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The outcome of a multidrug chemotherapeutic protocol against canine visceral leish-
maniasis (VL) has been evaluated for its effect on dogs’ capacity of transferring Leishmania
infantum to sand flies by xenodiagnosis. Thirty-five naturally infected dogs were exami-
ned before and during treatment with a combination of metronidazole, ketoconazole, and
allopurinol, at every three months up to one year. For each evaluation, treated dogs were
individually submitted to xenodiagnosis and quantitative PCR to quantify parasite load in
sand flies. The treatment was effective in blocking parasite transmission from host to sand
flies (p=0.011) in the assessed dogs. There was a significant correlation between clinical
improvement and sand fly infectivity: dogs that achieved better clinical conditions showed
a lower chance of L. infantum transference to vector by xenodiagnosis (r=0.528, p=0.002).
These results demonstrate that the treatment of dogs with the proposed protocol may re-
present an alternative to dog culling in Brazil for disease control, since these drugs are not
used for treating human VL in endemic areas.
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RESUMO.- O efeito de um protocolo quimioterapico mul-
tidrogas contra a leishmaniose visceral (LV) canina, sobre
a capacidade de transmissdo de Leishmania infantum ao
vetor, foi analisado por meio de xenodiagnéstico. Trinta e
cinco cdes naturalmente infectados foram avaliados antes e
durante o tratamento com a combinac¢ao de metronidazol,
cetoconazol e alopurinol a cada trés meses por até um ano.
Em cada avaliacdo, os cdes foram individualmente submeti-
dos ao xenodiagndstico e quantificagdo da carga parasitaria
por PCR quantitativa. O tratamento foi eficaz em bloquear a
transmissibilidade parasitaria do cdo para o flebotomineo
(p=0,011) nos caes avaliados. Houve significante correla-
¢do entre recuperacao clinica e infectividade: cdes com me-
lhora clinica mais evidente apresentaram menores chances
de transferir L. infantum ao Lutzomyia longipalpis via xeno-
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diagndstico (r=0,528, p= 0,002). Esses resultados demons-
tram que o tratamento canino com o protocolo proposto
pode representar uma alternativa ao sacrificio de cides no
Brasil como medida de controle da doenga, uma vez que
as drogas utilizadas ndo sdo aplicadas ao tratamento da LV
humana em areas endémicas.

TERMOS DE INDEXAGAO: Transmissdo parasitaria, Lutzomyia
longipalpis, xenodiagnose, caninos, visceral leishmaniose, Leish-
mania infantum, quimioterapia multidrogas, PCR quantitativa.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), causada por Leishmania
(L.) infantum, é uma zoonose transmitida pela picada do
inseto vetor Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva 1912).
Endémica em 79 paises, a doenga ocorre principalmen-
te em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde o
numero de casos notificados tem aumentado. Nos ultimos
anos (2009-2013) foram registrados 17.377 casos huma-
nos de LV no pais, sendo que a regido nordeste apresentou
47,78% dos casos, seguida pelas regides norte (19,05%),
sudeste (16,08%), centro-oeste (8,86%) e sul (0,1%) (Bra-
sil 2014).

De acordo com o Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose do Brasil (Brasil 2006), o controle da LV
baseia-se no diagnoéstico e tratamento precoce dos casos
humanos, redugdo da populacio de flebotomineos, eli-
minacdo dos cies reservatoérios e atividades de educacgdo
em saude. Porém, a pratica da eutanasia de cdes tem sido
a principal medida empregada, mesmo sendo essa medi-
da considerada eticamente questionavel (Passantino et al.
2010, Costa 2011). Em areas onde a eutanasia de caes so-
ropositivos é praticada eventual ou sistematicamente para
controle da LV, as taxas de incidéncia e letalidade da doenca
vém aumentando nos ultimos anos no Brasil (Quinnell &
Courtenay 2009, Barreto et al. 2011). Assim, considera-se
que nas ultimas décadas, milhares de cies foram sacrifica-
dos com pouco ou nenhum impacto na expansao da doenca
(Dantas-Torres 2007, Quinnell & Courtenay 2009, Passanti-
no etal. 2010, Costa 2011).

