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RESUMO: O presente estudo teve como objetivo verificar a eficacia da nitazoxanida no tratamento da criptosporidiose cani-
na, bem como as provaveis alteracdes na bioquimica das fungdes hepatica e renal apds a administragdo da droga. Para tanto,
amostras fecais e sanguineas de 10 animais foram coletadas e analisadas por meio da técnica de Ziehl Neelsen modificada.
Os animais positivos foram divididos em grupo controle e grupo tratado. O grupo de animais tratados recebeu 7,5mg/Kg de
nitazoxanida, a cada 12 horas, durante trés dias consecutivos. O sangue para andlise da bioquimica sérica foi coletado da veia
cefalica antes e ap0s a terapia. O tratamento realizado foi ineficaz no combate do protozodrio e os animais ndo apresentaram
alteracdes na bioquimica sérica ap6s o protocolo terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE: Cao; Cryptosporidium; Terapia.

EFFECT OF TREATMENT WITH NITAZOXANIDE OF CANINE CRYPTOSPORIDIOSIS

ABSTRACT: This study aimed to verify the effectiveness of nitazoxanide in the treatment of cryptosporidiosis in dogs, as
well as the likely changes in the biochemistry of liver and kidney after administration of the drug. For this purpose, fecal and
blood samples of 10 animals were collected and analyzed by modified Ziehl Neelsen, and positive animals were divided into
control group and treated group. The group of treated animals received 7.5 mg / kg nitazoxanide every 12 hours during three
consecutive days. The blood serum for biochemical analysis was collected from the cephalic vein before and after therapy.
The treatment was ineffective against the parasite and the animals showed no changes in serum biochemistry after the treat-
ment protocol.

KEYWORDS: Dog; Cryptosporidium; Therapy.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON NITAZOXANIDA EN LA CRIPTOSPORIDIOSIS CANINA

RESUMEN: Este estudio ha tenido como objetivo verificar la eficacia de la nitazoxanida en el tratamiento de criptospori-
diosis canina, bien como probables alteraciones en la bioquimica de las funciones hepatica y renal tras la administracion de
la droga. Para tanto, muestras fecales y sanguineas de 10 animales fueron recolectadas y analizadas por medio de la técnica
de Ziehl Neelsen modificada. Los animales positivos fueron divididos en grupo control y grupo tratado. El grupo de anima-
les tratados recibi6 7,5mg/Kg de nitazoxanida, a cada 12 horas, durante tres dias consecutivos. La sangre para analisis de la
bioquimica sérica fue colectada de la vena cefalica antes y después a la terapia. El tratamiento realizado ha sido ineficaz en
el combate del protozoario y los animales no presentaron alteraciones en la bioquimica sérica tras el protocolo terapéutico.
PALABRAS CLAVE: Perro; Cryptosporidium; Terapia.

Introducao

O Género Cryptosporidium foi descrito pela primei-
ra vez pelo parasitologista americano Tyzzer em 1907, em
glandulas gastricas de camundongos de laboratorio. O para-
sito foi entdo denominado Cryptosporidium muris. Desde en-
tdo muitas outras espécies foram diagnosticadas, no entanto,
as primeiras evidéncias deste parasito em cdes s6 foram des-
critas em 1981, na Escocia (TZIPORI; CAMPBELL, 1981).
A criptosporidiose é uma doenca de distribui¢ao cosmopolita
e o primeiro caso clinico em cées foi relatado em um filhote

de apenas uma semana de idade com diarreia aguda (WIL-
SON et al., 1983).

Protozoarios deste Género sdo coccidios que t€m
ciclo direto como os dos géneros Eimeria e Isospora, entre-
tanto, diferem-se destes, por ndo apresentarem especifici-
dade parasitaria pelos hospedeiros. O parasitismo por estas
espécies € observado em animais domésticos, de laboratorio,
e ainda constitui-se em importante zoonose (OLIVEIRA-
-SEQUEIRA; AMARANTE, 2001). Este difere dos outros
coccidios por sua capacidade de esporular dentro do trato
gastrintestinal (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE,
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2001; FAYER, 1997), o que permite a reinfec¢do no mesmo
individuo. Isto explica por que individuos imunodeprimidos
desenvolvem doenga persistente mesmo apos a ingestao de
poucos oocistos (ANDRADE NETO; ASSEF, 1996).

