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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doencga de carater zoonética, causada pelo
protozoario Leishmania chagasi, espécie semelhante a Leishmania infantum. A LVC
representa um grave problema de saude publica, e € considerada uma doenga
potencialmente fatal, se nao tratada precocemente e de forma adequada.
Recentemente, uma nova droga baseada em miltefosina (Milteforan® Virbac) teve
seu registro autorizado para o uso veterinario no tratamento de LVC. O estudo teve
como obijetivo avaliar a eficacia da miltefosina como terapia combinada no protocolo
de tratamento dessa doenga em uma cadela de aproximadamente 2 anos que foi
atendida no hospital veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em
Uberlandia, Minas Gerais (MG). A cadela exibia sinais clinicos e laboratoriais da
doenca e foi reagente nos testes sorolégicos e positiva pelo PCR. O animal foi
tratado com 2 mg/kg de miltefosina por via oral uma vez ao dia (SID), durante 28
dias, 10 mg/kg de alopurinol duas vez ao dia (BID) uso continuo e 0,5 mg/kg de
domperidona uma vez ao dia (SID) durante 60 dias. O animal foi monitorado em
relagao aos sinais clinicos e alteracdes laboratoriais a cada 30 dias apds o inicio do
tratamento, durante o periodo de 3 meses. Apos 3 meses retornou, para realizagao
do PCR-RT para quantificar a carga parasitaria. De acordo com os resultados
clinicos e laboratoriais a miltefosina como terapia combinada demonstrou ser eficaz
no tratamento de LVC.

PALAVRAS-CHAVE: cao, leishmania, tratamento.

USE OF MILTEFOSIN AS COMBINED THERAPY IN CANINE VISCERAL
LEISHMANIOSIS - CASE REPORT

ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (LVC) is a zoonotic disease caused by the protozoan
Leishmania chagasi, a species similar to Leishmania infantum. LVC represents a
serious public health problem, and is considered a potentially fatal disease, if not
treated early and adequately. Recently, a new drug based on miltefosine
(Milteforan® Virbac) has been authorized for veterinary use in the treatment of LVC.
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The aim of the study was to evaluate the efficacy of miltefosine as a combination
therapy in the treatment protocol of this disease in a dog of approximately 2 years
who was attended at the Uberlandia Federal University (UFU) veterinary hospital in
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. The dog exhibited clinical and laboratory signs of
the disease and was reactive in serological tests and positive by PCR. The animal
was treated with 2 mg / kg oral miltefosine once daily (SID) for 28 days, 10 mg / kg
allopurinol twice daily (BID) continuous use and 0.5 mg / kg domperidone once daily
(SID) for 60 days. The animal was monitored for clinical signs and laboratory
abnormalities every 30 days after initiation of treatment over a 3-month period. After
3 months it returned, for PCR-RT to quantify the parasite load. According to the
clinical and laboratory findings, miltefosine as a combination therapy has been shown
to be effective in the treatment of LVC.

KEY WORDS: dog, leishmania, treatment.
INTRODUGCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenga de carater zoondtico, que
acomete os seres humanos e diversas espécies de animais silvestres e domeésticos.
E causada pelo protozoario Leishmania chagasi, espécie semelhante a Leishmania
infantum e tem como principal vetor o flebotominio Lutzomyia longipalpis. O céo
doméstico € considerado o principal reservatério do protozoario, devido
principalmente a maior proximidade com os seres humanos e a alta susceptibilidade
a infeccao (BANETH et al, 2008; SILVA et al, 2011; MENDONCA et al, 2015).

Os sinais clinicos em caes naturalmente infectados por LVC s&o variaveis e
dependem da imunocompeténcia do animal. Dentre as alteracdes mais frequentes,
destacam-se as dermatoldgicas, emagrecimento, linfadenopatia, oftalmopatias,
mucosas palidas, onicogrifose, hepatoesplenomegalia dentre outros. Porém os cées
infectados podem permanecer assintomaticos por um longo periodo de tempo
(GOMEZ-OSHOA et al, 2007; LARSSON e LUCAS, 2016).

A LVC representa um grave problema de saude publica, e é considerada uma
doenca potencialmente fatal, se ndo tratada precocemente e de forma adequada.
Cerca de 90% dos casos de LVC ocorrem em cinco paises: india, Bangladesh,
Nepal, Sudao e Brasil (BARCANTE, 2017). Em 2014, foi reportado nas Américas um
total de 3624 casos de leishmaniose visceral e desses, 95% seguem ocorrendo no
Brasil, atingindo as cincos regides brasileiras e 21 dos seus estados. A regido
nordeste é responsavel por quase 50% dos casos do pais (OPS/OMS, 2016).