Diversos autores vém criticando a eficacia da eutana-
sia de cies soropositivos sobre a redugio da incidéncia de
casos humanos e caninos (Dantas-Torres 2007, Quinnell &
Courtenay 2009, Maroli et al. 2010, Costa 2011). Além dis-
so, a literatura aponta evidéncias de que o tratamento dos
cdes poderia ser uma alternativa para o combate a doenga,
uma vez que cdes tratados apresentam reducdo da carga
parasitaria e da infectividade para flebotomineos (Grado-
ni et al. 1987, Alvar et al. 1994, Ribeiro et al. 2008, Mir6
et al. 2011, Da Silva et al. 2012). No entanto, o tratamento
de cdes é objeto de discussdo no Brasil, estando proibido
pelos 6rgaos de saude publica com o argumento de que o
tratamento canino provoca resisténcia do parasito ao me-
dicamento usado no tratamento humano e, que, até o mo-
mento, ndo ha um tratamento que bloqueie a transmissao
do parasito do cdo ao vetor (Brasil 2006).

Com poucas alternativas, os veterinarios brasileiros
que optam pelo tratamento estdo adotando protocolos al-
ternativos, fazendo uso de drogas que nao sdo utilizadas no
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tratamento da LV humana, para evitar resisténcia do para-
sito ao medicamento, como os derivados do imizol, como
o metronidazol e o cetoconazol. Estes medicamentos anti-
fingicos agem contra certos tipos de bactérias e parecem
ter potencial antiprotozoarico em agentes anaerdébios. Es-
tas drogas agem sobre o metabolismo proteico, inibindo a
sintese do ergosterol e de acidos nucléicos pelo bloqueio
da 14-demetilase. Também atuam intensificando a glicoge-
nélise e diminuindo as reservas de glicogénico, o que pro-
voca a morte do protozoario (Amusategui et al. 1995). No
entanto, apesar da eficiéncia contra Leishmania ser estu-
dada desde a década de 1980, o mecanismo de a¢do destas
drogas nao esta completamente esclarecido. Por ndo serem
utilizados no tratamento da LV humana, sdo uma boa opc¢ao
para o tratamento da LV canina (Amusategui et al. 1995,
Pennisi et al. 2005).

Em 2016, em Nota Técnica conjunta, n® 001/2016,
os Ministérios da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA) e da Saude (MS) autorizaram o registro do produto
Milteforan®, principal droga utilizada no tratamento da LVC
na Europa e que ndo é utilizada no tratamento da doenca
humana no Brasil. No entanto, o Conselho Federal de Medi-
cina Veterinaria (CFMV), continua a declarar, até o momen-
to, que ndo ha nenhuma droga autorizada para o tratamen-
to da LVC (CFMV 2016). Desta forma, ainda ha necessidade
de desenvolvimento de protocolos para o tratamento de
caes que ndo incluam drogas utilizadas para o tratamento
de casos de LV humana.

O objetivo do presente estudo foi avaliar por até um
ano, por meio da técnica de xenodiagndstico, a transmis-
sibilidade parasitaria de caes tratados com metronidazol,
cetoconazol e alopurinol contra a leishmaniose visceral.

MATERIAL E METODOS

Protocolo terapéutico e desenho experimental. O trata-
mento aplicado aos cdes do presente estudo foi realizado sob a
forma de associagdo de multiplas drogas e padronizado para to-
dos os caes, conforme dados da literatura (Amusategui et al. 1995,
Pennisi et al. 2005). As drogas associadas foram o cetoconazol
(10mg/kg, SID, via oral (VO), durante 40 dias consecutivos); o
metronidazol (20mg/kg, BID, VO, durante 30 dias consecutivos)
e o alopurinol (10mg/kg, BID, VO, durante 12 meses a partir do
trigésimo dia).

