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Farmacocinética do alopurinol em cées tratados para leishmaniose visceral

naturalmente adquirida

RESUMO

Trata-se de um estudo clinico prospectivo sobre a farmacocinética do alopurinol em
cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum e domiciliados com seus
responsaveis em &rea endémica para leishmaniose visceral (LV). O objetivo do estudo
foi determinar os parametros farmacocinéticos do alopurinol e seu metabdlito
oxipurinol em cdes em tratamento para LV canina. Para tanto, foram avaliados 11 cées,
que passaram por avaliacdo clinica e laboratorial. Para o estudo da farmacocinética,
foram coletadas amostras de sangue de cada cdo antes e 12h ap6s a administragdo do
alopurinol, por via oral, na dose de 10mg/kg, nos tempos 0’ 15°, 30°,1; 1,5; 2; 2.5; 3; 4;
5; 7; 10; 12 h. Amostras de urina foram coletadas nos tempos 0-3 h; 3-6 h; 6-9 h; 10-12
horas ap6s administracdo do farmaco. Na avaliacdo clinica dos cdes, 0s sinais mais
frequentes foram linfadenomegalia, mucosas hipocaradas e alteragfes dermatoldgicas.
Na analise dos exames laboratoriais, observou-se anemia em 18,2% (2/11) dos cées,
hiperproteinemia em 454% (5/11), hiperglobulinemia em 81,8% (9/11),
hipoalbuminemia em 81,8% (9/11), e niveis elevados de ALT em 18,2% (2/11) e FA em
18,2% (2/11) dos cdes. A razdo proteina-creatinina urinaria (UPC) estava alterada em
36,4% (4/11) dos cdes, porém dois tinham valores limitrofes e cinco dentro da
normalidade. Na urindlise, observou-se proteiniria em 63,6% (7/11), hematiria em
9,1% (1/11), leucocitdria em 27,3% (3/11), bacteridria em 63,6% (7/11), cristais de
urato de aménio em 9,1% (1/11), cristais de urato amorfos 9,1% (1/11) e cristais de
xantina em 9,1% (1/11) dos caes. Os resultados da analise de patologia clinica foram
utilizados para avaliar o grau de comprometimento funcional dos 6rgdos acometidos
pela doenca nos cdes. A determinacdo das concentracGes de alopurinol e oxipurinol
foram realizados por meio da técnica de HPLC de alta eficiéncia com leitura por UV,
validada no presente estudo. Os parametros farmacocinéticos encontrados para o
alopurinol foram Cmax de 6,00£1,78 pg/mL, Tmax de 1,50+0,67 h, Kel de 0,31+0,17
por h, e Vd/F/Kg de 1,37+0,83 L/Kg. O intervalo de “clearance” (Cl) encontrado foi de
0,35+0,11 L/h/Kg, e a area sob a curva (AUC) de 27,20+7,80 h*ug/mL. Para o
oxipurinol, foram obtidos Cmax de 3,08+0,68 pg/mL, Tmax médio de 5,90+£3,60 h e
AUC de 33,87+13,10 h*ug/mL. Dessa forma, as médias dos dados farmacocinéticos
obtidos para cées portadores da leishmaniose, que na sua maioria se encontravam entre
estagio | e Il da doenca, foram proximos aos descritos na literatura para cées sadios.
Conclui-se que para cdes em estagios leve ou controlado da doenca, a farmacocinética
do alopurinol comporta-se como no céo sadio.

Palavras-chave: farmacocinética, alopurinol, leishmaniose visceral canina, urina,

plasma
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Pharmacokinetics of allopurinol in dogs treated for naturally acquired visceral

leishmaniasis

ABSTRACT

This is a prospective clinical study of the pharmacokinetics of allopurinol in dogs
naturally infected by Leishmania sp. and domiciled with their guardians in an endemic
area for visceral leishmaniasis (VL). The aim of the study was to determine the
pharmacokinetic parameters of allopurinol and its metabolite oxypurinol in dogs
undergoing treatment for canine visceral leishmaniasis. We evaluated 11 dogs that
underwent clinical and laboratory evaluation. For the pharmacokinetic study, blood
samples from each dog were collected before and 12 hours after the administration of
allopurinol, orally, at a dose of 10mg / kg, at times 0 '15', 30 ', 1; 1.5; 2; 2.5; 3; 4, 5; 7;
10; 12 h. Urine samples were collected at 0-3 h; 3-6 h; 6-9 h; 10-12 hours after the drug
administration. The most frequent signs observed in the clinical evaluation of the dogs
were lymphadenomegaly, pale mucosa and dermatological alterations. Laboratory tests
evidenced anemia in 18.2% (2/11) of the dogs, hyperproteinemia in 45.4% (5/11),
hyperglobulinemia in 81.8% (9/11), hypoalbuminemia in 81.8% (9/11), elevated ALT
levels in 18.2% (2/11), and high FA values in 18.2% (2/11) of the dogs. The urinary
protein-creatinine ratio (UPC) was altered in 36.4% (4/11) of the dogs, two had
borderline values and five results within the normal value. The urinalysis resulted in
proteinuria in 63.6% (7/11), hematuria in 9.1% (1/11), leukocyturia in 27.3% (3/11),
bacteriuria in 63.6% (7/11), ammonium urate crystals in 9.1% (1/11), amorphous urate
crystals 9.1% (1/11), and xanthine crystals in 9.1% (1/11) of the dogs. The results of the
clinical pathology analysis were used to evaluate the degree of functional impairment of
the organs affected by the disease in dogs. The concentrations of allopurinol and
oxypurinol were determined by HPLC with UV reading technique. The pharmacokinetic
parameters found for allopurinol were Cmax of 6.00 = 1.78 pg/mL, Tmax of 1.50 = 0.67
h, Kel of 0.31 + 0.17 per h, and Vd/F/kg of 1.37 £ 0.83 L/Kg. The clearance interval
(CI) was 0.35 £ 0.11 L/h/kg, and the area under the curve (AUC) was 27.20 = 7.80
h*ug/mL. The values for oxypurinol were Cmax of 3.08 + 0.68 pg / mL, mean Tmax
5.90 + 3.60 h, and the area under the curve of 33.87 + 13.10 h*ug/mL. Thus, the
average values of the pharmacokinetic data obtained for dogs with leishmaniasis, which
were mostly between stages | and Il of the disease, were close to those described in the
literature for healthy dogs. We can conclude that for dogs in mild or controlled stages of
disease, the pharmacokinetics of allopurinol behave as in healthy dogs.

Keywords: pharmacokinetics, allopurinol, canine visceral leishmaniasis, urine, plasma
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses, doencas causadas por diferentes espécies de protozoarios
intracelulares do género Leishmania, sdo endémicas em 98 paises com mais de 350
milhdes de pessoas em risco (BRASIL, 2006; WHO, 2010). Leishmanias spp. causam
doengas cutaneas, mucocutaneas e viscerais em seres humanos, em cédes e em outros
mamiferos. A leishmaniose visceral (LV) apresenta ampla distribuicdo mundial. Na
Ameérica Latina, a doenga é endémica em pelo menos 12 paises e 90% dos casos
ocorrem no Brasil, principalmente na Regido Nordeste (BRASIL, 2006; JULIAO et al.,
2007).

Na area urbana, o cdo (Canis familiaris) é considerado a principal fonte de
infeccdo, assim como as raposas (Pseudalopex ventulus) e os marsupiais (Didelphis
albiventris) sdo considerados reservatérios mais importantes no ambiente silvestre
(CAMARGO et al., 2007).

A LV canina tem carater zoon0tico e € causada pelo protozoario Leishmania
infantum. Sua transmissdo aos hospedeiros vertebrados ocorre por meio da picada de
vetores dipteros, da familia Phlebotominae, no momento do repasto sanguineo (IKEDA-
GARCIA; MARCONDES, 2007; SOLANO-GALLEGO, et al., 2011). E uma doenca de
grande importancia na saude puablica seja pela sua letalidade, expansdo geogréafica ou
pela alta incidéncia (GONTIJO; MELO, 2004; FIGUEREIDO et al., 2010).

Os cées infectados por L. infantum podem apresentar diferentes manifestagdes
clinicas (FERRER, 1999; SILVA, 2007). A infeccdo em cdes pode ser subclinica ou se
manifestar como uma doenca auto-limitada. Na maioria das vezes, entretanto, a LV
canina é sistémica e pode envolver qualquer érgdo, tecido ou fluido corporal e se nédo
houver tratamento pode ser fatal (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

O diagndstico clinico da LV canina é impreciso, devido a ndo especificidade e
variedade dos sinais clinicos, o que torna necessario o diagnoéstico laboratorial por meio
de exames soroldgicos, parasitologicos e moleculares (AGUIAR et al., 2007;
MICHALSKY et al., 2007).

Como no Brasil o tratamento da LV canina ndo é permitido com o uso de drogas
usadas no tratamento da LV humana, uma alternativa seria a associacdo de drogas de
segunda escolha de acordo com a literatura medico-veterindria internacional, em busca

do controle da infeccdo. O alopurinol tem sido descrito com frequéncia em publicacfes
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sobre o tratamento da LV canina, principalmente em associacdo com outros farmacos
(AMUSATEGUI, 1998; GINEL et al., 1998; DENEROLLE; BOURDOISEAU, 1999),
mas também como droga Unica (DENEROLLE; BOURDOISEAU, 1999; PLEVRAKI
et al., 2006).

O alopurinol € um anélogo da hipoxantina, e seu metabdlito ativo é o oxipurinol.
Esse farmaco € mais conhecido na medicina humana por ser utilizado no tratamento de
hiperuricemia primaria da gota e hiperuricemia secundaria a outras desordens
hematoldgicas, ou na terapia anti-neoplasica (GRAHAM et al., 1996; GUERRA et al.,
2001). Na medicina veterinaria, o alopurinol tem sido empregado para dissolucdo de
urélitos formados por calculos de urato de amonia em cées, comumente da raca
Déalmata, que apresentam predisposi¢do a sua formacdo (AMUSATEGUI, 1998; GINEL
et al., 1998; GUERRA et al., 2001; ANDRADE, 2008). Nos mamiferos, o alopurinol
age por inibicdo da enzima xantina oxidase, enzima que catalisa a formacdo de
hipoxantina em xantina e da xantina em &acido Urico, reduzindo sua concentragdo sérica
(MURREL et al., 1986; GUERRA et al., 2001; DAY et al., 2007; ANDRADE, 2008). O
mecanismo antiparasitario do alopurinol estd relacionado com a formacdo de
ribonucleotideo de alopurinol pela Leishmania, com a adicdo de um grupo amina,
formando aminopirazolopirimidina, que é incorporada ao RNA, e assim inibindo a
sintese proteica no protozoario (PFALLER; MARR 1974, MARR et al., 1978; ELION,
1993).

H& estudos publicados sobre a farmacocinética do alopurinol em humanos
(WRIGHT et al., 2013; DAY et al., 2007), porém sdo escassos 0s estudos publicados em
caes, sendo um deles dedicado a farmacocinética do alopurinol em cdes Dalmatas
saudaveis (LING et al., 1997) e um outro avaliando a influéncia da dieta sobre os
parametros farmacocinéticos e a biodisponibilidade do alopurinol e oxipurinol em cées
Beagles saudaveis (BARTGES et al., 19973, b).

Embora seja um farmaco empregado em varios protocolos anti-Leishmania na LV
canina descritos na literatura, ndo ha estudos sobre parametros farmacocinéticos do
alopurinol ou do oxipurinol em cdes sob tratamento para LV com essa droga.

Considerando a falta de informacdo na literatura sobre a farmacocinética do
alopurinol em cées com leishmaniose, buscou-se investigar a influéncia da doenca sobre
a farmacocinética do alopurinol e oxipurinol em cdes que fazem uso continuo do

farmaco em dose mdltipla.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Aspectos epidemioldgicos da LV canina

A LV é uma doenca negligenciada e tem ampla distribuicdo na Asia, na Europa,
na Africa, no Oriente Médio e nas Américas, onde também é conhecida como calazar
neo-tropical ou leishmaniose visceral americana (LVA). A LV ¢é considerada doenca
endémica no Brasil, esta distribuida em 21 unidades da federacdo e atinge as cinco
regides brasileiras (BRASIL, 2010). Na América Latina, a LV ja foi descrita no minimo
em 12 paises, sendo que na década de 90, aproximadamente 90% dos casos ocorreram
no Brasil, especialmente na Regido Nordeste (BRASIL, 2006; JULIAO et al., 2007). Na
medida em que a doenca se expandiu para as outras regides brasileiras e atingiu areas
urbanas e periurbanas, a Regido Nordeste passou a apresentar 48% dos casos do pais
(BRASIL, 2010).

A LV foi descrita inicialmente como doenca de ambiente rural e silvestre, mas
hoje se encontra em franca expansdo no mundo, devido ao desmatamento
descontrolado, ao processo migratério constante, ao aumento da densidade do vetor e ao
estreito convivio entre 0 homem e os reservatérios silvestres e domésticos (GONTIO;
MELO, 2004; MACHADO et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2010). O processo
migratorio e o desmatamento intenso promoveram, no Brasil, a aproximacéo entre 0s
animais silvestres e os domicilios humanos, o que ocasionam a ligacdo entre os ciclos
parasitarios silvestres e domésticos, resultando na adaptacdo do vetor ao ambiente
urbano (FIGUEREIDO et al., 2010).

2.1.1. Leishmania infantum

No Brasil, o agente etioldgico da LV canina é Leishmania infantum, parasito
intracelular obrigatorio das células do sistema mononuclear fagocitario, que se
apresenta na forma flagelada ou promastigota (Figura 1) encontrada no tubo digestivo
do vetor e na forma aflagelada ou amastigota (Figura 2) encontrada nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados (CIARAMELLA; CORONA, 2003; BRASIL, 2006). O
protozoario da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae ja foi descrito em

muitas espécies de mamiferos, como 0s canideos silvestres e domésticos, roedores,
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marsupiais, gatos domésticos, equinos e 0 homem (IKEDA-GARCIA; MARCONDES
et al., 2007; SILVA, 2007; TASCA et al., 2009).

Figura 1- Formas promastigotas da Figura 2- Formas amastigotas da
Leishmania sp. Leishmania sp. em macrofagos
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Fonte- Laboratorio de Infectologia Veterinaria (LIVE-UFBA) (arquivo do estudo)

2.1.2. Ciclo biolégico do parasito

Leishmania é transmitida para cdes e humanos por flebotomineos, que atuam
como vetores em areas endémicas. O principal flebotomineo vetor da LV canina no
Brasil ¢ Lutzomyia longipalpis, porém Lutzomyia cruzi tem sido incriminado como
vetor no Estado de Mato Grosso do Sul (GALATI et al., 1997; GONTIJO; MELO,
2004). Os flebotomineos sdo conhecidos popularmente como tatuquira, mosquito palha,
ou birigui, dentre outros nomes. Esses insetos dipteros eram particularmente
encontrados em cavernas e fendas de rochas nas matas, mas passaram por adaptacdo ao
ambiente rural e ao ambiente urbano. Atualmente, os flebotomineos podem ser
encontrados proximo aos domicilios humanos, em galinheiros, canis, estabulos e outras
construgbes (GALATI et al., 1997; SOUZA; BORASCHI; NUNES, 2007; BRASIL,
2006).

A fémea hematofaga (Ordem: diptera, Familia: Psychodidae, Subfamilia:
Phlebotominae) € responsavel pela transmissdo do parasito aos hospedeiros
susceptiveis, e transfere a forma metaciclica infectante do parasito para a derme dos
hospedeiros vertebrados no momento da alimentagdo sanguinea (GONTIJO; MELO,
2004; BRASIL, 2006). Ao fazer o repasto sanguineo em mamiferos infectados, as
fémeas, hematdfagas, sugam o sangue, ingerindo macréfagos com a forma amastigota
de Leishmania. Dentro do trato digestivo anterior do vetor, as células sanguineas se

rompem e liberam as formas amastigotas, que sofrem diviséo binaria e se diferenciam

Y .‘5".
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em formas promastigotas metaciclicas que sdo as formas infectantes (Figura 3)
(IKEDA-GARCIA; MARCONDES et al., 2007; SOUZA; BORASCHI; NUNES 2007;
BRASIL, 2006).