Espécies de Cryptosporidium podem ser transmi-
tidas de animais para humanos, de humanos para animais,
e de humanos para humanos. A transmissao inter-humana ¢é
considerada de grande importancia, sendo frequentemente
responsavel por surtos em hospitais e creches, e pela disse-
minagdo intradomiciliar da doenga. A dgua também ¢é uma
importante fonte de disseminagdo, pois os oocistos sobre-
vivem por longos periodos em ambientes umidos e frios,
sendo resistentes a cloragdo e a ozonizagdo (ANDRADE
NETO; ASSEF, 1996). Estes sdo também resistentes a outros
desinfetantes, como o hidroxido de sodio, fendis e cresois,
entretanto, sdo susceptiveis a dessecacdo ¢ as altas tempe-
raturas (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE, 2001). As
condigdes ambientais, a presenga de animais infectados e a
aglomeragao ou superlotagdo de espagos fisicos podem favo-
recer a disseminacdo dos parasitos numa dada populacdo. A
disseminacdo pode ser controlada adotando medidas profila-
ticas como agua limpa em bebedouros adequados, isto €, com
uma altura que impeca os animais neles defecarem; come-
douros dispostos de tal maneira que ndo possam ser contami-
nados; higiene dos canis, procedendo-se remogao de dejetos
para sua incineragdo e tratamentos dos animais parasitados
(LALLO; BONDAN, 2006)

Cryptosporidium também ¢é considerado um parasi-
to oportunista; em hospedeiros imunocompetentes a infecgao
¢ auto-limitante, com dura¢do de poucos dias a trés sema-
nas. Em hospedeiros imunocomprometidos a infec¢do pode
resultar em diarreia cronica debilitante, desidrata¢do, ma-
-absor¢do, enfraquecimento progressivo ¢ morte (FAYER, et
al. 1998). No entanto, em individuos muito novos ou velhos
ou em tratamento que possa causar imunossupresdo sdo os
mais severamente afetados (MORGAN, et al. 2000; MIL-
LER, et al. 2003). Em cées infectados naturalmente, foram
isolados oocistos de C. parvum ¢ C. canis, sendo o C. muris
encontrado em cdes infectados experimentalmente. Dessas
trés espécies acredita-se que o C. canis seja a Unica clinica-
mente significante para cdes (MILLER, et al. 2003). Estudos
moleculares indicam que cdes podem transmitir o genotipo
encontrado nos bovinos, o qual ja ¢ descrito como patogéni-
co ao homem (ABE, et al. 2002).

Varias drogas foram testadas para o tratamento e
controle da criptosporidiose humana e animal sem eficacia
comprovada (MEAMAR, et al. 2006). Tzipori (1998) pres-
supde que a razdo da faléncia terapéutica deve-se ao fato de o
parasito situar-se abaixo da membrana celular (intracelular),
mas fora do citoplasma da célula (extracitoplasmatico), re-
sultando numa barreira para os medicamentos antimicrobia-
nos e antiparasitarios, e que este fato deve ser considerado na
investigagdo de novas drogas terapéuticas. Segundo Ramirez
et al. (2004), a administracdo do antiparasitario, nitazoxani-
da, em criangas mostrou redugdo na duragdo da diarreia e
na eliminagdo de oocistos. A nitazoxanida € o primeiro me-
dicamento com eficacia comprovada contra criptosporidiose
humana. Foi langado no mercado para uso em seres humanos
em 1996, com aprovagdo da Anvisa e entrada no Brasil ao
final de 2006, em meados de setembro, com 0 nome comer-
cial Annita® (ALMIRALL, et al. 2007). Nitazoxanida ¢ uma
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nitrotiazolil-salicilamida, ativa contra uma ampla variedade
de parasitos que infectam animais e humanos. Os estudos cli-
nicos realizados mostram sua atividade contra protozoarios
(Cryptosporidium parvum, Trichomonas, Giardia intestina-
lis e Entamoeba), helmintos (Taenia ¢ Hymenolepis spp.)
e contra bactérias aerdbicas e anaerobicas (ROMERO CA-
BELLO, et al. 1997).

