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RESUMO 

 

A leishmaniose canina (LCan) é uma doença zoonótica causada, no Brasil, pelo 

protozoário intracelular Leishmania infantum. O cão (Canis familiaris) é considerado o 

principal reservatório doméstico do parasito, além de ser uma espécie susceptível ao 

desenvolvimento de formas graves e fatais da doença. O curso da LCan é caracterizado por 

alterações consideráveis no metabolismo imunológico e oxidativo, e uma resposta benéfica ou 

não ao tratamento dependerá de fatores diversos como a sensibilidade do protozoário ao 

fármaco antiparasitário aplicado ou a patogenicidade inerente à estirpe de L. infantum causadora 

da doença, assim como a qualidade da resposta do hospedeiro canino à infecção. Para contribuir 

para o conhecimento de aspectos inerentes à resposta do hospedeiro canino, o presente estudo 

propôs: 1) identificar possíveis biomarcadores preditivos de uma resposta terapêutica eficaz em 

cães com LCan; e 2) avaliar se a associação de adjuvantes nutricionais com propriedades 

antioxidantes a fármacos com ação anti-Leishmania seria capaz de promover melhora de 

parâmetros clínicos-laboratoriais e de interferir no perfil de alguns biomarcadores de estresse 

oxidativo de cães com LCan e assim no desfecho terapêutico. Cães com infecção confirmada 

foram divididos em dois grupos: respondedores ao tratamento (que apresentaram redução da 

carga parasitária de L. infantum por qPCR; n=12) e não-respondedores (que não apresentaram 

redução da carga parasitária; n=14). Os cães foram monitorados por meio de exame clínico, 

hematológico e bioquímica sérica aos 30 dias, dois, três, seis e doze meses pós-tratamento. Foi 

desenvolvido um modelo matemático para estimar o sucesso do tratamento anti-Leishmania. 

Os eritrócitos e o fósforo sérico foram identificados como marcadores preditivos precoces da 

resposta terapêutica na LCan. Os dados obtidos nesse estudo indicam que cães que responderam 

ao tratamento apresentaram um perfil laboratorial que diferiu precocemente dos cães que não 

responderam. Para o segundo objetivo, os cães com infecção confirmada em diferentes estadios 

clínicos foram aleatoriamente agrupados, segundo o critério terapêutico, em outros dois grupos: 

G1 (cães que utilizaram adjuvantes nutricionais antes e durante a terapia quimioterápica anti-

Leishmania; n=6) e G2 (cães que utilizaram apenas fármacos anti-Leishmania prévios; n=12) 

para avaliação comparativa. Os adjuvantes nutricionais incluíram nutracêuticos comerciais à 
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base de óleo de peixe (rico em ácidos graxos DHA e EPA – ômega 3) e vitaminas do complexo 

B. Os dados mostraram que cães que receberam suplementos apresentaram indicadores de 

controle da inflamação, com redução de globulinas totais, imunoglobulinas específicas anti-

Leishmania, redução das proteínas totais e da proteína C reativa, além de aumento de albumina 

sérica. Os adjuvantes nutricionais influenciaram positivamente na resposta de cães ao 

tratamento para LCan; assim, nossos dados encorajam o seu uso na rotina e o aprofundamento 

de investigações sobre a utilização de antioxidantes veiculados sob a forma de nutracêuticos e 

vitaminas orais como uma estratégia co-terapêutica no tratamento da doença. 

Palavras-chave: Antioxidantes, Estresse oxidativo, Preditores, Tratamento, Vitaminas 
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ABSTRACT 

Canine leishmaniasis (CanL) is a zoonotic disease caused by the intracellular protozoan 

Leishmania infantum in Brazil. The dog (Canis familiaris) is considered the main domestic 

reservoir of the parasite, in addition to being a species susceptible to the development of serious 

and fatal forms of the disease. The course of CanL is characterized by changes in immune and 

oxidative metabolism, and an effective response to treatment will depend on several factors 

such as the sensitivity of the protozoan to the antiparasitic drug, the inherent pathogenicity of 

the strain of L. infantum involved and the quality of the immune response developed by the 

canine host. Aiming to contribute to the knowledge about inherent aspects to the response of 

the canine hos, this is study proposed: 1) to identify possible predictive biomarkers of an 

effective therapeutic response in dogs with CanL; and 2) to evaluate whether the association of 

nutritional adjuvants with antioxidant properties and anti-Leishmania drugs would be able to 

promote improvement of clinical and laboratory parameters, alter some of the biomarkers of 

oxidative stress in dogs with CanL, and thus the outcome of the treatment. Dogs with confirmed 

infection were divided into two groups: treatment responders (who showed a reduction in the 

L. infantum parasitic load by qPCR; n = 12) and non-responders (who did not show a reduction 

in the parasite load; n = 14). The dogs were monitored by clinical, hematological and serum 

biochemical evaluation at 30 days, two, three, six and twelve months after treatment. A 

mathematical model has been developed to estimate the success of anti-Leishmania treatment. 

Erythrocytes and serum phosphorus were identified as early predictive markers of therapeutic 

response in CanL. Data obtained in this study indicate that dogs that responded to treatment 

showed an early difference in their profile of laboratory parameters when compared to dogs 

that did not respond to treatment. For the second objective, dogs with confirmed infection at 

different clinical stages were randomly grouped, according to the therapeutic criterion into two 

other groups: G1 (dogs that used nutritional adjuvants before and during anti-Leishmania 

chemotherapy; n = 6) and G2 (dogs that used only previous anti-Leishmania drugs; n = 12) for 

comparative evaluation. Nutritional adjuvants included commercial nutraceuticals based on fish 

oil (rich in DHA and EPA fatty acids - omega 3) and complex B vitamins. The data showed 

that dogs that received supplements exhibited indicators of inflammation control, with a 

reduction in: total globulins, specific anti-Leishmania immunoglobulins, total proteins and C-

reactive protein, in addition to an increase in serum albumin. Nutritional adjuvants positively 

influenced the response of dogs to treatment for CanL. Thus, our data encourage the use of 

nutrional adjuvants in clinical routine as well as the development of further studies on the use 
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of antioxidants in the form of nutraceuticals and oral vitamins as a co-therapeutic strategy in 

the treatment of the disease.  

Keyword: Antioxidants, Oxidative stress, Biomarkers, Treatment, Vitamins 
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protocolos de tratamento para leishmaniose canina 

naturalmente adquirida (LCan) causada por Leishmania 

infantum incluindo medicamentos anti-Leishmania (ALDs) 

metronidazol e cetoconazol, seguidos do leishmaniostático 

alopurinol, e monitorados durante 12 meses. 

90 
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LISTA DE SIGLAS 

 

  

A/G razão Razão entre albumina e globulina 

AHCC Composto Ativo Correlacionado com Hexose (do inglês Active Hexose 

Correlated Compound) 

ALT Alanina aminotransferase 

AST Aspartato aminotransferase 

ATP Trifosfato de adenosina (do inglês Adenosine triphosphate) 

BID Duas vezes ao dia (do latim bis in die) 

Ca Cálcio 

CP Carga parasitária 

CK Creatina quinase 

CK-MB Creatina quinase MB 

cPCR Reação em Cadeia da Polimerase convencional 

qPCR Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa 

CAT Catalase 

CT Ciclo Threshold 

DHA Ácido decosahexaenoico (do inglês Docosahexaenoic acid) 

DPP Plataforma de Caminho Duplo (do inglês Dual Path Plataform) 

ELISA Ensaio Imunoenzimático por Adsorção a Placa (do inglês Enzyme-

Linked Imunosorbent Assay) 

EPA Ácido eicosapentaenoico (do inglês Eicosapentaenoic acid) 

EROS Espécies reativas de oxigênio (do inglês Reactive oxygen species) 

FA Fosfatase alcalina 

G1 Grupo de cães que recebeu adjuvantes nutricionais previamente mais 

fármacos anti-Leishmania  

G2 Grupo de cães que recebeu apenas fármacos anti-Leishmania com 

inserção dos adjuvantes nutricionais só tardiamente 

GGT γ-glutamiltransferase 

GSH Glutationa 

HDL Lipoproteína de alta densidade (do inglês High Density Lipoprotein) 

IFNγ Interferon-Gama  

IFN-α Interferon-Alfa 

IGF-1 Fator de crescimento semelhante à insulina 1 
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IL-1 Interleucina 1 

IL-4 Interleucina 4 

IL-5 Interleucina 5 

IL-12 Interleucina 12 

IL-13 Interleucina 13 

IL-17 Interleucina 17 

kDNA DNA do cinetoplasto 

LCan Leishmaniose canina 

LDL Lipoproteína de baixa densidade (do inglês Low Density Lipoprotein) 

LV Leishmaniose visceral 

MDA Malondialdeído 

Mg Magnésio 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NO Óxido nítrico 

P Fósforo 

PD-1 Proteínas de morta programada 1 (do inglês programmed death 1) 

P-MAPA (do inglês Proteic-Magnesium Ammonium Phospholinoleate 

Anhydride) 

PUFA Ácidos graxos poli-insaturados 

qPCR Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa (ou em tempo real) 

RIFI Reação de Imunoflorescência Indireta 

SID Uma vez ao dia (do latim semel in die) 

SOD Superóxido dismutase 

TBARS Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (do inglês thiobarbituric acid 

reactive substances) 

TGFβ Fator transformador do crescimento-beta (do inglês Transformer 

Growth Fator – beta) 

TH1 Células auxiliares – 1 (do inglês T helper 1) 

TH2 Células auxiliares – 2 (do inglês T helper 2) 

TH17 Células auxiliares – 17 (do inglês T helper 17) 

TR DPP® Teste Imunocromatográfico Rápido de Plataforma de Duplo Percurso 

UA Unidades arbitrárias 

UPC Razão de creatinina e proteína urinária 

WHO Organização Mundial da Saúde (do inglês World Health Organization) 
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1. INTRODUÇÃO  

As leishmanioses são doenças zoonóticas vetoriais causadas por protozoários do gênero 

Leishmania (família Trypanosomatidae) transmitidos por insetos flebotomíneos. As principais 

ocorrências da enfermidade acontecem em países menos desenvolvidos e em populações 

desprovidas de atenção estatal (WHO, 2019). Mais de 20 espécies de Leishmania são 

infecciosas para humanos, e causam formas clínicas de leishmaniose que têm sido classificadas 

como distintas e associadas à espécie em questão. A forma visceral é a forma mais grave da 

doença, que pode culminar com morte, se o paciente não for tratado – tendo como agente 

etiológico Leishmania infantum, nas Américas. A forma tegumentar é comumente obervada, 

causada, no Brasil, por L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis, e pode caracterizar-se 

por lesões dermatológicas, ou desenvolver-se para uma forma mais grave, a mucocutânea, 

considerada incapacitante e desfigurante (WHO, 2019). Diferentemente da espécie humana, a 

classificação das leishmanioses na espécie canina não segue essa distinção bem definida, sendo 

designado na literatura recente como leishmaniose canina, naquelas afecções por L. infantum, 

nas quais lesões tegumentares e lesões viscerais frequentemente desenvolvem-se de modo 

simultâneo. 

 O cão doméstico (Canis familiaris) é uma espécie susceptível à infecção por L. 

infantum, em geral desenvolvendo diversos sinais clínicos e anormalidades em exames de 

patologia clínica, culminando em desfechos potencialmente fatais (SOLANO-GALLEGO et 

al., 2011). Entretanto, estudos têm mostrado que alguns cães, podem manter uma infecção 

subclínica associada a um perfil imunológico caracterizado por citocinas que conferem 

resistência ao desenvolvimento de altas cargas parasitárias e doença (PINELLI et al., 1994; 

MANNA et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Cães clinicamente doentes 

apresentam maiores cargas parasitárias e tendem a ser mais infecciosos ao vetor flebotomíneo 

do que cães com infecção subclínica em áreas endêmicas (TRAVI et al., 2001; MANNA et al., 

2006; ALVES et al., 2009; MAGALHÃES-JUNIOR et al., 2016; NERY et al., 2017; 

NOGUEIRA et al., 2019). 

Já se demonstrou que o tratamento de cães com fármacos anti-Leishmania promove uma 

redução da carga parasitária, minimizando as chances de cães tratados serem infecciosos para 

os vetores em áreas endêmicas (RIBEIRO et al., 2008; DA SILVA et al., 2012; NOGUEIRA et 

al., 2019). Um estudo do nosso grupo utilizando metronidazol e cetoconazol, fármacos anti-

Leishmania de segunda linha conforme a literatura (CIARAMELLA, 2003; NOLI; AUXILIA, 

2005; PENNISI et al., 2005), mostrou que cães tratados apresentaram redução das cargas 

parasitárias, determinada por qPCR, aliada a redução na transmissão de Leishmania a 
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flebotomíneos em exames xenodiagnósticos (NERY et al., 2017). As diretrizes e consensos 

para a abordagem clínica da leishmaniose canina (LCan) publicados por pesquisadores 

veterinários de regiões endêmicas para L. infantum sugerem que o tratamento de cães só seja 

realizado naqueles que apresentam doença clínica, e não naqueles com infecção subclínica 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013; MIRÓ et al., 2017). Cães com LCan 

devem ser tratados por longos períodos e monitorados sistematicamente por médico veterinário, 

pois mesmo com o uso de quimioterápicos leishmanicidas considerados de primeira escolha, 

como os antimoniais, os cães tratados podem apresentar recidivas (MANNA et al., 2015). A 

qualidade da resposta ao tratamento mostra que os cães mais susceptíveis tendem a não 

responder satisfatoriamente ao tratamento antiparasitário e a apresentar recidiva do quadro 

clínico mais precocemente do que cães mais resistentes. Dessa forma, o monitoramento para a 

manutenção de um tratamento efetivo da LCan além de diminuir a frequência de doença clínica, 

promove maior sobrevida associada à qualidade de vida, e pode reduzir a disponibilidade de 

hospedeiros com alta carga parasitária aos vetores, o que contribui para o controle do aspecto 

reservatório do cão na área endêmica (MIRÓ et al., 2011). 

Alguns biomarcadores de prognóstico já são conhecidos e mencionados na literatura 

científica como linfopenia, hiperproteinemia, hipoalbuminemia associada à proteinúria, o que 

reflete em dano glomerular e pior prognóstico (PALTRINIERI et al., 2016; MELÉNDEZ-

LAZO et al., 2018). A redução de marcadores como as globulinas, proteína C reativa, 

haptoglobina e proteinúria indica resposta clínica satisfatória ao tratamento canino e podem ser 

usados para monitoramento clínico (MAIA; CAMPINO, 2018; SASANELLI et al., 2007). 

Nas últimas décadas, a concepção de que alimentos e nutrientes ricos em elementos 

essenciais às funções orgânicas podem ser usados de forma terapêutica vem crescendo 

cientificamente, e deu origem ao termo Imunonutrição (BARROUIN-MELO et al., 2016; 

SILVESTRE; TORRADO, 2018). Imunonutrição consiste no efeito benéfico do nutriente na 

modulação da atividade do sistema imunológico do organismo (CALDER, 2003) e implica 

campos de investigação científica como a nutracêutica e a dietética (CORZO et al., 2020). 

Embora a nutracêutica ainda seja incipiente na clínica veterinária de cães, estudos vêm sendo 

publicados, e investigações envolvendo aspectos metabólicos das doenças infecciosas e 

inflamatórias em cães têm crescido (HAGEN et al., 2019), sendo necessárias ferramentas para 

avaliar a resposta canina nesse campo. A resposta imuno-inflamatória do hospedeiro canino à 

presença de parasitos Leishmania produz estresse oxidativo nas células (ALMEIDA et al., 

2013; HEIDARPOUR et al., 2012). Quanto mais crônica e mais caracterizada por patologias 

teciduais é a resposta, maior é o desequilíbrio nos sistemas antioxidantes/oxidantes, resultando 
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na elevação da exposição orgânica a radicais livres e sobrecarregando o sistema protetor 

intrínseco (BARBOSA et al., 2010). A consequência metabólica a ser devidamente 

diagnosticada e caracterizada é uma redução nos parâmetros antioxidantes e aumento nos níveis 

de oxidantes totais. A elevação de elementos oxidantes é associada a dano ou morte celular com 

perda da sua função biológica e/ou desequilíbrio homeostático, envolvido na origem e 

desenvolvimento de doenças (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Cães portadores de LCan, 

mesmo aqueles que respondem bem à terapêutica instituída e desenvolvem uma imunidade 

predominantemente celular, sofrem um significativo dano oxidativo (PALTRINIERI, 2013).  

Nosso objetivo foi baseado na ideia de que diante da necessidade de sustentar o sistema 

imunológico e minimizar o dano causado por compostos oxidantes gerados no combate 

orquestrado pelas defesas do organismo ao protozoário, uma suplementação nutricional 

antioxidante seria benéfica quando adicionada ao tratamento antiparasitário de cães com LCan 

naturalmente adquirida. Assim, investigamos se suplementação com lipídeos ômega 3 e 

vitaminas do complexo B, associada ao tratamento quimioterápico com cetoconazol e 

metronidazol, poderia se traduzir em modificações metabólicas que pudessem ser associadas a 

melhora do quadro clínico e laboratorial desses cães. Durante um ano, os cães foram 

monitorados a fim de avaliar os parâmetros hematológicos, bioquímicos, metabolômicos de 

estresse oxidativo e carga parasitária, objetivando detectar biomarcadores de resposta clínica, 

estadiamento e prognóstico ao tratamento. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Aspectos epidemiológicos e zoonóticos das leishmanioses humana e canina causadas 

por Leishmania infantum 

 

 A leishmaniose visceral (LV) humana é uma doença endêmica, presente em 98 países 

distribuídos nos cinco continentes (WHO, 2019). Apesar da ocorrência mundial, cerca de 94% 

dos casos reportados se concentram em apenas sete países: Brasil, Etiópia, Índia, Quênia, 

Somália, Sudão do Sul e Sudão (WHO, 2019). Bangladesh, país localizado no sul asiático, que 

fazia parte da lista de países com maiores números de LV, fez progressos significativos para 

eliminação da enfermidade e obteve sucesso na redução do número de casos (FITZPATRICK 

et al., 2017; WHO, 2019). Estima-se que 700.000 a 1 milhão de novos casos de leishmaniose 

humana ocorram no mundo, com cerca de 26.000 a 65.000 mortes a cada ano (WHO, 2019).  

 Na América Latina, 55.530 casos humanos de LV foram relatados entre 2001 a 2016, 

com média de 3.456 por ano, sendo o Brasil detentor de 95% do número de casos (WHO, 2019). 

Apesar dos números oficiais de casos registrados, os dados da incidência podem não refletir a 

realidade, devido à subnotificação aos órgãos competentes (MARCONDES e DAY, 2019). 

Segundo dados do Sistema Nacional de Agravos e Notificação (SINAN), o Nordeste do Brasil 

é uma das regiões mais densamente acometidas pela LV, sendo endêmica no estado da Bahia e 

presente em 174 dos 417 municípios baianos (SINAN/DIVEP, 2018). Os municípios de Irecê, 

seguido por Feira de Santana e Barreiras notificaram o maior número de casos na Bahia no ano 

de 2017 (SINAN/ DIVEP, 2018). 

A LV possui dois padrões epidemiológicos: (1) zoonótica, em que animais são 

envolvidos como hospedeiros reservatórios no ciclo de transmissão; e (2) antroponótica, 

quando o homem é a única fonte de infecção para o vetor (DESJEUX, 2004). O primeiro ocorre 

nas Américas e Europa, tendo como principal agente L. infantum e o cão como principal 

reservatório nas áreas urbanas. O segundo ocorre principalmente na Índia e é causado por L. 

donovani (DESJEUX, 2004).  

A expansão da LV, sobretudo nas cidades, vem tomando notoriedade e se consolidando 

nas áreas urbanas (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). As alterações antrópicas sobre o meio 

ambiente, com destruição de ecossistemas e modificação de ambientes naturais; a globalização 

e a urbanização associada à migração de pessoas e seus animais de áreas endêmicas para não 

endêmicas; pobreza e falta de saneamento; medidas efetivas de controle de vetores ineficazes; 

e adaptação do vetor flebotomíneo ao peridomicílio são alguns dos fatores associados à 
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expansão da doença para áreas antes não acometidas (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; 

MARCONDES; DAY, 2019; NORMAN et al., 2020). 

No Brasil, os cães são considerados os principais reservatórios do protozoário em áreas 

urbanas (ASHFORD, 1996; WERNECK, 2014). Dessa forma, durante muito tempo, o 

tratamento de cães foi proibido e a eliminação de cães soropositivos vinha sendo a principal 

medida de controle governamental para reduzir os números de casos humanos de LV (BRASIL, 

1963). Entretanto, estudos em diversas regiões do Brasil foram demonstrando que a eliminação 

de cães não promoveu o resultado esperado ao longo dos anos dessa prática (PARANHOS-

SILVA et al., 1998; COSTA, 2011; DANTAS-TORRES et al., 2019). As normas brasileiras 

limitaram-se a proibir à medicina veterinária o uso de antimoniais e outros fármacos utilizados 

em protocolos terapêuticos humanos, com a justificativa de evitar o desenvolvimento de cepas 

resistentes em cães tratados (BRASIL, 2008). Mais recentemente, o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento aprovou o uso de miltefosina para tratar a LCan, por meio da Nota 

Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS (BRASIL, 2016). 

Nesse contexto, estudos em diversos países, incluindo o Brasil, vêm mostrando que o 

tratamento reduz a infecciosidade de cães aos flebotomíneos e promove uma redução da carga 

parasitária no cão tratado (RIBEIRO et al., 2008; DA SILVA et al., 2012; NERY et al., 2017; 

NOGUEIRA et al., 2019). Assim, autores têm argumentado que o tratamento eficaz pode 

tornar-se uma ferramenta para controlar a propagação da infecção a outros animais e humanos 

não-infectados, e portanto, auxiliar no controle epidemiológico da infecção por L. infantum 

(TRAVI et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2019). 

 

2.1.1. Transmissão e hospedeiros caninos 

Os protozoários digenéticos Leishmania necessitam de dois hospedeiros para 

completarem seu ciclo de vida: o vetor flebotomíneo, inseto que transmite as formas infectantes, 

e o mamífero, que alberga formas amastigotas parasitárias intra e extracelulares. Nem todos os 

flebotomíneos envolvidos no ciclo de transmissão estão infectados e aptos a infectarem o 

hospedeiro. Apenas 1% (podendo variar de 0,5-3%) dos flebotomíneos albergam a forma 

flagelada do parasito, e apesar de baixo, esse número já é o suficiente para a manutenção da 

infecção em áreas endêmicas (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). A transmissão via vetor tem 

uma maior importância epidemiológica, porém outras formas de transmissão são relatadas, a 

exemplo da transmissão vertical (LATROFA et al., 2016), venérea e transmissão sanguínea 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011). 
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A infecção por L. infantum em cães geralmente cursa com progressão ativa da doença 

com a manifestação de sinais clínicos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Entretanto, os cães 

podem ser classificados como resistentes, ou seja, estão infectados, porém estão clinicamente 

saudáveis, devido eficiência de sua resposta imunológica ao parasito, ou classificados como 

cães susceptíveis, com apresentação de doença clínica, pois desenvolvem uma resposta 

imunológica com intensa produção citocinas que estimulam a produção de anticorpos ineficazes 

no controle do parasito (PINELLI et al., 1994; MANNA et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et 

al., 2011).  

 

2.2. A suspeita clínica e o diagnóstico da leishmaniose canina por L. infantum 

2.2.1 Apresentação clínica segundo a fisiopatologia  

A susceptibilidade ou resistência ao desenvolvimento de sinais clínicos na LCan está 

diretamente relacionada ao tipo de resposta imunológica do hospedeiro infectado (PINELLI et 

al., 1994; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Cães que respondem predominantemente com o 

tipo celular TH2, com produção elevada de IL-4 e IL-13, citocinas que estimulam a resposta 

humoral com intensa produção de imunoglobulinas, tendem a apresentar alta carga parasitária 

e desenvolver a forma grave da doença (BANETH et al., 2008; CARRILLO; MORENO, 2009). 