Figura 3- Ciclo bioldgico da transmissdo da Leishmania ao vetor e aos hospedeiros
mamiferos
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Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/leishmaniasis.htm

2.2. Aspectos fisiopatologicos da infec¢do por L. infantum no céo

No momento de um novo repasto sanguineo em um céo susceptivel, o vetor L.
longipalpis infectado inocula a forma promastigota metaciclica da Leishmania na
derme. Na corrente sanguinea, as formas promastigotas sdo fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario. Dentro dos macrofagos, os parasitos diferenciam-se
em formas amastigotas, que se multiplicam por divisdo binéria, gerando novas
amastigotas. Os macrofagos repletos de amastigotas rompem-se, liberando-as para
serem fagocitadas por novos macrofagos e assim, a infec¢do dissemina-se para 0rgaos
linfoides, tais como baco, medula 0ssea, figado e outros 6rgdos pela via hematdgena
como pele, musculos e articulagbes (Figura 4) (PINELLI et al., 1994; MURRAY et al.,
2005; BRASIL, 2006; IKEDA-GARCIA; MARCONDES et al., 2007; SILVA, 2007a;
SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Todo esse processo se da na forma de infeccdo
cronica (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007).


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/leishmaniasis.htm
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Figura 4 — Esquema demonstrativo do curso da disseminacdo da Leishmania no
organismo do hospedeiro vertebrado. Leishmania por meio da via hematdgena ou

linfatica invade os 6rgdos e causa alteragdes sistémicas.
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Fonte — Adaptada (https://www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/Is_lc.html)

No curso da infec¢do parasitaria, o sistema imune, quando competente, controla o
namero de parasitos presentes no organismo. Se a resposta imune ndo é competente,
além de ndo impedir 0 aumento da carga parasitaria no cdo, pode induzir a doenca
imunomediada, associada ao parasitismo. Assim, a apresentacdo da doenca vai depender
do tipo de resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro (PINELLI et al., 1994). A
resposta mediada por células Thl tem como funcdo combater os microrganismos
intracelulares, através da producdo de citocinas pré-inflamatorias tais como, IFN-,,
TNFa e IL-2, as quais promovem aumento da eficiéncia das células fagociticas e de
linfécitos citotoxicos. Os macréfagos ativados produzem radicais livres dependentes de
oxigénio que sdo toxicos aos parasitos, e, dessa forma, promovem o controle da
infeccdo. Em contraste, a resposta Th2 induz a producdo de citocinas pre-inflamatdrias
tais como IL-4, IL-5 e a IL-10 e a producdo de anticorpos (Figura 5), a IL-10 inibe a
atividade microbicida dos macrofagos infectados (PINELLI et al., 1994; ALVAR et al.,
2004; IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007; MACHADO et al., 2007; BANETH et
al., 2008).
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Figura 5- Resposta imune do hospedeiro infectado por Leishmania infantum.
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Fonte: Adaptada (BANETH et al., 2008)

A IL-12 é a principal citocina indutora das células TCD4+ Thl. A resisténcia a
infeccdo esta associada a ativacdo dessas células, que irdo produzir IFN-, e ativar os
macrofagos a destruirem as amastigotas intracelulares. J& a ativacdo das células Th2
pelo parasito resulta no aumento da sobrevivéncia do protozoario e agravamento das
lesBes devido as ac¢bes supressivas dessas citocinas nos macrofagos (MACHADO et al.,
2007).

A producdo exagerada de anticorpos tem pouca efetividade na resposta imune
contra o parasito, leva a deposicdo de imunocomplexos em diferentes tecidos, induzindo
alteracbes inflamatérias (AMUSATEGUI, 1998; IKEDA-GARCIA; MARCONDES,
2007; SILVA, 2007a, b). O avanco da infeccdo vai depender da competéncia da
resposta imune do hospedeiro (ALVAR et al., 2004).

O periodo de incubacdo da doenca pode variar de 2 a 12 meses para que 0 cao
apresente sinais clinicos. O quadro clinico esta associado a imunocompeténcia do
hospedeiro ao parasito, e mais grave sera quanto maior for a carga parasitaria
(FERRER, 1999; IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007; SOLANO-GALLEGO,
2009). Geralmente a doenga inicia-se com febre intermitente, linfadenopatia,
hipergamaglobulinemia e perda de peso. Podendo ocorrer a cura espontanea ou evoluir
até a morte (CIARAMELLA et al., 1997; SILVA, 2007b; BANETH et al., 2008).

A pele é um importante Orgdo no progresso da infeccdo, apresenta-se
comumente acometida com Ulceras crostosas em ponta de orelha, cauda e focinho,

descamacéo furfuracea e alopecia focal ou multifocal (CIARAMELLA et al., 1997;
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KRAUSPENHAR, 2007; SILVA, 2007b; BANETH et al., 2008). As ulceras na pele
normalmente relacionam-se com a presenca direta do parasita ou pode estar atribuida a
vasculite devido a deposicdo de complexos imunes (CIARAMELLA et al., 1997
CIARAMELLA; CORONA, 2003).

As lesbes hepéticas sdo descritas por hipertrofia, inflamacdo granulomatosa e
hiperplasia das células de kipffer que albergam Leishmanias. Nos 6rgdos linfoides, ha
reacdo inflamatoria e difusa com macrdfagos repletos de parasitos. Ocorre hipertrofia
dos linfonodos e esplenomegalia com presenca de amastigotas (AMUSATEGUI, 1998;
KRAUSPENHAR, 2007; SILVA, 2007b; BANETH et al., 2008). A depender da
gravidade da doenca, pode ocorrer hipertrofia dos linfonodos popliteos, mandibulares e
cervicais superficiais, sendo o maior envolvimento dos ganglios linfaticos dependentes
de lesdes proximas aos pontos em que ocorre a drenagem linfatica (CIARAMELLA et
al., 1997; SILVA, 2007a). Assim como em outros érgdos linfoides, na medula 6ssea a
hiperplasia e hipertrofia das células sdo caracteristicas (KRAUSPENHAR et al., 2007;
SILVA, 2007h).

Nos rins, observa-se glomerulonefrite membranoproliferativa ou nefrite
intersticial devido a deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos, o que leva ao
comprometimento da funcdo renal (CIARAMELLA et al., 1997; SILVA, 2007b;
BANETH et al., 2008). Na LV canina, a lesdo renal € comum, e a insuficiéncia renal
pode ser o Unico parametro exibido pelo animal e leva a morte em poucos dias, se nao
houver interferéncia terapéutica (CIARAMELLA et al., 1997; PLEVRAKI et al., 2006;
SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Esse é um fator de grande relevancia quando se
investiga a farmacocinética de drogas que possuem eliminacéo renal.

As lesdes oculares, tais como ceratoconjuntivite, blefarite, uveite, edema de
cornea podem estar relacionadas com deposicdo de imunoclompexos (CIARAMELLA
et al., 1997; FERRER, 1999; CIARAMELLA; CORONA, 2003). Na ceratoconjuntivite
seca, infiltrados inflamatorios situados préximos aos ductos lacrimais podem provocar
diminuicdo da producéo de lagrimas (BANETH et al., 2008).

A presenca de diarreia crénica com melena pode ser indicativa de lesbes no
intestino causadas por ulceracbes na mucosa intestinal (FERRER, 1999;
CIARAMELLA; CORONA, 2003; SILVA, 2007b; NERY et al., 2015).

As alteracdes articulares e dsseas sdo encontradas com certa frequéncia em cées

com LV, como também se observa a atrofia muscular, que pode estar associada com a
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presenca de infiltrados mononucleares contendo formas amastigotas de Leishmania
(SILVA, 2007b; BANETH et al., 2008).

O quadro clinico varia de acordo com o tempo de diagnéstico da doenca (tempo
do inicio da doenca), bem como a resposta a terapéutica (SOLANO-GALLEGO et al.,

2011), que costuma ser bastante individualizada em cada animal.

2.3. Aspectos clinicos da leishmaniose visceral canina

Diferente do homem, o cdo com LV apresenta alteracOes sisttémicas e de pele
(RHALEM et al., 1999; ALMEIDA et al., 2005; KRAUSPENHAR et al., 2007; SILVA,
2007b; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). A infeccdo por Leishmania em humanos
leva ao estado de doencga cronica visceral, sistémica, que pode ser fatal se ndo houver
intervencao terapéutica (WHO, 2010).

A doenca nos cdes manifesta-se por caracteristicas clinicas variadas e podem ser
semelhantes aos achados em outras doencas infeciosas, sistémicas e auto-imunes
(FERRER, 1999; IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007). Os sinais clinicos podem
ser inespecificos, como febre, anemia arregenerativa, perda de peso e caquexia. Os
animais com doenca em estdgios moderados a muito grave podem apresentar
linfadenomegalia localizada ou generalizada, lesdes dermatologicas (Ulceras, dermatite
papular, nodular, pustular e alopecia), onicogrifose, lesbes oftalmicas, anorexia,
epistaxe, hiperglobulinemia, diarreia, hepatoesplenomegalia, faléncia renal que pode
levar a 6bito e em alguns casos podem ocorrer disturbios locomotores e neuroldgicos
(FERRER, 1999; IKEDA et al., 2003; ALMEIDA et al., 2005; AGUIAR et al., 2007;
KRAUSPENHAR et al., 2007; SILVA, 2007a,b; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Algumas alteracdes estdo demonstradas na Figura 6.
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Figura 6 - Diferentes alteracGes dermatoldgicas em cdes causada pela Leishmania: A-
Lesdo ulcerativa interdigital, B- lesdo ulcerativa em éarea de contato no membro
anterior; C- Noddulos intradérmicos na face e regido interna da orelha; D- Onicogrifose;

E- Alopecia periocular; F- Vasculite em ponta de orelha.

Fonte — Laboratorio de Infectologia Veterinaria — (LIVE-UFBA) (arquivo do estudo)

2.4. Diagnostico da infeccéo e da doenca canina

O guardido de um cdo portador de LV, durante a anamnese, em geral relata
como queixa principal a apresentacdo de alteracbes comportamentais ou corporais no
cdo, associadas aos sinais fisicos sugestivos da doenca e historico de habitacdo ou
estadias do cdo em area endémica para LV. O diagnostico clinico presuntivo da LV
canina torna-se complexo, devido a diversidade de sinais clinicos que o animal pode vir
a apresentar, sinais facilmente confundidos ou somados a disturbios semelhantes, como
outras doencas infecciosas, auto-imunes e dermatoldgicas (FERRER, 1999).

O diagnostico clinico da LV canina tem como proposito estabelecer os objetivos
terapéuticos e o prognostico. No decorrer do diagndstico clinico, sdo realizados
anamnese, exame fisico e coleta de amostras biolégicas para exames de analises
laboratoriais. Assim, a partir da suspeita clinica devem ser solicitados exames para
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confirmacdo e diagnostico diferencial com outras enfermidades como exemplo,
erliquiose ou babesiose. O estadiamento clinico do animal é realizado por meio dos
sinais clinicos e avaliagdo dos exames sorologicos, parasitoldgicos, moleculares,
hematoldgicos, perfil bioquimico, relacdo proteina/creatinina urinaria (UPC) e urinalise
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009, 2011).

O diagndstico laboratorial é esclarecedor e fundamental, tanto para confirmagéo
da suspeita, quanto no estabelecimento de doencas concomitantes e progndstico
(AGUIAR et al., 2007; MAIA; CAMPINO, 2008). As principais alteracdes nas analises
laboratoriais encontradas na LV séo hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, aumento das
enzimas hepaticas, anemia arregenerativa, linfopenia e leucocitose, trombocitopenia,
azotemia, proteinuria (IKEDA et al., 2003; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O diagnéstico diferencial entre infeccdo por L. infantum e outras condi¢Ges pode
ser realizado com a utilizacdo de métodos imunol6gicos, como 0s exames sorologicos
por meio das técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio de imunoadsor¢ao
(ELISA), que indicam evidéncias de resposta imune humoral, por meio de positividade
para imunoglobulina G do cdo a antigenos parasitarios (FERRER, 1999; BRASIL,
2006).

Os métodos diretos parasitoldgicos, baseados na citologia aspirativa de
linfonodo, bagco, medula déssea e/ou swab conjuntival para obtencdo de amostras de
células, associada a realizacdo de esfregacos em laminas, ao isolamento do parasito em
meio de cultura, sdo capazes de demonstrar a presenca do parasito nas células do cdo, a
depender da técnica pode ser visualizada a forma amastigota ou promastigota
(BARROUIN-MELDO et al., 2004; MAIA; CAMPINO, 2008). Os métodos moleculares,
realizados em amostras de células obtidas também por biopsia aspirativa, incluem a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variacdes, sdo capazes de quantificar e
indicar a presenca de DNA do parasito em diferentes tecidos no cdo, como na medula
Ossea, aspirado de linfonodo, aspirado esplénico, pele, sangue e fluidos bioldgicos
(MOREIRA et al., 2007; MAIA; CAMPINO, 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Para fins de agdes de saude publica, triagem e destinacdo dos cdes positivos no
Brasil, atualmente o Ministério da Saude preconiza como diagndstico da LV canina 0s
testes imunocromatografico rapido Dual Parth Platform (DPP) para triagem e 0 ELISA
como confirmatorio (Nota técnica, n°® 01/2011).

Os exames laboratoriais sorologicos ou diretos, ou ainda exames auxiliares por

técnicas de imagem, devem ser realizados para afastar a possibilidade de outras
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infeccbes ou condicBes patoldgicas, tanto no diagnostico diferencial quanto na
identificacdo de doengas concomitantes a LV no cdo (MAIA; CAMPINO, 2008).

2.5. Aspectos do tratamento antiparasitario em caes

Na Europa, o tratamento da LV canina é realizado com diferentes protocolos, cuja
escolha depende do estdgio clinico-patologico inicial de cada animal. Cdes com
insuficiéncia renal tém pior progndstico quanto a resposta ao tratamento, em
comparacdo aqueles que ndo tém envolvimento renal ou que apresentam leve
proteindria (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Os critérios farmacoldgicos para que uma droga seja considerada leishmanicida
no tratamento da LV sdo atuar no metabolismo do parasito, inibindo a sua glicogenolise
e a via de oxidacdo dos acidos graxos, reducdo na producdo de ATP (AMUSATEGUI,
1998; BRASIL, 2006). Ou ligando-se aos ester6is da membrana da Leishmania
alterando sua permeabilidade e destruindo-a (BRASIL, 2006; RIBEIRO, 2007). Para
uma droga ser considerada leishmaniostatica, ela deve agir impedindo a multiplicacédo
da Leishmania por blogueio da sintese de proteinas a partir do RNA (AMUSATEGUI,
1998; GINEL et al., 1998).

A terapia com drogas leishmanicidas na maioria das vezes leva a cura clinica,
embora o0s cdes tratados possam continuar a abrigar o parasito e ser infecciosos para o
vetor, mas em menor grau do que antes do tratamento (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011). Dentre as drogas consideradas leishmanicidas no tratamento de cdes, incluem-se
0s antimoniais pentavalentes (antimoniato de N-metil glucamina e pelo estibogluconato
de sddio), a miltefosina e a anfotericina B (AMUSATEGUI, 1998; CAVALIEIRO et al.,
1999; RIBEIRO, 2007; MAIA et al., 2013).

No Brasil, o tratamento do cdo ndo é recomendado pelo Ministério da Saude, e
sim o sacrificio dos caes infectados, com a alegacdo de que “o cdo tratado ndo deixa de
ser um potencial reservatorio devido a baixa eficacia dos medicamentos em prevenir
ocorréncia de recidivas e, hd o risco de selecdo de Leishmania resistente as drogas
utilizadas para tratamento humano” (BRASIL, 2006). Com base nessa assertiva, a
portaria interministerial N° 1.426, de 11 de julho de 2008 proibe, em todo territério
nacional, o tratamento de cées infectados ou doentes com produtos de uso humano ou

ndo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O
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MAPA ainda recomenda que drogas de uso ndo-humano sejam desenvolvidas e
propostas para o tratamento exclusivo da LV canina (BRASIL, 2006).