O mecanismo de ac¢do da nitazoxanida ocorre por
meio da inibi¢do de uma enzima fundamental para o metabo-
lismo energético destes organismos: a Piruvato Ferrodoxina
Oxidoredutase (PFOR). A nitazoxanida, diferente de outros
compostos nitroimidazoélicos quimicamente semelhantes, in-
depende da ferredoxina reduzida, isto ¢, interage diretamente
com a PFOR. Apos sua absorcdo, a nitazoxanida sofre, no
sangue, uma rapida hidrélise, provocada por esterases plas-
maticas, transformando-se em dois principais metabodlicos: a
desacetil-nitazoxanida, atualmente denominada tizoxanida; e
seu glucuronideo. A tizoxanida é posteriormente metaboliza-
da por glucuronidagdo, transformando-se em tizoxanida glu-
curonideo. Em seguida, sofre metabolizag@o ou é diretamen-
te excretada pela urina e pela bile. Quando a nitazoxanida
marcada com radioatividade é administrada oralmente, em
torno de 33% ¢ eventualmente excretado na urina (sob forma
de tizoxanida glucuronideo e de metabolitos inativos) e apro-
ximadamente 67% ¢ eliminado nas fezes (BROEKHUYSEN
et al., 2000).

O presente estudo teve por objetivo diagnosticar
oocistos de Cryptosporidium spp. em cédes domiciliados, ¢
verificar o efeito da terapia com nitazoxanida (Annita'”) em
cdes positivos para Cryptosporidium spp. Além disso, procu-
rou-se observar os efeitos desta droga nas fungdes hepatica
e renal por meio de alteragdes na bioquimica sérica antes e
apos o tratamento.

Material e Métodos

Foram escolhidos por conveniéncia 10 cdes machos
e fémeas, das ragas: Boxer, Bulldog Frances, Bull Terrier,
Pug e sem raga definida, com 1 a 10 anos de idade, mantidos
em baias de alvenaria e com solario. Estes animais sdo ali-
mentados com ragdo comercial seca, ¢ criados em condi¢des
higiénico-sanitarias adequadas. As fezes foram coletadas
destes animais apés a defecacdo natural, independente do es-
tado clinico e da consisténcia do material fecal. De todos os
animais examinados, nove estavam eliminando oocistos de
Cryptosporidium spp., esses foram divididos em dois grupos:
Grupo 1, os quais receberam tratamento, ¢ Grupo 2, contro-
le. Foram coletadas fezes dos caes, nos dias 0, 2, 3,4, 11 ¢
18 (Tabela 1), para a visualizagdo de oocistos, e comparagio
entre os grupos. As amostras fecais foram armazenadas em
coletores plasticos de primeiro uso e individuais. Além dis-
so, foram identificadas, acondicionadas em recipiente isotér-
mico, e encaminhadas ao Laboratorio de Clinica e Cirurgia
Animal (LCCA), no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agro-
pecuarias (CCTA), Universidade Estadual do Norte Flumi-
nense Darcy Ribeiro (UENF).
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Tabela 1: Delineamento experimental para determinagdo da eficacia do tratamento da criptosporidiose em caes utilizando-se

a nitazoxanida (Annita®).

Periodo experimental em dias

Procedimentos

0* 1° 2° 3° 4° 11° 18°
Bioquimica sérica X X
Exame de fezes® X X X X X X
Tratamento® X X X

aUm dia antes do tratamento

*Diagnostico de oocistos nas fezes através da Técnica de Zielh Neelsen modificada (Heriksen e Pohlenz, 1981),
“Tratamento com 7,5 mg/kg de nitazoxanida a cada 12 horas, durante trés dias.

Os animais do grupo 1, foram medicados na dose de
7,5 mg/kg de nitazoxanida' na forma de suspenséo, a cada 12
horas, durante os dias 1, 2 e 3, do inicio do experimento. A
dosagem do medicamento foi escolhida com base em infor-
magdes contidas na bula, para uso em criangas, e administra-
do junto com o alimento. Os cées do grupo 2 ndo receberam
nenhuma droga durante os trés dias de tratamento.