Algumas alterações clínicas predominantes no curso da LCan estão intimamente ligadas à 

deposição de imunocomplexos, resultante da estimulação imunológica predominantemente 

humoral (PARODY et al., 2019). Nos cães com infecção ativa, essa deposição de 

imunocomplexos na pele resulta em dermatites e vasculites; nos rins, glomerulonefrite; na úvea 

ocular, uveíte; nas articulações, atrite (SOLANO-GALLEGO et al., 2009, 2011). 

Diferentemente, nos cães que respondem com predominância de citocinas que induzem um 

resposta do tipo celular, como a IL-12, ocorre ativação de células TCD4+ TH1 com produção 

de IFN-γ e TNF-α, estimulando macrófagos a destruírem os parasitos intracelulares (BANETH 

et al., 2008; CARRILLO; MORENO, 2009). Dessa maneira, esses cães apresentam baixa carga 

parasitária associada a um perfil de resistência ao desenvolvimento de doença clínica (PINELLI 

et al., 1994; MANNA et al., 2006). 

Outros conjuntos celulares e citocinas têm sido estudados na leishmaniose, na busca de 

compreender e ampliar o conhecimento sobre a imunopatogenia na infecção por Leishmania no 

cão. Verificou-se, recentemente, que o aumento da expressão simultânea das citocinas IL-12 e 

IL-15 retrata uma resposta celular eficiente, associadas ao aumento de citocinas IFN-γ e TNF-

α e à redução na expressão das moléculas proteicas PD-1 (programmed death-1) e seus ligantes 

em células esplênicas de cães com LCan (COSTA et al., 2020). No caso da infecção por L. 
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infantum, a intensa expressão de PD-1 é deletéria, por suprimir a linfoproliferação e alterar a 

produção de citocinas estimuladoras de resposta TH1, contribuindo para o desenvolvimento de 

doença (COSTA et al., 2020). A célula TH17, frequentemente envolvida em doenças 

autoimunes, é controversa na leishmaniose, uma vez que essas células e suas citocinas IL-17 

estão associados à cicatrização de lesões ou à piora do quadro clínico a depender da espécie de 

Leishmania envolvida (ROSSI; FASEL, 2018). Já o tipo celular TREG, produtor de IL-10, já é 

conhecidamente implicado à latência e resistência parasitárias (BANETH et al., 2008; ROSSI; 

FASEL, 2018). 

Além da deposição de imunocomplexos, outros mecanismos patogênicos associados à 

infecção por L. infantum em um cão susceptível podem ser identificados, a exemplo da 

inflamação granulomatosa, ocasionando dermatite nodular, e da produção de autoanticorpos 

que culminam em trombocitopenia imunomediada (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014). 

Portanto, o tipo de resposta imunológica desenvolvida individualmente pelo cão resulta na 

resolução do quadro clínico ou na permanência no estado de doença clínica progressiva. Um 

dos fatores que influenciam a suscetibilidade ou resistência à infecção por L. infantum é a 

genética, uma vez que já se demonstrou que polimorfismos e mutações de genes resultam em 

raças caninas mais susceptíveis ao desenvolvimento da doença do que outras (KOUTINAS; 

KOUTINAS, 2014). 

A LCan cursa com quatro estadios clínicos propostos pelo grupo LeishVet (SOLANO-

GALLEGO et al., 2011). O primeiro estadio é identificado como leve, cujas manifestações 

clínico-patológicas não são observadas ou geralmente são brandas. Normalmente, os 

responsáveis não levam os seus cães ao atendimento médico veterinário no estadio clínico 

inicial, porque não percebem doença no cão. O estadio II cursa com doença moderada, 

caracterizada por sinais clínicos visíveis como dermatoses variadas, onicogrifose, 

linfadenomegalia, inapetência, emagrecimento, febre e epistaxe. O estadio III é caracterizado 

pelos sinais clínicos do estadio II associados a anemia, elevação de proteínas séricas e início de 

comprometimento renal, com proteinúria e relação proteína-creatinina urinária (UPC) superior 

a 1. Já o estadio IV, doença grave, é caracterizado por comprometimento renal avançado, com 

azotemia e uremia. Os responsáveis levam os seus cães à clínica médica geralmente quando a 

doença cursa com estadio moderado e as principais queixas apontadas são problemas de pele, 

emagrecimento e apatia. O estadiamento clínico na LCan é importante para a condução clínica 

na escolha da melhor terapêutica a ser instituída, e para definição do prognóstico do paciente. 

 



25 
 

2.2.2. Patologia clínica  

Os achados clínico-patológicos mais frequentes na LCan são anemia não-regenerativa, 

linfopenia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e proteinúria (PALTRINIERI et al., 2016; 

MELÉNDEZ-LAZO et al., 2018). A anemia na LCan pode ser resultante da perda, redução da 

produção e/ou destruição de eritrócitos (HARVEY et al., 2012). Em doenças inflamatórias 

crônicas, o sequestro de ferro resulta em baixos níveis de ferro na circulação; além disso, a 

anemia decorre também da intensificação da produção de citocinas e mediadores inflamatórios 

que inibem a eritropoiese, e/ou de dano na membrana eritrocitária causado por agentes 

oxidantes gerados cronicamente e que contribuem para reduzir a vida útil dos eritrócitos 

(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008; HARVEY et al., 2012; GOTO et al., 2017; DE PINHO 

et al., 2019). 

A linfopenia nos cães com LCan pode ser secundária a uma resposta ao estresse crônico 

que se instala nos cães doentes devido à inflamação (MELÉNDEZ-LAZO et al., 2018) e/ou a 

distúrbios na mielopoiese desses cães (NICOLATO et al., 2013). Na resposta inflamatória à 

LCan, pode ocorrer um aumento na produção de linfócitos resultante do recrutamento de células 

frente à infecção, porém pode haver uma redistribuição aos órgãos alvo com consequente 

redução na circulação sanguínea periférica (BOURDOISEAU et al., 1997). A linfopenia 

inflamatória, de uma maneira geral, parece ser induzida principalmente à ação de IFNα, que 

pode estimular a apoptose linfocitária e depleção linfoide (HARVEY et al., 2012). A linfopenia 

também pode ocorrer quando a arquitetura dos linfonodos é desfeita, a exemplo do que ocorre 

na inflamação granulomatosa generalizada, impedindo a recirculação normal dos linfócitos 

(HARVEY et al., 2012).  

A disproteinemia, definida como uma concentração anormal de proteínas séricas, é uma 

das alterações mais frequentes na LCan (CIARAMELLA et al., 1997; PALTRINIERI et al., 

2016; MELÉNDEZ-LAZO et al., 2018), com consequente alteração na razão albumina e 

globulina (A/G). A hiperproteinemia com hiperglobulinemia pode ser explicada por uma 

proliferação de células B que produzem anticorpos policlonais (KOUTINAS e KOUTINAS, 

2014). A hiperglobulinemia na LCan é resultante da perpetuação da inflamação, uma vez que 

a resposta humoral é ineficaz contra a infecção, além de gerar autoanticorpos, anticorpos anti-

histonas e favorecer a formação de imunocomplexos na circulação (KOUTINAS; KOUTINAS, 

2014). A hipoalbuminemia pode ser decorrente de doenças renais, mais precisamente de lesão 

glomerular persistente, associadas a um pior prognóstico (GEISWEID et al., 2016). Em animais 

saudáveis, uma pequena parte da albumina passa pelos glomérulos, porém a maior parte deve 

ser retida no organismo (THRALL et al., 2014). Nas doenças glomerulares, ocasionadas pela 



26 
 

LCan, a albumina pode passar com facilidade pelos glomérulos lesionados, uma vez que eles 

perdem sua funcionalidade devido à deposição de imunocomplexos (ZATELLI et al., 2003). A 

albumina pode ser reduzida também nos processos inflamatórios, induzida principalmente por 

IL-6, sendo caracterizada como uma proteína de fase aguda negativa  (BOLOGA et al., 1998; 

THRALL et al., 2014).   

A proteinúria é útil basicamente para diagnosticar doenças renais, principalmente 

afecções glomerulares, sendo a primeira alteração que antecede a hipoalbuminemia, a azotemia 

e a síndrome nefrótica (THRALL et al., 2014). A quantificação da proteinúria renal é um 

método apropriado para identificação doenças renais, predição de doenças glomerulares e 

monitoramento de doenças renais (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014; THRALL et al., 2014). 

Os cães infectados por L. infantum são propensos a desenvolverem patologias no sistema renal, 

caracterizadas por lesão celular e tecidual pela presença do parasito e por lesões indiretas devido 

à resposta inflamatória; porém, a azotemia não é um achado frequente nos exames laboratoriais, 

diferentemente da proteinúria, constantemente observada (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; 

MELÉNDEZ-LAZO et al., 2018).  

 

2.2.3. Diagnóstico da infecção 

O Ministério da Saúde brasileiro, por meio da nota técnica conjunta 01/2011, 

estabeleceu que o diagnóstico da LCan no âmbito epidemiológico deve ser realizado pelos 

métodos: (1) o teste rápido DPP® LVC como teste de triagem, e (2) o ELISA indireto como 

teste confirmatório (BRASIL, 2018). O DPP® utiliza a proteína recombinante rk28, uma junção 

de duas proteínas de L. infantum (k39 e k26) (BOARINO et al., 2005).  

Apesar de serem ferramentas importantes no plano diagnóstico a partir da suspeita 

clínica de LCan, os testes sorológicos não são definitivos, pois podem resultar falsos positivos 

devido a reações cruzadas com anticorpos produzidos contra outros agentes etiológicos e 

endêmicos nas mesmas regiões, a exemplo de Ehrlichia canis, Babesia canis, Tripanosoma 

cruzi (FERREIRA et al., 2007; TRONCARELLI et al., 2009; ZANETTE et al., 2014). Os 

resultados sorológicos falsos negativos também podem ocorrer em cães resistentes que 

apresentam infeção subclínica ou naqueles que têm doença grave decorrente de infecção ativa 

e associada à incapacidade de montar uma resposta imune (GRIMALDI et al., 2012). 

A coinfecção entre L. infantum e outros patógenos é uma realidade no Brasil 

(KRAWCZAK et al., 2015; DA SILVEIRA et al., 2018) a exemplos da ehrlichiose, babesiose, 
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anaplasmose e hepatozoonose. Portanto, uma abordagem cautelosa no diagnóstico é necessária 

para implantar tratamentos adequados para se obter uma resposta terapêutica efetiva. 

A microscopia para observação direta do parasito em lâminas de aspirado de medula 

óssea, linfonodo e esfregaço sanguíneo é comumente utilizada no diagnóstico de LCan (MAIA 

e CAMPINO, 2008). Os esfregaços são corados com Giemsa, Leishman ou Panótico rápido e 

visualizados em microscópio. Uma única forma amastigota visibilizada dentro ou fora das 

células do sistema fagocítico mononuclear confirma o diagnóstico. O exame parasitológico em 

esfregaços continua sendo o padrão-ouro, com especificidade de 100%, mas a sua sensibilidade 

pode variar de acordo com a carga parasitária, o processamento, o tipo de amostra biológica 

utilizada e a experiência do observador (BARBOSA et al., 2012). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) tem sido cada vez mais empregada, não 

somente nas áreas das pesquisas, como também na rotina hospitalar, auxiliando o médico 

veterinário na obtenção do diagnóstico preciso. A PCR apresenta boa especificidade, uma vez 

que identifica a presença de fragmentos do DNA do agente infeccioso no hospedeiro. A técnica 

também apresenta boa sensibilidade, e permite a utilização de diversas amostras biológicas 

(MAIA; CAMPINO, 2008). A PCR em tempo real (qPCR) permite quantificar a carga 

parasitária na amostra testada, sendo importante tanto para o diagnóstico quanto para o 

monitoramento da infecção (MAIA; CAMPINO, 2008), além de permitir estimar a eficácia do 

tratamento ou a evolução da doença (FRANCINO et al., 2006). As amostras de aspirado de 

órgãos linfóides, como o baço, linfonodos ou medula óssea são escolhidas para o diagnóstico 

molecular das leishmanioses, já que concentram maior quantidade de parasitos, o que facilita 

sua detecção (BARROUIN-MELO et al., 2006; MAIA; CAMPINO, 2008). O sangue é 

utilizado no diagnóstico molecular da infecção, porém deve ser evitado, uma vez que apresenta 

menos parasitos quando comparado a outros tecidos linfoides, pelo fato de a parasitemia não 

ser constante nas infeções por Leishmania (LOMBARDO et al., 2012; SOLCÀ et al., 2014), 

podendo ocasionar resultados falsos-negativos e testes menos sensíveis. 

 

2.3. Biomarcadores preditivos de prognóstico e de monitoramento de tratamento 

A ciência muito tem almejado descobrir biomarcadores sensíveis para prognóstico, 

caracterização de susceptibilidade e resistência e monitoramento de tratamento nas 

leishmanioses. Cães doentes que tendem a apresentar 1) anemia normocítica normocrômica não 

regenerativa, 2) linfopenia, 3) disproteinemia persistente, 4) proteinúria e 5) azotemia renal têm 

um pior prognóstico, sendo, portanto estes, importantes biomarcadores de prognóstico 
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(PALTRINIERI et al., 2016; MAIA; CAMPINO, 2018). Como marcadores de monitoramento 

de um tratamento eficaz, as globulinas séricas devem apresentar progressiva redução associada 

a uma tendência à elevação da relação A/G. Valores de proteína C reativa sérica também devem 

reduzir, seguidos de proteína urinária, a depender do nível de comprometimento renal inicial 

do paciente (GEISWEID et al., 2012; PALTRINIERI et al., 2016; MAIA; CAMPINO, 2018). 

Em um estudo recente em pacientes humanos, os autores identificaram parâmetros 

metabolômicos – alantoína, glutamina, taurina e piruvato – que se mostraram mais elevados 

nos pacientes que responderam eficientemente ao tratamento com antimoniato de meglunina 

para leishmaniose cutânea, do que naquele grupo não respondedor, concluindo que esses 

parâmetros poderiam ter valor preditivo de resposta terapêutica (VARGAS et al., 2019). 

Marcadores genéticos moleculares e marcadores sorológicos (BHATTACHARYYA et al., 

2014; CARNIELLI et al., 2018) também têm sido alvo de estudos na busca de marcadores 

preditivos e prognósticos das doenças parasitárias de curso crônico.  

 

2.4 Biomarcadores de estresse oxidativo no diagnóstico de doenças inflamatórias 

crônicas e na LCan 

As células da imunidade inata prontamente reagem à entrada de agentes patogênicos no 

organismo do hospedeiro, a fim de fornecer proteção e homeostase. Fagócitos produzem 

diversos compostos oxidantes, dentre eles as espécies reativas de oxigênio (EROS) e óxido 

nítrico (NO), que são liberados quando as enzimas NADPH-oxidase 2 e NO sintase (iNOS) são 

ativadas, respectivamente (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; PALTRINIERI, 2013). Os 

compostos oxidantes também são produzidos fisiologicamente durante a fosforilação oxidativa 

para a geração de energia (ATP), necessária em todos os processos que envolvem a resposta 

imunológica (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). As EROS são moléculas altamente 

reativas compostas por ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila dentre 

outras que são formadas devido à redução química do oxigênio (BARBOSA et al., 2010). Em 

uma redução, o elemento químico ganha elétrons em sua última órbita, podendo se tornar 

instável. Portanto, a NADPH-oxidase 2 oxida o oxigênio molecular (O2) em EROS, e a iNOS 

converte arginina em citrulina liberando o gás NO (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).  

Com o propósito de neutralizar os compostos oxidantes produzidos nos processos 

biológicos celulares e assim evitar danos extensos aos tecidos, moléculas antioxidantes são 

produzidas (BARBOSA et al., 2010). Porém, quando há desequilíbrio entre a produção de 

compostos oxidantes e antioxidantes, as células podem sofrer danos oxidativos denominados 
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de estresse oxidativo (PALTRINIERI, 2013). O excesso de EROS causa peroxidação lipídica 

nas membranas celulares, e consequentemente aumento da apoptose e aumento do estresse 

oxidativo devido à depleção de compostos antioxidantes totais (ALMEIDA et al., 2013). As 

EROS possuem meia-vida curta e, por isso, suas mensurações diretas acabam sendo inviáveis. 

Assim, o que pode ser medido são os vários produtos dos danos produzidos pelo estresse 

oxidativo. Alguns produtos da peroxidação lipídica são reativos ao ácido tiobarbitúrico (TBA). 

Quando o TBA é exposto a uma amostra biológica é possível detectar as substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (GROTTO et al., 2009). Uma das principais substâncias 

reativas é o malondialdeído (MDA) que são produtos da peroxidação lipídica, ou seja, produtos 

formados a partir da degradação de ácidos graxos poli-insaturados das membranas celulares, 

causando desorganização da sua estrutura e função (SERARSLAN; YILMAZ; SÖǦÜT, 2005). 

As moléculas antioxidantes podem ser divididas entre enzimáticas e não-enzimáticas 

(BARBOSA et al., 2010). Antioxidantes enzimáticos são representados pelo superóxido 

dismutase (SOD) que catalisa a conversão do ânion superóxido em peróxido de hidrogênio e 

oxigênio; pela enzima glutationa peroxidase (GSH-px) que catalisa a redução de peróxido de 

hidrogênio em oxigênio e água, assim como a catalase (CAT) (BARBOSA et al., 2010).  

O peróxido de hidrogênio não neutralizado gera radicais hidroxilas (OH-) mediante 

participação do ferro e cobre, contra os quais não existe sistema enzimático de defesa 

especializada (SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 2004). O ferro e o cobre participam de muitas 

reações de oxido-redução, por isso são considerados catalisadores das reações de geração de 

radicais livres (BARBOSA et al., 2010). A obtenção de ferro é um requisito nutricional vital, 

essencial para a sobrevivência de muitas espécies, incluindo a Leishmania que, no entanto, é 

vulnerável à toxicidade do ferro, que por sua vez é um amplificador de EROS (ZAIDI et al., 

2017). Um mecanismo orgânico que previne ou minimiza a formação de radicais livres é a 

ligação dos íons de ferro às proteínas transferrina ou ferritina (BARBOSA et al., 2010; ZAIDI; 

SINGH; ALI, 2017).  

O grupo dos antioxidantes não-enzimáticos é composto principalmente por ß-caroteno, 

ácido ascórbico, α-tocoferol e oligoelementos como o zinco, cobre, manganês e selênio, de 

origem endógena ou dietética (RODRIGO; GUICHARD; CHARLES, 2007). Cobre, zinco, 

manganês e selênio são importantes no controle do estresse oxidativo, agindo como cofatores 

de enzimas antioxidantes SOD e GSH-px (BARBOSA et al., 2010) e, portanto, podem ser 

mensurados no soro também como biomarcadores de equilíbrio ou de estresse oxidativo 

(HAGEN et al., 2019).  
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O organismo do hospedeiro infectado por protozoários do gênero Leishmania 

desenvolve estresse oxidativo, devido ao consumo intensificado de moléculas e mecanismos 

antioxidantes para compensar o aumento nos níveis de oxidantes totais, levando à redução nos 

parâmetros de capacidade antioxidante total e elevação nos índices de peroxidação lipídica 

celular (ALMEIDA et al., 2013; BILDIK, 2004; HEIDARPOUR et al., 2012). Os parasitos 

Leishmania sp. evadem o sistema imunológico para se manterem vivos e se multiplicam dentro 

dos fagolisossomos no hospedeiro (ANGIULLI et al., 2015). Além da proteção gerada pela 

espessa camada lipídica contendo lipofosfoglicanos (LPG) na membrana do protozoário, 

Leishmania induz macrófagos a produzirem arginase, que compete com a iNOS, diminuindo 

assim a produção de NO parasitotóxico (ROSSI; FASEL, 2018).  

Existem poucos trabalhos que explanam as alterações dos biomarcadores de estresse 

oxidativo em cães estadiados e tratados com fármacos leishmanicidas, durante um período 

prolongado. Em um desses poucos trabalhos, os autores verificaram que há um aumento nas 

concentrações séricas dos biomarcadores antioxidantes em cães com LCan acompanhados por 

seis meses após tratamento com antimoniato de meglumina (RUBIO et al., 2016). Outros 

autores, por meio da análise proteômica, verificaram que as concentrações séricas da 

apolipoproteína-A1 que estavam reduzidas em cães com LCan, exibiram aumento após 

tratamento com antimoniato de meglumina combinado com alopurinol, e sugerem que esta 

proteína seja um potencial biomarcador de monitoramento do tratamento (ESCRIBANO et al., 

2016). Porém, esses cães só foram acompanhados por um mês. Ambos os trabalhos relatam 

uma diminuição significativa nos níveis de ferritina e proteína C reativa, marcadores de 

inflamação, no soro dos cães tratados. 

Outras doenças inflamatórias crônicas, de caráter infeccioso ou não, já foram 

caracterizadas por apresentarem elevação de estresse oxidativo na clínica de pequenos animais, 

a exemplo da hepatite canina e felina (CENTER; WARNER; ERB, 2002), parvovirose 

(GAYKWAD et al., 2018); doença renal crônica (ALBOROUGH et al., 2020), osteoartrite 

(BARROUIN-MELO et al., 2016), dermatite atópica (ALMELA et al., 2018) e glaucoma agudo 

(CHEN et al., 2015). 

 

2.5. Tratamento da LCan 

2.5.1. Fármacos antiparasitários 

O protocolo comumente citado na literatura como sendo de primeira linha no tratamento 

de LCan é a associação de antimoniato de meglumina (Glucantime®, 100mg/kg diariamente, 
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por via subcutânea, durante 28 dias) ao alopurinol (10mg/kg, a cada 12 horas, via oral) (MIRO 

et al., 2017). A associação farmacológica apresenta bons resultados a longo prazo (TORRES et 

al., 2011). Entretanto, o uso do antimoniato de meglumina em cães no Brasil é proibido, 

segundo a Portaria Interministerial arbitrada pelo Ministério da Saúde (Nº 1.426/2008), que 

desautoriza o tratamento de cães com LCan utilizando produtos de uso humano ou não 

registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, a exemplos do próprio 

antimoniato de meglumina, a anfotericina B lipossomal e o desoxicolato de anfotericina B. 

Apesar de ter uma ação antiparasitária eficaz, o antimoniato de meglumina é tóxico para 

os rins, fígado, pâncreas e coração em pacientes humanos submetidos ao tratamento, com 

relatos de hiperlipase e hiperamilase (RODRIGUES et al., 1999; KATO et al., 2014; LYRA et 

al., 2016). Além disso, há relatos de resistência parasitária ao medicamento (PONTE-SUCRE 

et al., 2017; SRIVASTAVA et al., 2017) e ocorrência de efeitos adversos como abscessos 

cutâneos e celulite em cães, em decorrência de sua via de administração (SOLANO-GALLEGO 

et al., 2011). Já foi demonstrado que o antimoniato de meglumina, assim como a 

própria infecção por L. infantum, induz danos ao DNA em células de mamíferos por oxidação 

de bases nitrogenadas (MOREIRA et al., 2017), caracterizando seu potencial mutagênico.  

A miltefosina também é utilizada como fármaco leishmanicida no tratamento de LCan, 

e alguns trabalhos têm defendido que o fármaco promove uma boa resposta clínica 

(NOGUEIRA et al., 2019).  Entretanto, não há um consenso na literatura quanto à redução da 

carga parasitária nos cães tratados com esse fármaco, que parece não acompanhar a melhora 

dos sinais clínicos nos cães infectados (ANDRADE et al., 2011). Além disso, a terapêutica com 

miltefosina resultou em uma maior taxa de recidiva da doença em cães quando comparada ao 

uso do antimoniato de meglumina (MANNA et al., 2015). Em humanos, há relatos de 

resistência parasitária ao miltefosine nas populações com LV tratadas no subcontinente indiano 

(RIJAL et al., 2013). Em 2016, o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento e o 

Ministério da Saúde autorizaram o registro do produto miltefosina (Milteforan®) no Brasil (por 

meio da nota técnica conjunta 001/2016), e consequentemente, a sua utilização no tratamento 

de cães doentes. 