De acordo com Ribeiro (2007) a Organizagdo Mundial da Saude recomenda
o sacrificio de caes como medida ideal de controle da LVC. Ribas et al (2013)
demonstrou através de um modelo matematico, que a eutanasia ndo é a forma mais
eficaz no controle da leishmaniose visceral em caes soropositivos; de acordo com
esse modelo, a combinagado de coleiras impregnadas de inseticidas e o controle
vetorial ttm um impacto mais significativo na disseminagdo em humanos.

Em 11 de julho de 2008 foi publicada no Brasil, a portaria interministerial n°
1.426 dos Ministérios da Saude e da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), proibindo o tratamento de LVC com produtos de uso humano ou né&o
registrados no MAPA. Em paises em que o tratamento é permitido, os principais
medicamentos utilizados sdo os antimoniais pentavalentes, o alopurinol, a
aminosidina, a anfotericina B e a miltefosina, empregados de forma isolada ou em



associagao (LARSSON e LUCAS,2016). O antimoniato de meglumina (Glucantime
®) é o medicamento de escolha para o tratamento de LVC humana e tem sido o
mais utilizado como protocolo de tratamento para caes. Porém, devido a relatos de
resisténcia ao tratamento humano com Glucantime, foram necessarias novas
estratégias e opcdes de tratamento para LVC. (WOERLY,2009).

Recentemente, uma nova droga baseada em miltefosina (Milteforan® Virbac)
teve seu registro autorizado na nota técnica conjunta n°001/2016 — MAPA/MS para o
uso veterinario, no tratamento de LVC.

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia da miltefosina como terapia
combinada no protocolo de tratamento da LVC, e acompanhar as alteragcbes do
ponto de vista clinico e laboratorial de uma cadela durante um periodo de 12
semanas.

RELATO DE CASO

Foi atendida no hospital veterinario da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), no estado de Minas Gerais (MG), uma cadela, sem raca definida (SRD), de
aproximadamente 2 anos de idade. A tutora desconhecia o histérico do animal, uma
vez que este havia sido resgatado no mesmo dia da consulta. O animal foi
submetido ao exame clinico de rotina, onde observou-se necrose da extremidade de
orelhas, alopecia e descamacgéo de espelho nasal, blefarite, conjuntivite, edema de
cérnea, onicogrifose, alopecia periocular, descamacao furfuracea generalizada
(figura 1A e B) e lesdo ulcerativa na face interna da coxa (figura 1C). O animal
apresentava-se normotérmico, apatico, mucosas visiveis normocoradas, e a
palpacao foi observado linfadenomegalia generalizada e esplenomegalia.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 1: Apresentacao clinica das lesdes de pele da paciente. Figura 1A: notar a necrose
da extremidade de orelhas, alopecia e descamacgao de espelho nasal, blefarite, conjuntivite,
edema de cornea, alopecia periocular. Figura 1B:descamacao furfuracea generalizada
evidente. Figura 1C: lesao ulcerativa em face interna da coxa.

Foram coletados em tubo estéril e imediatamente acondicionadas em caixas
isotérmicas, cerca de 4 ml de sangue, sem anticoagulante, por venopungédo da
jugular. A amostra foi enviada para o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de
Uberlandia — MG para realizagdo do teste imunocromatogragico rapido Dual Plack
Platform (DPPTM) e confirmagdo com o Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA).

Em funcdo do resultado reagente no teste rapido e ELISA, foram coletadas
novas amostras de sangue e urina para realizacdo de hemograma e exames
bioquimicos (creatinina, albumina, proteina total e UPC), para estadiamento da
doenca. Também foi realizado PCR para erliquiose, babesiose e anaplasmose para



descartar infecgdes concomitantes com hemoparasitas, e até mesmo para evitar
uma possivel reagdo cruzada resultando em um diagnostico falso-positivo. Realizou-
se aspiragao dos linfonodos mandibulares e popliteos, diluido em 0,2 ml de solugéo
salina e acondicionados em tubo eppendorf para deteccdo do DNA da leishmania,
por meio da reacdo em cadeia de polimerase em tempo real quantitativo (PCR-RT)
com intuito de confirmar o diagnéstico de LVC e determinar a carga parasitaria para
auxiliar no monitoramento da doenca.