As amostras fecais foram processadas para analise
qualitativa dos oocistos, utilizando-se a técnica de Ritchie
(1948) modificada por Allen e Ridley (1970) para concen-
tragdo dos oocistos e também pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada (Heriksen e Pohlenz, 1981) para coloragdo dos
oocistos. Foram coletados 5 ml de sangue, um dia antes do
inicio do experimento e no 18° dia apds o tratamento (Tabela
1), por puncdo da veia cefalica, com auxilio de agulhas hipo-
dérmicas e seringas estéreis e descartaveis 25 x 0,7mm, ap6s
correta tricotomia e anti-sepsia da regido com alcool iodado.
O sangue coletado foi armazenado em tubos siliconizados
para obtengdo de soro. O material foi identificado e acon-
dicionado em caixa isotérmica e encaminhadas ao Setor de
Patologia Clinica (LCCA/CCTA/UENF). O sangue total foi
submetido a centrifugacdo a 1,26 X 10°g, por cinco minutos,
para obtengdo de soro e este congelado a —20°C para posterior
realiza¢@o dos testes bioquimicos. As dosagens bioquimicas
foram realizadas por meio da utilizacdo de espectrofotometro
semi-automatico?. O aparelho foi devidamente programado
segundo os protocolos fornecidos pelo fabricante. Os resul-
tados obtidos foram analisados estatisticamente através do
Teste de Fisher, com nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Dos 10 animais utilizados para este trabalho de
pesquisa, nove (90%) eliminaram oocistos de Cryptospori-
dium em suas fezes (figura 1). Apenas os animais positivos
foram encaminhados para o experimento. Através da andlise
da Tabela 2, observa-se que ndo houve diferenca significati-
va entre a frequéncia de animais tratados e de animais ndo
tratados, ou seja, ambos os grupos eliminaram oocistos em
suas fezes durante o periodo experimental, segundo o teste
estatistico utilizado.

Figura 1: Oocistos de Cryptosporidium spp. (setas) observados nas
fezes de canino, pela técnica de Ziehl — Neelsen modificada. Ob;.
100x

Tabela 2: Frequéncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de cées tratados com 7,5 mg/kg de nitazoxa-
nida, a cada 12 horas, trés dias consecutivos, durante duas semanas apos o inicio do tratamento e em caes que ndo receberam

o tratamento.

Animais* ionificanci
Variaveis ” mmat - Total Te.s te de Valor de p Significancia
Positivo Negativo Fisher 5%
Tr(?ltjg)"s 18 (45%) 02 (5%) 20(50%)
Contrl 1,00 1,3950 0,8193 - 1,230
?:;‘; € 18 (45%) 02 (5%) 20(50%)
Total 36 (90%) 04 (10%) 40(100%)

*Dos 10 animais testados, apenas os nove positivos foram utilizados para o experimento.

'Annita®, Laboratorio Farmoquimica, Rio de Janeiro - RJ
Biosystems®/BTS 310, Labtest, Lagoa Santa-MG
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A alta frequéncia de animais positivos nesta pes-
quisa pode ser atribuida ao contato direto que os caninos
possuem entre si, por residirem no mesmo local. Este fato
pode ter favorecido a disseminacéo do protozoario entre os
animais. Outro fator a ser destacado, é que, o canil funciona
como hospedagem recebendo animais de diversas ragas, ida-
des e condig¢des fisicas e ainda recebe constantemente carre-
gamentos de areia provenientes de diversos pontos da cidade,
inclusive, de areas proximas ao rio Paraiba do Sul, onde exis-
tem relatos de intensa contaminagdo por Cryptosporidium
spp. no solo de suas margens (ALMEIDA, et al. 2008).

Apos 18 dias do inicio do tratamento, todos os ani-
mais do grupo 1 e 2 (100%) eliminaram oocistos em suas
fezes, o que sugere que o tratamento realizado tenha sido ine-
ficaz no combate ao protozoario na dosagem utilizada. Cabe
ressaltar que a dose utilizada no experimento (7,5mg/kg) ¢é
a mesma indicada para uso pediatrico em humanos, ou seja,
estudos futuros, com doses elevadas, deverdo ser realizados,
na tentativa de obtengdo de uma dose adequada a espécie Ca-
nis familiaris.

Das amostras examinadas, apenas um canino trata-
do foi considerado negativo nos dias 2 e 11 ap6s o inicio da
terapia, todavia, 0 mesmo animal voltou a eliminar oocistos
no 18° dia. Pode-se observar também que, ndo foram visua-
lizados oocistos nas fezes de dois animais do grupo controle
no 11° dia do experimento. Este fato pode ter ocorrido devido
a uma nova infec¢do ou porque simplesmente os parasitos
ndo foram observados nas amostras coletadas. Segundo Lallo
¢ Bondan (2006), a eliminac¢do de oocistos de Cryptospori-
dium € intermitente, e sua quantidade variavel, dependendo
da fase do ciclo em que se encontra, assim como da suscepti-
bilidade do hospedeiro a infec¢do. Portanto, pode-se sugerir
que a ndo elimina¢do de oocistos por um animal do grupo
tratado, nestes dias, provavelmente ndo ocorreu devido ao
tratamento efetuado.