O metronidazol é um fármaco que apresenta um efeito anti-Leishmania eficaz in vitro, 

entretanto, apresenta menor eficácia que o antimoniato de meglumina na redução da carga 

parasitária de Leishmania em cães (CIARAMELLA et a., 2003). Outros estudos demonstraram 

que a associação dos fármacos metronidazol (25mg/kg) e espiramicina (150.000 UI/kg) foi bem 

sucedida no tratamento de LCan, sendo indicada como alternativa aos leishmanicidas 
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considerados de primeira linha (PENNISI et al., 2005). O cetoconazol promoveu uma boa 

redução de carga parasitária em baço de camundongos experimentalmente infectados 

(GANGNEUX et al., 1999) e remissão clínica em cães com LCan, in vivo (NOLI; AUXILIA, 

2005). Nery et al. (2017), em estudo prospectivo, demonstraram, por meio de qPCR e 

xenodiagnóstico, que após 40 dias de tratamento utilizando a combinação de fármacos anti-

Leishmania metronidazol e cetoconazol, seguida de manutenção com alopurinol por um ano, 

os cães infectados por L. infantum apresentaram redução da carga parasitária esplênica e 

deixaram de ser infecciosos para flebotomíneos. 

O alopurinol, medicamento leishmaniostático, é frequentemente utilizado na terapêutica 

da LCan. Pode ser prescrito concomitantemente ou após o uso dos leishmanicidas, na dose de 

10mg/kg de peso, por um período mínimo de 6 meses (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). 

Apesar de seguro, o alopurinol pode ocasionar alguns efeitos colaterais como xantinúria, 

mineralização renal e urolitíase em casos de tratamento prolongado (SOLANO-GALLEGO et 

al., 2011). 

Independentemente do quimioterápico anti-Leishmania utilizado no tratamento da 

LCan, é sabido que a cura parasitológica raramente é alcançada, e recidivas clínicas são 

frequentes (MANNA et al., 2015; MIRO et al., 2017). Entretanto, o tratamento do cão infectado 

e doente é necessário, pois tende a cursar com redução de carga parasitária e redução de 

infecciosidade canina aos flebotomíneos (MIRO et al., 2017; TRAVI et al. 2018), com melhoria 

do quadro clínico e laboratorial, culminando com maiores taxas de sobrevida. 

 

2.5.2. Fármacos anti-inflamatórios 

A inflamação é uma resposta do sistema imunológico desencadeada por diversos 

fatores, incluindo patógenos, injúria celular, compostos tóxicos ou exposição à radiação, 

podendo, portanto, ser de origem infecciosa ou não infecciosa (TOGHUEO, 2019). A 

inflamação crônica é comumente detectada em pacientes com leishmaniose, devido à produção 

contínua de citocinas pró-inflamatórias (CARRILLO et al., 2009). A fim de controlar a 

inflamação crônica e ineficaz, induzida pelo protozoário, a utilização de fármacos anti-

inflamatórios, comumente esteroidais, é uma prática frequente na condução terapêutica do cão 

com LCan (CIARAMELLA et al., 2003). Sua finalidade é reduzir a produção de 

imunoglobulinas, contribuindo para minimizar a formação e deposição de imunocomplexos 

responsáveis pelas patologias graves que evoluem no curso da enfermidade (CIARAMELLA 

et al., 2003). 
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Na Europa, o uso de anti-inflamatórios esteroidais tem sido reduzido devido aos seus 

efeitos adversos, dando lugar ao uso de imunoestimuladores de resposta celular, a exemplo de 

extratos de cogumelos – Composto Ativo Correlacionado com Hexose (AHCC) ou proteínas 

P-MAPA (SANTIAGO et al., 2013; SEGARRA et al., 2018) . Recentemente, foi demonstrado 

que o uso de N-acetilcisteína resultou em uma redução significativa nos índices de estresse 

oxidativo no fígado de ratos Balb/c infectados com L. amazonensis, encorajando o seu uso na 

terapêutica antioxidativa e anti-inflamatória na LCan (GASPAROTTO et al., 2017; CRUPI et 

al., 2020). 

 

2.5.3. Fármacos e substâncias adjuvantes 

2.5.3.1. Imunoestimuladores 

Imunoestimuladores são utilizados no tratamento adjuvante à terapia convencional da 

LCan com o objetivo de melhorar a resposta clínica e reduzir a dose de quimioterápicos anti-

Leishmania, diminuindo assim o risco de desenvolvimento de resistência e efeitos colaterais 

adversos (MIRO et al., 2017). Fármacos imunoestimuladores, a exemplo da domperidona, têm 

o objetivo de melhorar os mecanismos de defesa do sistema inato do organismo, ativando 

células fagocíticas e potencializando a morte do protozoário e são utilizados até mesmo como 

agentes profiláticos (MIRÓ et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018). O tratamento com a 

domperidona culmina com melhora clínica e diminuição dos níveis de anticorpos em cães 

(GÓMEZ-OCHOA et al., 2009), porém pouco se sabe sobre redução de carga parasitária após 

sua utilização (TRAVI et al., 2018).  

Outros moduladores da resposta imunológica também são mencionados na literatura, 

como os AHCC (Active Hexose Correlated Compound) cujos resultados são baseados na 

redução significativa dos anticorpos anti-Leishmania associado a uma menor taxa de 

progressão da doença nos cães (SEGARRA et al., 2018). Um agregado de proteínas 

imunomoduladoras, denominado P-MAPA, também induziu estimulação da imunidade celular 

sem ocasionar efeitos adversos nos cães, com melhoria dos sinais clínicos e redução de carga 

parasitária canina (SANTIAGO et al., 2013; MIRÓ et al., 2017). 

 

2.5.3.2. Suplementos nutricionais 

Stephen DeFelice, criador do conceito nutracêutico, o descreveu como “um alimento ou 

parte de um alimento que tem benefícios médicos ou de saúde, incluindo a prevenção e 
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tratamento de doenças”, em 1989 (DALIU; SANTINI; NOVELLINO, 2018). O nutracêutico 

nada mais é do que um produto purificado a partir dos alimentos, mas é apresentado ao 

consumidor com o mesmo aspecto dos medicamentos (como comprimidos, cápsulas, xaropes e 

soluções) (PINTO, 2010). Como consequência, o indivíduo é exposto a uma dose muito mais 

alta de compostos bioativos do que aquela que normalmente ingeriria por meio da dieta 

(PINTO, 2010). Como exemplo de nutracêuticos, temos cápsulas ou comprimidos de ômega 3, 

fitoesterol, ácido linoleico, glucosamina, condroitina (NASRI et al., 2014; VALENZUELA; 

VALENZUELA, 2014).  

Os ácidos graxos ômega 3 são definidos como lipídios da família das gorduras poli-

insaturadas, dentre as quais o DHA (ácido docosahexanoico) e o EPA (ácido 

eicosapentaenoico) são encontrados nos peixes, e o ALA (ácido alfa-linoleico) nas plantas 

(DEFILIPPIS; SPERLING, 2006). Os ácidos graxos ômega 3 são alvos de estudos quanto às 

suas propriedades anti-inflamatórias, antitumorais, cardio e renoprotetoras, além de prevenção 

contra doenças que cursam com déficit cognitivo, porém alguns estudos apresentam resultados 

ainda controversos sobre a sua eficácia em alguns sistemas orgânicos, a exemplo da 

cardioproteção (WEITZ et al., 2010; THOMAS et al., 2015; BACKES et al., 2016; PLUTA et 

al., 2017; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018; FREITAS; CAMPOS, 2019; MANSON et al., 

2019). Apesar dos seus benefícios, possíveis efeitos adversos podem ocorrer devido à 

suplementação inadequada, incluindo alterações na função plaquetária, efeitos adversos 

gastrointestinais como diarreia, comprometimento da cicatrização de feridas e aumento na 

peroxidação lipídica (LENOX; BUER, 2013). 

A suplementação nutracêutica à base de óleo de peixe, óleo de krill, cogumelos secos 

(Cordyceps sinensis L.) e plantas medicinais veiculadas sob forma medicamentosa, vendida 

comercialmente, tem apresentado uma boa efetividade na resposta imunomoduladora na LCan, 

associada a um predomínio de resposta celular e melhora clínica significativa dos cães avaliados 

(LOMBARDI et al., 2019; MASTELLONE et al., 2020).  

As vitaminas, de uma forma geral, são um grupo de compostos orgânicos essenciais, ou 

seja, que não são sintetizados pelo organismo animal e, portanto, devem ser consumidas por 

meio da dieta (KENNEDY, 2016). As vitaminas do complexo B são um conjunto de oito 

vitaminas essenciais hidrosolúveis que desempenham um papel fundamental no funcionamento 

fisiológico do organismo, principalmente como coenzimas em diversas reações enzimáticas do 

metabolismo (KENNEDY, 2016). Tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), ácido 

pantotênico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), folato (B9) e cianocobalamina (B12) trabalham 

individualmente ou em conjunto para a homeostase e sobrevivência do indivíduo, sobretudo na 
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geração de energia, nas reações de oxido-redução, síntese de aminoácidos, ácidos graxos, 

colesterol e ácidos nucleicos, sendo precursores diretos de substratos metabólicos (KENNEDY, 

2016). Deficiência das vitaminas do complexo B pode ocasionar diversas patologias físicas e 

cognitivas (MIKKELSEN; APOSTOLOPOULOS, 2018). 

 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Investigar parâmetros de patologia clínica como candidatos a marcadores de 

prognóstico de resposta a tratamento em cães sob intervenção terapêutica para leishmaniose 

canina por Leishmania infantum à base de fármacos anti-Leishmania associados a suplementos 

nutricionais como adjuvantes terapêuticos. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

1. Investigar o potencial de diferentes parâmetros hematológicos e bioquímicos como 

biomarcadores preditivos de resposta terapêutica e de monitoramento do tratamento em 

cães com leishmaniose canina (LCan) por Leishmania infantum, naturalmente adquirida; 

 

2. Mensurar parâmetros bioquímicos séricos indicadores de balanço oxidante/antioxidante 

(redox) para determinar seu potencial biomarcador da qualidade da resposta terapêutica 

na LCan; 

 

3.  Avaliar o efeito da adição de suplementos nutricionais com propriedades antioxidantes 

a fármacos anti-Leishmania sobre a resposta clínica e o balanço redox e a carga 

parasitária de cães ao longo de 12 meses de monitoramento no tratamento da LCan; 

 

4. HIPÓTESE 

Cães com leishmaniose causada por Leishmania infantum podem se beneficiar do 

tratamento com fármacos anti-Leishmania de segunda linha associados a suplementos 

nutricionais com propriedades antioxidantes. Os benefícios terapêuticos podem se traduzir em 

melhora do quadro clínico, redução da carga parasitária e manutenção ou restauração do 

balanço redox. Como os efeitos benéficos do tratamento podem não ser homogêneos em um 
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grupo de cães naturalmente portadores de LCan, parâmetros bioquímicos podem ser 

selecionados como biomarcadores metabólicos de estresse oxidativo e preditivos de capacidade 

de resposta ao tratamento.  

 

 

Capítulo I – Publicado na Revista Microorganisms. Fator de impacto: 4.167 (2018).  

DOI: 10.3390/microorganisms8050745 

 

Modelo matemático usando biomarcadores preditivos da leishmaniose 

canina na quimioterapia 

 

Rafaela de Sousa Gonçalves et al.  

 

Resumo 

Os parâmetros preditores de possíveis resultados da terapia com leishmaniose canina (LCan) 

podem ajudar nas decisões terapêuticas e nos cuidados com a saúde animal. Aqui, objetivamos 

desenvolver um método diagnóstico com valor preditivo analisando dois grupos de cães com 

LCan, aqueles que exibiram uma diminuição na carga parasitária após tratamento 

antiparasitário (grupo: respondedores) e aqueles que mantiveram alta carga parasitária apesar 

do tratamento (grupo: não respondedores). Os parâmetros analisados foram carga parasitária 

determinada por qPCR, hemograma, bioquímica sérica e assinatura de expressão gênica 

relacionada ao sistema imunológico. Um modelo matemático foi aplicado à análise desses 

parâmetros para prever quão eficiente seria sua resposta à terapia. Os cães respondedores 

restauraram os parâmetros hematológicos e bioquímicos para os valores de referência e 

exibiram um perfil de ativação das células Th1 com tendência linear a atingir estágios de 

alteração clínica leve. Diferentemente, os que não responderam desenvolveram uma resposta 

Th1/Th2 mista e exibiram marcadores de lesão hepática e renal. A contagem de eritrócitos e o 

fósforo sérico foram identificados como marcadores preditivos da resposta terapêutica em um 

período inicial de avaliação da LCan. Os resultados apresentados neste estudo são altamente 

encorajadores e podem representar um novo paradigma para assistência futura aos médicos, 

interferindo precocemente na abordagem terapêutica, com uma definição mais precisa no 

prognóstico do paciente.  

 

Palavras-chave: Leishmania; modelo matemático; parâmetros bioquímicos; parâmetros 

hematológicos; tratamento. 
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Introdução 

A leishmaniose canina (LCan) é uma doença grave causada pelo protozoário 

Leishmania infantum [1 ,2, 3]. Como infecção zoonótica, L. infantum é um grande problema de 

saúde, pois também causa leishmaniose visceral humana, uma doença tropical negligenciada, 

nas Américas, Europa, Norte da África, Oriente Médio e China [4]. Os cães são suscetíveis ao 

desenvolvimento de altas cargas parasitárias, desempenhando um papel fundamental no ciclo 

de transmissão de L. infantum via flebotomíneos em áreas endêmicas [5, 6]. Cargas mais altas 

de parasitos em cães estão relacionadas a doenças clínicas mais graves [7] e maior 

infecciosidade para flebotomíneos [5]. Como a doença está associada à infecção ativa [8], a 

eficácia do tratamento da LCan deve ser primariamente centrada em sua capacidade de reduzir 

a carga de L. infantum nos hospedeiros. 

O tratamento da LCan é um desafio para os médicos veterinários em relação à eficácia 

antiparasitária, efeitos adversos e custo. Os medicamentos leishmanicidas atuais, como 

antimoniais, miltefosina e alopurinol, podem curar clinicamente cães ou melhorar 

temporariamente os sinais clínicos, mas não existe evidência de eficácia em termos de cura 

parasitológica para nenhum deles [8, 9]. Consequentemente, as recorrências clínicas associadas 

a altas cargas parasitárias em vários cães tratados são frequentes em diversos intervalos de 

tempo após o tratamento [10]. No Brasil, onde a maioria dos casos sul-americanos de infecção 

por L. infantum ocorre, é proibido o uso de antimoniais para o tratamento de cães [11]. 

O sucesso de alguns protocolos leishmanicidas na redução da carga de L. infantum e no 

bloqueio da transmissão do parasito aos vetores flebotomíneos foi evidenciado por 

xenodiagnóstico [12, 13, 14]. No entanto, o fracasso da terapia anti-Leishmania depende dos 

efeitos terapêuticos dos medicamentos, da virulência inerente ao parasita, do desenvolvimento 

de resistência aos medicamentos, do estado imunológico e nutricional do hospedeiro, ou 

coinfecções, que contribuem decisivamente para a recorrência [15, 16]. O prognóstico da 

resposta ao tratamento depende em grande parte da gravidade da doença visceral, conforme 

determinado pelas alterações clínico-patológicas, particularmente as relacionadas à função 

renal [17 ,18]. 

Como os cães respondem diferentemente aos tratamentos antiparasitários e ainda não 

existem ferramentas preditivas para discriminar os cães que respondem à terapia daqueles que 

mantêm altas cargas parasitárias, apesar do tratamento, nosso objetivo foi dedicar o presente 

estudo a esse aspecto. Este estudo foi uma análise longitudinal retrospectiva dos parâmetros 

parasitológicos, bioquímicos e hematológicos em uma coorte de cães tratados com LCan com 
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fármacos anti-Leishmania de segunda linha, conforme relatado na literatura [8, 9, 19, 20, 21, 

22]. O objetivo do estudo foi identificar biomarcadores e desenvolver um modelo matemático 

de protótipo com valor preditivo para estimar o sucesso de uma terapia anti-Leishmania como 

uma ferramenta para melhorar o diagnóstico e o monitoramento do tratamento. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Aprovação ética 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais da Universidade 

Federal da Bahia, Brasil (CEUA-UFBA, n. 19/2011), fundamentado nos princípios bioéticos 

da experimentação animal. Todos os procedimentos foram seguidos de acordo com as diretrizes 

do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e seguiram 

rigorosamente a lei brasileira de “Procedimentos para o Uso Científico de Animais” (11.794 / 

2008). Toda manipulação em cães, invasiva ou não invasiva, foi realizada ou monitorada por 

médicos veterinários. O grupo de cães não respondedores foi projetado com base na carga 

parasitária, cujo teste quantitativo foi realizado no final do estudo. Portanto, durante todo o 

curso do estudo, cães que desenvolveram outras doenças ou adquiriram coinfecções foram 

removidos para receber tratamento adicional. 

 

2.2 Animais e amostragem 

Uma análise longitudinal de um ano dos parâmetros hematológicos e bioquímicos foi 

realizada em 26 cães, naturalmente infectados por L. infantum no estado da Bahia, Brasil, 

submetidos ao tratamento antiparasitário. Os critérios de inclusão foram: infecção confirmada 

por Leishmania spp. por técnicas parasitológicas e/ou moleculares, e consentimento dos 

responsáveis pelo tratamento com o regime antiparasitário multidrogas (metronidazol + 

cetoconazol + alopurinol). A coexistência de outras doenças ou coinfecções e LCan terminal 

foram os critérios de exclusão no início e em qualquer outro momento do exame no decorrer 

do acompanhamento. Os cães foram avaliados em seis momentos diferentes durante o ano. O 

tempo 0 (T0) consistiu no momento em que os cães chegaram ao Ambulatório de Leishmaniose 

Zoonótica no Hospital Universitário de Medicina Veterinária da Universidade Federal da Bahia 

(ALZ-UFBA) para diagnóstico e primeiros cuidados clínicos. Os cães foram avaliados 

mensalmente durante os primeiros três meses (T1, T2, T3) e depois no sexto (T6) e décimo 

segundo mês (T12) após o tratamento. Em cada avaliação, o sangue foi colhido da veia jugular 

ou cefálica e armazenado em tubos de EDTA a 10% (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) para 

realização do hemograma e pesquisa de hematozoários. O sangue também foi coletado em tubos 
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sem anticoagulante (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) para a determinação de parâmetros 

sorológicos e bioquímicos. A urina foi colhida por cistocentese (na fêmea) e cateterismo uretral 

(no macho) para realização da urinálise e da relação proteína-creatinina urinária (UPC). Para a 

colheita de amostras de baço e medula óssea por aspiração (realizada em T0, T6 e T12), foram 

utilizadas seringas e agulhas de 20 mL, 40×12 mm e 40×16 mm, respectivamente, inseridas em 

uma região anatômica-topográfica do baço [23] e esterno [24], com antissepsia local prévia e 

sedação leve com acepromazina (0,02 mg / kg).  

 

2.3 Avaliação clínica e estadiamento 

Os cães foram avaliados clinicamente quanto à presença ou ausência de sinais clínicos 

compatíveis com LCan e definição de estadiamento clínico, conforme determinado pelas 

diretrizes do Grupo LeishVet [8]. Perda de peso, alterações de apetite, fácies, coloração das 

mucosas, dermatopatias (úlceras, vasculite cutânea, onicogrifose, descamação, alopecia, 

crostas, hiperqueratose, despigmentação do focinho, nódulo), linfadenopatia, oftalmopatia, 

presença ou ausência de febre, diarreia, epistaxe e aumento do baço por palpação. Com base 

em parâmetros clínicos e laboratoriais (subtópico 2.5), os cães foram categorizados em 

estadiamento clínico I (doença leve), II (doença moderada), III (doença grave) ou IV (muito 

grave a doença terminal). 

 

2.4 Quimioterapia anti-Leishmania 

O tratamento antiparasitário consistiu na administração de metronidazol (25 mg/kg/ 

duas vezes ao dia) por 30 dias associado ao cetoconazol (10 mg/kg/uma vez ao dia) por 40 dias, 

seguido de um tratamento de manutenção com alopurinol (10 mg/kg/duas vezes ao dia) durante 

pelo menos um ano. A prednisolona foi administrada (começando com 0,5 mg / kg / duas vezes 

ao dia) por 30 dias (incluindo desmame gradual) [20, 25, 26] para minimizar a inflamação 

sistêmica por formação de imunocomplexos, e assim, indiretamente, para evitar lesão renal 

durante o curso inicial de quatro semanas de tratamento com drogas anti-Leishmania. O regime 

terapêutico multifármaco para LCan usado no presente estudo foi descrito anteriormente [14]. 

 

2.5 Parâmetros hematológicos e bioquímicos 

Hemograma, leitura do esfregaço sanguíneo para avaliar a morfologia celular e 

pesquisar hematozoários foram realizados conforme descrito [27]. Os seguintes parâmetros 

bioquímicos foram mensurados: enzimas (alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), creatina quinase (CK) e a isoenzima creatina quinase arginase 



40 
 

miocárdica (CK-MB), pseudocolinesterase e gama-glutamil transferase (GGT) (Cormay, 

Ianomianki, Polônia)), proteínas (proteína total e albumina (Cormay, Łomianki, Polônia)), 

substratos (creatinina e ureia) e eletrólitos (cálcio, fósforo e magnésio (Spinreact, Barcelona, 

Espanha)). A relação proteína-creatinina urinária (UPC) e a razão sérica de cálcio/fósforo 

também foram obtidas. Todas as variáveis foram dosadas no analisador bioquímico automático 

(Prestige 24i, Tóquio, Japão) e semiautomático (BioPlus-200, São Paulo, Brasil), conforme 

descrito [28]. 

 

2.6 Quantificação de globulina total e anticorpos anti-Leishmania específicos  

Para a quantificação das globulinas, os valores totais de proteínas foram subtraídos dos 

valores de albumina. Anticorpos IgG anti- Leishmania específicos foram quantificados nos 

soros como descrito [29], com pequenas modificações, utilizando a técnica ELISA indireto. 

Placas de noventa e seis poços (BioLegend, San Diego EUA) foram revestidas com 10 μg/mL 

de antígenos solúveis de promastigotas de L. infantum. Após lavagem com tampão fosfato 

(PBS) a 3% e com tampão fosfato enriquecido com tween (PBS-T) a 0,05%, 100 μL/poço de 

soro canino diluído 1: 50.000 em PBS-T foram adicionados em duplicata e incubados por 30 

minutos a 37°C. A reação foi concluída adicionando IgG-HRP anti-cão diluída a 1: 5000 

(Bethyl Laboratories, Montgomery, EUA) por 30 min a 37 °C e incubação adicional com 0,5 

mg/mL de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD, Sigma, Darmstadt Alemanha) por 10 min. 

A reação foi interrompida usando 50μL/poço de 3 M HCl. As placas foram lidas a 492 nm 

(Synergy, Biotek, Tokyo Japão). 

 

2.7 Carga parasitária 

O DNA da aspiração da medula óssea e do baço em T0, T6 e T12 foi extraído utilizando 

o kit comercial PureLink Genomic DNA (Invitrogen, Carlsbad EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. A qualidade e a concentração do DNA de cada eluido foram 

avaliadas no espectrofotômetro L-QUANT (Loccus, São Paulo, Brasil). Para quantificação do 

DNA de L. infantum nas amostras de baço e medula óssea, foram realizados ensaios de qPCR 

utilizando o protocolo descrito [30], com algumas modificações. Os primers 5'-

GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3′(frente); 5′-GCTATATCATATGTCCAAGCACTTAC 

CT3′(reverso) e a sonda TaqMan (Applied Biosystems Foster City USA) (5'-

ACCACCTAAGGTCAACCC-3') foram utilizados. O volume final da reação (25 μL) consistiu 

em 4 μL de DNA, padronizado na concentração de 20 ng/μL, 12,5 mL de Mastermix Universal 

® (Life Technology Corporation, Carlsbad EUA), 5 μM de cada primer e 10 μM da sonda 
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TaqMan. O qPCR foi realizado a 95° C por 10 min, 40 ciclos a 95° C por 15 se 60° C por 1 

min. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. As reações foram realizadas no Applied 

Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life Technology Corporation Carlsbad EUA). 