O alopurinol é uma droga classificada como leishmaniostatica no tratamento da
LV em cdes (AMUSATEGUI, 1998; RIBEIRO, 2007). Na Europa, o alopurinol é
incluido dentre as bases farmacologicas utilizadas no tratamento antiparasitario da LV
canina e € citada por diversos pesquisadores, comumente em combina¢do com 0s
antimoniais pentavalentes, e outras drogas anti-Leishmania e/ou imunomoduladoras, ou
ainda como medicacdo unica (AMUSATEGUI, 1998; GINEL et al., 1998; REGUERA
et al., 2016). O farmaco tem boa aceitacdo pelos guardides dos cdes, devido a facil
administracdo, pela via oral, ao baixo custo, e a disponibilidade comercial
(AMUSATEGUI, 1998; GINEL et al., 1998; CAVALIEIRO et al., 1999; NOLI,
AUXILIA, 2005).

Alguns autores propdem o uso prolongado do alopurinol, apds o uso concomitante
com drogas leishmanicidas, para manter a carga parasitaria sob controle, evitando
recidivas clinicas (FERRER, 1995; GINEL et al., 1998). Quando usado como primeira e
Unica droga, o alopurinol mostrou ser ineficaz no tratamento tanto da LV, quanto da
leishmaniose cutanea em cées, no entanto, quando associado a outras drogas, mostra um
bom sinergismo (GINEL et al., 1998; DENEROLLE; BOURDOISEAU, 1999; LIMA et
al., 2007). Os protocolos mais utilizados na Europa associam antimoniais pentavalentes
e o alopurinol (FERRER et al. 1995; RIBEIRO, 2007). O protocolo baseado na
associacdo do antimoniato de meglumina com alopurinol é considerado o mais eficaz, e
é tido como primeira opcdo na terapia da LV canina (DENEROLLE; BORDOISEAU,
1999).

Um estudo recente desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Infectologia Veterinaria (LIVE - Infectologia Veterinaria/CNPq) demonstrou que cdes
tratados com protocolo poli-quimioterdpico, que incluiu o alopurinol, apresentaram
melhora clinica associada com reducdo da carga parasitaria esplénica e resultados
negativos no xenodiagnostico (NERY, 2015).

O alopurinol néo ¢ utilizado para o tratamento da LV humana.

2.6. Aspectos farmacologicos do alopurinol

O alopurinol (Zyloric®, Wellcome) (1H-pirazolo (3,4-d) pirimidin-4-ol) é uma

base de oxipurina (Figura 7), que foi sintetizada pela primeira vez na década de 1950
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por George Hitchings e Gertrude Elion em Nova York com o objetivo de aumentar a
eficdcia de drogas antineoplasicas, porém mais tarde esses autores perceberam que a
droga ndo tinha acdo antineoplésica, mas era um forte inibidor da enzima xantina
oxidase (DAY et al., 1994; GRAHAM et al., 1996). O farmaco é eficaz no tratamento da
hiperuricemia em humanos, reduzindo a producdo de urato (GRAHAM et al., 1996;
WRIGHT et al., 2013).

Figura 7: Estrutura do alopurinol.

Fonte: Adaptada de DAY et al., 1994.

O alopurinol é comumente usado em humanos para o tratamento profilatico da
gota, uma patologia caracterizada por aumento de acido Urico no sangue. O excesso do
acido Urico é associado a deposicdo de cristais nos tecidos e principalmente nas
articulacbes provocando artrite aguda (DAY et al., 1994; WRIGHT et al., 2013). Na
medicina humana, o alopurinol é também citado em outras aplicacdes, como na
prevencdo de formacdo de calculos de urato no trato urinario (DAY et al., 1994; 2007),
parece ser adequado o uso do alopurinol para diminuir alteracbes morfologicas durante
a isquemia-reperfusdo em jejuno em modelo canino (BRATH et al.,, 2011), na
terapéutica de doencas causadas por protozoarios, como leishmaniose cutanea e
tripanossomiase, pois inibe o crescimento de Leishmania spp. in vitro, o que foi
considerado um grande avango clinico. Determinados analogos de purina sdo
metabolizados pelos parasitos a nucleotideos aminados para os analogos de
nucleotideos de adenina. Estes interrompem a sintese de proteinas e causam a reparticao
de RNA (MARR et al., 1991), além do uso no controle de pacientes com epilepsia
refrataria a drogas antiepiléticas convencionais, pois reduziu significativamente as
convulsdes generalizadas e as crises secundarias (ZAGNONI et al., 1994).

Na medicina veterinaria, a droga é citada para o controle de hiperuricosdria em

Déalmatas, que apresentam predisposicao para desenvolver altas concentragdes de acido
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urico. Cées dessa raca excretam acido urico em forma de sal, urato de amodnia,
substancia que possui pouca solubilidade, favorecendo a formacéo de cristais de urato,
consequentemente urolitiase (LING et al., 1997). O uso do alopurinol também é
bastante citado nos protocolos de tratamento de cdes com leishmaniose visceral (GINEL
et al.,, 1998; CAVALIEIRO et al., 1999; PLEVRAKI et al., 2006; NERY, 2015;
REGUEIRA et al., 2016).

Em cées, as doses utilizadas para o tratamento de hiperuricosuria variam de 10 a
15mg/kg, uma ou duas vezes ao dia (NELSON; COUTO, 2010), 15 a 20 mg/kg duas a
trés vezes ao dia (ANDRADE, 2008), para prevenir a formacéo de célculos de urato de
amonia (LING et al.,, 1997). Um efeito indesejavel do alopurinol é a formacdo de
calculos de xantina, sendo indicada dieta livre de purina - dietas pobres em proteina —
nos cdes sob tratamento. No entanto, os beneficios do alopurinol podem ser mais
importantes do que os riscos da sua utilizacdo em cdes que apresentam diversos
episoddios de urolitiase por urato (ANDRADE, 2008; NELSON; COUTO, 2010).
Devido a excrecdo renal da droga, em pacientes que apresentam disfuncéo renal, a dose
pode ser ajustada em 20% a 30% menor que a dose normal, porque a eliminacdo torna-
se mais lenta (ANDRADE, 2008).

2.6.1. Farmacocinética do alopurinol

Em humanos, o alopurinol é rapidamente absorvido apds administracdo por via
oral, e apresenta biodisponibilidade em cerca de 70-80% (MURREL; RAPEPORT,
1986; GUERRA et al., 2001). As concentracdes plasmaticas maximas sdo obtidas em
torno de 30 minutos a 1 hora ap6s ingestdo, e cerca de 60-70% de alopurinol sdo
convertidos rapidamente pela xantina oxidase para o metabdlito ativo, oxipurinol
(APPELBAUM et al., 1982; GUERRA et al., 2001). A ligacdo do alopurinol e
oxipurinol as proteinas plasmaéticas é insignificante, no entanto, ndo se espera que
variacBes na ligagdo as proteinas altere significativamente a concentragdo plasmatica do
mesmo (MURREL; RAPEPORT, 1986; SANDOZ, 2014). A concentrac¢do de alopurinol
nos animais sdo mais elevadas no sangue, figado, intestino e coracdo e em menor
concentragdo no pulméo e cérebro (ELION et al., 1966). O alopurinol tem meia-vida de
eliminacdo de 40 minutos a 2 horas (GRAHAM et al., 1996; GUERRA et al., 2001;
WRIGHT et al., 2013). O oxipurinol pode ser detectado no plasma dentro de 15 a 20
minutos apds administracdo oral do alopurinol, e apresenta uma meia-vida mais longa,

que varia entre 13-30 horas em humanos com funcdo renal normal (Figura 8). O
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alopurinol é excretado principalmente por via hepatica e o oxipurinol é eliminado
principalmente por via renal (ELION et al., 1966; APPELBAUM et al., 1982;
MURREL; RAPEPORT, 1986; DAY et al., 2007). Uma dose de 100mg de alopurinol
por via oral gera 90mg de oxipurinol (DAY et al., 2007).

Em cées, poucos estudos reportam a farmacocinética do alopurinol, mas ndo ha
dados disponiveis na literatura sobre o metabdlito ativo — oxipurinol. Em cées Dalmatas
saudaveis, a cinética do alopurinol apresentou-se como cinética de 12 ordem (quando a
concentracdo do farmaco no plasma € proporcional a dose) e modelo
monocompartimental (quando o farmaco € distribuido no organismo como um todo),
por administracdo oral ou endovenosa (LING et al., 1997).

A farmacocinética do alopurinol no tratamento em cées com hiperuricosuria, pela
via de administracdo oral na posologia de 10mg/Kg da droga, apresentou pequenas
variacdes quando comparadas a via endovenosa na dose de 6mg/kg, mas os autores
associaram as diferencgas ao processo de hiperuricosuria dos cdes, e ndo a dose (LING et
al., 1997). A constante da velocidade de absor¢éo do alopurinol (Ka=1,06+0,13/hora)
apresentou um pico de concentracdo plasmatica de Cmax=6,43£0,18 pg/mL, em um
tempo maximo de Tma= 1,9 horas. O volume de distribuicdo aparente (Vd/F =
1,17+0,07 L/Kg) mostrou que o farmaco é bem distribuido do plasma para o sistema
bioldgico (LING et al., 1997).

Quanto ao metabolismo, o alopurinol é convertido rapidamente pela xantina
oxidase para o metabolito ativo, oxipurinol, via oxidacdo (GUERRA et al., 2001; DAY
et al., 2007). Tanto o alopurinol quanto o oxipurinol sdo excretados principalmente pela
via renal — como no homem, e o clearance na administracdo endovenosa foi de
0,3620,03 L/Kg.h (LING et al., 1997), sendo 10% eliminado na forma inalterada e 20%
pelas fezes (APPELBAUM et al., 1982; SANDOZ, 2014).

A terapia com alopurinol é associada ao aumento das concentragfes de
hipoxantina e xantina na urina e plasma, e diminuicdo das concentracdes plasmaticas de
acido urico. Os principais efeitos sdo mediados pelo metabdlito ativo do alopurinol, o
oxipurinol, que se encontra em maior concentracdo serica (MURREL; RAPEPORT,
1986).

Até onde alcangou nossa revisdo de literatura, ndo ha estudos sobre a
farmacocinética do alopurinol em cdes portadores de LV naturalmente adquirida em
tratamento no regime de dose multipla, assim como ndo ha estudos sobre a

farmacocinética de oxipurinol em caes.
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Figura 8- Fluxograma demonstrativo da farmacocinética do alopurinol em humanos.
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2.6.2. Aspectos da farmacodinamica do alopurinol

O mecanismo de acdo do alopurinol se da pela inibicdo da enzima xantina
oxidase, enzima esta que catalisa a formacdo de hipoxantina em xantina e xantina em
acido urico (Figura 9) (MURREL; RAPEPORT, 1986; DAY et al., 1994).

Figura 9 - Mecanismo de ag&o do alopurinol sobre a enzima xantina oxidase
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A xantina € um subproduto do metabolismo das purinas, e por ser a menos soluvel
das purinas excretadas na urina, seu excesso pode levar a formacdo de célculos de
xantina em cées que possuem deficiéncia da enzima xantina oxidase (ARIZA, 2012). O
tratamento com alopurinol tem sido associado a xantinuria em cdes, uma vez que a
droga se liga a xantina oxidase, inibindo sua acdo (LING et al., 1997). A terapia com
alopurinol reduz a concentragdo de acido Urico na urina, mas aumenta a concentragao de
xantina. A xantinuria aumenta de forma proporcional a quantidade de purinas na dieta, a
dose e a frequéncia de administracdo do alopurinol (ARIZA, 2012).

No cdo, a xantinuria e formagdo de urdlitos de xantina sdo efeitos adversos
supostamente incomuns, mas em pacientes renais humanos, o alopurinol pode deteriorar
ainda mais a capacidade funcional renal e até mesmo causar nefrite intersticial aguda
(PLEVRAKI et al., 2006). Apesar disso, o alopurinol apresenta baixa toxicidade, mas ja
foram relatados febre, leucopenia e alguns distarbios cutaneos, digestivos e elevacdes
de enzimas hepéticas que sdo geralmente raros e de baixa intensidade (DAY et al., 1994;
AMUSATEGUI, 1998; RIBEIRO et al., 2007).

A litiase formada por célculos de xantina é uma enfermidade pouco frequente
tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria. A causa pode ser primaria
(congénita) ou secundéria ao tratamento com alopurinol (ORTEGA, 2008). Em ambas
as formas ocorrem a diminuicdo da formacao de acido Urico, o que resulta no aumento
da formacdo de hipoxantina e xantina, sendo a xantina menos soltvel na urina (LING et
al., 1997; TORRES et al., 2016).

No entanto, h& vérias citacbes sobre o aparecimento de cristais ou ur6litos de
xantina secundarios a uma terapéutica longa com alopurinol em cées (PLEVRAKI et al.,
2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; TORRES et al., 2016).

2.6.3. Acéo da droga na Leishmania

A atividade leismaniostatica do alopurinol foi demonstrada em L. brasiliensis
(PFALLER; MARR, 1974) e L. infantum (KAMAU et al., 2001) in vitro. A atividade da
xantina oxidase na Leishmania foi avaliada para investigar 0 mecanismo de agdo do
farmaco, porém nenhuma atividade foi observada (PFALLER; MARR, 1974). Os
protozoarios sdo considerados organismos que ndo tém a capacidade de sintetizar
purinas, um composto organico necessario ao seu crescimento, portanto, a aquisicéo de
purinas dos hospedeiros é uma necessidade essencial para o crescimento e
sobrevivéncia desses parasitos (AMUSATEGUI, 1998; GINEL et al., 1998). Assim, no
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organismo do hospedeiro, o alopurinol é captado pelo parasito por ser analogo das
purinas. Na célula parasitéria, o alopurinol interfere na acdo da enzima envolvida na
sintese de RNA, como a hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, bloqueando o
crescimento do parasito, que depende do hospedeiro como fonte de purinas para
sobreviver (PFALLER; MARR, 1974; AMUSATEGUI, 1998; GINEL et al., 1998).
Acredita-se que a agdo do alopurinol em inibir o crescimento da Leishmania esta
relacionada com a formac&o de ribonucleotideo alopurinol, pela fosforibosiltransferase
(MARR et al., 1978; PFALLER; MARR, 1974; ELION, 1993; AMUSATEGUI, 1998).
O ribonucleotideo do alopurinol subsequentemente € convertido pela adenilosuccinato
sintetase em um analogo de AMP, e posteriormente fosforilado ao analogo de ATP
(MARR et al., 1978; SHAPIRO et al., 1991; MARTINEZ; MARR, 1992;
MADDISSON, 2010). O nucleotideo aminopirazolopirimidina resultante € incorporado
ao RNA do parasito causando degeneracdo do RNAm, inibicdo da sintese de proteinas
e, como consequéncia, degradacdo dos parasitos (Figura 10) (SHAPIRO et al., 1991;
ELION, 1993; AMUSATEGUI, 1998; GINEL et al., 1998; MADDISSON, 2010). O
efeito leishmaniostatico do oxipurinol foi também demonstrado na L. donovani in vitro
(MARR; BERENS, 1977).

Figura 10- Metabolismo do alopurinol em humanos e na Leishmania
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Assim, o farmaco incorpora-se no RNA do parasito, promovendo uma transducéo
proteica defeituosa, e, com isso, interrompe a sintese de RNA levando-o a alteracOes
estruturais (MARTINEZ; MARR, 1992; CAVALIERO et al., 1999).
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3. HIPOTESE DO TRABALHO

A administragdo do alopurinol em humanos é realizada uma vez ao dia, pois o seu
metabolito (oxipurinol) possui tempo de vida longo. Como ha semelhancas entre os
aspectos farmacocinéticos em humanos e cdes sadios, acredita-se que nos cdes com
leishmaniose seja também possivel uma administracdo didria que atinja o nivel de
concentracdo plasmética ideal, dentro do estado de equilibrio, para controlar a

multiplicacdo da Leishmania, sem necessitar realizar a posologia de duas doses diarias.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar as concentracdes e determinar a farmacocinética do alopurinol e oxipurinol em

cdes com leishmaniose visceral naturalmente adquirida e em tratamento com doses

maultiplas.