As anormalidades mais evidentes observadas no hemograma na primeira
consulta, foram anemia (indicada por uma diminui¢do na contagem de hemacias e
hematocrito além de hemoglobinemia), trombocitopenia e desvio a esquerda
degenerativo (tabela 1). Nos parametros bioquimicos, as anormalidades foram
tipicamente caracterizadas por hipoalbuminemia e uma propor¢cdo diminuida de
albumina/globulina. Os valores bioquimicos relacionados ao sistema renal (ureia,
creatinina e UPC) encontravam-se dentro dos padrdes de referéncia (tabela 2).

Tabela 1: Evolugédo dos parametros hematologicos da paciente em estudo,
antes (RO) e a cada 30 dias (R1, R2, R3) apds o tratamento

RO R1 R2 R3 Valor de Referéncia
Hemacias x 10° (mm’°) 5.03 377 1,88 457  55a85
Hemoglobina (g%) 9.8 8.3 10.8 1.1 12a18
Volume globular (%) 334 259 324 32.9 37ass
VGM (pm?) 67 69 66 72 60a77
HGM (pg) 195 222 215 243 19423
CHGM (%) 293 323 324 338 31a34
RDW (%) 16.8 12.2 15.6 14.2 14817

Contagem de Plaguetas (mm®) 106000 137000 90000 94000  200.000 a 500.000

VPM (mm?) 11 12,2 11 12.8 6.7a11.1
Série branca

RO Ri R2 R3 valor de referéncia
Leucbeitos totais (mm®) 12400 8600 8700 8600 6000 a 18000
Contagem diferencial bsolut bsolut bsolut bsol
Neutrofilos
Mielocitos 0 0 0 0 0
Metamielocitos 0 0 0 0 0
Bastonetes 1364 86 87 172 0a 540
Segmentados 7936 4128 4350 5418 3500 a 13860
Eosindfilos 124 0 87 86 120 a 1800
Basofilos 124 0 0 0 0
Monbcitos 248 86 522 172 180 2 1800
Linfocitos 2604 4300 3654 2752 720 a 5400

Tabela 2: Evolugao dos parametros bioquimicos da paciente em estudo, antes
(RO) e a cada 30 dias (R1, R2, R3) apés o tratamento

RO R1 R2 R3 Valor de Referéncia
Creatinina 0.51 0.83 0.80 0.76 0,5a1,5 mgldL
UPC 0,48 0.3 01 01
Albumina 1,62 215 2,24 25 25a33gidl
Proteina total 10,07 10,05 10,08 8 54a71gdl
Globulinas 8,45 79 7.8 55 27a44gd
Relagao AIG 0,19 0,27 0,28 0,46 0,59a1,1

O resultado dos PCRs para as hemoparasitoses foram negativos e a cadela
foi positiva no exame de PCR-RT para Leishmania, apresentando 221,65 copias de
DNA patogeno por uL de amostra extraida (tabela 3).



Devido as alteragdes oculares, foram realizados o Teste de Schirmer (olho
direito 3 mm / olho esquerdo 5 mm) e o Teste de Fluoresceina (negativo em ambos
os olhos) confirmando a presenca de Ceratoconjuntivite seca com auséncia de
ulcera de cornea, secundaria a LVC.

O tutor optou pelo tratamento da doenca respeitando o protocolo descrito na
bula do produto Milteforan (Virbac). O proprietario foi devidamente orientado sobre
como evitar a transmissao da LVC, utilizando prote¢do quimica individual no animal
e como proceder com controle ambiental do vetor por meio do uso de inseticidas.

Durante o periodo de 3 meses o animal foi submetido a diversos tratamentos
que incluiam antibioticoterapia sistémica, terapia topica com banhos utilizando
shampoos queratoliticos, sprays hidratantes e ampolas com repositores de barreira
cutanea. A terapia oftalmica consistiu em colirios a base de antibidticos e anti-
inflamatorio esteroidal (AIE), anti-inflamatoério ndo esteroidal (AINE) e substituto de
lagrima.

Baseado no tipo e intensidade dos sintomas e anormalidades laboratoriais, a
LVC do animal em estudo foi classificada como sendo do estagio Il a. Foi iniciado o
protocolo de tratamento com a miltefosina 2 mg/kg SID, durante 28 dias, alopurinol
10mg/kg BID, uso continuo e domperidona 0,5 mg/kg SID, durante 60 dias.

O animal foi monitorado em relagdo aos sinais clinicos e alteragbes
laboratoriais a cada 30 dias apds o inicio do tratamento durante o periodo de 3
meses e a cada 3 meses para realizagdo do PCR-RT para quantificar a carga
parasitaria.