 

2.8 PCR quantitativo 

A expressão de mRNA esplênico de citocinas IFN-γ, IL-2, TNF-α, IL-17A, IL-22, IL-

4, IL-5 e IL-10 foi determinada usando PCR em tempo real. Os fragmentos de baço foram 

macerados para extração total de RNA usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad EUA), 

conforme recomendado pelo fabricante. A concentração de RNA foi determinada pela 

mensuração por OD260 usando um espectrofotômetro L-Quant 1.0 (Loccus, São Paulo, Brasil). 

A síntese de cDNA foi realizada usando 1µg de RNA total mais 10 µL de mix principal de 

transcrição reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City EUA), de 

acordo com as instruções do fabricante. Reações quantitativas de PCR em tempo real (qRT-

PCR) foram realizadas para cada amostra em um termociclador Bio-Rad CFX96 Real-Time 

System C1000 (Bio-rad Berkeley USA). As sequências de primers foram obtidas da IDT 

(Lovaina, Bélgica) e exaustivamente testadas. Os oligonucleotídeos específicos são: IL2 

(forward) CCCAAGAAGGCCACAGAATTTA, (reverse) 

TCCTTGGTGTCTGTCAAGTGAA; IL4 (forward) CTAGCACTCACCAGCACCTT, 

(reverse) CACGAGTCGTTTCTCGCTGT; IL5 (forward) GGCGATGGGAACCTGATGAT, 

(reverse) CGTGGGCAGTTTGGTTCTTC; IL10 (forward) CAAGCCCTGTCGGAGATGAT, 

(reverse) AGAAATCGGTGACAGCGTCG; IFNG (forward) 

TCAAATTCCTGTGAACGATCTGC, (reverse) TTATTTCGATGCTCTGCGGC; TNFA 

(forward) CTCCAACTAATCAGCCCTCTTG, (reverse) 

GGGTTTGCTACAACATGAGCTACT; GAPDH (forward) 

GCTGGTGCTGAGTATGTTGTGGAG, (reverse) CAGCAGAAGGAGCAGAGATATTA. 

O produto RT foi expandido usando o kit NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (NZYTech, 

Lisboa, Portugal) e os resultados foram normalizados para a expressão do gene Gapdh. Após a 

amplificação, os valores de ciclo threshold (valores Ct) foram calculados para todas as amostras 

e as alterações na expressão gênica foram analisadas no CFX Manager Software (Bio-Rad) e 

representadas como unidades arbitrárias (AU). 

 

2.9 Análise Estatística 

O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn foram utilizados para análise dos 

dados entre dois grupos. Uma análise de variância unidirecional (ANOVA) seguida por um 
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teste post-hoc de Bonferroni foram empregadas para comparações de vários grupos. Modelos 

de regressão logística exploratória foram realizados em R usando o pacote Redução de Viés em 

Modelos Lineares Generalizados em Resposta Binomial [31, 32]. O teste do qui-quadrado foi 

utilizado para análise estatística para avaliar a associação significativa entre as variáveis. Os 

dados são relatados como média ± desvio padrão (DP). Os valores estatisticamente 

significativos são os seguintes: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 

 

 

3. Resultados 

 

3.1. Os cães respondedores exibem uma diminuição nas cargas parasitárias no baço 

e na medula óssea, e melhora do estadiamento clínico 

A evolução absoluta da carga parasitária de Leishmania infantum no baço e na medula 

óssea de uma coorte de cães em tratamento anti-Leishmania por 12 meses foi distinta entre dois 

grupos. Os cães que apresentaram uma redução significativa da carga parasitária de T0 a T12 

foram agrupados como Respondedores à quimioterapia (GR, 46%, 12 cães), enquanto os que 

não apresentaram redução da carga parasitária foram agrupados como Não Respondedores 

(GNR, 54%, 14 cães; figura 1A, 1B). No T0, antes do tratamento, não houve diferenças nas 

cargas parasitárias entre os grupos nos dois órgãos (figura 1A, B), bem como no estadiamento 

clínico (figura 1C). No T6, o GR exibiu uma notável redução da carga parasitária em 

comparação com o GNR. Após um ano de tratamento (T12), as cargas parasitárias do GR foram 

significativamente menores do que as de T0 (p <0,001) em ambos os tecidos (figura 1A, B), 

tendo diminuído 97,3% e 98,5% na medula óssea e no baço, respectivamente. Em oposição, 

não foi observada diferença significativa para o GNR (figura 1A, B). No T0, os dois grupos 

apresentaram o mesmo estágio clínico II, caracterizado por doença moderada. Acompanhando 

os dados de carga parasitária, no T12, o GR exibiu em média uma doença leve (estágio I), 

enquanto o GNR permaneceu no estágio II (figura 1C). 

 

Figura 1. Cães respondedores exibem menor carga parasitária e melhora no estadiamento clínico. A coorte 

canina foi separada em cães respondedores e não respondedores em relação ao efeito da quimioterapia anti-

Leishmania. A carga parasitária foi quantificada por qPCR no baço (A) e medula óssea (B) antes e aos 6 e 12 

meses após o tratamento. O estágio clínico de cada cão foi registrado no momento do diagnóstico (T0) e após 1 

(T1), 2 (T2), 3 (T3), 6 (T6) e 12 (T12) meses de tratamento (C). Os dados são mostrados como média ± DP ou em 

formato de caixa e bigode, n = 12-14 cães / grupo. * p <0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. NS: sem 

diferença estatística. 
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3.2 Cães respondedores exibem uma assinatura Th1 

Em seguida, abordamos a resposta imune desenvolvida por GR e GNR. A contagem 

mediana de monócitos foi semelhante e estava dentro do intervalo de referência nos dois grupos 

(Figura 2A). As contagens de linfócitos, no entanto, foram alteradas em T3 e T6 (Figura 2B), 

não apenas aumentando de T2 para T3 dentro de GR, mas também se tornando 

consistentemente mais alto do que os de GNR em T3 e T6. Para explorar ainda mais, realizamos 

uma análise de qPCR em amostras de baço em T0, T6 e T12. O GR exibiu uma assinatura Th1, 

com níveis aumentados de transcritos de IL2, IFNG e TNFA em T6 (Figura 2C), embora não 

tenham sido encontradas diferenças na IL17 nem na IL22 (Figura 1 Suplementar). Além disso, 

uma redução significativa nos transcritos de IL10 de GR foi acompanhada por níveis 

semelhantes de citocinas IL4 e IL5 associadas a Th2 (Figura 2C), indicando uma resposta Th1 

eficaz subjacente à resposta protetora. Notavelmente, esses efeitos nas transcrições puderam ser 

verificados em todos os cães individuais analisados (Figura 1 Suplementar). No geral, nossos 

dados mostraram que níveis aumentados de linfócitos no sangue periférico e uma resposta 

esplênica de Th1 orientam a resposta ao tratamento. 

 

 

Figura 2. Cães respondedores exibem a assinatura Th1. O número absoluto sérico de monócitos (A) e linfócitos 

(B) foi quantificado de T0 até 12 meses após o tratamento. O mRNA foi isolado a partir de biópsias do baço em 

T0, T6 e T12. A PCR quantitativa foi realizada para IFNG, TNFA, IL2, IL4, IL5 e IL10 (C). Os dados são 

mostrados como média ± DP ou em formato de caixa e bigode, n = 5 a 10 cães / grupo. * p <0,05; ** p <0,01. 
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3.3 Cães não respondedores falham ao restaurar os parâmetros hematológicos para 

valores de referência normais 

Em T0, os cães GR apresentaram contagens medianas de eritrócitos, hemoglobina e 

hematócrito dentro do intervalo de referência normal, enquanto nos cães GNR esses parâmetros 

foram limítrofes (Figura 3A-C). No T0, 8 em 14 (57,14%) dos GNR apresentaram anemia; 

destes, 4 de 8 (50%) apresentaram uma contagem de reticulócitos abaixo de 60×103/ mm3 

(apresentavam anemia não regenerativa). Em relação aos cães com GR, 3 em 12 (25%) eram 

anêmicos, sendo 2 deles com contagem de reticulócitos superior a 60×10 3/mm 3 (com anemia 
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regenerativa). No T12, 9 dos 13 (69,2%) cães GNR eram anêmicos, em comparação com 

nenhum dos cães GR; dentre os 9 cães, apenas um apresentou contagem de reticulócitos 

superior a 60×10 3/mm3. Isso é altamente sugestivo de que a anemia não regenerativa realmente 

progrediu no grupo GNR de cães durante o ano de acompanhamento, apesar do tratamento. Os 

níveis totais de globulina aumentaram nos dois grupos, mas o GR apresentou um nível 

significativamente mais baixo (Figura 3D). Curiosamente, a diferença de globulinas não era 

equivalente aos títulos de IgG específicos para anti-Leishmania, que não podiam discriminar 

GR de GNR (Figura 3E). 

 

Figura 3. O sucesso da terapia anti-Leishmania está associado a uma restauração dos eritrócitos, 

hemoglobina, hematócrito, bem como os valores totais e específicos de globulina da Leishmania. O número 

de eritrócitos (A) e os valores de hemoglobina (B), hematócrito (C), globulinas totais (D) e IgG anti-Leishmania 

(E) foram quantificados no soro no diagnóstico (0) e após 1, 2, 3, 6 e 12 meses de tratamento anti-Leishmania. Os 

dados são mostrados em formato de caixa e bigode (n=12), cães não respondedores (n=14). * p <0,05; ** p <0,01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A coorte de cães foi monitorada durante um ano por meio de análises hematológicas e 

bioquímicas realizadas em um, dois, três, seis e doze meses pós-tratamento (T1, T2, T3, T6 e 

T12) (Figura 3A-D). Embora uma tendência para melhora hematológica tenha sido observada 

em todos os parâmetros até o terceiro mês de tratamento, os cães não respondedores diminuíram 

nos meses 6 e 12 (Figura 3A-D). Em oposição, todos os cães respondedores apresentaram 

números de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito dentro dos valores de referência normais 

após 12 meses de tratamento, exceto globulinas totais, onde 3 de 11 cães ainda apresentavam 

valores acima do limite superior (Figura 3A-D). Além disso, a recuperação observada de cães 
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respondedores foi acompanhada por uma redução significativa na IgG específica anti-

Leishmania (Figura 3E).  

Por fim, como nossos dados foram sugestivos de que o número de eritrócitos, os valores 

de hemoglobina e hematócrito podem ser preditivos da resposta terapêutica em um primeiro 

momento de avaliação de cães doentes, antes do tratamento, calculamos o risco relativo (RR) e 

o intervalo de confiança de 95% (CI) para determinar a probabilidade de cada um desses 

parâmetros estar associado à progressão do LCan após o tratamento. Foi observada uma 

associação significativa entre a diminuição da hemoglobina (3,14 RR com 1,14–8,7 CI), 

hematócrito (3,75 RR com 1,05–13,38 CI) e níveis de eritrócitos (1,82 RR com 0,88–3,73 CI) 

com a falha do tratamento LCan, reforçando a sua utilidade à previsão da resposta terapêutica. 

 

3.4 Os parâmetros bioquímicos do soro são preditivos de lesão de órgão visceral 

em cães não respondedores 

Os níveis séricos de marcadores de dano hepatocelular, alanina e aspartato transaminase 

(Figura Suplementar S2A, B) e marcador de doença do trato biliar γ-glutamiltransferase (Figura 

Suplementar S2C), estavam dentro da faixa de referência durante o acompanhamento em ambos 

os grupos. No entanto, a colinesterase e a albumina, proteínas sintetizadas no fígado, foram 

significativamente reduzidas na GNR em T0, T6 e T12 (Figura 4A e Figura Suplementar S2D). 

Na GNR, enquanto os valores de ureia e creatinina estavam dentro do intervalo de referência 

(Figura Suplementar S2E, F), a relação proteína/creatinina urinária (UPC), um preditor de 

doença renal, estava elevada (Figura 4B). Essas alterações peculiares são indicativas de doença 

hepática e renal precoce na GNR. Os valores de hematológica, bioquímica sérica e carga 

parasitária dos tempos inicial e final dos cães respondedores e não respondedores ao tratamento 

são mostrados na Tabela 1. 
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Tabela 1. Valores hematológicos, bioquímicos séricos, parâmetros de estresse oxidativo e carga parasitária dos 

tempos inicial e final dos cães respondedores e não respondedores ao tratamento. Dados em média. * p <0,05; ** 

p <0,01. 

Parâmetros/Grupos 
Respondedores 

(R) 

P 

(T0 vs 

T12) 

Não 

respondedores 

(NR) 

P 

(T0 vs 

T12) VR 

P 

(T0 R vs 

T0 NR) 

Hematologia T0 T12  T0 T12   

Eritrócitos (x106/μL) 6.68 6.73 0.497 5.01 4.97 0.940 5.5-8.5 0.033 

Hemoglobina (g/dL) 15.03 14.75 0.771 10.21 10.54 0.885 12-18 0.0002 

Hematócrito (%) 41.82 45.12 0.689 31.2 32.78 0.641 37-55 0.0023 

Leucócitos (x103/μL) 9.6 13 0.120 8.9 8,8 0.935 6-17 0.345 

Linfócitos (x103/mm3) 1.69 1.92 0.373 1.92 1.41 0.181 1 – 4.8 0.406 

Monócitos (/mm3) 493 424 0.606 457 429 0.972 150-1,350 0.776 

Reticulócitos (x103/mm3) 90 34,6 0,144 51,6 46,1 0,678 <60 0,303 

Bioquímica sérica         

Proteínas totais (g/dL) 8.6 7.7 0.102 9 8.6 0.254 5.4-7.1 0.426 

Albumina (g/dL) 2.79 3.04 0.167 2.21 2.54 0.260 2.6-3.3 0.017 

Globulinas (g/dL) 5.7 4.3 0.032 6.7 6.2 0.186 2.7-4.4 0.045 

Albumina/Globulina 0,5 0,8 0,0682 0,4 0,5 0,242 0,5-1,7 0,081 

Cálcio (mg/dL) 11.73 10.50 0.330 10.87 10.39 0.218 9-11,3 0.064 

GGT (U/L) 5.78 4.54 0.329 4.73 6.11 0.218 1-10 0.736 

Creatinina (mg/dL) 1.26 1.0 0.082 1.0 1.2 0.330 0.5-1.4 0.920 

Ureia (mg/dL) 43.8 37.6 0.579 36.2 22.55 0.060 21-60 0.591 

Colesterol (mg/dL) 22.9 33.5 < 0.0001 20.71 28.8 0.001 31-71 0.112 

Magnésio (mg/dL) 1.62 2.22 0.264 1.66 1.86 0.017 1.8-2.4 0.104 

HDL (mg/dL) 57.6 145.2 < 0.0001 45.5 112.9 < 0.0001 33-120 0.062 

Triglicérides (mg/dL) 75.72 73.42 0.853 72.7 100 0.029 20-112 0.333 

ALT (UI/L) 51.2 66.9 0.830 42.4 66.8 0.117 21-102 0.214 

FA (UI/L) 74.97 86.82 0.587 101 124.7 0.933 20-156 0.255 

AST (UI/L) 23.96 32.82 0.087 40.93 32.82 0.615 23-66 0.368 

Glicose (mg/dL) 93.7 90 0.472 90.8 87.5 0.617 65-118 0.497 

Ferro (μg/dL) 280.07 85.29 0.094 360.4 142.2 0.075 30-180 0.149 

Fósforo (mg/dL) 3.07 2.84 0.401 4.56 3.074 0.011 2.5-6.0 0.0085 

Potássio (mmol/L) 13.40 13.38 0.980 14.95 14.42 0.229 12.3-15.7** 0.0023 

CK (U/L) 47.08 152.39 < 0.0001 37.35 87.79 0.106 100-200** 0.504 

CK-MB (U/L) 145.71 24.84 0.310 82.07 38.07 0.121 31-38.8 0.432 

Colinesterase (U/L) 4022.2 4200.5 0.737 3,198 2,807 0.911 1,210-3,020 0.057 

UPC 0.48 0.31 0.113 0.44 0,85 0.342 0,5# 0.833 

Sorologia         

ELISA (DO) – IgG Anti-

Leishmania  
1.03 0.54 0.035 1.24 0.31 0.168 0,17** 0.127 

Carga parasitária         

Baço (Carga parasitária 

(log10)) 

3.225 1.398 < 0.0001 3.761 4.252 0.969  0.382 

Medula óssea (Carga 

parasitária (log10)) 
2.580 0.408 

< 0.0001 
2.879  2.579 

0.431 
 

0.748 

VR – Hemograma e bioquímica sérica: valores de referência. Fonte:(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).  

VR - #UPC<0,5 cães saudáveis; 0,5-1,0 limítrofe; >1,0 proteinúria glomerular. Fonte: Solano-Gallego et al. [5].         

T0: tempo 0 (antes do tratamento); T12: tempo 12 (12 meses após tratamento). 

**VR baseados nos valores dos controles negativos do estudo. 



48 
 

 

Figura 4. Cães não respondedores desenvolvem lesões hepáticas e renais subclínicas. Os valores séricos de 

colinesterase (A), razão de proteína/creatinina urinária (B) e isoenzima sérica creatina quinase MB (C) e creatina 

quinase (D) foram quantificados em T0, T1, T2, T3, T6 e T12. Os dados são mostrados como média ± DP ou em 

formato de caixa e bigode, n = 12-14 cães / grupo. * p <0,05; ** p <0,01.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Desenvolvimento de um modelo matemático com valor preditivo para o sucesso 

da quimioterapia na LCan 

Além de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito (Figura 3A-C), fósforo e, em menor 

grau, potássio e albumina também discriminaram significativamente GR de GNR em T0 

(Figura 5A). Altos coeficientes de correlação de Spearman foram encontrados entre eritrócitos, 

hematócrito e hemoglobina (Figura 5B). Modelos de regressão logística com o menor critério 

de informação de Akaike (AIC) e maior precisão usando uma validação cruzada leave-one-out 

foram selecionados o fósforo mais uma das três variáveis altamente correlacionadas - 

eritrócitos, hematócrito ou hemoglobina (Figura 5C). A maior precisão foi obtida considerando 

fósforo e eritrócitos. Para este caso, o log (odds) de um tratamento bem-sucedido, usando o 

conjunto de dados completo, pode ser dado por: 

 

log (probabilidade) = 14,067 - 5,289 × [Fósforo] + 1,170 × Número de eritrócitos 

 

A probabilidade é obtida aplicando a função logística: (exp (x) / (1 + exp (x)), onde x é 

o log (odds). Notavelmente, esta fórmula permitiu discriminação de 100% entre GR e GNR, 

demonstrando o alto poder preditivo de nosso modelo matemático. 
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Figura 5. Desenvolvimento de um modelo matemático com valor preditivo para o sucesso da quimioterapia 

CanL incluindo a medição dos parâmetros eritrocitários e de fósforo. (A) Os valores séricos de fósforo, 

potássio e albumina foram quantificados em T0). (B) O coeficiente de correlação linear de Spearman é mostrado 

para os valores de albumina sérica, hematócrito, eritrócitos, hemoglobina, fósforo e potássio. (C) Gráficos de 

dispersão entre fósforo e hematócrito ou eritrócitos ou valores de hemoglobina no soro. Os dados são apresentados 

como média ± DP ou em formato de gráfico de caixa e bigode. Cães respondedores (n= 12), cães não respondedores 

(n = 14). * p <0,05; ** p <0,01.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão 

Até recentemente, a maioria dos estudos de fatores prognósticos para o sucesso ou falha 

do tratamento na leishmaniose era restrito a humanos [33-37], e o cão infectado era visto apenas 

como um reservatório de protozoário. Este é um estudo longitudinal inovador de fatores 

prognósticos em cães infectados naturalmente com L. infantum em tratamento que resultou em 

uma clara distinção de dois perfis de cães com LCan que responderam de forma diferente à 

mesma terapia antiparasitária, com base na redução da carga parasitária nos tecidos. Cães com 

número reduzido de parasitos têm menos probabilidade de desenvolver sinais clínicos e são 

menos infecciosos para os vetores [5]. 
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Estudos indicam que o sucesso da resolução das infecções por Leishmania depende de 

uma resposta caracterizada pela predominância de IFN-γ, IL-2 e TNF-α, que aumentam a 

eficiência fagocítica e a citotoxicidade linfocitária, desencadeando uma resposta imune 

protetora [38, 39]. Assim, observamos que os cães respondedores exibiram uma assinatura Th1 

consistente que acompanhou a redução do parasitismo após o tratamento, em oposição ao grupo 

não respondedor. 

No presente estudo, os parâmetros de estadiamento clínico da LCan [8] e 

acompanhamento dos cães, como relação albumina/globulina, anemia não-regenerativa ou 

funções renais, foram avaliados individualmente do início ao final do estudo. No entanto, 

apenas no final do estudo de um ano, o resultado do tratamento permitiu a determinação de 

quais cães poderiam ser classificados como respondedores ou não respondedores. A evidente 

dicotomia entre cães GR e GNR permitiu a identificação de dois parâmetros laboratoriais 

preditivos de sucesso terapêutico: contagem de eritrócitos e dosagem de fósforo sérico. A 

anemia é comumente observada na leishmaniose humana e canina e pode ser originada da 

produção reduzida e/ou aumento da destruição dos eritrócitos [27, 40, 41]. Durante as doenças 

inflamatórias crônicas, a anemia resulta de baixos níveis circulantes de ferro, enquanto as 

citocinas inflamatórias, como TFN-α, IL-1 e IFN-γ inibem a eritropoiese, e o dano à membrana 

eritrocitária por agentes oxidantes encurta a vida útil dos eritrócitos [42]. Em infecções crônicas 

como na LCan, esses eritrócitos danificados são retidos e destruídos no baço, que aumenta de 

tamanho como um sinal clínico da doença. Isso é acompanhado por uma desregulação das 

proteínas de transporte de ferro, levando ao acúmulo de armazenamento de ferro [43, 44]. Isso 

explica o tipo de anemia normocítica normocrômica que a maioria dos cães apresentava no 

início do presente estudo, o que também demonstra que uma suplementação de ferro pode ser 

inadequada durante o tratamento de doenças inflamatórias, conforme já descrito na literatura 

[45, 46, 47]. Na doença renal crônica, que é comum na LCan, a anemia também resulta da 

diminuição da produção de eritropoietina no rim [8, 48]. Os rins são a principal via de excreção 

de fósforo e a hiperfosfatemia promove lesões renais progressivas [49], conforme descrito em 

cães com LCan em estágio avançado [50]. Os níveis séricos de globulina e proteínas de fase 

aguda, proteinúria e razão UPC são considerados biomarcadores para o monitoramento clínico 

de cães durante o tratamento leishmanicida e pós-tratamento [3, 17, 18, 51, 52]. No entanto, 

poucos estudos abordaram a identificação de fatores, a serem usados como preditores de 

prognóstico confiáveis, com base no desfecho (morte ou cura) após a terapia [52]. No presente 

estudo, cães com LCan em estadio moderado exibiram fósforo sérico - um marcador de 

insuficiência renal - dentro da faixa de referência, mas os modelos de regressão logística 
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indicaram claramente que as alterações de fósforo em adição aos eritrócitos eram sensíveis o 

suficiente para prever o sucesso ou falha da quimioterapia. 

O fósforo interage com o cálcio por meio da modulação de vários hormônios e sua 

concentração sérica é aproximadamente inversamente relacionada [50]. No geral, os cães não 

respondedores de nosso estudo exibiram magnésio mais baixo, fósforo mais alto e razão Ca/P 

mais baixa em comparação com cães respondedores, com consequências renais demonstradas 

pela razão UPC elevada. Os desequilíbrios iônicos relacionados ao comprometimento renal são 

a base de várias manifestações clínicas; por exemplo, o magnésio é um cofator enzimático que 

participa de diversas reações metabólicas [40, 54], incluindo aquelas relacionadas à eritropoiese 

[55, 56]. 

