo tratado com furazolidona e domperidona (n=8), que foi mantido em canil
particular durante o tratamento.

Todos os cées utilizados no projeto foram submetidos a um periodo de

adaptacdo de 60 dias, nos quais comecaram a receber racdo com teor de
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proteina bruta 21%, desverminacdo com associacdo de febantel, pamoato de
pirantel e praziquantel, e eliminagédo de ectoparasitas com fipronil. Coletou-se
sangue para verificacdo quanto a infeccdo por hemoparasitas (babesiose,
anaplasmose e erliquiose), relizagdo de hemograma completo, perfil renal

(creatinina e ureia) e perfil hepatico (TGO, TGP, GGT e albumina).

5.4.2. Diagnéstico

O diagnéstico da infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis foi
realizado por meio de cultura do parasita e PCR da cultura, realizada a partir
amostra coletada por raspado de tecido da borda da lesdo dos animais
sedados com associacao de quetamina (15 mg/kg IM) e xilazina (2 mg/kg IM) e
anestesia local com 1 ml de lidocaina a 2%. Para deteccdo do parasita nos
animais, realizou-se quatro coletas durante o experimento: antes do inicio do
tratamento (dia 0), e nos dias 120, 240 e 360.

A amostra foi armazenada em microtubo plastico com solucéo fisioldgica
e associacdo de penicilina e estreptomicina até realizacdo de cultura em meio
Novy, MacNeal e Nicolle e Liver Infusion Triptose (NNN/LIT). As culturas foram
mantidas em estufa incubadora refrigerada com demanda bioquimica de
oxigénio (B.0.D.), a 24 + 1°C, durante 30 dias [4]. ApOs este periodo as formas
promastigotas foram avaliadas por microscopia de luz e submetidas a
identificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) para identificagdo da
espécie do protozoario [5], utilizando primers B1 e B2 para amplificacdo de
fragmentos de 750 bp [6].

5.4.3. Tratamento

Verificou-se que a furazolidona em doses de 50 mg/kg/dia [7] provoca
efeitos colaterais como debilidade de membros pélvicos e anorexia em céaes
com até sete dias de tratamento. O mesmo foi observado em dados ndo
publicados para a dose de 40 mg/kg/dia. Assim, utilizou-se no presente estudo
35 mg/kg/dia do farmaco administrados por via oral, fracionados em duas
administracdes a cada 12 horas (Giarlam® comprimidos 200 mg).

A domperidona foi administrada na dose de 1 mg/kg a cada 12 horas,

por via oral (Motilium® comprimidos 10 mg) durante 10 dias [8].
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Todos o0s animais utilizados no experimento tiveram suas lesdes
mensuradas com paquimetro nas duas regides de maior comprimento no dia O
(antes do inicio do tratamento). As mensuragdes no grupo controle foram
realizadas novamente no dia 93. No grupo tratado, as lesGes foram aferidas
semanalmente, juntamente com a pesagem para ajuste de dosagem até o dia
93.

A administragdo dos farmacos foi realizada em ciclos de 31 dias. Os
cées receberam furazolidona nos 21 dias iniciais e domperidona nos 10 dias
finais de cada ciclo. Os animais que ndo apresentaram remissao da leséo
neste periodo receberam novamente o ciclo de tratamento até manifestacéo do
efeito desejado, por até trés ciclos, totalizando 93 dias.

Como os farmacos utilizados apresentam metabolizacdo hepatica e
excrecao renal, apos o tratamento os animais foram avaliados novamente com
hemograma completo, perfil renal e hepético.

Todos os animais foram acompanhados durante o periodo de 12 meses
a partir do dia 0 de tratamento para avaliacdo de possivel recidiva das lesdes

ou autocura dos animais do grupo controle.

5.4.4. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prisma
5.0 (Graph Prism Inc., San Diego, CA). Todos os valores foram expressos
como média + EPM ou mediana (intervalo interquartil), quando apropriado.

O teste de normalidade de Shapiro & Wilk foi realizado para testar a
hip6tese nula de que os erros amostrais apresentavam-se normalmente
distribuidos (Shapiro & Wilk, 1965). Quando os dados ndo se desviaram de
uma distribuicdo Gaussiana (p>0,05), foram avaliados utilizando o teste t
pareado. Caso contrario, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon (W),
teste de Mann-Whitney (U) e teste exato de Fischer, quando apropriado.
P<0,05 foi considerado como estatisticamente significante.
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5.5. Resultados e discussao

5.5.1. Animais

O periodo de adaptacdo 60 dias mostrou-se relevante para padronizar
as condicdes sanitarias, nutricionais e imunoldgicas dos caes. Os animais
foram tratados quanto a infeccéo e infestacédo por parasitas.

Com esta padronizagdo, foi oportunizada a manifestacdo de autocura
dos animais propensos, 0 que ndo ocorreu em nenhum dos animais avaliados.
Este fato indica que a cura clinica das lesbes foi relacionada a acdo dos

farmacos.