Os cdes tratados foram monitorados em até cinco avalia¢des:
pré-tratamento - dia zero (D0) e aos 90 (D90), 180 (D180), 270
(D270) e 360 (D360) dias apds o inicio do tratamento. Em cada
avaliagdo foi realizado exame clinico completo, coleta de sangue
para patologia clinica e xenodiagndstico, sob sedagdo com acre-
promazina a 1% (1mg/kg) pela via intravenosa.

Os exames de patologia clinica realizados foram hemograma
completo (Kit Bioeasy, Brasil) e bioquimica sérica que incluiram
creatinina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina,
proteinas totais, albumina e globulinas (Kit Doles, Brasil).

No DO, foi coletado amostra de aspirado esplénico, de acordo
com a técnica padronizada por Barrouin-Melo et al. (2006), para
realizacdo de cultivo celular para diagnéstico parasitolégico da
doenga.

Animais e aspectos éticos. Cdes provenientes de area en-
démica e com suspeita clinica de LVC foram submetidos a todos
os procedimentos do presente estudo no Hospital de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia (Hospmev-UFBA).



Avaliagdo da infectividade parasitaria a Lutzomyia longipalpis por xenodiagnéstico em caes tratados para leishmaniose visceral 703

Os critérios de inclusdo no estudo foram cdes atendidos no Hos-
pmev-UFBA com positividade na cultura de aspirado esplénico
(Barrouin-Melo et al. 2006) e/ou na PCR quantitativa de aspirado
esplénico (Francino et al. 2006, Solca et al. 2014) para LV canina
(dados ndo publicados) e o guardido ter interesse em tratar seu
cdo. Todos os guardides assinaram um termo de consentimento,
livre e esclarecido. Por razdes éticas, ndo houve um grupo posi-
tivo ndo tratado, sendo a avaliagdo pré-tratamento determinada
como controle para comparagdo com os dados obtidos durante
0 monitoramento terapéutico de 12 meses. Todos os cdes foram
mantidos domiciliados com seus respectivos guardides. O uso de
coleira impregnada com deltametrina contra flebotomineos (Sca-
libor®, MSD Satide Animal, Brasil) foi recomendado durante todo
o periodo do estudo para evitar reinfeccdo dos caes.

O presente estudo teve a aprovacdo da comissdo de ética no
uso de animais da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UFBA, sob o protocolon?19/2011.

Estadiamento clinico. Em cada avalia¢do, os cdes foram exa-
minados individualmente e agrupados de acordo com o compro-
metimento clinico e com as anormalidades nos dados de patolo-
gia clinica, associados a LV, com base na categoriza¢do proposta
pelo Leishvet group (Solano-Gallego et al. 2011) adaptada para a
realidade local (Quadro 1). Dessa forma, os cdes foram classifica-
dos em trés Estagios, em que o Estagio 1 foi composto por cdes
infectados e sem alteragdes clinicas e laboratoriais no momento
do exame; o Estagio 2 correspondeu aos caes infectados e com al-
teracgdes clinicas e laboratoriais brandas; o Estagio 3 incluiu cies
infectados com alteragdes clinicas e laboratoriais severas.

Xenodiagnostico para verificacdo de transferéncia para-
sitaria do cao para o vetor. O xenodiagnéstico foi realizado para
avaliacdo da capacidade de transferéncia de Leishmania infantum
do cdo para o vetor Lutzomyia longipalpis.

Cultivo de flebotomineos para o procedimento xenodiag-
nostico. Foram utilizados adultos de L. longipalpis provenientes
da col6nia do insetario do Laboratério de Infectologia Veterinaria
da UFBA. A coldnia foi inicialmente formada por flebotomineos
capturados no municipio de Ipecaeta (12°18’00’S 39°18’28'W),
estado da Bahia, e vem sendo cultivada de maneira fechada se-
guindo metodologia descrita por Modi e Tesh (1983), com algu-
mas modificagdes. Insetos pertencentes as geragdes 12 a 21 foram
utilizados nos exames xenodiagnosticos nos cées.