Os níveis séricos de colinesterase e albumina normalizaram em cães respondedores após 

seis meses de terapia, ao contrário dos não respondedores. Como o fígado é um local de 

atividade de L. infantum [57], essa interferência discreta com a função sintética hepática poderia 

explicar nossos achados em cães não respondedores. Aqui, a ureia e a creatinina séricas estavam 

dentro dos valores de referência em ambos os grupos de cães. Isso corrobora os dados da 

literatura que mostram que a azotemia é um achado incomum, apesar da elevada frequência de 

patologias renais na LCan [58]. A creatinina é um subproduto da CK, cujos níveis são reduzidos 

em cães com LCan [59]; portanto, sugerimos que esse viés do diagnóstico de azotemia no LCan 

avançado resulta da subconcentração de creatinina e pode levar a subdiagnóstico de doença 

renal. Tem sido enfatizado na literatura que a infecção ativa por L. infantum e progressão do 

LCan relaciona-se com a doença mediada por imunocomplexos [60], que desempenha um papel 

importante na fisiopatologia de diversas manifestações clínicas, incluindo anemia hemolítica 

imunomediadas, lesões glomerulares e insuficiência renal [38, 61]. Nesse sentido, a 

prednisolona foi escolhida como uma droga anti-inflamatória no presente estudo durante um 

curto prazo em todos os cães para minimizar a formação e circulação de imunocomplexos 

solúveis e, desta maneira, reduzir a inflamação por meio de um efeito inibidor na ativação do 

complemento [62, 63]. Os benefícios da terapia com glicocorticoides no tratamento da LCan 

foram descritos anteriormente [20, 25, 26]. É importante ressaltar que vários estudos têm 

mostrado que a administração oral de glicocorticoides de curto ou longo prazo em cães não 

induz alterações significativas nos diversos parâmetros hematológicos e bioquímicos [64, 65, 

66, 67]. O curso de quatro semanas de prednisolona não pareceu ter interferido com os 

biomarcadores avaliados neste documento, pois as avaliações em T1 não se comportaram de 

maneira diferente daquelas observadas em pontos de acompanhamento subsequentes, conforme 

demonstrado na Figura 2, Figura 3 e Figura 4. Após a corticoterapia com doses anti-
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inflamatórias, uma discreta elevação nas enzimas hepáticas é esperada em cães, conforme 

previamente descrito [66, 68]. 

Ao todo, desenvolvemos uma fórmula matemática usando eritrócitos e fósforo como 

marcadores para um prognóstico de sucesso da terapia antiparasitária no momento do primeiro 

diagnóstico. No entanto, o estudo apresenta a reduzida coorte estudada, e o uso de 

antiparasitários de segunda linha, dadas as restrições para abordagens terapêuticas da LCan no 

Brasil, como principais limitações. Por se tratar de um estudo clínico de longa duração, resultou 

em um pequeno número de cães que foram acompanhados até a última avaliação. Apesar disso, 

os dados obtidos foram tão consistentes que permitiram a criação da fórmula, que pode ser um 

guia inicial para novos estudos com amostras maiores e diferentes métodos de validação 

cruzada e em coortes tratadas com medicamentos de primeira linha. Tomados em conjunto, 

esses resultados são altamente encorajadores e podem representar um novo paradigma para o 

atendimento clínico, permitindo uma interferência terapêutica precoce a partir de um 

diagnóstico aprimorado. 
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Adjuvantes nutricionais com propriedades antioxidantes no tratamento da 

leishmaniose canina 

 

Rafaela de Sousa Gonçalves et al. 

 

Resumo 

A melhora clínica de cães tratados para a leishmaniose canina (LCan) requer redução das cargas 

de Leishmania infantum por meio de compostos oxidantes intracelulares no intuito de destruir 

o parasito. No entanto, o excesso de espécies oxidativas e o consumo de antioxidantes podem 

culminar em estresse oxidativo, resultando em inflamação aumentada e generalizada. Nosso 

objetivo foi avaliar se a adição precoce ou tardia de adjuvantes nutricionais (NAs) – ácidos 

graxos poliinsaturados ômega-3 e vitaminas B – a medicamentos anti-Leishmania (ALDs) no 

tratamento da LCan seria clinicamente benéfica. Para isso, biomarcadores séricos incluindo 

parâmetros de estresse oxidativo foram analisados durante 12 meses em cães alocados em dois 

grupos de tratamento: (G1) NAs administrados 30 dias antes do início das ALDs; e (G2) NAs 

administradas a partir de 61 dias após o início das ALDs. Tanto G1 quanto G2 continuaram 

recebendo NAs até o 12º mês. As ALDs administradas foram metronidazol associado ao 

cetoconazol (40 dias), seguido de alopurinol do 41º dia até o 12º mês. O G1 apresentou controle 

inflamatório superior, com redução de globulinas (p = 0,025), imunoglobulinas específicas anti-

Leishmania (p=0,016), proteína total (p = 0,031) e relação albumina sérica/globulina aumentada 

(p = 0,033), em comparação ao G2. O uso precoce de NAs associados a ALDs é clinicamente 

benéfico no tratamento de cães com LCan.  

Palavras-chave: Complexo B, Leishmania infantum, Nutracêuticos, Ômega 3, Vitaminas. 

 

Introdução 

Cães domésticos são suscetíveis à infecção por Leishmania infantum, um protozoário 

intracelular causador da leishmaniose canina (LCan), uma doença infecciosa zoonótica crônica 

grave que requer tratamento e monitoramento (Solano-Gallego et al., 2011). L. infantum modula 

o sistema imunológico canino, favorecendo uma resposta imune predominantemente 

orquestrada por linfócitos TH2 (Pinelli et al., 1994). Esta resposta é caracterizada pela produção 
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excessiva de anticorpos não protetores que causam doença sistêmica imunomediada devido à 

deposição de imunocomplexos nos órgãos do hospedeiro (Manna et al., 2006; Baneth et al., 

2008). Além disso, altas cargas parasitárias se desenvolvem nos cães mais suscetíveis, 

produzindo lesões teciduais diretas, que se associam à doença imunomediada e culminam na 

manifestação de vários sinais clínicos e alterações clínico-patológicas inflamatórias (da Costa-

Val et al., 2007; Alves et al., 2009; Torrecilha et al., 2016). 

 

A Leishmania pode evadir do sistema imunológico inibindo a explosão oxidativa e 

neutralizando espécies oxidativas, como superóxido (O2-), hidroxila (OH-), peroxinitrito 

(ONOO-) ou óxido nítrico (NO) produzido dentro dos fagolisossomos dos macrófagos, onde 

esses protozoários conseguem sobreviver e se multiplicar (Laskay et al., 2003; Van Assche et 

al., 2011; Angiulli et al., 2015). As espécies reativas de oxigênio são moléculas instáveis 

também produzidas durante os processos metabólicos do hospedeiro e requerem uma produção 

proporcional de moléculas antioxidantes para prevenir danos aos tecidos (Pizzino et al., 2017). 

A produção de espécies oxidativas aumenta durante doenças infecciosas ou inflamatórias 

(Dimri et al., 2008). Durante a inflamação crônica, existe um desequilíbrio redox caracterizado 

pelo estresse oxidativo, que resulta da liberação de um excesso de oxidantes e do consumo de 

moléculas antioxidantes que os neutralizam (Paltrinieri, 2013). Evidências de estresse oxidativo 

foram demonstradas na LCan, com presença marcante de espécies oxidativas no hospedeiro 

(Bildik et al., 2004; Paltrinieri et al., 2010; Heidarpour et al., 2012; Almeida et al., 2013; Souza 

e outros, 2014). 

O antimoniato de meglumina é considerado o medicamento de primeira escolha no 

tratamento da LCan na Europa, frequentemente concomitante ao alopurinol (SolanoGallego et 

al., 2011). No entanto, as recaídas ocorrem numa proporção considerável nos cães tratados, 

particularmente nos mais suscetíveis (Ike-da-Garcia et al., 2007; Manna et al., 2015). No Brasil, 

os antimoniais são utilizados no tratamento da leishmaniose visceral humana, sendo proibido 

seu uso em animais com a justificativa de evitar uma possível seleção de parasitos resistentes 

(Brasil, 2018). Assim, a prospecção de medicamentos e protocolos alternativos se faz necessária 

para o tratamento da LCan. 

Vários estudos demonstraram a importância da imunonutrição no tratamento de doenças 

inflamatórias humanas com diversos objetivos, incluindo a redução e prevenção de danos 

teciduais causados pelo estresse oxidativo (Simopoulos, 1991; Zandi et al., 2004; Barrouin-

Melo et al., 2004; Barrouin-Melo et al., 2004; Barrouin-Melo et al. al., 2018). Dado o impacto 

metabólico dos fatores inflamatórios e parasitários na LCan, o potencial terapêutico de 
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moléculas nutracêuticas, como as do óleo de peixe, do óleo de krill e dos cogumelos secos, foi 

avaliado (Cortese et al., 2015; Lombardi et al., 2019; Mastellone et al., 2020). Entre os 

adjuvantes nutricionais comumente usados com propriedades antioxidantes, os ácidos graxos 

poliinsaturados ômega-3 (PUFA), definidos como ácidos graxos poliinsaturados de cadeia 

longa (PUFA), isolados principalmente de peixes de água fria, são amplamente citados na 

literatura devido à sua propriedade antiinflamatória e antioxidante (DeFi-lippis e Sperling, 

2006; Backes et al., 2016; Braz-De-Melo et al., 2019). Os efeitos terapêuticos do ômega-3 

foram demonstrados em estudos de doenças humanas e animais (Brown et al., 1998; Thomas 

et al., 2015; Backes et al., 2016; Barrouin-Melo et al., 2016; Rahimi-Niyyat et al., 2016; 

Rahimi-Niyyat et al., 2016; Rahimi-Niyyat et al., 2016; al., 2018; Freitas e Campos, 2019). As 

vitaminas do complexo B compõem um grupo de oito vitaminas hidrossolúveis que atuam como 

coenzimas em reações enzimáticas e demonstraram ajudar a melhorar diversas patologias 

(Butler et al., 2006; Barrouin-Melo et al., 2018). 

 

A melhora clínica de cães em tratamento para LCan requer redução da carga parasitária, 

que depende da ação de compostos oxidantes intracelulares para destruir parasitos, mas também 

expõe o hospedeiro ao estresse oxidativo sistêmico. Assim, o objetivo do presente estudo foi 

investigar se a adição de adjuvantes nutricionais (PUFA ômega-3 e vitaminas B), administrados 

precoce ou tardiamente aos medicamentos anti-Leishmania de segunda escolha (metronidazol, 

cetoconazol e alopurinol) no tratamento da LCan ajudaria a promover a melhora clínica dos 

cães, conforme expresso em um painel de biomarcadores séricos, incluindo parâmetros de 

estresse oxidativo e resultados clínicos. 

 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Ética, animais e desenho experimental  

O estudo foi realizado no Hospital Universitário de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal da Bahia (UFBA), Brasil, e os animais eram cães domiciliados 

(Gonçalves et al., 2020). Este estudo consistiu no acompanhamento clínico de um subconjunto 

de cães que receberam adjuvantes nutricionais em dois momentos diferentes durante uma 

intervenção terapêutica de longo prazo. Todos os procedimentos envolvendo cães obedeceram 

aos princípios bioéticos da experimentação animal, após prévia aprovação ética do Comitê de 

Ética no Uso de Animais (Protocolo CEUA-UFBA, n. 11.794/2008). Todos os responsáveis 
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dos cães assinaram um termo de consentimento informado para que seus cães fossem incluídos 

no estudo.  

Dezoito cães naturalmente infectados por L. infantum e domiciliados em área endêmica 

para leishmaniose zoonótica foram submetidos a diagnóstico, tratamento e monitoramento do 

início ao final do estudo de 12 meses. O critério de inclusão no estudo foi ser positivo para L. 

infantum, detectado por exames parasitológicos (citologia de medula óssea e/ou linfonodos) e 

PCR espécie-específica. Os critérios de exclusão foram ocorrência de coinfecções com outros 

patógenos endêmicos, como Ehrlichia canis ou Babesia canis, e/ou comorbidades, como 

neoplasias, doenças cardíacas ou endócrinas, antes ou durante o tratamento e monitoramento, 

LCan terminal e não adesão dos proprietários de cães às regras de tratamento e monitoramento. 

O estadiamento clínico da LCan seguiu as diretrizes da LeishVet (Solano-Gallego et al., 2011). 

Os cães usaram coleiras repelentes à base de deltametrina durante todo o estudo. 

 

No início do estudo, após confirmação de infecção por L. infantum e estadiamento 

clínico, 30 cães foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos, para início precoce (G1) ou 

tardio (G2) da administração de adjuvante nutricional (NA) no protocolo terapêutico (Figura 

1). Os medicamentos anti-Leishmania (ALDs) utilizados foram metronidazol (25 mg/kg BID 

por 30 dias) associado ao cetoconazol (10 mg/kg SID por 40 dias). O leishmaniostático 

alopurinol foi então administrado (10 mg/kg BID do dia 41 até o final do estudo) conforme 

descrito anteriormente (Gonçalves et al., 2020). Os adjuvantes nutricionais (NAs) consistiam 

em cápsulas orais de ácidos graxos poliinsaturados (PUFA ômega 3: ácido eicosapentaenóico 

[EPA] e ácido docosa-hexaenóico [DHA] [1.000 mg/kg SID]) e uma formulação líquida oral 

comercial de Vitaminas B (2 gotas/kg SID) (Tabela Suplementar 1). 

Os cães do G1 com adjuvantes nutricionais precoces receberam apenas NAs por 30 dias 

antes de iniciar os medicamentos anti-Leishmania (ALDs começando no dia 31); esses 

adjuvantes foram administrados ininterruptamente até o final do acompanhamento que ocorreu 

no 12º mês. Os cães do G2 com adjuvante tardio receberam apenas medicamentos anti-

Leishmania (ALDs começando no dia 0) por 40 dias, e o alopurinol foi então administrado 

sozinho por 20 dias (do dia 41 ao dia 61) antes do início dos NAs, que foram adicionados a 

partir de dia 61 até o final do estudo. Portanto, os cães do grupo G2 atuaram como controle não-

NAs durante os 61 dias anteriores à administração dos NAs. O grupo G2 forneceu assim dados 

para comparação com os seus próprios desde este momento (após NAs) até o 12º mês (Fig. 1). 
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Os dados descritos neste estudo referem-se aos únicos cães que puderam ser 

acompanhados desde o início (T0) até o 12º mês de acompanhamento (T12); permaneceram 

seis cães no G1 e 12 cães no G2 (fig. 1). Os cães foram retirados por óbito por outros motivos 

(n = 3), aquisição de coinfecções ou comorbidades (n = 5) e interrupção do tratamento por não 

adesão do dono do cão (n = 4). 

 

 

Figura 1. Desenho experimental do estudo sobre tratamento e acompanhamento durante 12 meses de cães com 

leishmaniose canina adquirida naturalmente (LCan) causada por Leishmania infantum com adição precoce (G1) 

ou tardia (G2) de adjuvantes nutricionais (NAs). PUFA ômega-3 e vitaminas do complexo B no decorrer de 

protocolos com medicamentos anti-Leishmania (ALDs) metronidazol e cetoconazol, seguidos de alopurinol 

leishmaniostático. 

 

2.2. Amostras biológicas 

Aproximadamente 10 mL de sangue foram colhidos da veia jugular ou cefálica dos cães 

e armazenados em tubos com EDTA (BD Vacutainer, Becton Dickinson) para obtenção de 

sangue total para quantificação de células hematológicas, e tubos sem anticoagulante para 

obtenção de soros para mensurações bioquímicas e metabólicas de estresse oxidativo. Os cães 

dos grupos G1 e G2 foram avaliados em quatro intervalos específicos: Tempo Zero (T0), 

imediatamente antes do tratamento; Tempo 1 (T1), ao final do tratamento com ALDs mais 20 

dias de alopurinol; e Tempos T6 e T12, respectivamente, ao final de 6 e 12 meses após T0. 

Portanto o T1 do grupo G1 correspondeu ao dia 90 enquanto o T1 do grupo G2 foi ao dia 60. 

Nos momentos T6 e T12 todos os cães de ambos os grupos receberam o mesmo protocolo 

terapêutico composto por alopurinol, PUFA ômega-3 e vitaminas do complexo B.  
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 Alíquotas de urina foram colhidas para análise e realização da razão proteína/creatinina 

urinária (UPC). Os aspirados de medula óssea foram realizados para quantificar a carga 

parasitária de L. infantum em T0, T6 e T12, conforme descrito por Paparcone et al. (2013). 

 

 

2.3. Diagnóstico parasitológico/ carga parasitária  

O kit comercial PureLink Genomic DNA® (Invitrogen; EUA) foi utilizado para extrair 

DNA da medula óssea de cães infectados em T0, T6 e T12, seguindo as recomendações do 

fabricante. A qualidade e concentração de DNA em cada eluído foram avaliadas utilizando o 

espectrofotômetro L-QUANT (Loccus; São Paulo, Brasil). A PCR em tempo real foi realizada 

seguindo protocolo previamente descrito (Rolão et al., 2004), com adaptações para a presente 

pesquisa (Gonçalves et al., 2020). 

 

2.4. Exame clínico para estadiamento clínico 

Os cães foram avaliados clinicamente quanto a presença de sinais clínicos compatíveis 

com LCan em todos os momentos do monitoramento. Os sinais observados durante o exame 

físico foram analisados em combinação com dados clínico-patológicos para definir o estadio 

clínico dos cães. Conforme padronizado pelo grupo LeishVet (Solano-Gallego et al., 2011), a 

doença apresenta quatro estadios clínicos: leve (1), moderado (2), grave (3) e muito grave (4). 

A definição do estadiamento clínico depende essencialmente do grau de comprometimento 

renal apresentado pelos cães. Cães proteinúricos (UPC> 1) são classificados no estágio 3, e cães 

azotêmicos (valores de creatinina > 2 mg/dL) e urêmicos, no estágio 4. 

 

 

2.5. Hemograma, bioquímica sérica e biomarcadores séricos de estresse oxidativo  

Os parâmetros hemoglobina e hematócrito foram quantificados em aparelho hematológico 

específico para animais domésticos, o pocH-100iv (Diff). A morfologia celular e a presença de 

hematozoários foram determinadas por meio de esfregaços sanguíneos. A contagem de 

reticulócitos também foi determinada em esfregaços sanguíneos corados com azul cresil. Os 

seguintes parâmetros bioquímicos foram medidos no soro dos cães: proteínas (total, albumina, 

proteína C reativa, microglobulina beta-2 [Cormay; Lomianki, Polônia]), minerais (magnésio, 

fósforo, cálcio [Spin-react; Barcelona, Espanha]), metabólitos (uréia, creatinina, ácido úrico 

[Spinreact]), lipídios (lipoproteínas de densidades altas [HDL] e baixas [LDL] e triglicerídeos 
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[Cormay]), enzimas (gama-glutamil transferase [GGT] [Labtest Diagnóstica, Minas Gerais, 

Brasil]), fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT) (Wiener Lab, Rosário, 

Argentina) utilizando o analisador bioquímico semiautomático (BioPlus-200) e o analisador 

automático (Prestige 24i) seguindo as recomendações dos fabricantes. Para quantificar as 

globulinas totais, os valores de proteína sérica total foram subtraídos dos valores de albumina 

e determinada sua relação (albumina/globulina - A/G). O ácido perclórico foi adicionado ao 

soro dos cães afim de precipitar proteínas para quantificação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) e grupos carbonila (expressos em nanomoles/mL de DNPH), 

respectivamente, com a finalidade de avaliar a peroxidação lipídica e proteica, conforme 

descrito na literatura (Barbosa et al., 2017). A glutationa total, que corresponde à glutationa 

oxidada e reduzida, foi medida no soro via atividade da glutationa redutase, seguindo métodos 

previamente descritos (Martins et al., 2018). 

 

Os valores de referência para parâmetros bioquímicos séricos foram fornecidos pela 

literatura de patologia clínica veterinária (Kaneko et al., 2008) ou estudos de grandes 

populações caninas saudáveis (Onishi et al., 2000; Macotpet et al., 2013; Groth et al., 2000; 

Macotpet et al., 2013; Groth et al., 2020). 

 

2.6. Relação proteína-creatinina urinária (UPC) 

Os valores de creatinina (Wiener Lab; Rosário, Argentina) foram mensurados dos 

sobrenadantes urinários. Tanto a microproteína quanto a creatinina foram medidas por um 

analisador bioquímico semiautomático (BioPlus-200), e sua relação obtida para definir a UPC. 

Concomitantemente, também foi realizado exame de urina, incluindo exame microscópico de 

sedimento. 

 

2.7. Anticorpos IgG anti-Leishmania  

Anticorpos IgG específicos anti-Leishmania foram quantificados no soro conforme descrito 

anteriormente, utilizando o teste ELISA indireto in house com modificações conforme 

mencionado anteriormente (Gonçalves et al., 2020). 

 

2.8. Análise estatística  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 8.0 

(Prism Software, Irvine, CA, EUA). O teste de Shapiro-Wilk revelou que as variáveis 

quantitativas estavam distribuídas de forma não paramétrica. Assim, a análise comparativa dos 
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dados foi realizada por meio dos testes estatísticos de Kruskal-Wallis, seguidos dos testes de 

Dunn ou Mann-Whitney. O nível de significância adotado foi p< 0,05. Os dados foram 

expressos por mediana e percentis. 

 

3. Resultados 

Todos os valores medianos de cargas parasitárias de L. infantum, escores clínicos, 

hemograma, imunoglobulinas séricas anti-Leishmania, parâmetros bioquímicos e oxidativos, 

além do UPC dos cães estudados estão detalhados na Tabela Suplementar 2. 

 

No T0, não foram observadas diferenças significativas nos valores de carga parasitária 

entre os cães do G1 e do G2: os valores medianos (percentil) foram 7,38 (1,3–125.431) e 1.154 

(131 a 13.451), respectivamente. Perto do final do tratamento, houve uma tendência de 

diminuição das cargas parasitárias observadas em cães tanto do G1 quanto do G2 de T0 a T12, 

e essa diminuição não foi estatisticamente diferente entre os grupos. Entretanto, ao observar a 

frequência de cães que tiveram diminuição em seus resultados individuais (Tabela Suplementar 

3) para cargas de L. infantum, 66,7% (4/6) dos cães do G1 exibiram tal diminuição versus 

apenas 41,7% (5/12) dos cães do G2 durante o estudo. 

Antes do início do tratamento (T0), o estadiamento clínico era semelhante nos grupos 

G1 e G2, variando de LCan leve a moderada. No primeiro exame imediatamente ao final do 

tratamento com medicamentos anti-Leishmania (metronidazol + cetoconazol) (T1), a melhora 

clínica dada pelos escores foi mais substancial no G1 do que no G2 (p = 0,0484), embora todos 

os cães apresentassem algum quadro clínico de melhora já após 30 dias de qualquer tratamento 

(Fig. 2). Os cães do G1 foram categorizados no menor estadiamento clínico de LCan. Com a 

continuidade do tratamento, ambos os grupos tenderam a apresentar estadios clínicos 

semelhantes. Aos seis e 12 meses após o início do tratamento não foi observada diferença 

estatística nos escores clínicos entre os cães do G1 e do G2. Os parâmetros do hemograma 

estavam dentro da faixa de referência na maioria dos cães do G1 e G2, independentemente do 

protocolo de tratamento estabelecido. 

Houve diferença estatística entre G1 e G2 nos resultados de alguns parâmetros séricos, 

indicando efeito benéfico do uso precoce dos NAs na inflamação como observado em T1: os 

cães do G1 apresentaram maior redução de imunoglobulinas específicas (p = 0,016), globulinas 

totais (p = 0,0247) e proteínas totais (p = 0,031) e relação albumina/globulina sérica aumentada 

(p = 0,0334) em relação aos cães do G2 (Fig. 3). Nas avaliações aos 6 e 12 meses após o início 
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do tratamento de LCan, todos os cães já utilizavam as mesmas prescrições (alopurinol associado 

aos NAs). O biomarcador proteína C reativa nos cães G1 e G2 em T6 retornou ao intervalo de 

referência. Os valores medianos de albumina permaneceram dentro da faixa de referência nos 

cães do G1 durante o acompanhamento, enquanto um aumento foi observado no G2 após a 

adição de NAs no tratamento, em T6 (p = 0,016) e T12 (p = 0,043).  