5.5.2. Exames laboratoriais

Os principais achados hematologicos iniciais foram trombocitopenia em
50% dos animais, eosinofilia (25%) e anemia (8,33%). Outros autores [9])
observaram também para LTA trombocitopenia em 82,4% dos caes estudados,
eosinofilia (41,2%) e anemia (70,6%).

Avaliando padrées hematoldgicos para LV canina, Medeiros et al. (2008)
[10] relataram valor muito proximo ao do presente estudo de trombocitopenia
(53,1%). Ja para os outros achados hematol6gicos como anemia e eosinofilia,
verificaram 60% e 8,9% dos animais, respectivamente. Dias et al. (2008) [11]
relataram anemia em 27,27% dos caes, e eosinofilia em 40,9%, n&o verificando
trombocitopenia.

N&o se deve descartar que a trombocitopenia observada no presente
estudo decorra da infeccdo por hemoparasitas, jA que apenas o esfregaco
sanguineo ndo fornece um diagnostico preciso da infeccéao [12].

Os exames bioquimicos revelaram ALT acima dos valores de
normalidade em 33,33% dos animais avaliados, assim como GGT elevada em
66,66% ja para Dias et al. (2008) [11] verificou-se aumento nos niveis séricos
de ALT e AST em 63,63% dos animais sem alteragcdes nos valores de GGT.
Para uréia em nosso estudo 16,66% dos animais apresentaram valores abaixo
da referéncia enquanto os autores citados acima observaram em 22,72% dos

animais avaliados.
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Sa80 necessarios mais estudos que determinem o0s parametros
bioguimicos e hematolégicos dos animais sintomaticos para LTA, a fim de
elucidar os reais efeitos dos farmacos sobre o0 organismo dos animais tratados,

levando-se em consideracao os efeitos da infec¢do nestes animais.

5.5.3. Diagnéstico

A identificag&o por cultura do parasita em meio NNN-LIT e os resultados
da técnica de PCR, com ampliagdo de fragmento de 750 bp a partir de
amostras de tecido confirmaram a infeccao por L. (V.) braziliensis, permitindo a
inclusdo dos caes no presente estudo.

A cultura das amostras coletadas para andlise ao longo do presente
estudo nos animais do grupo tratado ndo detectaram o parasita. Entretanto, por
meio da técnica de PCR aplicada ao raspado de tecido cicatricial, pode-se
constatar existéncia de material genético de L. (V.) braziliensis para todos os
animais do grupo tratado em todas as coletas durante o presente estudo.

Mesmo ndo ocorrendo cura estéril dos animais tratados [8], a remisséo
da lesdo € de grande importancia por evitar a possivel contaminacdo de
vetores que se alimentem diretamente da mesma [13]. A persisténcia do
parasito foi observada apdés a cura clinica das lesbes em humanos [1].
Entretanto em estudo de xenodiagndstico realizado por Vexenat, Barretto e
Rose (1986) [13] para os flebotomineos (Lutzomyia whitmani) que realizaram
repasto sanguineo em areas de pele integra dos cdes acometidos por LTA,
nenhum dos 180 flebotomineos desenvolveu formas promastigotas no tubo
digestorio. Ja para os vetores que realizaram repasto diretamente da leséo, as
porcentagens de infeccdo foram de 1,8% para cées infectados naturalmente, e

8,3% para cées infectados experimentalmente.

5.5.4. Tratamento

Entre os oito animais tratados no experimento, sete (87,5%)
apresentaram remisséo total da lesdo (Figura 1). O cao no qual a cicatrizacéo
ndo foi observada apés os 93 dias de tratamento possuia idade avancada.
Possivelmente a auséncia de remissado da ferida deve-se a imunossupressao

esperada em animais idosos.



Figura 1 — Imagem das feridas apos o periodo de adaptacéo (coluna da
esquerda) e tecido cicatricial (coluna da direita) apos tratamento de (a)
30 dias. (b) 27 dias. (c) 21 dias. (d) 65 dias.

FONTE: Arquivo pessoal.
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Sugere-se que a remissdo de lesbes na maioria dos animais apoés
tratamento deveu-se a atividade leishmanicida da furazolidona observada in
vitro por Reimdo, Taniwaki e Tempone (2010) [14]; aliada a atividade
imunoestimulante da domperidona [8], uma vez que o curso da leishmaniose
depende do status imunolégico do animal [1].

Utilizando a furazolidona, Tempone et al. (2010) [7] obteve reducéo de
sinais clinicos no tratamento de hamsters experimentalmente infectados com
Leishmania (Leishmania) chagasi apds 12 dias da administracdo do farmaco.
Dosagens inferiores e em menor espaco de tempo talvez tenham sido os
motivos do insucesso para o tratamento em humanos realizados por Costa et
al. (1985) [15], que utilizaram a dose de 8 mg/kg/dia durante dez dias.