4.2.  Objetivos especificos

- Avaliar as andlises laboratoriais dos cdes em tratamento (hemograma, bioquimica

sérica, relacdo proteina / creatinina urinaria e urinalise).

- Avaliar os parametros farmacocinéticos do alopurinol e oxipurinol em amostras de

plasma e urina de cdes em tratamento para leishmaniose visceral.

- Avaliar o comportamento do farmaco administrado na dose de 10 mg/kg, indicada na
literatura para o tratamento de cées com LV
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Protocolo experimental e aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (CEUA), sob o protocolo numero
034/2016, e realizado no Hospital-Escola de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal da Bahia (HOSPMEV-UFBA) no setor de Clinica Médica de Pequenos
Animais.

Foram avaliados 11 (onze) cdes domésticos, infectados naturalmente com
Leishmania infantum, em tratamento continuo com alopurinol em diferentes tempos de
uso. Os cédes estudados foram todos machos e apresentavam diferentes pesos, idades e
racas.

A infeccdo por L. infantum foi diagnosticada por métodos soroldgicos (ELISA e
RIFI) e parasitolédgicos (citologia aspirativa de medula dssea e/ou linfonodo, cultivo). A
partir da confirmagdo da infeccdo, os cées foram submetidos ao protocolo
poliquimioterapico, inicialmente a base de associacdo de cetoconazol, metronidazol e
prednisona, durante 40 dias. A partir do 41° dia, os cées passaram a receber alopurinol a
10mg/kg de 12 em 12 horas, a ser ministrado por um ano em uso continuo. Todos 0s
cées avaliados no presente estudo se encontravam na fase de uso continuo do alopurinol
em tempos de tratamento que variaram de animal para animal, sendo no minimo apés
30 dias de inicio de uso da droga, ou seja, todas coletas de amostra foram feitas no
estado de equilibrio.

Como critérios de inclusdo, os cdes deveriam ser naturalmente infectados por L.
infantum, e fazer uso de dose multipla de alopurinol na dose de 10mg/kg/duas vezes ao
dia. Todos os cées deveriam ser machos, para facilitar o acesso a obtenc¢do de urina. Os
critérios de exclusdo foram: apresentar doencgas concomitantes a LV e/ou fazer uso de

outro tipo de medicacdo além do alopurinol.

5.1.1. Avaliagdo clinica dos cées

O procedimento foi realizado no setor de Clinica Médica de Pequenos Animais do
HOSPMEV-UFBA. No primeiro momento os animais foram avaliados clinicamente e
seus dados catalogados individualmente. A avaliagdo constituiu na anamnese e exame
fisico. Foram avaliados escore corporal, estado de hidratagdo, aspecto da pele e das

mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
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respiratoria (FR), palpacdo abdominal, temperatura retal (TR) e palpacédo dos linfonodos

superficiais.

5.1.2. Procedimento das coletas de sangue e urina

Nos animais em jejum de 8 horas, foram coletados por venopuncdo 10mL de
sangue da veia jugular, com seringa de 10mL e agulha 25x7mm. As amostras foram
colocadas em tubos com anticoagulante acido etileno diaminotetracético (EDTA) e
tubos sem anticoagulante. Foram coletados 10mL de urina por meio de sonda uretral
proporcional ao tamanho do cdo. As amostras de sangue para hemograma e avaliacdo da
bioquimica sérica, assim como a amostra de urina, foram encaminhadas ao Laboratorio
de Analises Clinicas (LAC) credenciado.

Os exames de bioquimica do soro dos cdes incluiram marcadores de integridade e
funcdo hepatica pela dosagem da alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina
(FA); quantificacdo das proteinas plasmatica total (PPT) a albumina e globulinas e
avaliada a razdo albumina: globulinas. A avaliagdo das fungdes renais incluiu a
mensuracdo de ureia e creatinina no soro, e na amostra de urina foram realizadas
urinalise e mensuracdo da proteina urinaria (PU), creatinina urinaria (CU) e relacdo
proteina/creatinina urinaria (UPC).

Para avaliacdo da concentracdo plasmaética do farmaco, em cada céo foi realizada
tricotomia e antissepsia com clorexidine 2% em terco medial do membro anterior direito
(veia cefalica). Em seguida, o vaso foi cateterizado em sistema acoplado a uma torneira
de 3 vias e bandagem com esparadrapo (fita adesiva). Cada cdo foi observado por um
periodo de 12 horas. A coleta foi feita garantindo as concentragdes plasmaticas no
estado de equilibrio, ou seja, primeira coleta pelo menos 15 horas ap0s a primeira dose.
Foram coletados 5 mL de sangue e colocados em tubos com heparina sodica (5.000U.1./
mL/Blau farmacéutica S.A) para posterior processamento e separa¢do do plasma no
tempo zero (T0). Em seguida foram administrados 5 mL de solugdo de cloreto de sodio
(NaCl) a 0,9%, para lavagem do acesso, além de 1 mL da solucdo heparinizada, na
diluicdo de 0,1 mL de heparina sddica para 9,9 mL de solugdo de NaCl a 0,9%. Essa
solugéo teve por finalidade evitar a coagulagdo do sangue no acesso venoso. Antes de
cada etapa, recolheu-se 1 mL de sangue, que foi desprezado.

Apbs a coleta do tempo zero (TO) foi administrado o alopurinol por via oral na
dose de 10mg/Kg por animal, e 0s sucessivos tempos das coletas foram estabelecidos
aos 15; 30 minutos; 1h; 1,5h; 2h; 2,5h; 3h; 4h; 5h; 7h; 10h e 12 h apds a administragcdo



37

do farmaco em todos os animais. As amostras foram centrifugadas a 1500 rpm (402 x @)
a 15°C durante 5 minutos para separagcdo do plasma. Todos os plasmas foram
armazenados em tubos tipos criogénicos (KASVI®, EUA) e acondicionados em freezer
a— 20 °C, até sua analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Para coleta das amostras de urina, primeiramente foi realizada a antissepsia do
prepucio com clorexidine a 2%. Em seguida a sonda foi introduzida pela uretra até a
bexiga de onde foi aspirada uma amostra para analise de 14mL de urina e posterior
esvaziamento da bexiga nos tempos 0-3 h; 3-6 h; 6-9 h; 10-12 h ap6s administracdo do
farmaco por via oral. O volume total coletado foi anotado e 15 mL de urina foram
armazenadas em tubos cénicos do tipo Falcon (GREINER®, EUA), identificados com o
nome do cdo, data e tempo de coleta, e acondicionados em freezer a — 20°C, até a
realizacdo da mensuracéo.

Durante o tempo de avaliacdo de 12 horas, os cdes receberam alimento em horéario
habitual e ingestdo e agua ad libitum. Ap6s as 12 horas do experimento, 0s cédes
receberam a segunda dose do alopurinol e foram liberados para a sua residéncia.

5.2. Padronizacdo do método de HPLC-UV para dosagem de alopurinol e
oxipurinol no plasma canino

5.2.1. Solugdes padrao e reagentes

O alopurinol (European Pharmacopoeia Reference Standard) 99,8% - Allopurinol
CRS e 0 metabdlito oxipurinol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 98,4% (HPLC)
foram conseguidos por meio da verba do projeto PRONEM. Os solventes Acetonitrila
(J.T. Backer, Mexico City, Mexico), Acido Formico 88% (J.T. Backer, Mexico City,
Mexico), Hidroxido de Sédio (NaOH) ACS (J.T. Backer, Mexico City, Mexico), foram
grau HPLC.

Toda &gua utilizada para execucdo deste experimento foi obtida em sistema de
purificacdo Synergy® UV (Millipore, Molsheim, France).

A solucéo estoque do alopurinol e oxipurinol foram preparadas em Hidroxido de
sodio (NaOH) 1mM, na concentragdo de 2mg/sml (400ug/mL). As solugdes de uso
tanto do alopurinol quanto do seu metabdlito o oxipurinol foram preparadas nas

concentrages 0,4; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 20,0; 80,0 pg/mL de agua. E a solucéo estoque do
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Aciclovir foi preparada em agua na concentracdo de 2mg/5mL (400pug/mL). A solucéo
de uso foi preparada na concentragdo de 40,0 pg/mL.

O farmaco usado como padréo interno (Aciclovir) foi obtido da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). E como padréo interno secundario o Aciclovir foi gentilmente

cedido pela Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.

5.2.2. Analise Cromatografica

A anélise do alopurinol e oxipurinol foi realizada por HPLC-UV (cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo em ultravioleta), constituido por bomba de alta
presséo LC20AD e forno para acondicionamento de coluna CTO - 10ASvp,
provenientes da Shimadzu (Tokio, Japdo).

O alopurinol e seu metabdlito o oxipurinol foram separados em uma coluna
LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-8 (5 um) (Merck, Darmstadt, Germany) e
usando pré-coluna LiChroCART® 4-4 LiChrospher® 100 RP-8 (5 pm) (Merck,
Darmstadt, Germany). A temperatura do forno foi de 25°C e do amostrador automatico
de 12°C. A fase mdvel foi composta por uma mistura de agua, 0,1% de acido férmico
(88%) e 0,25% de acetonitrila. O LC-UV operou em uma vazdo de 0,7mL/min.

A deteccdo por UV foi realizada em um comprimento de onda de 254 nm.

5.2.3. Procedimento de preparo das amostras

As amostras de plasma branco foram obtidas de cdes que ndo faziam uso de
alopurinol e ndo apresentavam doencas (cdes sadios), atendidos no Hospital de
Medicina Veterinéria da Universidade Federal da Bahia, Salvador.

Para preparar a curva de calibracdo foram acrescidas aos 100 pL de plasma
branco, solucdo padrdo de alopurinol (25 pL) e oxipurinol (25 pL), nas seguintes
concentragbes 0,4; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 20,0; 80,0 pug/mL de agua. Em seguida foi
adicionado 25 pL do padrdo interno (PI) aciclovir. Foram adicionados 200uL de
acetonitrila (solvente de extracdo) e agitados no mixer por 1 minuto. Ap6s descanso de
10 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se a 15.000 rpm (21.500g) por 10
minutos a 5°C. A fase organica foi separada, seca e ressuspendida em 200uL de fase
movel para injetar 60pL no HPLC.

No preparo das amostras usou-se 100 uL de plasma dos animais acrescido de 25
pL do padrdo interno (Pl) aciclovir e 25 yL de agua. Foi adicionado 200uL de

acetonitrila (solvente de extracdo) e agitados no mixer por 1 minuto. Apds descanso de
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10 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se a 15.000 rpm (21.500g) por 10

minutos & 5°C. A fase orgénica foi separada, seca e ressuspendida em 200uL de fase

movel para injetar 60puL no HPLC.

O processo de extracdo das amostras encontra-se descrito na Figura 11.

- 100 pL plasma
-25 uL PI

- 25 pL agua

- 200 pL acetonitrila

- Agitar 1 min
- Centrifugar por 15000 rpm, 10 min. 5°C

Fase Aquosa
(desprezar)

- Fase organica
- Evaporar a secura

Fase organica

- Ressuspender em 200 pL
fase movel

Injetar 60 uL

Figura 11: Procedimento de extragdo liquido-liquido do alopurinol e oxipurinol em

plasma canino.
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5.3. Validacédo do metodo HPLC-UV

O procedimento padronizado para anélise do alopurinol e seu metabolito em
plasma de cédo foi validado conforme as indicagcdes da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — Resolugdo RDC n°27, 17 de maio de 2012) para a validacdo de
métodos bioanaliticos.

Para a construcdo das curvas de calibracdo utilizou-se aliquotas de 100 pL de
plasma branco de cdes (animais ndo faziam uso de alopurinol) enriquecidas com 25 pL
da solucéo padréo, 25 pL de padrdo interno (PI) e 200 pL de acetronitrila. As amostras
foram analisadas como descrito acima. As curvas de calibracdo foram construidas nos
intervalos de 0,4 — 80 pug/mL de cada solucdo (alopurinol e oxipurinol).

Os pontos denominados como controle de qualidade baixo, médio e alto segundo
pedido pela RDC em questdo foram 0,25 pg/mL, 10,0 pg/mL e 16,0 pg/mL.

5.3.1. Recuperacgéao

A recuperagdo do alopurinol e do oxipurinol foi avaliada em triplicata nas
concentracgdes de 0,25 pg/mL (n=5) e 16,0 pg/mL (n=5) de plasma respectivamente. E o
aciclovir na concentracdo de 40,0 pug/mL (n=10) da solucdo, seguindo o protocolo
descrito no item 1.3. As éreas dos picos provenientes das amostras extraidas foram
comparadas com as areas obtidas na analise de solucfes padréo.

5.3.2. Limite de quantificacao e linearidade

O limite de detec¢éo foi determinado como a menor concentracdo quantificada do
alopurinol e oxipurinol com preciséo e exatidao inferior a 20%. As amostras de plasma
foram avaliadas em quintuplicatas enriquecidas com alopurinol e oxipurinol na
concentracdo de 0,1 pg/mL cada.

A linearidade foi verificada nas concentragdes de 0,1 — 20,0 pg/mL de plasma
tanto para o alopurinol quanto para oxipurinol sendo testado oito diferentes

concentragdes em triplicata.

5.3.3. Preciséo e exatidao

Analisou-se a precisdo e exatiddo nas concentracdes de 0,1; 0,25; 10,0; 16,0
pg/mL para o alopurinol e seu metabdlito o oxipurinol.

Na analise da precisdo intracorridas foram avaliadas 4 preparacfes de diferentes

concentragoes e utilizou-se 5 aliquotas de cada amostra por meio de uma Unica curva de
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calibracdo. O coeficiente de variagdo (CV) dos dados alcancados deve ser inferior a
15%, para que o0 metodo possa ser referido como preciso.

E para a andlise da precisdo intercorridas avaliou-se 4 preparacdes de
concentracdes independentes utilizando 5 aliquotas de cada amostra durante 3 dias
sucessivos. A avaliacdo da precisao intercorridas foi realizada por meio do coeficiente
de variagao dos valores adquiridos.

Para a andlise da exatiddo intra e intercorridas utilizou-se os resultados
experimentais obtidos na precisdo. A exatidao é expressa pelo erro padrédo (EPR) e nédo

se admite valor superior a + 15% do valor nominal.

5.4. Estabilidade

Avaliou-se a estabilidade do alopurinol e oxipurinol nas concentracfes de 0,25 e
16,0 pg/mL de plasma.

Para verificacdo da estabilidade as amostras passaram por um processo de
congelamento e descongelamento, de estabilidade de curta duracdo e pds-
processamento.

Para avaliar a estabilidade de congelamento e descongelamento as amostras em
triplicata foram congeladas a -20°C e ap6s 24 horas foram descongeladas e depois
novamente congeladas por 12 horas. Este ciclo foi repetido por mais duas vezes e
realizada a verificacdo do farmaco e metabdlito.

A avaliacdo da estabilidade de curta duracdo foi realizada nas mesmas
concentracgdes citadas previamente para o alopurinol e oxipurinol utilizando amostras de
plasma em triplicata, mantidas a temperatura (25°C) ambiente por 4 horas para depois
serem analisadas.

E para avaliar a estabilidade p6s-processamento as amostras apds extracdo foram
mantidas a 12°C durante 24 horas tempo este que compreende o término de preparo da

amostra até o final da corrida analitica.

5.5. Analise Farmacocinética e Estatistica

A farmacocinética do alopurinol e seu metabolito oxipurinol é avaliada
empregando modelo ndo-compartimentais e cinética de primeira ordem. Os parametros
farmacocinéticos foram calculados com base nas concentrages plasmaticas obtidas em

funcédo dos diferentes tempos de coleta, empregando o programa WinNonlin, versdo 4.0
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(Pharsight Corp., Mountain View, EUA). A area sob a curva concentracdo plasmatica
versus tempo de zero a infinito (AUC®*) foi calculada pelo método dos trapezdides
com extrapolagéo para o infinito. O clearance total (Cl) foi obtido por meio da equagéo
Cl = Dose/AUC®™. As constantes de velocidade de distribui¢io (o) e de eliminacdo (B)
sdo estimadas pela equacédo 0,693/t 1/2.

Valores médios e desvio padrdo foram utilizados para apresentar os resultados. A
andlise estatistica dos dados de patologia clinica foi realizada de forma descritiva

utilizando o programa Excel 2016.