Foram utilizados 35 fémeas e 15 machos acondicionados em
recipientes especificos de 4 cm de altura e 3 cm de diametro tela-
dos com malha fina.

Apbs a alimentagao, os flebotomineos foram transferidos para
gaiolas préprias onde foram mantidos durante cinco dias no inse-
tario, recebendo apenas alimentagdo acucarada. Ao final do peri-
odo, os insetos foram acondicionados em tubos estéreis de 1,5mL
e mantidos a -20°C para posterior extracdo de DNA e pesquisa de
Leishmania por PCR quantitativa (qPCR). O objetivo do xenodiag-
noéstico neste estudo foi a avaliagdo da capacidade de transferén-
cia de formas parasitarias do cdo para o inseto vetor, portanto, o

Quadro 1. Categorizacdo dos cdes atendidos no HOSPEMYV-
UFBA entre 2012-2014 com leishmaniose visceral em 3
estagios de acordo com o comprometimento clinico e de

patologia clinica, baseado no estadiamento proposto pelo

Leihvet Group (Solano-Gallego et al. 2011) com alteracoes

para a realidade local

Estdgio1l Sem doenga clinica ou doenga clinica branda + sem anemia
+ proteina total normal ou alterada

Estagio2  Sem doenga clinica ou doenga branda + sem ou com anemia
+ proteina total alterada

Estagio3  Doenca severa + com anemia + proteina total alterada

tempo que os insetos foram mantidos ap6s o repasto sanguineo
ndo interfere no resultado.

Procedimento xenodiagndstico no cio. Trés dias antes do
procedimento, foi retirada do cdo a coleira impregnada com del-
tametrina e os animais foram banhados com sabao neutro, sendo
vedado o uso de qualquer outro produto repelente no cdo até o
dia do exame. Apos procedimento de sedagio, os cdes foram posi-
cionados em decubito lateral, e os recipientes aplicados em con-
tato com a face interna do pavilhdo auricular durante 30 minutos
para os insetos realizarem o repasto sanguineo.

Diagndstico e quantificacdo da transferéncia parasitaria
a flebotomineos por PCR quantitativa. O DNA foi obtido a partir
do grupo de flebotomineos, por cdo, utilizados no xenodiagnoésti-
co com o Kit comercial Purelink Genomic DNA Mini Kit® (Prome-
ga), seguindo as instru¢des dos fabricantes. Ap6s a extracdo, as
amostras de DNA foram ajustadas a concentragdo final de 10ng/
uL, aliquotadas e mantidas no freezer de -20°C até a realizagdo
do teste. A qPCR das amostras do pool de flebotomineos, técnica
previamente padronizada e descrita por Francino et al. (2006) e
Solca et al. (2014), foi realizada para quantificar e avaliar a varia-
¢do da infectividade dos cies aos flebotomineos entre DO e D360.
Para minimizar as variagdes entre as placas, os valores obtidos em
cada placa foram normalizados a partir de um Threshold Cycle (Ct)
comum. O valor do Ct de cada amostra foi calculado com base na
determinacdo do ponto em que a fluorescéncia gerada na reacdo
excedeu o threshold. Para determinacdo do Ct definido como pon-
to de corte, a reagdo de amplificagdo para kDNA de Leishmania
foi realizada utilizando na mesma placa DNA extraido de 20 cdes
controle negativos da area ndo endémica para LVC, Pelotas (RS),
e de 20 cdes positivos em exames parasitolégicos, provenientes
da area endémica de Jequié (BA). Para calcular o valor do Ct da
reacdo para deteccdo em flebotomineos de DNA de Leishmania,
amostras de DNA de flebotomineos foram utilizadas como con-
trole negativo e amostras de DNA de flebotomineos misturadas
ao DNA de Leishmania foram utilizados como controle positivo.
Uma curva ROC foi construida e o ponto de corte correspondeu
aquele que forneceu os maiores valores de sensibilidade e especi-
ficidade para o teste. O ponto de corte da reacgdo foi de 370 e 35,2,
para bago e flebotomineos, respectivamente, correspondendo a
uma sensibilidade de 100% e especificidade de 95% (Solca et al.
2014). Os resultados obtidos na reagdo foram expressos para 50
ng de DNA de pool de flebotomineos e foram padronizados para
1mg de DNA.