Em uma pesquisa envolvendo o tratamento da
diarréia por criptosporidiose em humanos, Abubakar et al.
(2007), citam que o tratamento com nitazoxanida resultou
em eficacia apenas em pacientes HIV negativos, ou seja, o
tratamento com nitazoxanida ndo foi eficaz em individuos
HIV positivos com criptosporidiose. No México, Diaz et al.
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(2003), obtiveram eficacia no tratamento com nitazoxanida,
em criangas com amostras de fezes positivas para parasitas
intestinais incluindo Cryptosporidium parvum.

Baishanbo et al. (2006), ao testarem a eficacia da
nitazoxanida e da paromomicina na criptosporidiose em vias
biliares de gerbis imunossuprimidos, verificaram que 79%
dos animais infectados, e tratados com nitazoxanida, na dose
de 200mg/kg/dia (dose 26 vezes maior que a preconizada
para humanos ¢ utilizada neste trabalho de pesquisa), durante
12 dias, ndo apresentavam o parasita na mucosa do ileo em
cortes histologicos. Em um estudo com cultura de células,
Giacometti et al. (2000), encontraram resultados semelhan-
tes, onde observaram redugdo de 56,1% no crescimento de
merontes e gametdcitos do parasito, ao utilizar concentra-
¢do de 8mg/L, enquanto que a azitromicina e rifabutina, nas
mesmas concentragdes, tiveram uma redug@o no crescimento
destes estagios evolutivos do parasito de 25,5 ¢ 22,9%, res-
pectivamente.

Um fato importante a ser ressaltado, ¢ que a invasdo
das células das microvilosidades intestinais pelo Cryptospo-
ridium se caracteriza como intracelular e extracitoplasmatica,
ja que ele se situa na superficie do epitélio intestinal, porém,
abaixo da membrana da célula hospedeira. Deste modo, o
protozoario € protegido de fatores externos, como a agao das
drogas e do sistema imunologico, dificultando o tratamento
(ABRAHAMSEN, et al. 2004).

Através dos resultados da analise bioquimica (Ta-
bela 3), pode-se observar que ndo houve altera¢des significa-
tivas na sorologia dos animais examinados apds o tratamento
com nitazoxanida. De acordo Lopes et al. (1996) os parame-
tros analisados (uréia, creatinina, alanina amino transferase-
-ALT e fosfatase alcalina) permaneceram dentro dos padrdes
de normalidade para caninos. Portanto, observa-se que a ad-
ministragdo de nitazoxanida em cies, na dosagem de 7,5mg/
Kg, ndo causou danos aparentes no funcionamento dos rins
e figado destes animais. Stockis et al. (2002) avaliaram a
tolerabilidade da nitazoxanida, comparativamente com ad-
ministragdo de doses crescentes desta droga em humanos, ¢
os resultados evidenciaram boa tolerancia a medicagédo até a
dose maxima de 4g, ¢ também ndo foi encontrada nenhuma
alteracdo significativa nos testes laboratoriais.

Tabela 3: Resultados das andlises bioquimica do grupo 1, antes e apds o tratamento com 7,5 mg/kg de nitazoxanida, a cada

12 horas, durante trés dias consecutivos.

Analise
Varidveis Referéncia : Valor de p
Antes' Depois®

Uréia (mg/kg) 21,4 59,92 30,2 + 5,8 (35-20) 32,24 9,5 (45-22) 0,6989
Creatinina (mg/kg) 0,5-1,5 1+£0,17(1,3-0,9) 0,86 = 0,11 (1-0,7) 0,1546°
Alanina amino transferase 10 -88 35,4+ 9.8 (22-8) 32,8+ 8,7 (22-1) 0,6715
(UI/L)

Fosfatase Alcalina(UI/L) 20 -156 46,4 £14,06 (61-31) 54,8 + 14,82 (78-42) 0,3848

'Anélise no dia anterior ao inicio do tratamento
2Analise no 18° dia apds o inicio do tratamento
*Valores do teste de Fisher, transformados em log 10
*Valores maximo e minimo entre parénteses
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Conclusao

A nitazoxanida, na dosagem preconizada para crian-
¢as, ndo exerceu efeito no tratamento da criptosporidiose em
cées, ¢ nesta dosagem, ndao provocou lesdo hepatica e renal
nos caes tratados.
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