6. RESULTADOS

A caracterizacdo dos cdes incluiu raca, idade, peso, tempo de diagnostico, tempo
de uso do alopurinol e estadiamento clinico da doenc¢a segundo método de classificacao
descrito por Solano-Gallego et al., (2009). Todos esses dados estdo descritos na Tabela
1.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum
em uso de alopurinol.

Animal Raca dade Peso -Tempc-) Temp->o Estadiamento *
diagndstico alopurinol
Céo1l Labrador 4a 36kg 2 anos laellm Estagio Il DM
Céo 2 Rottweiler 8a 45kg 4ae3m 3aellm Estagio Il DM
Céo 3 SRD 3a 23,8kg lae 6m 5 meses Estagio Il DM
Céo4 SRD 4a 11,3kg 7 meses 6 meses Estagio | DL
Céo 5 SRD 4a 23,4kg 11 meses 10 meses Estagio | DL
Céo 6 Cane Corso 3a8m 42kg lae1l0m lae9m Estagio |1 DM
Céao 7 SRD 9a 21,5kg lae5m laedm Estagio | DL
Céao 8 SRD 9a 17kg laelm 1ano Estagio | DL
Céo9 SRD 3a6m 11kg lae5m 1 ano Estagio | DL
Céo 10 Pit Bull 5a 30,1kg 4 meses 3 meses Estagio Il DM
Céo 11 SRD 3a 13kg 3 meses 1 més Estagio 111 DS
DL= doenca leve *Estadiamento clinico (SOLANO-GALLEGO et al., 2009)

DM= doenca moderada
DS= doenca severa
SRD= sem raca definida
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Os cdes, na sua maioria, apresentaram-se clinicamente saudaveis ou com
alteracdes discretas. As alteragdes mais observadas foram hipertrofia de linfonodos em
54,5% (6/11), mucosas hipocoradas em 27,3% (3/11) e alteracdes dermatoldgicas em
36,4% (4/11) dos caes (Grafico 1). Combinando os dados de exame fisico e de
patologia clinica, os caes foram classificados em trés estagios clinicos; estagio I, quando
apresentavam sinais clinicos leves, como linfadenomegalia ou dermatite papular, sem
alteracbes aos exames de patologia clinica. Os cées classificados no estagio Il foram
aqueles que apresentavam lesdes cutaneas simétricas, epistaxe, febre, perda de peso e/ou
anorexia, associados a anemia, hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia, UPC > 0,4 <
1,0 nos exames laboratoriais. Os cées no estagio Ill, além de apresentarem os sinais
clinicos do estagio | e 11, ja manifestavam sinais sugestivos de doenca por deposicéo de

imunocomplexos, tais como uveite, vasculite, artrite e/ou glomerulonefrite.

Graéfico 1- Alteracdes clinicas observadas no exame clinico dos cdes com leishmaniose
que estavam sob tratamento com alopurinol, no momento da coleta de
amostras para estudo farmacocinético de alopurinol e oxipurinol.

Manifestacdes Clinicas

Alteracdes dermatologicas

Mucosas hipocoradas

Linfadenomegalia

Total Nao Sim

As amostras bioldgicas dos cées foram utilizadas para avaliagdo hematoldgica,
dosagem de ALT, FA, proteinas total, alboumina e globulinas, dosagem de ureia e
creatinina no soro, sumario de urina e avaliacdo da UPC.

Na avaliagdo hematoldgica, 18,2% (2/11) dos cédes apresentaram valores de
eritrocitos, hemoglobina e hematocrito inferiores ao limite minimo (Tabela 2). A

contagem dos leucdcitos totais revelou que 9,1% (1/11) dos cdes infectados
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apresentaram leucopenia; 36,4% (4/11) apresentaram eosinofilia; 18,2% (2/11)
eosinopenia e 9,1% (1/11) basofilia. Achados de plaquetopenia foram observados em
11,1% (1/9) dos cées neste estudo.

Achados de hiperproteinemia (Tabela 2) foram observados em 54,5% (6/11) dos
cdes no presente estudo, com média de 8,7 £ 1,76 g/dL, valor minimo de 6,8 g/dL,
méaximo de 12,0g/dL e mediana de 6,8g/dL. Em quatro cdes, os valores encontrados
foram superiores a 10g/dL.

Os demais parametros avaliados no hemograma apresentaram valores meédios
dentro do limite de referéncia para cdes. Porém, quando avaliado o limite minimo e
maximo encontrados para eosinofilos, os valores foram inferiores e superiores ao valor
de normalidade, apesar do valor médio estar dentro dos limites de referéncia da

normalidade para cées.



Tabela 2: Perfil hematoldgico e bioguimico de caes naturalmente infectado com Leishmania infantum em uso continuo de alopurinol.

Animais/ VN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  MédiatDP  Mediana ,\mi?;o M‘f;'.‘) .
Indice hematoldgicos

Eritrécito (x109uL) 55-85 77 365 694 78 668 57 7 64 74 73 452  645+133 6.94 3.65 78
Hemoglobina (g/dL) 1218 153 80 143 161 138 117 164 154 173 132 92  137+298 143 8,0 173
Hematocrito (%) 37.55 47 28 43 469 415 37 49 46 51 43 283  413:875 43 22,8 51
Leucécitos (x10/uL) 6-17 82 111 82 102 14 118 71 124 2900 104 24 98823276  10.400 8,200 14.000
Bastonetes (uL) 0-300 0 0 164 102 0 0 0o 124 0 0 48 398246127 0 102 164
Segmentados (uL) 3000-11500 2870 6771 5740 7446 7.140 9440 3337 7812 6966 832 1056  6.082 2.583 6.966 1.056 9.440
Linfocitos (uL) 1000-4800 4674 2109 1886 1326 4.480 1298 2556 3.348 1935 1664 1008  2.389+1.258 1.935 1.008 4.480
Monécitos (uL) 150-1.350 574 555 328 510 700 472 497 248 774 774 144 4554202 497 144 700
Eosinofilos (L) 100-1250 82 1554 82 816 1680 590 2556 868 3225 208 144  1.073+1605 816 82 3.225
Basfilos (uL) Raros 0o 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10+ 33 0 0 111
PPT*(g/L) 7,080 >12 92 104 80 70 120 70 68 70 91 108  87+L76 8,6 6.8 12
Plauetas (10% uL) 166-575 204 = 115 328 246 550 250 334 204 385  **  301+122.76 204 115 550

Bioquimica sérica

ALT (UI/L) 15-73 41 17 22 38 78 34 41 29 17 108 68 45+29 38 17 108
FA (U/L) 20— 156 33 149 207 107 165 41 52 49 82 141 33 96 +61 82 33 207
Uréia (mg/dL) 21,4-59,9 55 47,7 32,3 27,7 335 48,4 26 21 21 46 23 34,7+12,4 32,3 21 55
Creatinina (mg/dL) 05-15 1,2 13 11 0,9 0,9 1,3 0,9 11 11 11 0,9 1,1+0,2 11 0,9 13
Pt (g/dL) 54-171 12,7 8,8 6,9 79 6,3 9,8 6,7 58 6,7 71 8,2 7,9+2,0 71 6,3 12,7
Albumina (g/dL) 26-33 2,4 13 1,9 2,8 1,6 2,6 2,0 2,0 23 2,2 15 2,1+0,5 2,0 13 2,8
Globulinas (g/dL) 2,7-44 10,3 75 5,0 51 4,7 7,2 4,7 3,8 44 49 6,7 5,8+1,9 5,0 3,8 10,3

AIG 059-111 0,23 0,17 0,38 0,55 0,34 0,36 0,43 053 052 045 0,22 0,38+0,13 0,38 0,17 0,55
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Tabela 2: Perfil hematoldgico e bioguimico de caes naturalmente infectado com Leishmania infantum em uso continuo de alopurinol.

Continuagao

Bioquimica urinaria

Pt Ur (mg/dL) - 174 101,9 110 0,7 34 75,8 13,1 13,1 151 169,3 1238  72,75+66,98 75,80 0,7 174
Creat. Ur (mg/dL) - 180 240 160,9 79,1 1038 1735 95 75 775 1795 495 128,35+60,79 103,80 75 240
UPC * 0,97 0,42 0,68 0,01 0,03 0,44 0,14 0,17 019 09 2,61 0,60 £0,75 0,42 0,01 2,61

VN: Valor de normalidade; * PPT: Proteina plasmética total dosado pela técnica de refratometria; ALT: alanina aminotransferase, FA: fosfatase alcalina, Pt: proteinas
totais; A/G: razdo albumina globulina; *Valor de referéncia: UPC < 0,5 normal, 0,5 — 1-0 limitrofe; > 1,0 nefrite glomerular
Fonte: Kaneko et al., 2008
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Os exames bioquimicos séricos mostraram que os valores de proteinas totais
quantificadas no soro estavam elevados em 45,4% (5/11) dos cées, sendo a média + SD
calculados em 7,9 + 2,0 g/dL e a mediana determinada em 7,1 g/dL (Tabela 2). Os
valores de média = SD da razdo albumina/globulina foram determinados em 0,38 £ 0,13
g/dL e a mediana em 0,38 g/dL, resultados inferiores aos valores de referéncia
(VR=0,59-1,11) para a especie (KANEKO et al., 2008). Os valores de ALT estavam
elevados em 18,2% (2/11) dos cées, tendo sido encontrada no grupo a média £ SD da
atividade sérica de 45 £ 29 U/L, minimo de 17 U/L e maximo de 108 U/L (VR=15-73).
A FA estava acima dos valores normais em 18,2% (2/11) dos cées, no entanto, quando
avaliada em grupo, a média £+ SD da atividade sérica ficou em 96 + 61 U/L e a mediana
de 33U/L dentro do intervalo de normalidade (VR=20-156).

Em relacdo aos resultados encontrados para a ureia e creatinina, todos 0s cées
apresentaram os valores individuais dentro dos limites de referéncia para a espécie
canina (Ureia VR= 21,4 — 59,9; Creatinina VR= 0,5 -1,5), sendo encontrado no grupo o
valor médio + SD de 34,7 + 12,4 mg/dL para uréia e 1,1 = 0,2 mg/dL para creatinina.

Os resultados da urinalise dos cées naturalmente infectados por L. infantum
encontram-se descritos na Tabela 3. A avaliacdo da densidade urinaria do grupo
mostrou variacdo de 1,010 a 1,044 com média + SD de 1,025 + 0,012 e mediana de
1,020 (VR=1,030). Quatro cées apresentaram valores de densidade de 1,030 a 1,044,
densidade urindria superior a 1,030, indicando que os tubulos renais concentram a urina.
Sete cdes apresentaram valores menores que 1,030, indicando isostendria, ou seja, a
densidade urinéria é igual a densidade do plasma. O pH urinério apresentou-se alcalino
em 27,3% (3/11) das amostras analisadas com pH acima de 7,5 (VR = 55 — 7,5).
Verificou-se proteinaria, detectada por fitas reagentes em 63,6% (7/11) dos cdes
analisados. A bilirrubina estava presente em 36,4% (4/11) das amostras de urina dos
caes. A presenca de hematlria foi observada em 9,1% (1/11), leucocitiria em 27,3%
(3/11) e bacteritria em 27,3% (3/11) dos cdes. ldentificou-se cristaliria em 27,3%
(3/11) dos cdes, sendo que cada cdo apresentou um tipo de cristal, de urato de aménio,
de xantina e de urato amorfo. A quantificacdo da proteina urinéria foi realizada por
analisador bioquimico com Kits reagentes especificos. Na avaliacdo da relacdo
proteina/creatinina urinaria (UPC), 45,5% (5/11) dos cédes apresentaram valor de
referéncia normal (< 0,2), enquanto 18,2% (2/11) dos cdes tiveram valores limitrofes
(0,2 -0,5) e 36,4% (4/11) dos cées apresentaram valor acima de 0,5, de acordo com 0s

valores referenciais indicados pela Internacional Renal Interest Society, (IRIS, 2016).



Tabela 3 - Sumario de urina de cées infectados naturalmente por L. infantum e em uso de alopurinol a cada 12 horas
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Exame imai
Animais/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Caracteristicas
Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo  Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo
Cor - - - Amarelo Amarelo claro
citrino claro ouro citrino citrino ouro claro palha claro
Fisico Aspecto Limpido Limpido Ligeiramente Ligeiramente Limpido Turvo Limpido Ligeiramente Limpido Ligeiramente Limpido
turvo turvo turvo turvo
Densidade 1,044 1,020 1,036 1,020 1,026 1,044 1,014 1,010 1,010 1,030 1,020
Proteina total +++ + + + ++ Tragos - - - ++ +++
pH 6,0 55 8,0 7,0 6,0 6,0 8,0 6,5 9,0 6,0 75
C. Cetonico - - - - - - - - - - -
Quimico Bilirrubina - - Tracos - + + + - - + -
Glicose - - - - - - - - - - -
Urobilinogénio Tracos Normal Normal Normal Normal Normal - - - Normal -
Sangue - + - - - - - - - - -
Leucdcitos Rarissimo 0-3/campo Raros - 3-6/campo Raros - Numerosos ~ 0-2/campo  10-15/campo  3-5/campo
Hemacias - 3-5/campo - - 2-3/campo - Raras 0-4/campo - Raras 0-2/campo
Bactérias + + Raras + + ++++ - +++ Raras ++ -
. - I Pélvica + Descamagéo _—
. . Transicéo _— . - Epitelial ~ Transicéo - I S Transicéo e -
Sedimento Células raras Transi¢do ++  Transicdo+  Transicéo + raras + Trarls:gao Transicdo + + Trirflgao Pelve + Vesicais +
Cilindros ) ) ) Granuldcitos ) ) ) ) ) ) )
rarissimos
Cristais -S - - - Urato de Xantina - - - Urato Amorfos -
aménio + +
(raros)

Bilirrubina, bactéria. (+) leve, (++) moderada, (+++) severa. Cpo= Campo. (-) Ausente
Proteina: (+) 30mg/dL, (++)100mg/dL, (+++) 300mg/dL
Hemécias 0-3/ campo normal (cistocentese); 0-5/campo (sonda); 0-7/campo (miccdo espontdnea) Fonte: Garcia-Navarro, (2005)

Leucdcitos 0-3/campo (cistocentese); 0-5/campo (sonda); 0-7/campo (micgdo espontanea)
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6.1. Validacdo do meétodo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector UltraVioleta (HPLC-UV)

O ensaio do alopurinol e oxipurinol foi realizado usando o método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) empregando a coluna LiChroCART®
125-4 LiChrospher® 100 RP-8 (5 pm) com tempo de corrida estabelecido em 12 min. A
fase movel foi constituida pela mistura de agua acrescida de 0,1% de &cido formico
(88%) e 0,25% de acetonitrila, e os tempos de retencdo foi aproximadamente de 6,0 min
para oxipurinol, 7,8 min para alopurinol e 9,9 min para o padrdo interno (aciclovir)
(Figura 12).

O limite inferior de deteccgéo foi de 0,1 pg/mL, tanto para o alopurinol quanto seu
metabolito ativo. Na andlise do alopurinol e oxipurinol as curvas de calibracdo
construidas apresentaram coeficiente de correlagdo superior a 0,99 (Tabela 4).