Analise estatistica. A analise estatistica foi feita por meio de
comparacdo entre os resultados dos periodos D0-D90, D90-D180,
D180-D270 e D270-D360. As variaveis ndo paramétricas do esta-
diamento clinico e das cargas parasitarias esplénica e dos fleboto-
mineos foram analisadas utilizando o teste Wilcoxon. Para avaliar
se houve correlagdo estatistica entre os parametros analisados,
foi utilizado teste de Spearman. As andlises foram consideradas
significativas quando p<0,05 (SPSSv. 17.0).

RESULTADOS

Caracteristicas dos caes do estudo

Trinta e cinco cdes preencheram os critérios de inclu-
sdo e foram submetidos ao tratamento, para leishmaniose
visceral, e ao xenodiagndstico, sendo 16 eram machos e 19
fémeas. A média de idade desses animais foi de 4,2 anos,
variando entre 7 meses e 12 anos. A maior parte ndo tinha
raca definida (41,4%), seguido por Rotweiller, Pastor Ale-
mao, Labrador e Boxer (14% cada). A maioria era compos-
ta por cdes de guarda, expostos naturalmente a infec¢do no
ambiente externo, que viviam em areas endémicas, prin-
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cipalmente no Litoral Norte da Bahia (69,2%), mas tam- 080 -
bém foram atendidos animais provenientes de Salvador
(20,5%), Feira de Santana (2,6%), Ilha de Itaparica (2,6%) 060

e Jequié (2,6%). Um animal (2,6%) foi proveniente de Ro-
raima (2,6%), regido também conhecida como endémica.
Devido aos 6bitos (5) e as desisténcias dos guardides
em levar os animais para repetir os exames, o nimero de
animais durante as avaliacdes foi reduzido sendo 35, 33, 22

— Estd gio 1
= = Estdgio 2
= m Estigio 3

e 16 no D90, D180, D270 e D360, respectivamente. Porém, 020 7

em algumas avalia¢des, nem todos os caes foram submeti-

dos a todos os exames. 000 = il - - ,
DO D90 D180 D270 D360

Estadiamento clinico

No DO, 66,7% dos cies foram categorizados no Estagio
2, apresentando sinais clinicos e laboratoriais brandos da
doencga. Ao longo das avaliagdes houve melhora progressi-
va nesses parametros. O nimero de cies categorizados no
Estagio 1 aumentou, enquanto houve diminui¢do do per-
centual de cdes nos Estagios 2 e 3, ocorrendo diferenca es-
tatistica entre D0-D90 (p=0,000) (Fig.1).

Infectividade canina por meio da transferéncia parasi-
taria ao inseto vetor

Os resultados dos exames xenodiagndsticos mostraram
que a capacidade de transmitir o parasito ao inseto vetor,
ou infectividade, apresentou uma tendéncia a decrescer,
até alcancar a nulidade durante as avaliacoes dos cies sob
tratamento. No DO, 50% (19/38) dos cdes apresentaram
resultados positivos na qPCR de flebotomineos, no D90 a
positividade diminuiu para 11,4% (4/35), no D180, 16,1%
(5/31) dos cdes eram capazes de transmitir parasitos ao
vetor, no D270 a infectividade diminuiu para 10% (2/20)