No T1, o TBARS (utilizado para medir a peroxidação lipídica) manteve-se em níveis 

equivalentes ao T0 nos cães do G1, enquanto no G2 houve diminuição estatisticamente 

significativa no mesmo período (p = 0,0028) (T1). Porém, em T6, ambos os grupos passaram a 

apresentar diminuição equivalente nos níveis séricos de TBARS com a continuação do 

tratamento, indicando diminuição da oxidação lipídica. Houve diminuição da oxidação proteica 

a partir do T1, conforme demonstrado pela quantificação dos grupos carbonilas proteicos 

(expressos em nanomoles de DNPH) em ambos os grupos no T0, independente da inclusão de 

NAs. Nos cães do G2, os níveis séricos de glutationa aumentaram na primeira avaliação pós-

tratamento (T1), enquanto nos cães do G1, esses níveis aumentaram de forma mais significativa 

apenas no T6 (p = 0,0043). Porém, com a continuação do tratamento, os parâmetros oxidativos 

começaram a diminuir, e os marcadores antioxidantes aumentaram em ambos os grupos até o 

final do estudo.  

Avaliamos ainda biomarcadores relacionados às funções urinárias em ambos os grupos. 

Após terem recebido ALDs associadas à adição precoce (G1) ou tardia (G2) de NAs, os cães 

exibiram uma diminuição nas concentrações séricas medianas de ácido úrico em T6, resultando 

em valores finais consistentes com o intervalo de referência para valores caninos. Os cães do 

G2 apresentaram aumento nos níveis de magnésio no T1 (p = 0,0026) antes do início das NAs 

e nas avaliações de seis e 12 meses, quando já estavam em uso de adjuvantes (p < 0,001). Apesar 

da hipomagnesemia, os níveis de cálcio e fósforo estavam dentro dos limites de referência para 

a espécie canina na maioria dos cães do G2. No entanto, os valores de fósforo tenderam a 

diminuir ao longo do tempo durante o tratamento. Houve diminuição da proteinúria para valores 

normais na maioria dos cães do G1 e G2, seguida de diminuição da relação proteína/creatinina 

urinária (UPC), que foi significativa em T6 nos cães do G2 após início dos NAs (p = 0,0114). 

Os parâmetros B2-microglobulina, ureia, creatinina e estavam dentro dos valores de referência 

em ambos os grupos em todas as avaliações. 

Os níveis séricos de HDL e LDL foram maiores nos cães do G1 do que nos do G2 em 

T1, ou seja, no final do tratamento com ALDs, enquanto os triglicerídeos permaneceram 

estáveis dentro dos valores de referência em ambos os grupos de cães durante e até o final do 

tratamento. O GGT diferiu (p = 0,0253) entre os grupos a partir da primeira avaliação (T0), 
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com valores maiores nos cães do G2. Porém, durante o tratamento no T6, houve aumento dos 

níveis séricos desta enzima nos cães do G1 seguido do retorno aos valores de referência no T12.   

 

Figura 2. Fotografias de cães com leishmaniose canina naturalmente infectada (LCan) antes e após tratamento 

com adjuvantes nutricionais (NAs) administrados prococemente (G1) ou tardiamente (G2) no decorrer de 

protocolos com medicamentos anti-Leishmania (ALDs) metronidazol e cetoconazol, seguido pelo 

leishmaniostático alopurinol. Fotografias de cães antes do tratamento (T0), no 30º dia de tratamento (T30) ou no 

180º dia de tratamento (T180). Cães do G1, Rottweiler em T0 (A) e T30 (B); SRD em T0 (C,D) e T30 (E); SRD 

em T0 (F) e T30 (G): os cães do G1 receberam no T30 apenas adjuvantes nutricionais (PUFA ômega-3 e vitaminas 

B) durante 30 dias. Cães do G2, Rottweiler em T0 (H: este cão teve o focinho amarrado por agressividade, 

notadamente relatado na anamnese como comportamento anormal até mesmo com familiares) e T30 (I); SRD em 

T0 (J) e T30 (L); Australian Short-haired Cattle Dog em T0 (N) e T30 (O): os cães do G2 receberam em T30 

apenas ALDs durante 30 dias. Este cão SRD G2 (M) recebeu em T180 o curso completo de 40 dias de ALD e 

estava atualmente recebendo alopurinol (adicionado a partir do dia 41) e adjuvantes nutricionais (PUFA ômega-3 

e vitaminas B) adicionados a partir do dia 60 (para comparar com J e L). 
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Figura 3 Melhoria dos marcadores inflamatórios em cães aos quais foram administrados adjuvantes nutricionais 

(NAs) precoces (G1) ou tardios (G2) no curso do tratamento para leishmaniose canina naturalmente adquirida 

(LCan) com medicamentos anti-Leishmania (ALDs) metronidazol e cetoconazol, seguidos pelo alopurinol. Cães 

com LCan do grupo G1, cujo tratamento inicial foi NAs (PUFA ômega-3 e vitaminas B), apresentaram menores 

valores de imunoglobulinas específicas (A) e globulinas totais (B), proteínas séricas totais (C), e retornaram a 

normalidade da relação A/G (D) em T1 quando comparado com G2. Dados em medianas e percentis. *p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Tabela suplementar 1. Composição e quantidade de cada substância que compunha os adjuvantes nutricionais 

(nutracêuticos ômega 3 e vitaminas do complexo B) consumidos juntamente aos fármacos anti-Leishmania, 

metronidazol e cetoconazol, e o alopurinol, pelos cães tratados com LCan e monitorados durante 12 meses. 

COMPOSIÇÃO PUFA Ômega 3 Complexo B 

EPA (mg/cápsula) 360  

DHA (mg/cápsula) 240  

Cianocobalamina (VitB12) (µg/mL)   1,5 

Pantotenato de cálcio (mg/mL)  3 

Riboflavina (VitB2) (mg/mL)  2 

Tiamina (VitB1) (mg/mL)  5 

Cloridrato de piridoxina (VitB6) 

(mg/mL)  2 

Nicotinamida (VitB3) (mg/mL)  20 

Legenda: PUFA: ácidos graxos poli-insaturados; EPA: ácido 

eicosapentaenoico; DHA: ácido docosahexaenoico. 
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Tabela Suplementar 2. Valores dos parâmetros hematológicos, bioquímicos, de estresse oxidativo e de carga parasitária dos cães portadores de leishmaniose canina 

naturalmente adquirida submetidos ao tratamento com os fármacos metronidazol, cetoconazol e alopurinol e adjuvantes nutricionais PUFA ômega 3 e vitaminas do complexo B. 

Dados em mediana. Dados significativos quando p<0,05. G1: cães consumidores dos adjuvantes nutricionais prévios; G2: cães que utilizaram somente os fármacos previamente. 

 

Hematologia T0 G1 T0 G2 

p 

T0 G1 vs 

T0 G2 

 

T1 G1 T1 G2 

p 

(T1 G1 vs 

T1 G2 

T6 G1 T6 G2 

p 

T6 G1 

vs T6 

G2 

T12 G1 T12 G2 

p 

T12 G1 

vs T12 

G2 

p 

(Different 

times in the 

same group) 

RV 

Eritrócitos (×106/μL) 
 

6.4 
(5.6-7.7) 

 

5.6 
(4.4- 6.7) 

0.0753 
6.4 

(5.3-6.9) 
5.6 

(4.7-6.8) 
0.2247 

6.4 

(5.3-7.3) 

6.4 

(5.4-6.8) 
0.4100 

6.7 

(5-7.1) 

6.3 

(4.6-7.4) 
0.4904 NS* 

5.5-8.5 

Hemoglobina (g/dL) 
 

14.1 
(11-15.3) 

 

11.9 
(8.7-14) 

0.1978 
13.7 

(11.2-15) 

12.5 

(8.8-14) 
0.2257 

13.3 

(11.4-16) 

13.8 

(11.8-16) 
0.4017 

13.1 

(10.2-15) 

14.0 

(9.7-16) 
0.4043 NS 

12-18 

Hematocrito (%) 
 

43.0 

(34-47) 

 

33.0 

(27-45) 
0.1248 

43.0 

(34.7-46) 

37.5 

(28-44) 
0.1244 

41.7 

(34-48) 

42.6 

(36-47) 
0.4373 

40 

(32-46) 

45.2 

(29-50) 
0.3029 NS 

37-55 

Plaquetas (×103/mm3) 
 

256.5 
(213-432) 

 

210.0 
(169-291) 

0.1096 
285.0 

(227-434) 
217.0 

(191-275) 
0.0589 

230.5 
(183-398) 

217.7 
(171-284) 

0.3410 
262.0 

(227-376) 
219.0 

(184-234) 
0.0453 NS 

166 - 575 

Leucócitos (×103/mm3) 
 

10.0 

(7-22) 

 

7.3 

(6.5-9.3) 
0.0599 

13.8 

(6.9-22) 

8.6 

(6-11.8) 
0.1064 

13.4 

(8.3-22) 

8.9 

(6.6-10) 
0.1023 

11.4 

(8-13) 

7.8 

(6-11.6) 
0.1598 NS 

6-17 

Neutrófilos (×103/mm3) 
 

9.5 

(6.2-16) 

 

5 

(3.6-6.3) 
0.0122 

8.1 

(4.6-20) 

5.0 

(4.1-9.6) 
0.1064 

10.1 

(6.1-18) 

5.7 

(4.2-7) 
0.0334 

7.3 

(5.4-9.2) 

5.2 

(3.6-7.7) 
0.1106 NS 

3-11.8 

Linfócitos (×103/mm3) 
 

2.6 

(1-4.4) 

 

1.5 

(0.6-2.3) 
0.1064 

1.8 

(0.5-3.8) 

1.8 

(0.4-2.4) 
0.2766 

1.6 

(0.9-2) 

1.7 

(1.4-2.5) 
0.2398 

2.1 

(1.4-2.4) 

1.8 

(0,3-2) 
0.1106 NS 

1-4.8 

Monócitos (/mm3) 
 

592 
(463-840) 

 

339 
(212-625) 

0.0334 870 
(282-1,368) 

436 
(173-731) 

0.0623 447 
(321-1,137) 

363 
(145-614) 

0.1454 
684 

(283-901) 
240 

(109-450) 
0.0902 NS 

150-1350 

Reticulocytes (/mm3) 58480 
(38355- 
80543) 

43355 
(18008- 
49710) 

0.0512 
75020 
(58465- 
230760) 

73800 
(53840- 
138620) 

0.3986 
52475 
(24405- 
94560) 

39920 
(24450- 
58960) 

0.1751 
42780 
(28730- 
89500) 

28120 
(17490- 
38100) 

0.0696 
T0 vs T1 G2 

(0.0022);  

>60000 
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T1 vs T6 G2 

(0.0021) 

Bioquímica 
T0 G1 T0 G2 

p 

T0 G1 vs 

T0 G2 

T1 G1 T1 G2 

p 

T1 G1 vs 

T1 G2 

T6 G1 T6 G2 

p 

T6 G1 

vs T6 

G2 

T12 G1 T12 G2 

p 

T12 G1 

vs T12 

G2 

p 

(Different 

times in the 

same group) 

RV 

Proteínas totais (g/dL) 
7.6 

(6.6-7.6) 

 

8.9 
(7.5-11.4) 

0.1616 
7.8 

(7-9) 
9.2 

(8.1-10) 
0.0310 

7.7 
(6.7-9) 

8.2 
(7.2-9.4) 

0.2004 
7.5 

(6.5-9.1) 
8.2 

(7.3-10.3) 
0.2461 NS 

5.4-7.1 

Albumina (g/dL) 
2.9 

(2.2-3) 

 

2.3 

(1.8-3) 
0.1966 

3.0 

(2.3-3.1) 

2.1 

(1.8-3) 
0.0622 

2.6 
(2.2-2.9) 

2.9 

(2.6-3.2) 
0.0436 

3.0 
(2.3-3.4) 

3.0 
(2.6-3.3) 

0.4464 

T1 vs T6 G2 

(0.023);  

T1 vs T12 G2 

(0.0403);  

T0 vs T6 G2 

(0.016); 

T0 vs T12 

(0.0434) 

2.6-3.3 

Globulinas (g/dL) 
5.4 

(3.6-7.3) 

 

6.4 

(4.9-9.1) 
0.2185 

5.05 

(3.9-5.9) 
6.8 

(6.3-8.4) 
0.0247 

4.7 
(3.9-6.7) 

5.5 
(4.1-6.8) 

0.3175 
4.6 

(3.5-6.4) 
5.0 

(4.1-8.4) 
0.2477 NS 

2.7-4.4 

Razão A/G 0.48 
(0.34-0.75) 

 

0.36 
(0.21-0.6) 

0.2185 0.62 
(0.41-0.78) 

0.30 0.0334 
0.63 

(0.35-0.70) 
0.5 

(0.41-0.73) 
0.5000 0.74 

(0.42-0.86) 
0.57 

(0.28-0.8) 
0.3306 

T1 vs T6 G2 

(0.0121) 

0.5-1.7 

Proteina C reativa (mg/L) 0.1 
(0.1-0.4) 

 

0.3 
(0.1-0.5) 

0.0219 
0.1 

(0.06-0.1) 
0.3 

(0.2-1.2) 
0.0076 

0.2 
(0.04-0.3) 

0.19 
(0.06-0.2) 

0.2988 
0.2 

(0.1-0.3) 

0.2 

(0.1-0.3) 
0.3810 

T0 vs T6 G2 

(0.0043) 
0-1† 

Fósforo (mg/dL) 3.7 

(2.1-4.2) 

4.6 

(3.6-4.9) 
0.0623 

3.7 

(3.1-4.7) 

3.9 

(3.1-4.7) 
0.4458 

3.0 

(1.6-4.5) 

2.8 

(2.3-3.5) 
0.3668 

2.5 

(2.1-3.8) 

2.9 

(2.4-3.5) 
0.2548 

T0 vs T6 G2 

(0.0053); 

 T1 vs T12 G2 

(0.0078) 

2.5-6.8 

Creatinina (mg/dL) 
0.9 

(0.8-1.2) 

 

1.0 

(0.8-1.4) 
0.3997 

1.2 

(0.8-1.6) 
1.1 

(0.9-1.2) 
0.2661 

1.1 
(0.7-1.4) 

1.0 

(0.8-1.4) 
0.4907 

0.9 

(0.7-1.8) 

1.0 

(0.8-1.3) 
0.4400 NS 

0.5-1.5 

Ureia (mg/dL) 
35 

(26-44) 

 

30 

(22-50) 
0.4364 

30 

(23-40) 

31 

(22-37) 
0.4458 

30 

(24-39) 

29 

(26-34) 
0.4366 

33 

(16-57) 

29 

(23-36) 
0.3608 NS 

15-40 

Ácido úrico (mg/dL) 4.0 

(1.1-7.5) 

2.4 

(1.6-2.9) 
0.2533 

1.7 

(1.4-3.5) 
3.3 

(1.2-4) 
0.2839 

1.05 

(0.7-1.3) 

0.9 

(0.8-1.3) 
0.4357 

0.8 

(0.8-1.1) 

1.3 

(0.9-1.7) 
0.0339 

T0 vs T6 G1 

(0.0195); 

T1 vs T6G2 

(<0.0001) 

0-2 

TBARS (nmol/mL) 6.4 

(5-9.6) 

6.2 

(5-7.6) 
0.2406 

6.7 

(6-7.5) 

3.7 

(2.5-5.2) 
0.0014 

3.9 

(3-4.4) 
4.2 

(3.2-4.7) 
0.2686 

1.5 

(1.3-4.3) 

3.3 

(1.3-4) 
0.4430 

T0 vs T6 G1 

(0.0011); 

T0 vs T1 G2 

(0.0052) 

2.34-

3.56‡ 

Bioquímica 
T0 G1 T0 G2 

p 

T0 G1 vs 

T0 G2 

T1 G1 T1 G2 

p 

T1 G1 vs 

T1 G2 

T6 G1 T6 G2 p T12 G1 T12 G2 p p RV 
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T6 G1 

vs T6 

G2 

T12 G1 

vs T12 

G2 

(Different 

times in the 

same group) 

DNPH (nmol/mL) 18.1 

(13-25) 

18.7 

(11-24) 
0.4100 

11.0 

(10-13) 

9.0 

(8-13) 
0.1248 

9.8 
(2-24) 

15.5 
(10-20) 

0.3841 
8.3 

(2-16) 

5.4 

(2-8) 
0.4135 

T0 vs T1 G1 

(0.0076); 

T0 vs T1 G2 

(0.0028) 

10.5 (9.1-

14.6)Ω  

Glutathione (μg/mL) 1.3 

(0.7-2.1) 

0.68 

(0.3-1.1) 
0.0334 

1.0 

(0.7-1.8) 

1.7 

(0.5-2.9) 
0.2698 

3.6 
(2.4-4.5) 

2.6 
(0.8-4.5) 

0.2766 
1.2 

(0.3-82) 
1.16 

(0.09-1.3) 
0.2910 

T1 vs T6 G1 

(0.0043); T0 vs 

T1 G2 (0.0161) 

1.71-2.43 

Magnesium (mg/dL) 1.96 
(1.5-2.3) 

1.5 
(1.5-1.6) 

0.0202 
2.0 

(1.7-2.3) 
1.8 

(1.7-1.8) 
0.0593 

1.9 
(1.6-2.2) 

1.7 
(1.6-2) 

0.3168 
2.2 

(2.1-2.4) 
1.7 

(1.7-2) 
0.0005 

T0 vs T1 G2 

(0.0026) T0 vs T6 

G2 (0.0003) 

1.8-2.4 

Calcium (mg/dL) 15.8 
(15.4-16) 

16.0 

(15-17) 
0.3751 

15.0 

(14-15) 

15.2 

(14-15.7) 
0.3410 

14.3 

(12-16) 

15.9 

(14-16) 
0.0973 

14.6 

(12-15) 

15.0 

(14-15.9) 
0.1667 

T0 vs T1 G2 

(0.0166); T0 vs 

T12 G2 (0.0211) 

3-19.3§ 

HDL (mg/dL) 49.5 

(36-73) 

49.4 

(28-65) 
0.2766 

76.8 

(55-106) 

47.5 

(27-79) 
0.0415 

102.2 

(63-152) 

108.7 

(74-152) 
0.4818 

149.7 

(98-165) 

131.7 

(81-154) 

0.2917 
T0 vs T6 G2 

(0.0001); 

T0 vs T6 G1 

(0.0130) 

33-120 

LDL (mg/dL) 
63.6 

(53-93) 

 

71.7 

(46-109) 
0.5000 

107.7 

(78-149) 

75.0 

(39-94) 
0.0401 

60.7 

(38-135) 

74.8 

(40-103) 
0.5000 

100.6 

(78-159) 

64.9 

(50-89) 

0.0137 
NS 

43-179.7 

Triglycerides (mg/dL) 
55 

(50-70) 

 

63.9 

(52-78) 
0.2185 

68.2 

(60-85) 

83 

(60-97) 
0.3082 

64 

(57-128) 

77.8 

(58-82) 
0.4458 

65.4 

(58-112) 

90 

(58-100) 

0.5000 
NS 

20-112 

ALT (UI/L) 
49 

(30-56) 

 

46 

(35-53) 
0.3833 

66 

(26-81) 

46 

(33-55) 
0.2394 

58 

(28-149) 

50 

(36-60) 
0.4454 

62 

(28-115) 

36 

(26-47) 

0.1648 T6 vs T12 G2 

(0.0495) 

21-102 

FA (UI/L) 80 

(48-190) 

85.5 

(56-132) 
0.5000 

48 

(34-152) 

64 

(47-99) 
0.1668 

71 

(45-753) 

46.5 

(34-89) 
0.1110 

76 

(51-228) 

100 

(72-159) 

0.2917 
T0 vs T6 G2 

(0.0330) 

T6 vs T12 G2 

(0.0134) 

20-156 

GGT (U/L) 
4.9 

(1.1-5.5) 

 

6.6 

(4.6-7.6) 
0.0253 

5.5 

(5.1-8.2) 

5.5 

(4.4-7.4) 
0.4354 

8.25 
(5.5-12.4) 

5.5 

(3.3-7.7) 
0.0292 

3.3 

(1.6-5.5) 

4.4 

(2.2-8.8) 

0.1777 T6 vs T12 G1 

(0.0087) 

1.2-6.4 

Glucose (mg/dL) 
84.65 

(70-106) 

 

89.4 

(78-103) 
0.3082 

86.2 

(54-105) 

90.1 

(83-96) 
0.4458 

77.9 

(62-85) 

91.4 

(81-98) 
0.0264 

84.4 

(77-95) 

82.3 

(75-99) 

0.4565 
NS 

65-118 

Lactate (mg/dL) 
17.2 

(14-21) 

 

15.6 

(12-19) 
0.0899 

17.7 

(12-21) 

13.8 

(11-17) 
0.1942 

19.2 

(12-27) 

14.2 

(13-17) 
0.0753 

15.7 

(15-18) 

15.5 

13-19) 

0.4025 
NS 

5-25 

B2-microglobulin (mg/L) 
0.25 

(0.1-0.5) 

 

0.2 

(0.2-0.3) 
0.2748 

0.20 

(0.1-0.2) 

0.2 

(0.1-0.3) 
0.1488 

0.2 

(0.1-0.3) 

0.2 

(0.1-0.2) 
0.2488 

0.3 

(0.2-0.3) 

0.2 

(0.2-0.3) 

0.1170 
NS 

0.2 (0.1-

0.2)Ω 
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Biochemistry 
T0 G1 T0 G2 

p 

T0 G1 vs 

T0 G2 

T1 G1 T1 G2 

p 

T1 G1 vs 

T1 G2 

T6 G1 T6 G2 

p 

T6 G1 

vs T6 

G2 

T12 G1 T12 G2 

p 

T12 G1 

vs T12 

G2 

p 

(Different 

times in the 

same group) 

RV 

UPC ratio 0.2 
(0.08-0.5) 

0.5 

(0.1-0.7) 
0.1812 

0.1 
(0.05-0.1) 

0.1 

(0.1-0.6) 
0.1327 

0.1 
(0.08-0.9) 

0.1 
(0.05-0.3) 

0.1582 
0.12 

(0.05-0.5) 
0.3 

(0.1-0.6) 

0.2028 T0 vs T6 G2 

(0.0114) 

0.5¶ 

Sorologia T0 G1 T0 G2 
p 

T0 G1 vs 

T0 G2 
T1 G1 T1 G2 

p 

T1 G1 vs 

T1 G2 
T6 G1 T6 G2 

p 

T6 G1 

vs T6 

G2 

T12 G1 T12 G2 

p 

T12 G1 

vs T12 

G2 

p 

(Different 

times in the 

same group) 

RV 

ELISA (OD) – Anticorpo 

IgG anti-Leishmania 

 

0.4988 
(0.052-

1.472) 

1.761 
(0.484- 

2.136) 
0.0899 

0.2955 
(0.0335-

0.9671) 

1.412 
(0.5553-1.942) 

0.0160 
0.1980 

(0.0307-1.323) 

1.056 
(0.2573-

1.542) 
0.1064 

0.04550 
(0.03875-

0.6695) 

0.7165 
(0.1270-

1.732) 
0.0343 NS > 0.17 

Carga Parasitária T0 G1 T0 G2 
p 

T0 G1 vs 

T0 G2 
T1 G1 T1 G2 

p 

T1 G1 vs 

T1 G2 
T6 G1 T6 G2 

p 

T6 G1 

vs T6 

G2 

T12 G1 T12 G2 

p 

T12 G1 

vs T12 

G2 

p 

(Different 

times in the 

same group) 

RV 

Medula Óssea (n 

Leishmania/mL) 

7.38 
(1.3- 

125431) 

1,154 
(131- 

13451) 

0.0745 - - - 
138.8 

(0.8- 189533) 
2177 

(10- 23342) 
0.3409 

0.77 
(0.19- 

339884) 

605.1 
(2.1- 

169320) 
0.1328 NS - 

Clinical staging T0 G1 T0 G2 
p 

T0 G1 vs 

T0 G2 
T1 G1 T1 G2 

p 

T1 G1 vs 

T1 G2 
T6 G1 T6 G2 

p 

T6 G1 

vs T6 

G2 

T12 G1 T12 G2 

p 

T12 G1 

vs T12 

G2 

p 

(Different 

times in the 

same group) 

RV 

Estadio Clínico 
1.5 

(1-2) 

2 

(2-2) 
0.0833 

1 

(1-2) 

2 

(2-2) 
0.0484 

2 

(1-2) 

2 

(1-2) 
0.5000 

1 

(1-2.5) 

2 

(1-2) 
0.3574 NS - 

Dados expressos como mediana com percentis (25 –75%). A significância foi atribuída em p < 0,05; valores estatisticamente significativos em negrito. *NS= não significativo. 