O alopurinol e oxipurinol apresentaram-se estaveis em relagdo aos trés ciclos de
congelamento e descongelamento, armazenamento a temperatura ambiente (25°C)

durante 4 horas e permanéncia pds-processamento a 12°C durante 24 horas.
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Tabela 4: Limites de confianca do método de analise do alopurinol e oxipurinol em
plasma de cédo

Alopurinol Oxipurinol
Linearidade 0,1 —20,0 pg/mL plasma 0,1-20,0 ug/mL plasma
Equacao da reta y =0,15257x—-0,02218 y =0,13523x—-0,0166
(r) 0,99962 0,99966
(r?) 0,99924 0,99933
*Recuperagdo Absoluta (%)
(n=10) 87% 86%
Aciclovir - Pl (n=10) 89%
Precisdo e Exatidao
Intracorridas Média CV% EPR% Média CV% EPR%
LIQ (0.1 pg/mL, n=5) 0,10 5,64 -0,20 0,10 3,96 -4,40
CQB (0.25 pg/mL, n=5) 0,23 3,74 -7,68 0,22 3,53 -11,68
CQM (10.0 pg/mL, n=5) 10,53 1,84 5,32 10,12 1,87 1,18
CQA (16.0 pg/mL, n=5) 16,45 1,53 2,81 15,76 1,49 -1,49
Intercorridas Média CV% EPR% Média CV% EPR%
LIQ (0.1 pug/mL, n=5) 0,10 9,22 1,40 0,10 6,90 -3,60
CQB (0.25 pg/mL, n=5) 0,24 3,01 -3,68 0,24 4,55 -5,97
CQM (10.0 pg/mL, n=5) 10,19 4,81 1,90 10,01 4,82 0,07
CQA (16.0 pg/mL, n=5) 15,14 5,14 -5,40 14,79 5,03 -7,53
Estabilidade
EZ:fs:magZ?:::to Média V% EPR% Média V% EPR%
CQB (0.25 pg/mL, n=5) 0,24 3,24 -3,36 0,22 2,38 -12,00
CQA (16.0 pg/mL, n=5) 16,73 3,18 4,56 17,46 3,05 9,13
:’f;jgrfzc:;;ame"m Média V% EPR% Média V% EPR%
CQB (0.25 pg/mL, n=5) 0,23 9,88 -8,16 0,22 9,96 -12,48
CQA (16.0 pg/mL, n=5) 14,22 1,38 -11,3 14,45 1,47 -9,70
f;;:: -D:r:;\;ﬁo Média CV% EPR% Média CV% EPR%
CQB (0.25 pg/mL, n=5) 0,26 0,52 3,04 15,65 3,68 -2,20
CQA (16 pg/mL, n=5) 0,27 5,38 9,78 16,40 3,44 2,49

r = coeficiente de correlagdo linear; r2 = coeficiente de determinacdo; CV = coeficiente de variacdo, EPR
= erro padrdo relativo; LIQ = limite inferior de quantificacdo; CQB = controle de qualidade de baixa
concentragdo; CQM = controle de qualidade de média concentragdo; CQA = controle de qualidade de alta
concentragéo

*Recuperacdo = média determinada através pela razdo analito processado/analito em solucdo x 100, nas
concentragdes de alopurinol e oxipurinol de 0.25ug/mL (CQB, n=5) e 16.0 pg/mL (CQA, n=5), e
aciclovir de 40,0 pg/mL solugdo (n = 10).
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A figura 12 representa os cromatogramas referentes a separacdo do alopurinol,

oxipurinol e o padréo interno Aciclovir.

Figura 12: Cromatogramas: A) Plasma branco; B) Solug@o padrdo de 5 pg/mL plasma;
C) Amostra de plasma coletada no tempo de 2h apds a administracdo por via
oral na dose de 10mg/kg de alopurinol. 1 = Oxipurinol; 2 = Alopurinol; 3 =
Aciclovir (Padrao Interno)

0 2 4 6 8 1012 14 0 2 4 6 8 1012 14 0 2 4 6 8 1012 14

Os valores médios das concentracdes de alopurinol e oxipurinol no plasma em
funcdo do tempo de coleta foram representados graficamente (Figura 13). A curva

descrita é consistente com a cinética de primeira ordem.
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Figura 13: Curvas de concentracdo plasmatica vs tempo de alopurinol e oxipurinol ap6s
a administracdo oral de 10mg/kg de alopurinol. Média * erro padrdo da

média
10 4
/}}Qi\? —e— Alopurinol
/ & —m— Oxipurinol
- ﬁﬁ\ﬁ’ﬁﬂ i
g 4 |
(o)) |
2
] 14 %
8 ] c“
g ‘ ~
BE
5
(@)
0.1 T T )

Observou-se absorcdo rapida do alopurinol, com concentragdo maxima no
plasma (Cmax) de 6,00+1,78 pg/mL obtidos no tempo maximo para atingir Cmax
(Tmax) entre 1 a 3 h (Tmax médio 1,50+0,67 horas). A constante de velocidade de
eliminacdo (Kel) foi determinada de 0,31+0,17 por h. O volume de distribuicdo
corrigido pelo peso em funcdo da dose administrada (Vd/F/Kg) foi de 1,37+0,83 L/Kg.
O clearance (CI) encontrado foi de 0,35+0,11 L/h/Kg, e a area sob a curva (AUC) foi de
27,20+7,80 h*ug/mL. Para o oxipurinol, foi possivel obter a concentracdo maxima no
plasma (Cmax) de 3,08+0,68 pg/mL alcancado entre 0,5 a 10 h (Tmax médio 5,90+3,60
h) e a area sob a curva de 33,87+£13,10 h*ug/mL. Os valores médios encontram-se
descritos na Tabela 5 e 6 para cada analito. Os parametros farmacocinéticos para cada

cdo estdo listados na Tabela 5 (alopurinol) e na Tabela 6 (oxipurinol).
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Tabela 5: Pardmetros farmacocinéticos do alopurinol no plasma de cdo. Dados individuais com média e desvio-padrdo (DP).

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Média+=DP VM
literatura™
Parametros
Cl/F (L/h) 1331 1973 1215 533 8,31 8,79 6,07 5,86 1,91 7,39 3,92 9,00+ 4,77 ;
CIIFIKg
(L/h/Kg) 0,37 0,44 051 047 0,20 021 028 0,34 017 0,24 0,39 0,35+ 0,11 ;
VAIF (L)
21,56 39,10 6549 3411 47,13 5178 2038 1252 7,81 40,10 10,68 34,29+17,91 ;
VdIF/K
g (L/Kg) 0,60 0,87 275 302 1,12 123 0,95 0,74 071 1,30 1,07 1,37 40,83 1,17+0,07
Tmax (h) 1,00 2,00 150 1,00 1,00 1,00 2,00 3,00 1,00 1,00 1,50 1,50+0,67 1,9+0,01
Cmax (ug/mL) 472 3,46 4,57 5,70 5,20 8,59 5,70 6,92 9,02 9,15 6,03 6,00£1,78 6,43+0,18
Gz (1) 1,12 137 374 444 3,93 4,08 2,33 1,48 2,83 3,76 1,89 2,81+1,29 2,69+0,14
Kel (L/h)
0,62 0,50 019 016 0,18 0,17 0,30 047 0,24 0.18 0,37 0,31+0,17 0,26+0,01
AUC 0-12h Alo
(h*ug/mL) 22,54 22,81 1646 1878 2406 3412 3297 3410 52,26 40,58 25,54 27204780 ;

CI_F = clearance aparente; Vd= volume de distribuicdo; Tmax = tempo para atingir Cmax; Cmax = concentra¢do maxima; t1/2 = meia-vida de eliminagao;
Kel = constante de eliminagéo; AUC 0-12 = &rea sob a curva no intervalo de dose (0-12h). Calculos realizados pelo software WinNonlin versédo 4.0 (Pharsight Corp.,
MountainView, CA, USA), modelo ndo-compartimental (modelo 200).

*VM literatura: Valor médio encontrado em cées Délmatas saudaveis

Tabela 6: Parametros farmacocinéticos do oxipurinol no intervalo de 0-12h no plasma de cdo. Dados individuais com média e desvio-padrdo
(DP).

Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 MédiaxDP
Parametros
Cmax (ug/mL) | 228 4,03 2,98 1,81 3,28 3,48 3,42 2,93 6,72 3,82 2,73 3,08+0,68
Tmax (h) 0 10 7 5 05 4 7 10 1 05 5 5,90£3,60
A%ﬁ*géﬂ‘sx' 1600 3613 6531 3148 2275 3433 3693 3148 31,06 38,48 2578 33.87+13,10

Tmax = tempo para atingir Cmax; Cmax = concentra¢do maxima; AUC 0-12 = area sob a curva no intervalo de dose (0-12h).
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A figura 14 mostra a relacdo entre o Clearance vs Peso dos animais com
Leishmaniose tratados em esquema de dose multipla oral de 10mg/kg de alopurinol —
duas vezes ao dia. Os dados remetem que ha uma relacdo de proporcionalidade entre
peso e Clearance, o que reflete a variacdo de peso como um viés para 0 estudo de
farmacocinética. Desta forma, essa relacdo (Cl x Peso) reflete que ndo se tem uma

concentracdo plasmética constante no grupo.

Figura 14: Relagéo entre Clearance vs Peso dos cées com leishmaniose que estavam
em uso de alopurinol com dose multipla, 10mg/kg, duas vezes ao dia.
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A tabela 7 remete os valores normalizados (corrigidos pela média do peso dos
animais p=200) de Cmax € AUC. E pode-se observar média de Cmax de 6,24 pg/mL e sem
normalizar Cmax apresenta-se também como 6,0 pg/mL dados semelhantes aos
apresentados por Ling et al., (1997). Para AUC normalizado o valor foi de 27,12
pg.h/mL e sem normalizar foi de 27,2 pug.h/mL, valores que nos permite fazer nossa

discussdo sobre os valores ndo normalizados como um todo.
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Tabela 7- Dados dos parametros farmacocinéticos Cmax e AUC normalizados em funcdo da dose

Parametros/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Animais

Dose
(mg) 300 450 200 100 200 300 200 200 100 300
Cmax
(1ug/mL) 4,72 3,46 457 5,70 5,20 8,59 5,70 6,92 9,02

Cmax
alopurinol

normalizado | 3,15 1,54 4,57 11,40 520 572 570 6,93 18,04
(Mg/mL)

100

9,15 6,03

6,10 12,06

AUC 0-12h
alopurinol | 5254 2281 1646 1878 2406 3412 3297 3410 5226 4058 2554
(h*pg/mL)

AUC 0-12h
Alopurinol
normalizado
para dose de | 15,03 10,13 16,46 37,56 24,06 22,75 32,97 34,10 104,52
200mg

(h*ug/mL)

27,05 51,08

CI_F = clearance aparente; Vd= volume de distribui¢cdo; Tmax = tempo para atingir Cmax; Cmax = concentracdo maxima; t1/2 = meia-vida de

eliminacéo; Kel = constante de eliminagdo; AUC 0-12 = &rea sob a curva no intervalo de dose (0-12h). Calculos realizados pelo software WinNonlin
versdo 4.0 (Pharsight Corp., MountainView, CA, USA), modelo ndo-compartimental (modelo 200).
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7. DISCUSSAO

O presente estudo é o primeiro a avaliar a farmacocinética do alopurinol e do seu
metabolito ativo oxipurinol em cées portadores de leishmaniose naturalmente adquirida,
até onde alcancou nossa atualizacdo da literatura. O estudo da avaliagdo da cinética do
alopurinol e oxipurinol em cdes exigiu o desenvolvimento e a validagdo do método de
analise sequencial desses analitos em plasma, com limite de confianca compativel com
a aplicacdo em pesquisa de farmacocinética de dose multipla. O método da analise foi
desenvolvido e validado utilizando coluna RP-8 e LC-UV.

No estudo realizado em soro humano, Reinders et al. (2007) utilizaram o método
de HPLC com a coluna LiChrospher 100 RP-18 para quantificacdo de alopurinol e
oxipurinol, sendo a fase movel constituida por uma solucdo tampéo de acetato de sodio
em pH=4,5. Os tempos de retencdo obtidos pelos autores foram 9,9, 12,3 e 17,7 minutos
para oxipurinol, alopurinol e aciclovir respectivamente com corrida total de 22 minutos.
No presente estudo, os dados encontrados mostram menor tempo de retencdo 6,0, 7,8 e
9,9 min, para o oxipurinol, alopurinol e aciclovir respectivamente e um tempo de
corrida total de 12 minutos. O alopurinol e oxipurinol foram extraidos do plasma canino
com 0 agente extrator acetonitrila e os valores de recuperacdo obtidos foram de 87% e
86% respectivamente. Enquanto Reinders et al. (2007) realizaram extracdo em soro
humano e encontraram valor de recuperacdo de 65% e 75% para alopurinol e
oxipurinol, respectivamente.

Comparado ao valor do limite inferior de detec¢do de 2ug/mL, encontrado por
Ling et al. (1997), em um estudo com alopurinol em cées sadios o valor achado no
presente estudo, de 0,1 pg/mL, tanto para o alopurinol quanto seu metabolito ativo,
mostra a boa sensibilidade do método de HPLC-UV empregado. Considerando-se 0s
limites de confianca encontrados na validacdo do método, conclui-se que o sistema de
HPLC-UV, para analise do alopurinol e oxipurinol em plasma de céo, € compativel ao
estudo de farmacocinética em dose mdultipla do alopurinol nessa espécie.

O alopurinol ja vem sendo utilizado com finalidade terapéutica em cées infectados
por L. infantum ha mais de 20 anos (DENEROLLE; BOURDOISEAU et al., 1999;
PLEVRAKI, et al., 2006), porém nédo ha na literatura estudo sobre a disposi¢do dessa
droga no organismo de cdes com leishmaniose visceral.

Os cdes analisados no presente estudo apresentavam diferentes pesos, ragas, idade

e estagios clinicos. O estadiamento clinico dos cdes no presente estudo mostrou-se
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compativel com as descrigdes da literatura sobre a doenga canina por L. infantum em
diferentes area geograficas (AMUSATEGUI et al., 2003; SOLANO-GALLEGO et al.,
2009; 2011), e foi determinado de acordo as alteracGes clinicas e laboratoriais que cada
cdo apresentou, conforme método descrito previamente (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009). A grande maioria (10/11) dos cédes que cumpriram os requisitos para incluséo no
estudo encontrava-se nos estagios | e 1l da doenca, ou seja, de doenca leve a moderada.
Os sinais clinicos observados nos caes do presente estudo se assemelham aos descritos
por outros autores em cées tratados com alopurinol (CAVALIEIRO et al, 1999;
PLEVRAKI et al., 2006). Esses autores retratam que 0s cédes sob tratamento de fato
apresentam alguns sinais clinicos, porém em menor intensidade.

O achado de anemia normocitica normocrémica corrobora resultados encontrados
previamente em cdes sob tratamento com antimoniato de meglumine e mesmo naqueles
clinicamente doentes e sem tratamento (IKEDA-GARCIA et al. 2008; FREITAS et al.
2012). Outros estudos descrevem um maior percentual de achados de anemia do tipo
normocitica hipocrdmica (ABREU-SILVA et al., 2008; DIAS et al., 2008). Diversos
autores descrevem a anemia como uma das principais alteragdes laboratoriais
encontradas em cées portadores de LV (CIARAMELLA et al., 1997; IKEDA et al.,
2003; REIS et al., 2006; COSTA-VAL et al., 2007; SILVA et al, 2011). O
desenvolvimento de anemia na LV canina tem sido atribuido a reducdo da producédo de
eritropoietina, comumente observada em doencas renais crénicas (THRALL et al.,
2014; BRAZ et al., 2015 ) ao sequestro esplénico e lise de hemacias decorrentes da
producdo de auto-anticorpos (IKEDA et al. 2003), a hipoplasia ou aplasia da medula
Ossea associadas a diversas citocinas produzidas pelo hospedeiro doente (FREITAS et
al., 2012) e ainda a deficiéncias nutricionais relacionadas as condicdes patoldgicas
(THRALL et al., 2014).

No presente estudo, a baixa porcentagem de cdes com anemia pode ser atribuida a
melhora clinica decorrente do tratamento poliquimioterapico instituido, que incluiu a
administracdo do alopurinol. Ressaltamos que os hemogramas, com 0 objetivo de
estabelecer o estagio clinico dos cdes no presente estudo, foram realizados em um
momento em que o alopurinol, como droga leishmaniostatica de manutencdo, vinha
sendo ministrada em seguida ao protocolo inicial com cetoconazol e metronidazol. Um
quadro semelhante foi também observado por outros autores, que associam a melhora
da anemia nos cées apos o inicio do tratamento com antimoniato de meglumine entre 30
e 60 dias (IKEDA-GARCIA et al., 2008). Porém Cavalieiro e colaboradores (1999)
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observaram a persisténcia da anemia microcitica normocrémica em caes apds o
tratamento exclusivo com alopurinol. No presente estudo, dois cdes (n° 2 e 11)
apresentavam anemia que manteve-se apesar do tratamento.