Avaliagdo

Fig.1. Evolucido do estadiamento clinico dos cdes atendidos no
Hospemv-UFBA entre 2012-2014, naturalmente infectados
por Leishmania infantum e tratados contra leishmaniose vis-
ceral. Os cdes foram agrupados conforme as avaliagdes reali-
zadas no D0, D90, D180, D270 e D360 e o resultado foi expres-
so em percentual de cies que foram categorizados em estagio
1 (c3es sem doenca clinica/doenca clinica branda, com ane-
mia e proteina total normal ou alterada); estagio 2 (cdes sem
doenca clinica /com doenga clinica branda, sem ou com ane-
mia e com proteina total alterada, estagio 3 (cdes com doenga
severa, com anemia e com proteina total alterada)

dos cdes e no D360 nenhum cdo transmitiu Leishmania a L.
longipalpis no xenodiagnoéstico (Quadro 2).

A carga parasitaria dos flebotomineos utilizados nos xe-
nodiagnésticos apresentou também uma redugio gradati-
va durante as avalia¢des, apresentando diferenca estatisti-
caentre D0-D90 (P=0,025) e D0-D360 (P=0,011). No DO, a
mediana da carga parasitaria foi de 1,9x10° Leishmania/mg

Quadro 2. Evolucio da carga parasitaria dos flebotomineos submetidos ao
xenodiagndstico em cies atendidos no HOSPEMV-UFBA entre 2012-2014,
naturalmente infectados por Leishmania infantum em cinco avaliacdes:
antes do tratamento (D0) e 90 (D90), 180 (D180), 270 (D270) e 360 (D360)
dias apds o inicio do tratamento. A positividade foi determinada pela
presenca de parasitos em flebotomineos de xenodiagndstico em qPCR. Os
resultados estido expressos de acordo com cada um dos animais avaliados
(A1-A35) em positivos (+), negativo (-), nao realizado (NR) e morte (OB)

DO D90 D180 D270 D360 DO D90 D180 D270 D360

(B4)* (35)* (31)* (20)* (15)* (34)* (35)* (31)* (20)* (15)*
Al + - + NR NR A19 - - - - NR
A2 + - - NR - A20 - - + - -
A3 - - - - - A21 + - - - NR
A4 - - - OB OB A22 + - - - -
A5 + - - NR NR A23 + - - - NR
A6 - - - NR NR A24 - - - NR NR
A7 - - - - NR A25 + + - + NR
A8 - - - - - A26 + - OB OB OB
A9 - + - - NR A27 + + - - NR
A10 NR - - NR - A28 - - - - -
A1l + - - OB OB A29 + - - - -
Al12  + - - - - A30 - - - - -
A13 - - - - NR A31 - + NR NR
Al4  + - - NR - A32 + + + NR -
A15  + - OB OB OB A33 + - - - NR
Al + - + + - A34 - - NR - -
A17 - - NR NR NR A35 + - - NR -
A18 + - - - OB

* Numero de cdes submetidos ao xenodiagnéstico em cada avaliagao.
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Fig.2. Evolucdo da distribui¢do da carga parasitaria nas amostras
de flebotomineos submetidos ao xenodiagnéstico em caes
atendidos no Hospemv-UFBA entre 2012-2014, naturalmen-
te infectados por Leishmania infantum. Os resultados foram
agrupados conforme as avaliagdes realizadas no DO, D90,
D180, D270 e D360. O resultado foi obtido através da qPCR e
foi apresentado pelo nimero de parasitos em 1 mg de DNA de
pool de flebotomineos. A linha representa a mediana da carga
parasitaria de cada avaliagdo.