G1: cães que receberam adjuvantes nutricionais precocemente (30 dias antes do início das drogas anti-Leishmania); G2: cães que receberam adjuvantes nutricionais tardios (60 dias após o início 

das drogas anti-Leishmania); 

VR - Valor de referência para cães para hemograma e bioquímica sérica. Fonte: Kaneko et al. (2008); 

Valor de referência: †(Onishi et al., 2000); ‡(Macotpet et al., 2013); §(Groth et al., 2020); ¶UPC <0,5 Cães saudáveis; Limite 0,5-1,0; > 1,0 Proteinúria glomerular. Fonte: ÍRIS, (2016); Ω Valores 

obtidos dos cães saudáveis do estudo. 

T0: antes do tratamento; T1: tratamento final com medicamentos anti-Leishmania (G1 = dia 90, G2 = dia 60); T6: 180 dias, T12: 356 dias. relação A/G: relação albumina/globulina; TBARS: 

Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (peroxidação lipídica); DNPH: dinitrofenilhidrazina (peroxidação proteica); HDL: lipoproteína de alta densidade; LDL: lipoproteína de baixa 

densidade; ALT: alanina aminotransferase; AF: fosfatase alcalina; GGT: gama glutamil transferase; UPC: relação proteína-creatinina urinária. 

Valores numéricos em negrito apresentaram significância estatística (p<0,05). 
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Tabela Suplementar 3. Dados individuais de 18 cães do estudo que receberam adjuvantes nutricionais (NAs) precocemente (G1=6, do n.1 ao n.6) 

ou tardiamente (G2=12, do n.7 ao n.18) no curso de protocolos de tratamento para leishmaniose canina naturalmente adquirida (LCan) causada por 

Leishmania infantum incluindo medicamentos anti-Leishmania (ALDs) metronidazol e cetoconazol, seguidos do leishmaniostático alopurinol, e 

monitorados durante 12 meses. 

Dogs Time points 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

  G1 G2 

Estadiamento Clínico 

T0 1 2 2 1 2 1 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 

T1 2 1 1 2 1 1 1 3 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 

T6 2 2 2 2 1 1 1 2 2 1 2 2 2 1 2 1 2 2 

T12 - 3 1 1 2 1 2 2 3 1 2 2 2 1 2 1 1 - 

ELISA (OD) – Anticorpo 

IgG anti-Leishmania  

 

T0 0.936 12.665 2.087 0.042 0.0615 0.0565 0.649 2.61 21.425 0.023 0.429 21.195 0.3955 19.885 0.7045 16.645 1.858 21.415 

T1 0.5315 0.993 0.9585 0.0095 0.0415 0.0595 0.6535 27.505 1.221 0.1275 0.5225 1.603 0.123 1.949 0.9405 1.677 2.556 1.919 

T6 0.333 1.222 16.265 0.0135 0.0365 0.063 14.415 17.635 15.315 0.0095 0.2105 1.545 0.082 0.867 0.5525 0.3975 2.302 12.455 

T12  - 0.8115 0.5275 0.0415 0.0455 0.036 1.203 2.007 1.761 0.0865 0.127 1.732 0.0745 0.7165 0.319 0.282 1.098  - 

Carga parasitária † 

T0 13 487867 4619 0.8 1.5 1.5 1154 - 13451 21 9008 131 13 16983 139704 9486 434 320 

T1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  

T6 75930.1 530343 275.4 1.1 2.2 0 3042.5 2396.3 193559 0 679.3 158623.1 3.4 30.1 19419 0 24649.3 1957.5 

T12 - 679765 1.5 0.8 0.4 0 27427.1 169320 1680895.5 0 2.3 619.4 2.7 2.2 533625 0 605.1 - 

Eritrócito (x106/µL) 

T0 6.44 4.4 7.21 6.1 6.48 9.21 6 4.3 6.35 7.06 3.3 4.54 7.74 6.85 4.79 5.65 2.8 5.62 

T1 7.43 5.41 6.82 5.2 6 6.8 6.85 4.68 6.90 7.72 5.88 4.26 7.08 6.38 5.01 5.40 4.9 3.5 

T6 5.46 4.9 5.97 6.9 6.8 8.5 6.4 7.7 6.6 8.15 5.6 4.9 6.8 6.5 4.3 6.6 6.1 5.36 

T12 - 4.67 7.3 5.5 6.7 6.9 5.5 7.43 4.69 7.55 7.03 3.03 6.7 7.43 4.12 6.35 5.83 - 

Hemoglobina (g/dL) 

T0 13.7 8.6 14.6 11.8 14.6 17.4 11.8 8.7 12.8 16.5 5.7 8.7 18.2 15.1 10.1 13.2 6.6 12 

T1 16 11.1 14.6 11.3 13.2 14.3 13.4 9.1 14.3 18.4 6.6 8.8 17.1 13.6 11.2 12.1 11.7 8.5 

T6 12 9.7 12.6 14 16.2 16.5 13.5 16.3 13.9 19.4 12.8 10.9 15 15 9.1 16.6 13.7 11.5 

T12 - 8.5 14.6 12 16 13.1 11.2 16 9.7 17.5 14.6 6.9 14 16 8.6 16 12.8 - 

Hematocrito (%) 

T0 42 26 45 36.7 44 54.6 36.5 27.4 38.2 49.9 19.8 27.2 53.4 47.3 30 29.5 20.5 36 

T1 49 34 44 35 42 45 41.9 28.4 44.7 55.5 25.9 27.8 51.8 41.5 34 41 34 25 

T6 35 31.3 39 44.5 47.6 51 40 49 43.5 56 37 33.2 45 45 29.8 48.1 41.7 35.6 
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T12 - 26.5 44 37 48 40 36 50 28.8 51.6 45.2 21.7 46 50 27.7 48 39.1 - 

Plaquetas (x103/μL)  

T0 180 393 234 550 279 223.5 113 180 165 201.6 276 296 186 235 78 218 468 310 

T1 230 219 241 329 410 505 205 - 264 - 442 220 209 256 310 214 148 46.5 

T6 202 199 135 382 259 445 145 223 190 188 288 274 397 348 165 252 160 212.4 

T12 - 262 255 323 200 429 184 219 226 153 219 391 284 219 126 200 234 - 

Leucócitos (/μL) 

T0 16000 9200 8700 23200 21200 10900 10500 6400 7100 7300 8100 11100 6900 4300 4200 7300 8400 9.7 

T1 17300 7200 6100 36400 10300 17500 8100 5700 11900 13100 11500 7700 9200 5200 5400 11600 13500 6900 

T6 20200 8300 8300 17400 17300 9600 10200 7800 6500 9000 27200 12500 10400 7100 1700 6.300 88000 10400 

T12 - 9200 6600 13100 12700 11400 7500 3500 13200 78000 14200 11600 6000 6500 2300 8500 10900 - 

Linfócitos (/μL) 

T0 4480 1196 4176 464 4452 1199 3780 1152 1917 584 2106 1887 2415 172 42 1022 672 2522 

T1 4671 648 2745 364 3605 875 1782 456 1904 1310 2530 1925 2668 468 540 232 2160 3726 

T6 1818 996 1494 171 1730 2880 2448 1716 1560 1980 5168 1875 3744 1349 357 756 2640 1560 

T12 - 1656 2310 1310 2667 2166 3075 315 1980 1248 1982 928 1860 325 207 1955 2180 - 

Globulina (g/dL) 

T0 3.3 5.6 8 7.1 5.2 3.8 4.9 14.6 9.3 2.6 5.3 11.1 5.1 6.2 6.8 6.7 8.6 4.1 

T1 4.6 6.8 3.7 5.5 5.7 4 3.7 11 8.2 3 6.3 8.5 6.4 7.1 6.8 8.5 6.85 6.6 

T6 4.8 8.2 6.3 4.1 4.6 3.6 4.7 7 8.51 2.5 5.9 5.7 7.1 3.6 5.1 4 6.5 5.3 

T12 - 7.7 3.8 4.6 5.1 3.2 5 8.4 8.4 2 5.5 10.2 6.6 4.3 4.1 4 4.5 - 

Albumina (g/dL) 

T0 2.4 1.6 2.9 2.9 2.9 3.2 2.8 1.4 2.5 3.1 2.2 1.6 3.1 3.8 2.2 2.1 1.7 2.7 

T1 3.1 2.2 3 2.45 3.3 3.1 3.5 1.5 1.5 3.1 1.8 1.8 3 3.5 2.2 2.2 2.15 1.8 

T6 2.9 1.8 2.5 2.8 3.1 2.8 3.27 2.4 3.29 3.3 2.6 3.2 2.9 3.2 2.7 3 2.9 2.5 

T12 - 1.7 3 2.9 3.8 3 3.2 2.4 1.9 3.3 3 2.6 3 3 3.3 3.3 2.6 - 

Razão A/G 

T0 0.7 0.3 0.4 0.4 0.6 0.8 0.6 0.1 0.3 1.2 0.4 0.1 0.6 0.6 0.3 0.3 0.2 0.7 

T1 0.7 0.3 0.8 0.4 0.6 0.8 0.9 0.1 0.2 1 0.3 0.2 0.5 0.5 0.3 0.3 0.3 0.3 

T6 0.6 0.2 0.4 0.7 0.7 0.8 0.7 0.3 0.4 1.3 0.4 0.6 0.4 0.9 0.5 0.8 0.4 0.5 

T12 - 0.2 0.8 0.6 0.7 0.9 0.6 0.3 0.2 1.6 0.5 0.3 0.5 0.7 0.8 0.8 0.6 - 

Proteínas Totais (g/dL) 

T0 5.7 7.2 11 10 8.1 7 7.7 16 11.8 5.7 7.5 12.7 8.2 10 9 8.8 10.3 6.8 

T1 7.7 9 6.7 8 9 7.1 7.2 12.5 9.7 6.1 8.1 10.3 9.4 10.6 9 10.7 9 8.4 

T6 7.7 10 8.8 6.9 7.7 6.4 8 9.4 11.8 5.8 8.5 8.9 10 6.8 7.8 7 9.4 7.8 

T12 - 9.4 6.8 7.5 8.9 6.2 8.2 10.8 10.3 5.3 8.5 12.8 9.6 7.3 7.4 7.3 7.1 - 

GGT (U/L) T0 5.5 4.4 1.1 5.5 1.2 5.5 6.6 7.4 7.7 7.3 5.5 5.5 6.6 8.8 4.4 7.7 3.3 1.2 
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T1 5.5 4.4 5.5 13.3 6.6 5.4 5.5 7.7 4.4 8.8 13.3 4.4 4.4 4.4 6.6 6.7 5.55 2.2 

T6 12.2 8.8 7.7 5.5 5.5 13.3 3.4 3.3 4.4 7.7 9.9 5.5 - 8.8 6.6 3.3 3.3 5.5 

T12 - 3.3 1.1 6.6 4.4 2.2 5.5 2.2 4.4 7.7 8.8 4.4 1.1 9.9 12.2 2.2 2.2 - 

ALT (UI/L) 

T0 33 47.1 24.9 62 51 55 71 54 33 103 41 30 47 42 46 22 50 49 

T1 26 26 81 78 54 83 52 36 78 55 27 55 39 33 26 52 78 40 

T6 188 21 31 136 65 52 57 47 226 36 35 94 62 53 41 36 54 36 

T12 - 31 151 62 80 26 21.1 31 78 26 36 47 47 41 141 26 27 - 

FA (U/L) 

T0 149 80 33.8 287 62 94 116 49 116 141 56 114 57 57 56 150 40 138 

T1 30 59 36 413 37 66 103 86 114 54 122 37 47 47 47 74 82 37 

T6 2450 51 28 188 67 75 41 66 128 25 46 32 75 42 15 94 47 129 

T12 - 94 47 362 56 76 125 37 216 86 190 72 71 103 159 100 74.2 - 

Creatinina (mg/dL) 

T0 1 0.9 1.1 0.8 0.9 1.7 1.4 0.8 1 1.1 1.4 0.7 1.4 0.8 0.8 1.8 1.6 1 

T1 1.4 1.1 1.6 0.6 1.8 0.9 1.2 1.3 0.9 1.1 1.5 0.7 1.3 1.1 0.7 1.2 1.2 0.9 

T6 1.2 1.3 1.9 0.5 0.8 1.1 1.5 1 1 0.7 1.5 0.7 1.4 1.1 0.9 1.2 1.6 0.8 

T12 - 1.5 2.1 0.6 0.9 0.9 1 1.3 1 1.3 1.3 0.8 0.9 0.7 0.7 1.1 1 - 

Ureia (mg/dL) 

T0 33.5 37.9 15.8 30.3 42.7 48 68.3 20.4 22.3 28 50 22.2 32.8 19.8 29 31 89 50 

T1 27.1 33.2 36 23 23.8 53 38 21 35.1 30 29 21.1 33 22.2 23.7 60 74 32 

T6 38.5 31.2 29 25 21 41 35 32 10.4 35 29 26.3 29 28 29.4 26 80 27 

T12 - 33 73 16 17 41 39 18 11 31 31 23 29 27 24 46 36 - 

HDL (mg/dL) 

T0 38.2 45.1 30.7 53.9 70.8 82.8 66 27.2 25.7 82.2 47.5 20.2 64.1 35.1 51.3 33.4 55.8 68.2 

T1 42.9 60 102.8 72.2 117.4 81.5 53.8 15.4 60.6 85 61.7 20.4 40.9 41.3 24.9 34.2 87.7 102.4 

T6 98.5 59.5 64.6 166.6 147.2 105.8 96 47.6 73.1 122.8 78.7 100 52.1 146.1 117.4 169.2 159.3 154.5 

T12 - 99.5 165.6 149.7 165.8 98.1 128.6 81.2 80.3 176.8 128.1 78.1 136.5 150.7 154.4 156.8 131.7 - 

Ácido úrico (mg/dL) 

T0 5.1 6.8 2.9 9.7 1.2 1 2.8 1.6 4.2 1.5 1.8 2.7 1.5 5.4 3 2.9 2.1 1.6 

T1 2.9 5.4 1.6 1.9 1.6 1.1 4 4.3 4.9 1.4 1.2 3.9 2.9 4 3.8 2.5 1.2 1.2 

T6 1.7 1.2 0.8 1.1 1 0.7 1.1 1.5 1.9 0.8 0.7 1 0.9 1.4 0.8 0.5 1.3 0.8 

T12 - 0.8 1.2 0.8 1 0.8 0.8 2.3 1.9 1.3 0.9 0.6 1.3 1.7 1.4 1.3 1.1 - 

Triglicerídeos (mg/dL) 

T0 53 64.3 56.5 86.2 41.6 53.5 70.4 28.3 75.7 54.4 79.1 51 68.7 57.6 107.7 130.1 50.6 59.1 

T1 65.7 67.4 88 83.7 69 41.4 85.2 146 59.5 89.2 63.1 53.2 99.5 82.8 100.1 61.4 83.3 53.8 

T6 110.9 60.7 52.5 178.3 67.3 59 81.7 79.5 87 76.1 61 57.5 57.6 100.8 71.9 80.3 82.4 52.7 
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T12 - 127.3 62.5 97.5 54 65.4 54.7 90 196.4 96.9 58.2 44.7 100.2 110.5 82.9 91.3 61.1 - 

Fósforo (mg/dL) 

T0 4.15 4.09 2.51 4.48 3.31 1.14 4.67 4.97 4.79 3.73 5.26 4.84 2.26 2.06 4.59 3.84 3.62 5.41 

T1 3.31 4.74 2.65 4.78 4.07 3.47 4.67 3.86 5.31 5.34 4.77 3.34 3.06 2.69 4.04 3.54 2.55 4.35 

T6 4.7 4.51 1.65 3.15 2.9 1.46 2.88 2.47 4.08 2.37 3.2 3.61 2.82 2.26 2.82 2.62 2.13 4.04 

T12 - 4.3 2.22 2.58 3.42 2.07 3.58 2.85 4.55 2.02 3.51 3.41 2.93 2.64 4.6 2.35 2.43 - 

Magnésio (mg/dL) 

T0 1.49 2 2.3 1.93 1.63 2.38 1.6 1.79 1.72 1.6 1.6 1.53 1.5 1.62 1.56 1.5 1.59 1.54 

T1 1.62 2.31 2.13 1.99 1.83 2.56 1.51 2.11 1.69 1.88 1.84 1.8 1.88 1.86 2.16 1.73 1.81 1.43 

T6 1.7 2.05 1.76 2.15 1.41 2.67 1.6 1.78 1.98 2.03 1.6 1.75 1.7 2.07 2.16 1.92 1.77 1.69 

T12 - 2.2 2.43 2.21 2.08 2.44 1.59 1.82 1.7 1.98 1.69 1.71 1.74 2.13 2.05 2.04 1.78 - 

Cálcio (mg/dL) 

T0 16.94 15.06 15.97 15.59 16.04 15.63 15.55 15.33 16.98 17.79 14.83 15.44 17.72 16.63 14.58 16.06 15.95 17.61 

T1 15.31 15.74 14.65 14.79 15.93 13.8 15.88 14.82 15.73 15.29 15.07 14.96 16.36 14.72 15.18 15.59 14.71 15.22 

T6 11.89 16.31 14.31 16.16 5.62 13.9 15.1 16.13 16.91 17.87 14.84 16.81 15.68 16.63 14.8 15.2 16.26 13.45 

T12 - 13.29 15.12 10.8 16.19 14.66 15.16 15.96 10.43 16.2 15.4 14.9 14.9 16.19 14.67 15.07 14.8 - 

Potássio (mmol/L)  

T0 15.4 13.05 15.04 12.09 12.81 15.27 13.65 15.95 14.96 11.49 13.57 14.69 11.47 14.08 15.77 12.57 13.92 15.89 

T1 15.77 13.88 14.34 13.22 15.47 13.83 14.2 15.16 15.89 15.43 15.29 16.35 13.69 13.07 12.22 15.63 12.83 14.72 

T6 12.3 14.41 12.38 14.17 17.95 13.19 12.86 14.39 13.4 11.46 13.59 14.71 13.25 14.91 14.21 13.76 13.3 14.46 

T12 - 15.91 10.27 14.2 15.7 12.24 14.7 14.41 13.25 13.1 14.2 16.06 14.7 9.91 14.67 14.58 15.33 - 

LDL (mg/dL) 

T0 56.1 87.3 71.2 50.5 110.3 54 77.1 23.7 45.7 94.1 53.3 23.3 100 48.7 118.6 66.4 126.4 112.8 

T1 87.1 136.6 187.3 96 119.3 53.3 74.7 30.2 95.6 99.8 67.5 12.9 67.5 92.3 75.4 88.6 14.3 120.5 

T6 40.5 164.4 38.9 126.4 80.9 36.5 72.9 101 129.2 39.1 37.3 7.7 113.4 104.9 83.8 76.7 64 42.7 

T12 - 97 100.6 167.5 150.5 59.2 61 13.6 88.9 64.9 70.2 40.4 83.2 98.3 51.2 50 90.8 - 

Proteína C Reativa (mg/dL) 

T0 0.38 0.54 0.13 0.04 0.16 0.13 2.41 0.56 0.16 0.7 0.19 0.59 0.29 0.17 0.6 0.22 0.2 0.32 

T1 0.11 0 0.09 0.15 0.14 0.14 0.05 0.71 0.29 0.41 1.67 0.36 0.55 0 3.78 0.24 0.36 1.44 

T6 0.21 0 0.34 0.06 0.5 0.19 0.14 0.14 0 0.04 0.29 0.28 0.01 0.19 0.19 0.22 0.2 0.21 

T12 - 0.24 0.51 0.17 0.21 0.16 0.34 0.54 0.32 0.07 0.26 0.31 0.28 0.16 0.24 0.17 0.15 - 

B2 Microglobulina (mg/L)  

T0 0.3 0.2 0.5 0.2 0.6 0.1 0.2 0.3 0.2 0.2 0.4 0.2 0.1 0.3 0.4 0.2 0.3 0.1 

T1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.4 0.2 0.3 0.2 0.3 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1 

T6 0.2 0.1 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0 0.1 0.2 0.2 0.1 0 0.2 0.2 0.2 0.3 0.1 

T12 - 0.4 0.3 0.1 0.3 0.3 0.2 0.1 0.1 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2 - 

TBARS (nmol/mL) T0 12.06 5.58 8.82 6.58 5.58 6.33 9.32 2.59 9.32 6.33 6.58 7.33 4.83 7.82 5.58 6.08 5.58 3.84 
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T1 7.58 7.58 6.08 6.58 6.83 6.58 3.59 2.34 3.84 14.8 5.08 5.58 5.33 3.09 4.34 3.09 2.09 2.34 

T6 3.59 4.34 3.84 4.09 4.83 2.84 4.34 4.59 5.58 3.09 4.34 3.84 4.83 5.83 4.09 2.84 2.84 4.09 

T12 - 4.34 4.34 1.59 1.35 1.35 4.09 2.84 3.59 1.35 3.34 3.34 4.34 4.83 2.09 1.35 0.6 - 

DNPH (nmol/mL)  

T0 20.68 25.82 25.55 15.64 12.23 13.27 12.36 15.82 23.77 8.68 21.68 35 12.91 24.73 11.41 28 23.64 11 

T1 9.64 15.36 10.14 11.77 10.27 12.68 8.73 16.23 10.82 9.05 11.5 14.41 8.91 17.05 7.68 8.41 8.95 7.59 

T6 26.18 24.09 17.41 2.23 2.14 2.18 20.59 25.36 13.09 11.45 19 17.95 20.55 11.91 18.09 9.91 2 2.23 

T12 - 2.23 1.95 17.73 8.32 15.68 5.41 2.5 2.27 2.09 2.55 3.73 6.59 8.5 8.73 14.18 11.91 - 

GSH (µg/mL) 

T0 0.76 2.57 1.86 0.67 2.07 0.83 0.64 1.51 0.39 0.37 0.72 0.03 0 1.32 0.85 1.17 0.47 0.95 

T1 1.11 1.75 0.87 2.12 0.43 0.98 0.8 0.41 2.06 0.18 2.79 3 1.49 0.4 4.09 1.08 2.79 5.86 

T6 2.9 4.25 5.34 3.66 3.64 1.19 3.05 7.26 0.45 0.58 2.91 2.34 4.48 4.63 1.63 11.33 2.44 0.36 

T12 - 77.14 1.18 0.62 0 87.57 53.81 0.1 0.09 1.36 1.2 4.04 1.23 0.89 0 0 1.16 - 

UPC 

T0 0.1 0.4 0.8 0.3 0.1 0.03 - 0.7 0.4 0.7 0.1 - 0.1 0.8 0.7 0.1 1.1 0.8 

T1 1.11 1.75 0.87 2.12 0.43 0.98 0.8 0.41 2.06 0.18 2.79 3 1.49 0.4 4.09 1.08 2.79 5.86 

T6 1 1.27 0.08 0.9 0.08 0.1 0.06 0.12 0.1 0.03 0.04 0.32 0.08 0.5 0.6 0.05 0.9 0.1 

T12 - 1 0.05 0.7 0.18 0.06 0.12 0.3 0.7 0.3 0.1 0.4 0.3 0.8 0.11 0.05 0.6 - 

†Carga parasitária de Leishmania infantum na medula óssea. Tempos T0 = antes do tratamento; T1 = após ALD (G1 = dia 90; G2 = dia 60); T6 = seis meses após T0; T12 = 12 meses após T0. Valores 

de referência: Eritrócitos (x106/μL): 5,5-8,5; Hemoglobina (g/dL): 12-18; Hematócrito (%): 37-55; Plaquetas (x103/mm3): 166-575; Leucócitos (x103/mm3): 6-17; Linfócitos (x103/mm3): 1-4,8; 

Albumina (g/dL): 2,6-3,3; Globulinas (g/dL): 2,7-4,4; Razão A/G: 0,5-1,7; Proteínas totais (g/dL): 5,4-7,1; gama glutamil transferase (GGT) (U/L): 1,2-6,4; alanina aminotransferase (ALT) (UI/L): 

21-102; FA (U/L): 20-156; Creatinina (mg/dL): 0,5-1,5; Ureia (mg/dL): 15-40; HDL (mg/dL): 33-120; Ácido úrico (mg/dL): 0-2; Triglicerídeos (mg/dL): 20-112; Fósforo (mg/dL): 2,5-6,8; Magnésio 

(mg/dL): 1,8-2,4; Cálcio (mg/dL): 3-19,3; Potássio (mmol/L): 4,37-5,35; LDL (mg/dL): 43-179,7; Proteína C reativa (RPC) (mg/dL): 0-1; Microglobulina B2 (mg/L); substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (nmol/mL): 2,34-3,56; DNPH-carbonilas (nmol/mL); Glutationa (µg/mL): 1,71-2,43; relação proteína na urina: creatinina (UPC): <0,5 (Kaneko. 2008; Onishi et al., 2000; 

Macotpet et al., 2013; Groth et al., 2020. IRIS). 
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4. Discussão  

A busca por novos protocolos terapêuticos é crucial para ampliar as opções de manejo 

da infecção zoonótica por L. infantum, uma vez que os cães são suscetíveis ao desenvolvimento 

de LCan grave. Como a infecção por protozoários do gênero Leishmania gera estresse oxidativo 

às células hospedeiras (Almeida et al., 2013), o restabelecimento do equilíbrio redox através da 

administração de adjuvantes nutricionais (NAs) poderia ser um objetivo terapêutico para 

gerenciamento da LCan. 