Normalmente espera-se que a anemia desapareca Ou (ue 0S parametros
hematoldgicos se aproximem da normalidade com o decorrer do tratamento (IKEDA-
GARCIA et al., 2008). No entanto, 0 cdo n°2 encontrava-se em tratamento a longo
prazo, porém apresentou um quadro mais critico quando comparado aos resultados dos
outros animais. Demostrado pela presenca de alteragcdes clinicas, anemia normocitica
normocrémica, hipoalbuminemia, razdo albumina/globulina bastante diminuida,
tendéncia a alteracdo hepatica pois o valor da enzima ALT encontrava-se proximo ao
limite minimo de referéncia para a espécie. Nao foi possivel a contagem de plaquetas,
provavelmente devido a agregacdo plaquetaria causada por hiperglobulinemia.

Achados como estes em cédes em tratamento pode estar indicando uma reativagao
da doenga por uma falha na resposta imune ou tratamento, doenca ativa ou uma
reinfeccdo (DENEROLLE; BOURDOISEAU, 1999; IKEDA-GARCIA et al., 2008),
principalmente quando a razdo A/G estd muito baixa indica uma inversdo de proteinas,
com aumento de globulinas (REIS et al., 2006; RIBEIRO et al., 2013). Essa redugéo da
relagdo A/G foi bem evidente nos cées n°2 e n°11 que apresentaram maiores alteracoes
nos exames laboratoriais em relacdo aos demais animais. A diminuicdo dos eritrocitos
pode estar relacionada com a supressdo da medula 6ssea que pode ocorrer devido ao
processo inflamatoério causado pela presenca do parasito, por sequestro esplénico ou
destruicdo de eritrocitos por producgdo de auto-anticorpo (IKEDA et al., 2003; COSTA-
VAL etal., 2007).

O cdo de n°11, estava no inicio do tratamento, apresentava alteracdo renal com
evidente proteinuria e elevado valor de UPC sugerindo glomerulonefrite, apesar de ndo
apresentar quadro de azotemia. Logo, acreditamos que a diminuicdo de eritrocitos ndo
foi causada por reducdo da producdo de eritropoietina ja que esse cdo ndo apresentava
quadro de insuficiéncia renal. Pois para que ocorra diminuicdo de eritrocitos causada
por doenca renal, pelo menos 70% da funcdo renal deve estar comprometida
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011) o que néo foi visto neste cdo. A anemia presente
pode ter ocorrido por uma reducdo da producdo de eritrécitos devido a hipoplasia ou
aplasia da medula 6ssea referente ao processo infeccioso, assim como a redugéo notavel
da producdo de células brancas (IKEDA et al.,, 2003; BRAZ et al., 2015), essa
caracteristica indica quadro de infecgéo cronica.
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Neste cdo também foi evidente a relacdo A/G bastante reduzida em relagdo ao
valor de referéncia para cées, o que caracteriza diminuigéo de albumina e aumento de
globulinas. A hipoalbuminemia pode estar relacionada a perda de proteina pela urina, ja
que os valores das enzimas hepatica estdo dentro do valor de normalidade. A
hiperglobulinemia esté relacionado a resposta do organismo a doenca o0 que leva a uma
alta producdo de anticorpos e 0s auto-anticorpos podem levar a destrui¢do ou agregacédo
plaquetaria (IKEDA et al., 2003; THRALL et al., 2014), como foi visto no cdo do
presente estudo, pois ndo foi possivel a contagem de plaquetas.

Esses achados s6 reforcam a importancia do acompanhamento dos cées sob
tratamento com exames laboratoriais para avaliar a resposta do organismo no controle
da doenca. J& que o tratamento ndo leva a cura parasitologica e pode haver falha
terapéutica por parte do proprietario ou falha imunoldgica relacionada ao proprio
individuo.

Apenas um (1/11) céo do presente estudo apresentou leucopenia discreta e
nenhum apresentou leucocitose. A leucopenia foi reportada em taxas de 36,8% e
27,27% de cdes com LV (SILVA et al.,, 2011; BRAZ et al., 2015). A reducdo nas
contagens de leucdcitos, segundo Alvar et al. (2004), pode ser devida a diminuicdo de
mondcitos, eosinofilos e linfécitos em quadros graves de LV. Outros autores tém
relatado leucocitose por neutrofilia em 27% e 33% dente cdes infectados (IKEDA et al.,
2003) e Freitas et al. (2012). Essa leucocitose é atribuida a infeccdes bacterianas
secundérias a LV canina, e ndo necessariamente a doenca primaria (IKEDA et al.,
2003). No presente estudo, ressaltamos que o0s cdes, ja em tratamento para LV,
encontravam-se sob monitoramento terapéutico e, portanto, com chances minimas de
terem infec¢bes concomitantes.

Quanto aos 36,4% dos caes deste estudo que apresentaram eosinofilia, aos 18,2%
que apresentavam eosinopenia, além dos 9,1% com basofilia, podemos considerar que
séo achados similares aos de outros autores, e caracterizam a LV canina sob tratamento
(IKEDA et al. 2003; DIAS et al. 2008; SILVA et al. 2011). De acordo com lkeda et al.
(2003), a eosinofilia ndo é um achado exclusivo da LV canina, pode estar relacionada a
outros fatores como hipersensibilidade e parasitismo intestinal, principalmente quando
esta associada a basofilia.

O achado de plaquetopenia foi observado em apenas um cédo (11,1%) neste
estudo, embora varios autores considerem que trombocitopenia é bastante frequente em
cdes com LV (CIARAMELLA et al. 1997; SILVA et al., 2011; FREITAS et al., 2012).
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A trombocitopenia na LV canina pode ocorrer devido a auséncia de produgdo, consumo
ou destruicdo plaquetaria, vasculite ou por deposito de imunocomplexos (MEYER,
1995; BRAZ et al., 2015). Mais uma vez, a baixa taxa de anormalidade plaquetaria
encontrada no presente estudo é naturalmente esperada em cdes sob tratamento,
condizente com estagios clinicos menos intensos de doenca. Enfatiza-se que a avaliagéo
da contagem diferencial de leucdécitos pode variar de acordo com diferentes fatores,
como a gravidade dos sinais clinicos, competéncia imunoldgica, ou presenca de
infeccdes (BRAZ et al., 2015).

A avaliacdo das enzimas ALT e FA, no soro, indicou um cdo (n° 5) em todo o
grupo com valores um pouco acima da normalidade em 6,8% e 5,7%, respectivamente.
Apesar dessa alteracdo ser um fator de indicacdo de lesdo hepatica, esse cdo apresentava
historico de inflamacao osteoarticular e a guardid fazia uso esporadico de medicamentos
anti-inflamatorios esterdides o que poderia ter induzido o aumento dessas enzimas,
principalmente da FA (MAYER, 1995; THRALL et al., 2014). De acordo com Thrall et
al., (2014) a atividade sérica de ALT também pode aumentar durante a fase de
recuperacdo da lesdo hepatica, quando existe regeneracao ativa dos hepatdcitos.

As transaminases sdo responsaveis pela metabolizacdo das proteinas e a sua
elevacdo na circulacdo ocorre quando ha lesdo dos hepatdcitos devido a causas fisicas,
quimicas ou microbioldgicas (KANEKO et al., 2008; MONTEIRO, 2010; VIEIRA-
NETO et al. 2011; THRALL et al., 2014). A FA é a enzima mais distribuida no
organismo, sendo sintetizada na sua maior parte pelo figado (VIEIRA- NETO et al.,
2011). Em doencas cronicas, como no caso da LV canina, o aumento da FA sérica pode
estar relacionado com lesdo tecidual hepatica e hepatobiliar, que libera na circulacdo a
FA proveniente de hepatdcitos ou dos ductos biliares (RIBEIRO et al. 2002). Na LV
canina ativa, a lesdo das células hepaticas pode ocorrer devido a presenca de
Leishmanias nos macrofagos hepéaticos e ao processo inflamatério (TAFURI et al.,
1996). Outros autores descrevem uma elevacédo sérica nos valores de enzimas hepaticas
em proporgdes como 5% (VIEIRA NETO et al., 2011; FREITAS et al., 2012) ou 16%
dos cées doentes (CIARAMELLA et al., 1997). No grupo de cédes aqui avaliados, um
cdo (n° 10) apresentou elevacdo na ALT, o que parece ser devido a lesdo dos
hepatocitos causado por processo inflamatorio que ocorre pela presencga da Leishmania.
(SILVA, 2007). Ja o cdo n°3 apresentou elevacdo nos niveis séricos de FA, o que, diante
dos demais parametros, indica que pode ter ocorrido pela administracdo de drogas para

o tratamento da leishmaniose.
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Os valores de proteinas totais apresentaram-se acima do valor maximo em seis
caes e foram bastante elevados (> 10g/dL) em quatro cées do presente estudo. Achados
de hiperproteinemia na LV canina sdo comuns e devem-se a intensa producao da fragcdo
imunoglobulinas (IKEDA et al., 2003; SILVA et al., 2011; BRAZ et al., 2015).
Segundo Thrall et al. (2014), a maioria dos cdes desenvolve gamopatia policlonal. De
fato, o grupo de cées do presente estudo apresentava valores elevados de globulinas,
cuja média encontrada (5,8 £ 1,9g/dL) atingiu o dobro dos valores de normalidade (2,7
— 4,4 g/dL). Nossos resultados se assemelham aos de outros autores (NIETO et al.,
1992; CIARAMELLA et al., 1997; FREITAS et al., 2012). Quando avaliada a razéo
albumina/globulinas no grupo de cdes aqui descritos, verificou-se um valor médio
inferior ao valor de referéncia para espécie (0,59-1,11), caracterizando a inversdao. A
inversdo da razdo albumina/globulinas na LV canina vem sendo descrita por diversos
autores e deve-se a reducdo dos niveis de albumina em oposi¢cdo ao aumento da fragao
gamaglobulina (CIARAMELLA et al., 1997; KANEKO et al., 2008; VIEIRA-NETO et
al., 2011). A hipoalbuminemia € atribuida tanto as perdas urinarias, quanto a reducao na
ingestdo de alimentos que ocorrem nos cdes acometidos, mesmo que tratados (MEYER,
1995; THRALL et al., 2014), como no presente estudo. Cinco cées apresentaram
valores normais de proteinas totais; ainda assim, o valor da razdo albumina/globulinas
foi inferior ao valor de referéncia devido a inversdo dessas proteinas que é comum em
cdes portadores de leishmaniose (CIARAMELLA et al., 1997; REIS et al., 2006). A
hiperglobulinemia estava presente em nove dentre os 11 cées avaliados, sendo tal
aumento atribuido a resposta humoral, predominantemente de IgG, a estimulacdo
antigénica pela presenca do parasito, conforme descrito por outros autores (TRHALL et
al., 2014).

No presente estudo, os resultados da UPC mostraram que os cdes avaliados
apresentavam proteindria renal, embora os valores médios ou individuais de ureia e
creatinina séricos ndo indicassem disfuncdo renal. Por essa razdo, esses cdes foram
classificados como portadores de doenga leve ou discreta (estadios | ou Il). Segundo as
recomendacdes da IRIS (2016), na classificagdo do grau de envolvimento renal, associa-
se 0s valores séricos de ureia e creatinina com os de proteinuria. Para Solano-Gallego et
al. (2009) a doenca renal cronica so é perceptivel quando os néfrons tornam-se
disfuncionais e 75% da funcgdo renal estd comprometida em ambos os rins. Na LV
canina, o principal fator fisiopatolégico no acometimento renal é a deposicdo de

imunocomplexos e presenga de infiltrados inflamatérios (CIARAMELLA et al., 1997;
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FERRER, 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). No presente estudo, a proteiniria
detectada na maioria das amostras dos cdes corrobora achados j& descritos na LV canina
em diferentes estagios clinicos (NIETO et al., 1992; SALGADO-FILHO, 2003; LIRA
et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Os resultados de avaliacdo da densidade urindria dos 11 cdes no momento da
coleta de amostras, para estudo da farmacocinética do alopurinol, indicaram que dois
deles (cdes n° 8 e 9) apresentavam isostenuria (densidade urinaria >1008 e <1012). Tais
valores, que indicam osmolalidade urinaria igual a do plasma (GARCIA-NAVARRO,
2005; GONZALEZ et al.,2008), se analisados isoladamente, poderiam sugerir que esses
caes tivessem insuficiéncia renal priméaria. Diferentes autores associam achados de
isostendria a falha renal decorrente de glomerulonefrite em caes com LV ativa (MEYER
et al., 1995; GARCIA-NAVARRO, 2005; LIRA et al., 2009). Entretanto, a analise
conjunta com demais parametros dos cdes 8 e 9 do presente estudo, como ureia e
creatinina séricas, além de UPC urinaria, mostra que ndo havia evidéncias de falha
renal. Ambos os cées isostendricos foram clinicamente classificados no estagio | de LV
canina, compativel com resposta bem-sucedida ao tratamento, assim, atribuimos tal
achado a aumento na ingestdo de liquidos, como ja discutido por outros autores para
explicar o fendbmeno (MEYER et al., 1995, GONZALEZ et al., 2008). Ainda dentre os
achados de densidade urinaria dos 11 cdes do estudo, verificamos que no dia da
avaliacdo farmacocinética do alopurinol, trés cdes (n° 1, 3 e 6) apresentaram valores de
densidade urinaria acima da normalidade (1,030). Esses valores indicam que esses caes
demonstram habilidade adequada na concentracdo de urina para manutencdo da
homeostase, conforme ja descrito na literatura (WILLARD et al., 2012). Cinco cées (n°
2, 4,5, 7 e 11) apresentavam densidade urinaria entre 1,013 a 1,029 o que indica que
esta urina estava concentrada, mas ndo suficiente para considerar uma adequada funcgéo
tubular renal (MEYER, 1995; LIRA et al.,2009). Os cées do presente estudo,
apresentavam-se normohidratados no momento da avaliacdo clinica, porém a
desidratacdo é um fator importante para a interpretacdo dos achados da densidade
urinaria. Alguns autores relatam que cées privados de dgua ou desidratados por outras
causas, podem apresentar urina mais concentrada com densidade urinaria entre 1,050 a
1,060 (GARCIA-NAVARRO, 2005; THRALL et al., 2014) o que ndo foi visto nesse
estudo.

O pH urinario apresentou-se alcalino nas amostras de trés cdes (n° 3, 7 e 9) do

presente estudo. Como nenhum desses animais apresentava bactérias em numeros
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indicativos de infeccdo, ou outros elementos que pudessem ser associados a inflamacao,
como cilindrdria, podemos atribuir tal achado a dieta, conforme ja descrito (LIRA et al.
2009); GARCIA-NAVARRO 2005; MEYER, 1995). Outra possibilidade ¢é a
interferéncia do alopurinol no pH urinario, entretanto, ndo houve coeréncia entre 0s
resultados que pudesse explicar a possibilidade de tal interferéncia. O grupo estudado
mostrou variagao de pH entre 5,5 a 9,0, oito cées apresentaram pH dentro dos valores de
referéncia para espécie canina (5,5 — 7,5). Outros autores afirmam que terapia com
drogas pode interferir no pH (GARCIA-NAVARRO, 2005), o que também resultaria no
padrdo de cristais urinarios possivelmente encontrados (GONZALEZ et al., 2008;
TORRES et al., 2016). Entretanto, ao examinarmos o sedimento urinario dos cdes aqui
descritos, verificamos que apenas um cdo apresentou cristais de xantina na urina. A
presenca de cristais de xantina pode decorrer do uso de alopurinol, sendo considerado
efeito adverso (PLEVRAKI et al., 2006; TORRES et al., 2016). O cdo que apresentou
cristais de xantina fazia uso da droga por 1 ano e 9 meses no dia da avaliagéo
farmacocinética. De acordo com Lira et al., (2009), a presenca de cristais na urina é um
achado inespecifico na LV canina.

A frequéncia de cdes com bilirrubindria aqui encontrada, foi também observada
no estudo realizado em cdes com LV por Lira et al. (2009) que reportaram 15%.
Salientamos que todos os cédes avaliados no presente estudo foram machos, e que o
achado de bilirrubindria discreta em cées sadios € esperado (MEYER, 1995). Nos trés
Unicos cdes nos quais foi observada bilirrubindria no presente estudo, a densidade
urinria era superior a 1,020, o que torna o achado insignificante (MEYER et al. 1995).