de pool de flebotomineos por cao e diminuiu para 0 Leish-
mania/mg de /pool de flebotomineos por cdo a partir da
avaliacdo D90 até a D360 (Fig.2). Houve uma tendéncia a
diminuicdo da transmissibilidade a medida que o estadia-
mento clinico melhorou, havendo correlagio estatistica en-
tre estes parametros no D180 (r=0,528, p=0,002).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nos ultimos anos, principalmente a partir do ano de 2008,
quando o tratamento de caes com LV foi proibido pelos 6r-
gdos governamentais de saide publica, muito tem se dis-
cutido sobre a baixa eficacia de utilizar a eutandsia de caes
soropositivos como a principal medida de controle da LV
no Brasil (Dantas-Torres 2007, Quinnell & Courtenay 2009,
Costa 2011). Diferentes estudos apontam medidas mais
eficazes que a eutanasia para o controle e prevengio da LV,
como o uso de coleiras impregnadas com inseticidas, vaci-
nacdo e tratamento dos cdes infectados (Reithinger et al.
2004, Solano-Gallego et al. 2009, Maroli et al. 2010, Pala-
tnik-de-Sousa 2012, Fernandes et al. 2014). Na Europa, e
em todos os paises onde a LV é endémica, a eutanasia de
cdes soropositivos nao é utilizada como medida de controle
da doenga e os caes infectados sdo rotineiramente tratados
(Gradoni etal. 1987, Alvar et al. 1994, Mir¢ et al. 2009, Mir6
etal. 2011, Solano-Gallego et al. 2009, Solano-Gallego et al.
2011).

No Brasil, apenas em 2016 foi autorizado a licenga de
uma droga para o tratamento da LVC, mas além desta ainda
ndo estar sendo comercializada no pais, o CFMV nio reco-
nhece esta autorizacdo do MAPA/MS como valida, por ndo
ter sido publicada no Diario Oficial, e continua declarando

que, baseado na Portaria Interministerial 1426/2008, o
tratamento da doenga permanece proibido (CFMV 2016).
Desta forma, médicos veterinarios continuam sem auto-
nomia decisdria quanto ao tratamento de cies infectados.
Segundo as recomendacdes da Brasileish, grupo de estudos
formados por pesquisados brasileiros especialistas em LVC
e responsaveis pela autorizacdo da comercializacdo do mil-
teforan® no Brasil, os médicos veterinarios deveriam ter
autonomia, baseada no conhecimento, de indicar entre o
tratamento e a eutanasia (Ribeiro et al. 2013). Além disso,
seria importante para o veterinario ter mais de uma opgao
diferente de medicamento para o tratamento da LVC.

De acordo com os resultados do presente estudo, uma
melhora no estadiamento clinico foi significativa a partir do
primeiro trimestre apds iniciado o protocolo quimioterapi-
co, quando mais da metade dos cies tratados passou a ser
categorizada no Estagio 1, no qual os animais nido apresen-
tavam sinais clinicos da LV. Seis meses apds o inicio, mais
de 70% dos cdes foram agrupados no Estagiol e, neste
momento, foi observada correlacdo estatistica com a infec-
tividade, demonstrando que quanto menos sinais clinicos
e anormalidades laboratoriais um cdo apresenta, menor o
risco dele transmitir o parasito para o vetor. No entanto,
ndo ha consenso na literatura sobre essa relagio. Alguns
autores ja observaram que animais sem sinais clinicos ndo
transmitem o parasito (Travi et al. 2001) enquanto outros
argumentam que um cao infectado pode transmitir o pro-
tozoario independentemente de apresentar ou ndo sinais
clinicos (Michalsky et al. 2007).

Os cdes que passaram a ndo mais transmitir parasitos
para o inseto vetor no xenodiagnostico ao longo do mo-
nitoramento foram considerados curados para efeito do
presente estudo, inclusive e principalmente no parametro
infectividade. Outros estudos resultaram em dados simila-
res, nos quais os cdes tratados apresentaram diminui¢do ou
bloqueio da transmissibilidade parasitaria, segundo seus
autores (Gradoni et al. 1987, Alvar et al. 1994, Ribeiro et al.
2008, Mir6 et al. 2011).