Para o tratamento sintomatico de cé@es com leishmaniose visceral,
Gbomez-Ochoa et al. (2009) [8] obtiveram sucesso ministrando domperidona
aos animais apos 30 dias de tratamento.

Todos os caes apresentaram perda progressiva de peso nos periodos
de administracdo da furazolidona. Trés animais que receberam mais de um
ciclo de tratamento passaram a apresentar efeitos colaterais ao farmaco como
anorexia, perda de peso, debilidade nos membros posteriores e incoordenacéo
em média aos 18 dias no segundo ciclo de tratamento e 14 dias no terceiro.
Observados os efeitos colaterais ao uso da furazolidona, sua administracéo foi
interrompida nesses animais até o fim dos 21 dias previstos para o ciclo do
farmaco, quando seguiu-se normalmente o tratamento previsto com a

domperidona, até os 93 dias de tratamento.

5.5.5. Acompanhamento pds-tratamento

Os animais foram observados por um periodo de 12 meses desde o
inicio do tratamento. Os sete cdes do grupo tratado nos quais houve
cicatrizagdo foram observados quanto a recidiva das lesdes, e 0os animais do
grupo controle quanto a manifestacdo de autocura. Tais eventos ndo foram
observados em nenhum dos animais. O animal que néo apresentou cura clinica
apresentou diminuicdo das mensuracdes da lesdo apos término do tratamento,
demonstrando que mesmo que sua cicatrizacdo nao tenha ocorrido, a

administracdo dos farmacos contribuiu para sua reducéao.
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5.5.6. Andlise estatistica

Por meio das mensuragoes realizadas das feridas dos animais (Anexo
A), observou-se que o numero médio de dias para remissdo da ferida variou
entre os animais tratados (49,88 dias + 10,37) e nao tratados (91,0 £ 0,0 dias)
utilizando o teste de t ndo pareado= 2,57 (p = 0,027). Isto mostra que, em
média, duas sessbes de furazolidona e domperidona levam a completa
remisséo da lesdo nos animais.

Pode-se notar ainda que a furazolidona [mediana= -0.12 cm? (-0.46 a -
0.03 intervalo interquartil)] mostrou uma reducéo significativa (Mann-Whitney
U=53,50; p=0,004) da ferida entre o inicio e final de cada ciclo de tratamento,
diferente da fase da domperidona que simplesmente estabilizou a ferida
[mediana= -0.0 cm? (-0.07 a -0.07 intervalo interquartil)].

Observou-se que o tamanho inicial e final da lesdo diferiu
estatisticamente entre os animais tratados [inicio = 0,77 (0,98 a 0,25); final= 0,0
(0,0 a 0,0)] (W = 36; p = 0.008), mas néo entre os animais do grupo controle
[inicio=1,11 (0,61 a 1,63); final=0,78 (0,33 a 1,57)] (W = 2; p=0,875), mostrando
gue houve remissao do tamanho da lesdo no grupo tratado. Além disso, pode
ser comprovada a existéncia de uma associacao entre a cicatrizacao de feridas
e tratamento utilizado por meio de um teste Exato de Fisher (p=0,01).

Nossos dados sugerem que o tratamento com furazolidona e
domperidona é efetivo para o tratamento clinico de cédes sintomaticos para LTA

causada por L. (V.) braziliensis.
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ANEXO A —Tabela 1

TABELA 1 — Medidas das lesdes ao longo do tratamento dos animais.

40

Animal 0 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias 49 dias 56 dias 63 dias 70 dias 77 dias 84 dias 91 dias 93 dias
Grupo tratado
1 2x15 1,7x14 15x14 14x14 15x1,4 16x14 15x14 13x15 1,7x14 18x1,0 18x09 15x1,1 13x1,1 14x1,1 14x1,1

2 1x0,4 0,7x0,2 05x0,2 0,2x0,2
0,3x0,3 0,3x0,2

3 0,3x05 03x05 0,2x05 02x0,4 0,4x0,4

0,4x0,4

4 05x04 04x02 03x02 02x0,2 0,3x0,2 0,5x0,2

5 12x08 09x0,7 08x05 05x01 0,2x0,1

6 1x0,6 0,7x0,4 0,3x0,3

7 19x05 1,8x0,5 19x0,5 1,7x0,4

1,4x0,4

1,1x0,4

8 09x11 09x11 0,7x10 0,6x0,9 0,5x0,9 03x06 0,2x0,3

Grupo controle

0,3x0,3

0,4x0,3

0,3x0,2

0,3x0,2

0,3x0,1

9 1x0,8
10 1,1x0,5
11 13x1,1

12 1,7x1

0,9x0.9
1,5x0,5
1,4x1,3

19x1

L O periodo de administracéo da furazolidona evidenciado em azul, e domperidona evidenciado em rosa.
> Em cinza, momento da cicatrizacdo da ferida.
*Em amarelo, observa-se os dois momentos de mensuracao realizada no grupo controle.