Os achados de bacteriuria e leucocitiria nos caes n° 8 e 10 do presente estudo
indicam possivel infeccdo das vias urinarias. Como tratam-se de cées sob tratamento, as
proporcOes de achados de hematuria, bacteridria e leucocituria foram muito menores do
que as encontradas por autores cujo trabalho limitou-se a descrever cdes com LV em
diferentes condicOes clinicas, sem interferéncia de tratamento (NIETO et al., 1992;
LIRA et al., 2009). Esses autores encontraram proporcoes de 50 a 100% de animais com
hematiria, e afirmam que esses sdo achados frequentes tanto em cdes quanto em
humanos ou caninos infectados por Leishmania, devido ao envolvimento renal
(SALGADO-FILHO et al., 2003; LIRA et al., 2009). A presenca elevada de leucdcitos
e hemdcias na urina pode sugerir processo inflamatorio, mas o nimero de hemacias na
urina pode estar dentro do limite de normalidade conforme a forma de coleta. Se a urina

for coletada por cateterizacdo, até 5 eritrocitos por campo podem ser um achado comum



64

(MEYER et al., 1995; GARCIA-NAVARRO et al., 2005). Um céo do nosso estudo (n°
6) apresentou bacteriuria sem leucocitdria relevante, no que consideramos contaminagdo
durante coleta ou processamento da amostra, uma vez que a urina foi coletada por sonda
uretral. A presenca de bactéria na urina dos cdes pode representar contaminacdo da
amostra, uma vez que bactérias ndo devem estar presentes na urina, e podem aparecer
quando a coleta da amostra é feita por sonda uretral ou miccéo natural (MEYER et al.,
1995; GARCIA-NAVARRO, 2005).

Os cées do presente estudo fizeram uso de alopurinol duas vezes ao dia na dose de
10 mg/kg. Essa dose é preconizada na posologia do alopurinol como leishmaniostatico,
para cdes, por diversos autores (DENEROLLE; BORDOISEAU, 1999; PLEVAKRI, et
al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Na presente investigacdo, as doses totais
variaram entre 100-450mg devido ao peso dos animais, o que leva a variacbes
importantes na farmacocinética do farmaco e do seu metabolito, tanto concentracdo
maxima (Cmax) quanto area sob a curva (AUC), parametros calculados em funcdo da
dose, logo, irdo interferir nos resultados de Clearance e VVolume de distribuicdo. Assim,
a dose foi corrigida pelo peso, mas os dados mostram que quanto maior o peso, maior é
o clearance e maior 0 Vd. Ou seja, a correcdo da dose por quilograma (Kg) néo resulta
na mesma concentracdo plasmatica na dose multipla porque o clearance esta variando
em funcdo do peso, mesmo nos cdes com comprometimento renal. Dessa forma o peso
foi um viés de grande relevancia no estudo em questdo e tal aspecto deve ser
investigado em préximos estudos.

De acordo com Appelbaum et al. (1982), o alopurinol pode ser incompletamente
absorvido devido a sua baixa solubilidade em agua e a uma taxa de dissolucéo lenta, ou
ao metabolismo de primeira passagem no figado. Nessas condicGes, existe a
possibilidade do alopurinol sofrer metabolizacdo para oxipurinol, por meio da enzima
xantina oxidase presente no intestino. Assim, a cinética do alopurinol caracteriza-se
como uma cinética de ordem zero, ou seja, quando a velocidade do processo é
constante, independente da concentracdo do farmaco.

Pode-se observar que a média da concentracdo plasmatica maxima (Cmax) do
alopurinol, atingida nos cées do presente estudo, foi de 6,00 = 1,78 pg/mL num tempo
maximo (Tmax) de 1,5 + 0,67 horas. Nossos dados sdo semelhantes a investigacdo de
LING et al. (1997), que reportaram valores de Cmax = 6,43 pg/mL e Tmax =1,9h, porém
em cdes dalmatas saudaveis. Além disso, a AUC nas analises do alopurinol na presente

investigagdo foi de 27,20 + 7,8 h*ug/mL. A meia-vida de eliminagdo do alopurinol,
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obtida no presente estudo em cées portadores de LV, foi em média ti2 = 2,81 + 1,29
horas, sendo a constante de eliminagdo Kel= 0,31 + 0,17 h™. Nossos achados foram
semelhantes aos achados de Ling, et al., (1997), que obtiveram ti» = 2,69 h e Kel= 0,26
h™ em cées de ambos os sexos, dalmatas, saudaveis.

Os valores encontrados na anélise do oxipurinol no plasma de cées indicaram Cmax
de 3,08 £ 0,68 pg/mL, Tmax =5,9 £ 3,6 h e AUC= 33,87 £ 13,1 h*ug/mL. Os dados que
obtivemos sobre a farmacocinética do oxipurinol em cdes portadores de leishmaniose
sdo apresentados pela primeira vez na literatura.

Vale ressaltar que ndo foi possivel mensurar a meia-vida do metabolito oxipurinol
nos cédes do presente estudo, uma vez que ndo houve reducgdo significativa das
concentracdes plasmaticas no intervalo de coleta desta investigacdo (Figura 13), para
que se fizesse o calculo da meia-vida. Assim, podemos considerar que a meia-vida do
oxipurinol em cées sob tratamento de LV é longa, semelhante a que ja foi descrita em
estudos em humanos, os quais determinaram valores de ty> = 13-30 horas (GUERRA et
al., 2001, DAY et al., 2007; REINDERS et al., 2007).

O volume de distribuicdo aparente (\Vd), parametro que mede a distribuicdo do
farmaco no organismo, apresentou-se média de Vd = 1,37+0,83 L/Kg de alopurinol nos
cdes do presente estudo. Novamente, nossos dados equiparam-se aos verificados
anteriormente sobre a farmacocinética do alopurinol em cdes Déalmatas saudaveis, nos
quais o Vd encontrado foi de 1,17L/Kg (LING, et al., 1997). Consideramos, portanto,
que nos cées que estudamos, de padrdes raciais variados e portadores de leishmaniose
visceral, a droga foi bem distribuida pelos tecidos, achado que equivale aos reportados
para alopurinol em humanos por Murrell e Rapeport, (1986).

A albumina € a proteina que possui maior concentracdo no soro, cerca de 50%,
logo uma das suas funcdes é manter a pressdo coloidosmética do plasma, mas também
atua como proteina de transporte de substancias organicas e medicamentos (SANTOS et
al., 2004; VIEIRA-NETO et al., 2011). Porém os valores reduzidos de albumina em
alguns cdes do estudo, ndo interfere na distribuicdo do farmaco e seu metabdlito no
organismo devido a baixa ligagdo do alopurinol a proteinas plasmética (ELION, 1966;
MURREL; RAPEPORT, 1986; SANDOZ, 2014).

De acordo com a literatura, a principal via de eliminacéo ¢ a renal sendo 80% para
0 metabolito e 10-30% para o farmaco inalterado (MURREL; RAPEPORT 1986; DAY

et al., 2007; WRIGHT et al., 2013) assim, o clearance para o alopurinol no presente
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estudo foi de 0,35 + 0,11 L/h/Kg dados que corroboram com os achados de Ling et al.,
(1997).

Os dados de Cmax, Tmax, Cl, Vd e Kel do céo de numero 9 foram excluidos dos
calculos de medias dos dados apresentados acima. Esse animal apresentou o valor de
AUC=52,26 h*ug/mL, muito diferente dos demais, e muito elevado, consequentemente
um menor Cl = 0,17L/h, quando comparado ao grupo. Alguns fatores, como inibigéo
enzimatica propria desse cdo, ou a possibilidade de ele ser um metabolizador lento,
poderiam explicar esse aumento. Entretanto, a maior parte dos parametros clinicos e de
patologia clinica avaliados nesse cdo encontravam-se dentro dos valores de referéncia
de normalidade para cdes, e seu estadiamento clinico de LV foi determinado em |
embora o0 animal apresentasse isostendria. Ainda assim, o fato desse animal apresentar
um pH urinério alcalino (pH= 9,0; VR = 5,5-7,5) pode justificar o aumento do
parametro AUC e diminuicdo de Cl. Nesse caso, mesmo havendo uma eliminag&o renal
do alopurinol inalterado de aproximadamente 10% apenas, com um pka em torno de
9,4, espera-se um aumento na reabsorcdo e diminuicdo da excrecdo do alopurinol em
um pH urinario de 9,0. Esse fenbmeno pode levar a diminuicdo do Clearance e o
aumento do AUC da droga, fato que pode justificar a grande diferenca entre o cdo 9 e 0s
demais cdes do grupo.

Dessa forma, o presente estudo retrata a farmacocinética do alopurinol e
oxipurinol em cées de diferentes racas, idades e pesos, com leishmaniose naturalmente
adquirida. Ressaltamos que a maior parte dos animais investigados se encontravam nos
estagios | e Il da doencga, ou seja, nas fases mais brandas da doenca, e atribuimos esse
aspecto ao que se espera de cdes sob tratamento para a doenca natural, ou seja, em
remissdo dos aspectos mais graves de LV canina. Ainda assim, muitos dos elementos
apresentados nos exames de patologia clinica do grupo estudados e sob tratamento,
guardavam equivaléncia com os achados de diversos autores, ao caracterizarem a
leishmaniose visceral canina. Podemos afirmar que os valores indicativos de
farmacocinética do alopurinol nos cdes com LV estagios | e Il equiparam-se aos
pardmetros farmacocinéticos do alopurinol em cdes sadios da raca dalmata, conforme
anteriormente descritos por Ling, et al., (1997). Em relacdo a dose, esta devera ser
avaliada em animais com comprometimento renal significativo, como reportado para
humano (Day et al., 2007).
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8. CONCLUSOES

- O método de HPLC-UV, aplicado na avaliacdo do plasma em cdes apresentou-se
sensivel, robusto e reprodutivo para os estudos com aplicabilidade em farmacocinética.

- A farmacocinética do alopurinol e oxipurinol foi pela primeira vez investigada
em cées portadores de leishmaniose viceral naturalmente adquirida. Nos cdes em estagio
I e Il da doenca, ou estabilizados em relacdo a doenca, o presente estudo mostrou que a
farmacocinética do alopurinol foi semelhante aos dados de farmacocinética em cées
sadios, apesar do vies peso, que gerou alteragdes significantes em termos de Cl e Vd
dentro do grupo.

- Estudos com cées em estagios 11l e IV de LV séo necessarios para avaliar se ha
alteracdes quanto a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrec¢do do alopurinol e seu
metabdlito oxipurinol em fases mais avancgadas da doenca, em que é esperado um maior
comprometimento das fungdes organicas.

- A avaliacdo da urina ainda se encontra em analise, e 0s resultados deverdo

acrescentar mais dados sobre o comportamento do metabdlito oxipurinol.
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ANEXOS
Anexol: Resultado da urinalise de todos os cées do estudo
Animais/
Caracteristicas 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11
Volume 5,0 10,0 8,0 10,0 10,0 7,0 8,5 8,5 11,5 11,0 10,0
Cor Amarelo citrino Ag:{glo Amareloouro  Amarelo citrino  Amarelo citrino Amareloouro  Amarelo Amarelo claro ~ Amarelo palha  Amarelo claro  Amarelo claro
Aspecto Limpido Limpido Ligeiramente Ligeiramente Limpido Turvo Limpido Ligeiramente Limpido Ligeiramente Limpido
turvo turvo turvo turvo
*Densidade 1,044 1,020 1,036 1,020 1,026 1,044 1,014 1,010 1,010 1,030 1,020
*Proteina total (+++4) (+) (+) (+) (++) Tragos Ausente Ausente Ausente (++) (+++)
*pH 6,0 55 8,0 7,0 6,0 6,0 8,0 6,5 9,0 6,0 75
C. Cetbnico Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes
*Bilirrubina Ausente Ausente Tragos Ausente (+) (+) (+) Ausente Ausente (+) Ausente
Glicose Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Urobilinogénio Tracos Normal Normal Normal Normal Normal Ausente Ausente Ausente Normal Ausente
Sangue Ausente ) Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Leucdcitos Rarissimo 0-3/campo Raros Ausentes 3-6/campo Raros Ausentes Numerosos 0-2/campo 10-15/campo 3-5/campo
Hemécias Ausentes 3-5/campo Ausentes Ausentes 2-3/campo Ausentes Raras 0-4/campo Ausentes Raras 0-2/campo
Bactérias (+) (+) Raras (+) (+) (++++) Ausentes (+++) Raras (++) Ausentes
Transicéo Transicéo Pélvica (+) Descamagdo Transicéo e
*Células ¢ & (+) (+) Epitelial raras Transicdo (+)  Transicdo Transicéo (+) (+) Transicdo & Vesicais (+)
Raras (++) Pelve (+)
(++) (++)
il Granulécitos
Cilindros Ausentes Ausentes Ausentes rarissimos Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes
*Cristais Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Urato(r(j;OaSTomo Xantina (+) Ausentes Ausentes Ausentes Amorfos (+) Ausentes
SPTZ Ausentes Ausentes Ausentes (++) Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes (+++)
Muco ) Ausente Raro (+) (+4) (+++) Ausente Ausente Ausente (++) Ausente
Gggtrlglljlrzs Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente (+) Ausente Ausente Ausente (+)
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Anexo 2: Perfil hematoldgico de cdes naturalmente infectado com Leishmania infantum em uso continuo de alopurinol.

. Cées
Indices hematoldgicos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 VR
Eritrdcitos (x10%/uL) 7,7 3,65 6,94 78 6,68 57 7,0 6,3 74 73 452 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 153 80 143 161 138 11,7 164 154 173 132 92 12-18
Hematdcrito (%) 47 228 43 469 415 37 490 450 510 430 283 37-55
VGM (fl) 61,4 62,5 61,9 60,1 62 65 70 712 694 59 62,6 60-77
CHCM (%) 32,6 351 32,2 34,3 333 320 335 341 339 31,0 325 32-36
Leucécitos (x10°%uL) 82 111 82 102 140 118 7.1 124 129 104 24 6.0-17.0
R'LeL“)"éf”OS Bastonetes 0O 164 102 0 0 0 124 0 0 48 0-300
S’.\:;lirt]f:ti;?isos (uL) 2,870 6,771 574 7,446 7,140 9,440 3,337 7,812 6,966 8,320 1,056 3,000-11,500
Linfécitos (uL) 4674 2109 1,886 1,326 4,480 1,298 2,556 3,348 1,935 1,664 1,008 1,000-4,800
Mondcitos (L) 574 555 328 510 700 472 497 248 774 208 144 150-1,350
Eosinofilos (uL) 82 1,554 82 816 1680 590 2556 868 3225 208 144  100-1,250
Basofilos (uL) 0 111 0 0 0 o 0 0 0 0 0 Raros
PPT*(g/dL) >2 92 104 80 70 120 70 68 70 91 108 7,0-8,0
Plaquetas (x10%/uL) 204  ** 115 328 246 550 250 334 294 385  ** 166-575

*Proteina plasmatica total
**N&o foi possivel a contagem de plaquetas
_ néo realizaram exames

(KANEKO et al., 2008)



Anexo 3 - Bioquimica sérica de cada cdo naturalmente infectado com Leishmania infantum.

Lo Cées

Bioquimica Sérica
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 VR

ALT (UI/L) 41 17 22 38 78 34 41 29 17 108 68 15-73
FA (U/L) 33 149 207 107 165 41 52 49 82 141 _ 20-156
Uréia (mg/dL) 55,0 477 323 277 335 484 26 21 21 460  _ 21,4-59,9
Creatinina 12 13 11 09 09 13 09 11 11 11 09 0,5-1,5
(mg/dL)
PTN* (g/dL) 12,7 8.8 6,9 79 63 98 6,7 58 67 71 82 5,4-7,1
Albumina (g/dL) 2,4 1,3 19 28 16 26 20 20 23 22 15 2,6-3,3
Globulinas 10,3 75 50 51 47 72 47 38 44 49 67 2,7-4,4
(g/dL)
AIG 0,23 017 038 055 034 036 043 053 052 045 022 059-111

*Proteinas sérica totais

(KANEKO et al., 2008)
ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase alcalina;
AJ/G: Razéo albumina/ globulina
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