Através do xenodiagnostico, foi possivel observar dimi-
nuicao da infectividade dos caes ao inseto vetor nos primei-
ros trés meses apds inicio do tratamento, quando mais de
88% dos caes tratados passaram a ndo ser capazes de infec-
tar flebotomineos com o parasito durante o xenodiagndsti-
co neste estudo. No final do estudo, todos os cides avaliados
apresentaram bloqueio da transmissibilidade parasitaria.
Em todos os estudos em que foi avaliada infectividade de
cdes tratados para LV, foi observada reducdo na infectivida-
de dos cées, independente do protocolo terapéutico (Gra-
doni et al. 1987, Alvar et al. 1994, Ribeiro et al. 2008, Mir6
etal. 2011, Da Silva et al. 2012) inclusive ap6s a suspensio
do tratamento (Alvar et al. 1994, Ribeiro et al. 2008, Guarga
etal. 2002).

O presente estudo avaliou apenas caes que estavam sob
efeito de alopurinol em até um ano apds o inicio do proto-
colo multiquimioterapico. Estudos sobre a capacidade de
transmissao parasitaria por caes ap6s suspensao do uso do
alopurinol em nossas condi¢cdes precisam ser desenvolvi-
dos para verificar se esses animais apresentariam recidi-
vas. No entanto, utilizando outros protocolos terapéuticos,
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alguns autores ja observaram recidivas da doenc¢a apds
a suspensao dessa droga (Ferrer et al. 1995, Torres et al.
2010).

Ha poucos trabalhos na literatura que reportaram o uso
do xenodiagnostico para avaliar a eficacia de diferentes tra-
tamentos de caes com LV. O presente estudo é o Uinico que
realizou o seguimento clinico e xenodiagndstico por um
ano. Além disso, o presente estudo reporta dados obtidos
com grande niimero de cdes domiciliados, cujas condi¢des
e resultados podem refletir mais naturalmente condi¢des
equivalentes do publico-alvo de protocolos veterinarios
para a abordagem clinica da doenca. Mir6 et al. (2011) re-
alizaram desenho experimental semelhante, mas com um
menor periodo de tempo (6 meses). Alvar et al. (1994),
apesar de terem realizado um estudo de 11 meses, o fize-
ram em um grupo de apenas 6 animais. Outros dois estu-
dos (Ribeiro et al. 2008 e Da Silva et al. 2012) utilizaram
grupos grandes, mas foram utilizados caes de centros de
controle de zoonoses e mantidos em canis experimentais
durante o estudo. Além disso, ambos os estudos foram
feitos em até 150 e 200 dias apds iniciado o tratamento,
respectivamente. Comparativamente, Gradoni et al. (1987)
e Guarga et al. (2002) utilizaram também grupos peque-
nos (2 e 6 caes, respectivamente) e por menos tempo que
o presente estudo (150 e 180 dias, respectivamente, apds
inicio do tratamento). Podemos, entdo, afirmar que o pre-
sente estudo apresenta dados robustos e inéditos pelo fato
de apresentar os resultados de tratamento de 35 cies na-
turalmente infectados, todos domiciliados, tratados com o
protocolo multiquimioterdpico, ministrado pela via oral e
acompanhados por 12 meses. Além disso, este é o primeiro
estudo em que se avalia a eficicia do tratamento através
da quantificacdo da carga parasitaria através da qPCR de
flebotomineos utilizados no xenodiagnoéstico.

Com base nas evidéncias apresentadas, podemos con-
cluir que o tratamento dos cdes infectados por L. infantum,
utilizando a associacdo de cetoconazol, metronidazol e alo-
purinol, pode ser um indicado para o tratamento e controle
da doenca canina, ja que resultou em diminui¢io da trans-
missibilidade do parasito do cao para o inseto vetor desde
os primeiros meses de implementacado e, ap6s um ano do
inicio do tratamento, interrompeu a transmissibilidade em
100% dos cdes do estudo. O tratamento bem sucedido de
cdes pode representar uma medida importante, eficaz e
ética de abordagem e combate a LV em areas endémicas.
Novas pesquisas devem ser realizadas para avaliacdo do
potencial de transmissibilidade do cdo ap6s um ano de tra-
tamento.
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