Os resultados dos exames de hemograma e bioquimicos a cada 30 dias do
paciente encontram-se na tabela 1 e 2 e os resultados do PCR-RT na tabela 3. No
primeiro retorno apés o tratamento, a paciente apresentou uma melhora significativa
e evidente nas lesdes oculares e de pele (figura 2 A, B, C e D), porém ainda foi
observado linfadenomegalia e esplenomegalia a palpacdo. Nos exames de sangue e
urina foi observada uma diminuicdo na série vermelha em comparagao ao primeiro
exame, aumento das plaquetas, normalizagcao dos valores de bastonetes, diminuigao
do UPC, hiperalbuminemia e um discreto aumento na relagéo albumina/globulina.

Tabela 3: PCR em tempo real quantitativo — Leishmania (L.) infantum chagasi do animal em
estudo. RO: antes do tratamento. R3: trés meses apds o tratamento

RO R3

221,65 copias de DNA patégeno | 5,85 copias de DNA patdgeno

Fonte: Arquivo pessoal.



Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 2: Apresentacdo clinica 30 dias apds o tratamento. 2 A e B: nota-se melhora na
descamacéo furfuracea e cicatrizacdo da lesdo nas extremidades das orelhas. 2C: presenca
de repilacdo e melhora da lesdo descamativa na regido do focinho. Notar também a melhora
clinica das lesdes oculares. 2D: notar a cicatrizacdo da lesao ulcerativa na face interna da
coxa.

O tutor referiu a presenga de alguns carrapatos no animal no periodo do
tratamento, e como houve uma piora da anemia, foi coletado uma amostra de
sangue para realizar novamente o PCR de erliquiose, babesiose e anaplasmose que
resultou negativo. Foi também relatado que a paciente apresentou alguns episodios
de vdmitos na segunda semana de tratamento, porém cessaram espontaneamente e
nao provocaram efeitos importantes clinicamente.

Apos 2 meses de tratamento, o animal continuou apresentando melhora do
quadro clinico (figura 3), porém ainda apresentou anormalidades nos exames de
hemograma e bioquimicos. Observou-se melhora da anemia, trombocitopenia,
eosinopenia, aumento da albumina e da relagdo albumina/globulina e diminuigao da
UPC (tabela 1 e 2).

T

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 3: paciente 2 meses apds o tratamento sem alteragdes dermatoldgicas
evidentes.

Apos 3 meses de tratamento, foi observado uma diminuigédo significativa das
globulinas, aumento da albumina e da relagao albumina/globulina, sendo que esses
parametros estao préximos aos valores de referéncia. Uma discreta anemia e
trombocitopenia ainda foram observadas. Ao exame fisico o animal nao apresentava
alteragdes dermatoldgicas evidentes, os linfonodos popliteos ja ndo estavam mais
reativos, e os mandibulares apenas levemente aumentados. No exame de PCR-RT
para Leishmania, foi observada uma relevante diminuigéo da carga parasitaria.



Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 4: Paciente trés meses apods o tratamento, apresentando auséncia de
alteragdes dermatoldgicas evidentes.

DISCUSSAO

O presente relato trata-se de uma cadela, de aproximadamente 2 anos de
idade que foi diagnosticada com LVC. Os achados clinicos sao condizentes com
aqueles descritos por Linhares (2005) e Solano-Galego et al (2011).

O diagnéstico da LVC é complexo e desafiador, pois ndo existem testes 100%
sensiveis e especificos. No animal em estudo, foi realizado o teste rapido para
posterior confirmacédo por meio do ELISA conforme recomendado por Laurenti et
al.,(2014). De acordo com Pinto et al (2016) atualmente essa é a estratégia oficial do
programa de controle da LVC do Ministério da Saude, sendo que o uso do teste
rapido associado ao ELISA aumentou a acuracia e a sensibilidade em relagao aos
caes verdadeiramente positivos, principalmente em areas endémicas.

Devido a ambos os testes sorolégicos terem sido reagentes, foram coletadas
novas amostras de sangue e urina para exames de hemograma, bioquimicos e UPC
para o estadiamento da doenca, etapa fundamental apdés o diagnéstico. O
estadiamento consiste em um sistema de quatro estagios clinicos baseados nas
alteragdes observadas no exame fisico com as alteragoes dos exames laboratoriais,
para auxiliar na escolha do tratamento e na determinagédo do prognéstico da doencga
(SOLANO-GALLEGO et al.,2009; LARSSON e LUCAS,2016). Baseado nos estudos
dos autores citados, o paciente foi classificado no estadio lla (doenga moderada)
apresentando um prognostico de bom a reservado.