Os grupos diferiram no início dos NAs no protocolo terapêutico: os cães do G1 

começaram a recebê-los mais cedo, 30 dias antes dos medicamentos anti- Leishmania, enquanto 

os cães do G2 iniciaram os NAs mais tarde, 20 dias após o término do tratamento com ALDs. 

Ao final do estudo, ambos os grupos exibiram melhora semelhante nas cargas parasitárias e no 

estadiamento clínico, indicando sucesso terapêutico comparável. No entanto, os dados do grupo 

que utilizou NAs precocimente demonstraram melhora clínica e nos biomarcadores de 

inflamação antes do outro grupo.  

Notavelmente, cães que estavam recebendo apenas NAs no 30º dia de avaliação, 

portanto, antes mesmo de iniciar o tratamento com drogas anti-Leishmania, já apresentavam 

melhora clínica substancial em relação ao T0 (Fig. 2A-G). Atribuímos a falta de diferença 

estatística nos índices de melhoria entre os grupos à considerável dispersão dos valores dentro 

de cada grupo, o que refletiu um grau de heterogeneidade individual, e em relação ao baixo 

número de cães remanescentes nos grupos ao final do estudo. Em um relatório anterior, 

mostramos dois perfis distintos de cães ao final do acompanhamento de 12 meses, que 

classificamos como respondedores e não respondedores de acordo com a carga parasitária 

resultante de L. infantum, independente do tratamento recebido (Gonçalves et al., 2020). No 

presente relatório, nosso objetivo foi observar a extensão das diferenças ao longo do tempo de 

administração de NAs, e dentro de ambos os grupos do presente estudo houve respondedores e 

não respondedores, o que tornou os grupos comparáveis. 

 

A literatura é rica em estudos que mostram que fatores individuais, tanto genéticos como 

epigenéticos, estão intrinsecamente envolvidos na resposta ao tratamento da leishmaniose 

(Vanaerschot et al., 2014; Carnielli et al., 2018; Afrin et al., 2019). Observamos maior 

frequência de cães apresentando melhora clínica e parasitológica dentro do grupo que recebeu 

NAs precocemente. 
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A adição precoce de NAs no tratamento medicamentoso anti-Leishmania resultou em 

uma diminuição mais precoce da inflamação, expressa por níveis séricos mais baixos de 

globulinas totais, imunoglobulinas específicas anti-Leishmania e proteína C reativa. Os 

compostos PUFA ômega-3 podem inibir vários mecanismos inflamatórios, como quimiotaxia 

de leucócitos e produção de citocinas pró-inflamatórias (Calder, 2017). Estudos têm 

demonstrado os benefícios do uso oral de PUFA ômega-3 em patologias caninas, como 

osteoartrite (Barrouin-Melo et al., 2016), patologia renal (Brown et al., 1998), patologia 

cardíaca (Smith et al., 2007) e em distúrbios comportamentais (Rahimi Niyyat et al., 2018). 

Recentemente, alguns autores investigaram e descreveram os benefícios do uso de NAs na 

terapia com LCan (Lombardi et al., 2019; Mastellone et al., 2020). Possivelmente, o consumo 

de PUFA ômega-3 no G1 nesse intervalo resultou em maior oferta de ácidos graxos insaturados 

e, portanto, maior disponibilidade de substratos para peroxidação lipídica e, portanto, maior 

TBARS. 

Outros autores listaram a peroxidação lipídica entre os potenciais efeitos adversos da 

suplementação de cães com PUFA ômega-3 de óleo de peixe, enfatizando que EPA e DHA 

podem se depositar nas membranas celulares do corpo e sofrer peroxidação lipídica por radicais 

hidroxila (Burton e Jauniaux, 2011; Lenox e Bauer, 2013). Porém, no presente estudo, não 

podemos considerar a persistência de TBARS elevados observados no grupo que consumia 

PUFA ômega-3 (G1) como um efeito adverso deste, uma vez que os biomarcadores de 

inflamação e função renal acompanharam uma recuperação clínica substancial nesses cães. A 

cicatrização retardada do epitélio também foi listada entre os potenciais efeitos nocivos da 

suplementação de PUFA ômega-3 (Lenox e Bauer, 2013). Entretanto, enfatizamos que embora 

a maioria dos cães de ambos os grupos apresentasse abundância de lesões dermatológicas em 

T0, nenhuma deficiência de cicatrização foi observada especificamente para este sinal clínico 

de LCan em T1 ou outros tempos de monitoramento no presente estudo. De fato, a melhoria da 

pele esteve entre os primeiros sinais observados de recuperação da saúde em ambos os grupos 

e não foi diferente nos primeiros recebedores de PUFA ômega-3, mesmo na primeira avaliação 

pós-tratamento (T1), quando o outro grupo ainda não tinha recebido NAs. 

Além disso, administramos PUFA ômega-3 em concentrações por peso, equivalentes a 

1.000 mg/kg. Isto está abaixo do limite superior de administração segura para cães, determinado 

como 2.080 mg/kg de acordo com estudos de nutrição animal (Lenox e Bauer, 2013). Na 

medicina veterinária, vários suplementos nutricionais ainda são administrados empiricamente 

na clínica médica, sem dados científicos que sustentem as doses precisas recomendadas para 

cada patologia (Brown et al., 1998; Smith et al., 2007; Rahimi Niyyat et al., 1998; Smith et al., 
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2007; Rahimi Niyyat et al., 2018; Westgarth et al., 2018). 

 

A diminuição observada nos marcadores de oxidação lipídica em ambos os grupos ao 

final do estudo pode ser atribuída ao controle geral da inflamação resultante da administração 

de PUFA ômega-3, como visto no G1 em T1. Estudos anteriores mostraram que nutrientes 

antioxidantes têm um efeito protetor nas membranas celulares, resultando em menos morte 

celular tecidual e menos inflamação, atribuível aos processos homeostáticos que removem 

detritos em doenças inflamatórias (Suphioglu et al., 2010; Bauer, 2011). Assim, podemos 

levantar a hipótese de que, no presente estudo, tanto o uso de PUFA ômega-3 quanto o 

complexo de vitamina B podem ter ajudado a controlar a oxidação devido ao dano tecidual e, 

ao mesmo tempo, minimizar a inflamação, como visto em alguns parâmetros no G1 em T1 e 

em ambos os grupos em T1. T6 e T12. As vitaminas do complexo B são um grupo de oito 

vitaminas essenciais solúveis em água que funcionam como coenzimas em diversas reações 

enzimáticas essenciais à homeostase redox, como o ciclo do ácido cítrico, o ciclo redox da 

glutationa redutase ou a síntese da hemoglobina (Kennedy, 2016; Barrouin-Melo et al., 2018).  

 

O alopurinol tem sido descrito como um fármaco com atividade leishmaniostática 

(Ginel et al., 1998), mas também possui propriedades antioxidantes, removendo radicais 

hidroxila (Buonocore e Groenendaal, 2007). Na avaliação feita após o término do curso de 

ALDs metronidazol/cetoconazol, e durante os 20 dias iniciais da administração de alopurinol 

(T1), apenas os cães que receberam NAs precoces (G1) apresentaram níveis séricos reduzidos 

de marcadores de inflamação. No entanto, tanto o TBARS como o DNPH diminuíram ao longo 

do tempo até ao final do estudo (T6 e T12). Os efeitos antioxidantes do alopurinol podem ter 

contribuído, em algum grau, para a melhoria da inflamação e para os resultados do equilíbrio 

redox. Como inibidor da xantina oxidase (Klein et al., 1996), o alopurinol possui atividade 

antioxidante com efeitos clínicos benéficos, conforme demonstrado anteriormente (Rachmat et 

al., 2013). Outro efeito terapêutico positivo do alopurinol observado no presente estudo foi no 

nível sérico de ácido úrico. Os cães de ambos os grupos exibiram níveis elevados de 

concentração sérica de ácido úrico antes do tratamento e um declínio nestes valores para dentro 

do intervalo de referência 6 e 12 meses após o tratamento. Elevações nas concentrações séricas 

de ácido úrico podem ocorrer em cães devido à disfunção renal (Thrall et al., 2014). Ao inibir 

a xantina oxidase, uma enzima que cliva a purina em ácido úrico (Graham et al., 1996), os 

efeitos terapêuticos do alopurinol na LCan incluíram proteção renal como visto no presente 

estudo. Além disso, a hipomagnesemia e a hiperfosfatemia observadas antes do tratamento 
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tenderam a retornar aos valores de referência à medida que o tratamento progrediu, bem como 

a proteinúria, um importante marcador da gravidade da LCan (Solano-Gallego et al., 2011; 

Meléndez-Lazo et al., 2018). A microglobulina beta-2, um biomarcador proteico de lesão 

tubular renal em pacientes humanos com leishmaniose visceral (Vitale et al., 1994), não foi 

previamente estudada em soros de cães com LCan. 

 

Até onde sabemos, nenhum estudo sobre adjuvantes nutricionais no tratamento de cães 

com infecções crônicas naturais como a LCan relatou tal impacto nas lipoproteínas. Em 

humanos, foi relatado que o uso clínico de PUFA ômega-3 sob diferentes condições pode 

aumentar o HDL e o LDL no sangue, ao mesmo tempo que reduz os triglicerídeos (Harris, 

1996; Paranandi et al., 2014; Oscarsson e Hurt-Camejo, 2017; Ide et al., 2014; Oscarsson e 

HurtCamejo, 2017; Ide et al., 2014; Oscarsson e Hurt-Camejo, 2017; Ide et al., 2014; Oscarsson 

e Hurt-Camejo, 2017; Ide et al. al., 2018). No entanto, no contexto dos presentes resultados, 

devemos considerar que um HDL sérico mais elevado pode ter ajudado na redução de 

biomarcadores inflamatórios. Mecanismos pelos quais o HDL pode modular a inflamação 

foram propostos na literatura (Ben-Aicha et al., 2020). De acordo com a literatura, o aumento 

da GGT plasmática em cães está associado à colestase, particularmente concomitante com 

alterações em outros biomarcadores de disfunção hepática – ALP, ALT, ureia, albumina, 

colesterol ou triglicerídeos (Whitfield, 2001; Thrall et al., 2014). Assumimos esse aumento 

transitório de GGT como um mecanismo compensatório para o fornecimento precoce de PUFA 

ômega-3, elevando assim a disponibilidade de substratos lipídicos para oxidação, o que pode 

ter aumentado a demanda pela síntese de glutationa. Na verdade, a GGT atua como um 

catalisador para a transferência de grupos glutamil para manter os níveis intracelulares de 

glutationa (Whitfield, 2001). Nesse sentido, a GGT em altas concentrações é um marcador 

preditivo precoce de aterosclerose e doenças cardíacas em humanos (Mason et al., 2010; 

Bradley et al., 2014; Koenig e Seneff, 2015). No entanto, tais papéis metabólicos da GGT não 

são tão claros na espécie canina e devem ser mais estudados. 

 

O presente estudo teve pontos fortes e limitações. O número de amostras de cães que 

receberam acompanhamento até o final do estudo foi pequeno, provavelmente porque o estudo 

foi relativamente longo. O presente estudo teria se beneficiado de um número muito maior de 

casos. No entanto, nossos dados indicam que um desequilíbrio redox parece ser um aspecto 

relevante na fisiopatologia da LCan, uma vez que os efeitos positivos do protocolo de 

tratamento que incluiu NAs foram observados em múltiplos parâmetros clínicos relevantes. 
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Num estudo maior, valeria a pena esclarecer até que ponto os NAs ou o alopurinol ou a 

combinação destas substâncias e medicamentos podem impactar o equilíbrio redox e o controle 

da inflamação em pacientes caninos com LCan. 

 

 

 

5. Conclusões 

Nossos dados demonstram que o uso de adjuvantes nutricionais ajudou a regular a 

inflamação, conforme demonstrado pela diminuição das globulinas totais, das imunoglobulinas 

específicas anti-Leishmania e do aumento da relação albumina/globulina sérica em cães 

tratados para LCan. O tratamento com drogas anti-Leishmania associadas a PUFA ômega-3 e 

vitaminas B precocemente também melhorou alterações clínicas mediante normalização da 

função renal e peroxidação lipídica e proteica. Este estudo levantou múltiplas questões a serem 

exploradas em estudos com populações caninas maiores que buscam compreender melhor o 

impacto dos adjuvantes nutricionais na terapia com LCan, como os efeitos dos adjuvantes 

nutricionais sobre HDL, LDL, triglicerídeos, GGT e marcadores de estresse oxidativo.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O uso de adjuvantes nutricionais no tratamento da LCan contribuiu na melhora clínico-

laboratorial do paciente, sobretudo com o controle inflamatório, por consequente redução sérica 

de globulinas totais, proteínas totais e imunoglobulinas específicas anti-Leishmania em cães 

com leishmaniose naturalmente adquirida. O estresse oxidativo é evidente em animais doentes 

por LCan, porém com a terapêutica, incluindo utilização de fármacos anti-Leishmania e 

adjuvantes nutricionais, os níveis de peroxidação lipídica e proteica são reduzidos. Uma 

dicotomia foi vista no tratamento alternativo instituído nos cães, onde foram classificados como 

cães respondedores e não-respondedores da terapêutica baseados na redução da carga 

parasitária. E os eritrócitos e o fósforo sérico foram identificados como marcadores preditivos 

precoces da resposta terapêutica na LCan. Conjuntamente, os resultados apresentados neste 

estudo podem representar um novo modelo para fornecer assistência futura aos médicos 

veterinários na abordagem terapêutica, com uma definição mais precisa no manejo e 

prognóstico do paciente.  
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6. APÊNDICE 1 

Figuras suplementares do Capítulo I 

Figura 1. O sucesso da quimioterapia anti-Leishmania é independente da resposta Th17. 

O mRNA foi isolado a partir de biópsias do baço em T0, T6 e T12. A PCR quantitativa foi 

realizada para IL17A e IL22 (A). Parcelas individuais para expressão de mRNA de IL2, IFNG 

e TNFA em T0 e T6 (B). Gráficos individuais para expressão de mRNA de IL-10 em T0 e T6 

(C). Os dados são mostrados como média ± DP ou em formato de caixa e bigode, n = 5 a 10 

cães / grupo. * p <0,05.  
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Figura 2. Parâmetros hepáticos e renais no soro de cães que não respondem e que 

respondem. Os valores séricos de aspartato transaminase (A), alanina aminotransferase (B), 

gamaglutamiltranspeptidase (C) e albumina (D) e ureia (E) e creatinina (F) foram quantificados 

em T0, T1, T2, T3, T6 e T12. Os dados são mostrados como média ± DP ou em formato de 

caixa e bigode, n = 12-14 cães / grupo. * p <0,05; ** p <0,01. 
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APÊNDICE 2 

 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) aprovada n. 19/2011 
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APÊNDICE 3 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 
ESCOLA DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

HOSPITAL-ESCOLA DE MEDICINA VETERINÁRIA  
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

O presente termo tem o objetivo de informar ao (a) guardião (ã) do animal quanto aos principais 
aspectos relacionados ao atendimento clínico no projeto “Estudos e Intervenção Terapêutica da 
Leishmaniose Visceral Canina”, sob cujas regras o cão será avaliado e tratado, complementando as 
informações prestadas pelo (a) seu (sua) médico (a) veterinário (a) e pela equipe de pesquisadores e 
médicos veterinários pertencentes ao projeto, no Hospital-Escola de Medicina Veterinária da UFBA 
(Equipe Atendimento LVC-HOSPMEV-UFBA). 

Eu,__________________________________________________, nascido em ___/___/__ , 
portador do RG/CPF ____________________________, declaro que fui devidamente informado (a) 
sobre o protocolo aplicado pela Equipe Atendimento LVC – HOSPMEV - UFBA, sendo o meu cão de 
nome___________________________, sexo_____, raça_____________________, idade______, 
RG______________, submetido a triagem a partir da avaliação por meio de coleta de amostras de 
sangue, urina, aspirado esplênico, medula óssea e linfonodos pertencente ao projeto intitulado 
“Estudos e Intervenção Terapêutica da Leishmaniose Visceral Canina”. Parte das coletas dessas 
amostras serão mediante sedação, com o objetivo de tranquilizar o animal para a execução dos 
procedimentos. 

Declaro estar ciente de que tanto os procedimentos de colheita de amostras quanto os 
medicamentos podem implicar riscos à saúde do meu animal, sob a forma de reações adversas ou 
reações idiossincrásicas (reações adversas ainda não descritas no cão) aos fármacos utilizados em 
qualquer etapa do diagnóstico ou tratamento, ou ainda de possibilidades de acidentes devido ao uso 
de instrumentos perfurantes, associados ou não ao próprio estado de saúde do cão portador de 
infecção por Leishmania. Estou ciente de que embora todos os riscos sejam possíveis, os métodos 
previstos no protocolo são de extrema importância para o tratamento adequado do animal e para 
impedir a transmissão da infecção. Todos os procedimentos serão realizados por médicos veterinários 
treinados, o que minimiza a possibilidade de ocorrências adversas. 

Para participação deste cão no estudo, estou ciente de que é necessário seguir todas as 
prescrições realizadas pelos médicos veterinários e comunicar qualquer alteração manifestada pelo 
animal durante todo o período de tratamento. Caso na triagem seja confirmada a positividade de 
leishmaniose, o primeiro retorno será marcado em um período de 7 a 30 dias, no qual será iniciada a 
terapêutica anti-Leishmania. Depois disso, o animal retornará aos 30 dias, 40 dias, 60 dias, 90 dias, 180 
dias, 270 dias e 365 dias após o primeiro dia de tratamento. Esse cronograma de retornos deve ser 
respeitado até o final do estudo. Declaro estar ciente de que a cada retorno serão realizados novos 
exames de rotina clínico-laboratorial e de que arcarei com os custos dos exames, pois o objetivo é 
acompanhar a eficiência do tratamento. 

Confirmo que recebi explicações, li, compreendo e concordo com tudo que me foi esclarecido e 
que me foi concedida a oportunidade de anular, questionar, alterar qualquer espaço, parágrafo ou 
palavras com as quais não concordasse. Tive a oportunidade de fazer perguntas que me foram 
respondidas satisfatoriamente. Assim, tendo conhecimento, autorizo a realização do procedimento 
proposto em meu animal. 

 
 

Salvador, ________de___________________de_________ 
 
 

 



137 
 

PRODUÇÃO CIENTÍFICA RELACIONADA À TESE 

 
1) Co-autoria de artigo científico publicado na revista Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis (fator de impacto: 2.983). DOI: 10.1016/j.jpba.2020.113204 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



138 
 

2) Trabalho apresentado em forma de pôster no IV Congresso Internacional da Associação 

Portuguesa de Ciências Forenses (Porto-Portugal) em 2019  

Link para acesso aos anais: http://www.congress2019.apcforenses.org/wp-

content/uploads/2019/04/Flyer-Jornadas-2019.pdf 

 

(ISBN: 978-989-20-9295-9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



139 
 

3) Trabalho apresentado em forma de pôster no 54º Congresso da Sociedade Brasileira de 

Medicina Tropical (2018). Link para acesso aos anais: 

http://www.adaltech.com.br/anais/medtrop2018/arquivos/todos%20os%20trabalhos.pdf 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



140 
 

4) Trabalho apresentado em forma de pôster no 55º Congresso da Sociedade Brasileira de 

Medicina Tropical (2019) por orientandos de Iniciação Científica sob tutoria de Rafaela de 

Sousa Gonçalves PIBIC/UFBA: Mariana Mendes e Tiago Andrade. Link para acesso aos anais: 

https://www.medtrop-parasito2019.com.br/anais/divisao/aprovados 

 

ISBN: 978-55-81747-00-8 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



141 
 

5) Trabalho apresentado em forma de pôster no 55º Congresso da Sociedade Brasileira de 

Medicina Tropical (2019). Link para acesso aos anais: https://www.medtrop-

parasito2019.com.br/anais/divisao/aprovados 

 

 

ISBN: 978-55-81747-00-8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



142 
 

6) Trabalho apresentado em forma de pôster no 55º Congresso da Sociedade Brasileira de 

Medicina Tropical (2019). Link para acesso aos anais: https://www.medtrop-

parasito2019.com.br/anais/divisao/aprovados 

 

 

ISBN: 978-55-81747-00-8 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



143 
 

7) Trabalhos apresentados em forma oral no Congresso UFBA (2019). Link para acesso aos 

anais: https://proext.ufba.br/sites/proext.ufba.br/files/congresso-ufba-2019_caderno-

resumos.pdf 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 



144 
 

8) Trabalho apresentado em forma oral no Congresso UFBA (2019). Link para acesso aos 

anais: https://proext.ufba.br/sites/proext.ufba.br/files/congresso-ufba-2019_caderno-

resumos.pdf  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



145 
 

9) Trabalho apresentado em forma oral no Congresso UFBA (2018) por orientandos de 

Iniciação Científica sob tutoria de Rafaela de Sousa Gonçalves PIBIC/UFBA: Mariana 

Mendes, Tiago Andrade e Mayro Rafaga.  Link para acesso aos anais: 

http://www.congresso2018.ufba.br/wp-content/uploads/congresso-ufba-2018_caderno-

resumos1.pdf 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



146 
 

10) Trabalho apresentado em forma oral no Congresso UFBA (2018) por orientandos de 

Iniciação Científica sob tutoria de Rafaela de Sousa Gonçalves PIBIC/UFBA: Mariana 

Mendes, Tiago Andrade e Mayro Rafaga. Link para acesso aos anais: 

http://www.congresso2018.ufba.br/wp-content/uploads/congresso-ufba-2018_caderno-

resumos1.pdf 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



147 
 

11) Trabalho apresentado em forma oral no Congresso UFBA (2018) por orientandos de 

Iniciação Científica sob tutoria de Rafaela de Sousa Gonçalves PIBIC/UFBA: Mariana 

Mendes, Tiago Andrade e Mayro Rafaga. Link para acesso aos anais: 

http://www.congresso2018.ufba.br/wp-content/uploads/congresso-ufba-2018_caderno-

resumos1.pdf 

 

 

 

 


	8ae959d596ddc7f7288990953d4242c7d6c0c76be0bec8e8312fcb4c64cff7f7.pdf
	231e740e41f4ae8da7f10b262d5231b31eecdcbba0b6d324fa9549bb5e324f7b.pdf
	8ae959d596ddc7f7288990953d4242c7d6c0c76be0bec8e8312fcb4c64cff7f7.pdf