Os PCRs para as hemoparasitoses foram realizados para evitar uma possivel
reacdo cruzada e um diagndstico falso-positivo (MIRO et al., 2009). A técnica de
PCR em tempo real foi realizada através do aspirados de nddulos linfaticos, devido a
sua alta sensibilidade e especificidade, para confirmagao do diagndstico e também,
por meio dela é possivel detectar a carga parasitaria da amostra bioldgica, sendo
essa uma importante informacgao para o monitoramento da doenca, conforme citado
nos estudos de Solano-Gallego et al., (2009); Mana et al.,(2009); Noli e
Saridomichelakis (2014).

As principais alteragbes laboratoriais encontradas foram anemia,
trombocitopenia, hiperproteinemia, hipoalbuminemia e uma redugdo na proporgcao
albumina/globulina (tabela 1 e 2), corroborando com os estudos de Woerly et al.,
(2009); Solano-Gallego et al., (2009); Solano-Gallego et al., (2011).

O protocolo de tratamento instituido foi a associacdo da miltefosina com
alopurinol e domperidona. De acordo com os estudos de Mir6 et al., (2009); Solano-
Gallego (2009); Larsson e Lucas (2016) o alopurinol, por ser uma droga
leishmaniostatica, possui uma acado efetiva quando combinada com outras
medicacdes. Muitos veterinarios mantém seu uso por toda a vida do animal, pois
com a sua interrupcdo, as reicidivas do quadro clinico sdo frequentes. A



domperidona, mesmo nao exercendo atividade direta sobre as leishmanias, possui
acao imunomoduladora e tem sido eficaz no controle e reducédo dos sinais clinicos
de caes com LVC, como mostra a pesquisa de Gomez-Ochoa et al.,(2007).

Os exames de hemograma e bioquimicos da paciente foram monitorados a
cada 30 dias durante um periodo de 3 meses apos o tratamento para efeito de
estudo. De acordo com Solano-Gallego et al., (2009) e Roura et al., (2013), é
recomendado realizar esses exames apos 1 més de tratamento, e depois a cada 3-4
meses durante o primeiro ano. Mais tarde, se houver a remissao completa dos sinais
clinicos, seria recomendado a cada 6 meses ou 1 ano. O PCR quantitativo foi
realizado 3 meses apds o tratamento, porque segundo Roura et al, (2013) a carga
parasitaria é reduzida apos um periodo de 3-12 meses do inicio da terapia.

A miltefosina se tornou uma importante droga no tratamento de LVC, devido
ao seu diferente modo de agédo, com base em uma atividade antiparasitaria direta e
nao dependendo de sistema imunoldgico funcional, sua facilidade de administragao,
por via oral, e baixa toxicidade (MIRO et al.,2009), sendo sua eficacia clinica e
laboratorial relatada nos estudos de Woerly et al.,, (2009); Mir6 et al., (2009);
Andrade et al., (2011).

A miltefosina como terapia combinada, mostrou reduzir significativamente os
sinais clinicos 30 dias ap6s o tratamento e conforme mostrado na tabela 1 e 2, as
anormalidades do hemograma e dos bioquimicos foram substancialmente reduzidas
ao longo do periodo de tratamento. Observou-se uma redugao na série vermelha 1
més apos a terapia, e segundo Alonso e Alonso (2016), em humanos o acumulo da
miltefosina na membrana celular, até atingir uma concentracdo suficiente para
causar o efeito leishmanicida, resultam em danos a membrana dos eritrécitos,
levando a hemolise, e provavelmente, esse potencial hemolitico também ocorreu no
caso em estudo, porém foi transitério, obtendo melhora nos exames subsequentes.
O notavel é que nos meses posteriores ao periodo de nao utilizacado da miltefosina,
o efeito terapéutico persistiu, o que pode ser explicado pela propriedade
farmacocinética particular da droga, que possui uma meia vida de eliminagdo longa
(6,7 dias), levando a um alto nivel de acumulagdo no plasma, apds as repetidas
doses diarias (WOERLY et al.,2009).

O unico efeito adverso observado foi o vémito, porém foi reversivel e auto-
limitante, semelhante ao descrito por Woerly et al., (2009) e Andrade et al., (2011).

Os resultados dos PCRs quantitativos (tabela 3) confirmam a eficacia do
efeito leishmanicida da miltefosina associado ao alopurinol, reduzindo
significativamente a carga parasitaria 3 meses apos o tratamento, corroborando com
os estudos de Manna et al., (2009) e Andrade et al., (2011).

CONCLUSAO

O nosso estudo mostrou que o uso da Miltefosina combinada com alopurinol e
domperidona tem eficacia no controle dos sinais clinicos e redugcao de carga
parasitaria, representando, portanto, boa alternativa para os protocolos atuais no
tratamento de LVC.
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