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GONCALVES, R. S. Contribuicdo para o manejo terapéutico de intervencdo na
leishmaniose canina: definicdo de um modelo de resposta preditiva ao tratamento e efeito
clinico da suplementagcdo com adjuvantes nutricionais. 2020. 147p. Tese (Doutora em
Ciéncia Animal nos Trépicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade
Federal da Bahia, 2020.

RESUMO

A leishmaniose canina (LCan) é uma doenga zoonética causada, no Brasil, pelo
protozoéario intracelular Leishmania infantum. O cdo (Canis familiaris) é considerado o
principal reservatério doméstico do parasito, além de ser uma espécie susceptivel ao
desenvolvimento de formas graves e fatais da doenca. O curso da LCan é caracterizado por
alteracOes consideraveis no metabolismo imunolégico e oxidativo, e uma resposta benéfica ou
ndo ao tratamento dependera de fatores diversos como a sensibilidade do protozoario ao
farmaco antiparasitario aplicado ou a patogenicidade inerente a estirpe de L. infantum causadora
da doenca, assim como a qualidade da resposta do hospedeiro canino a infec¢do. Para contribuir
para o conhecimento de aspectos inerentes a resposta do hospedeiro canino, o presente estudo
prop6s: 1) identificar possiveis biomarcadores preditivos de uma resposta terapéutica eficaz em
cdes com LCan; e 2) avaliar se a associacdo de adjuvantes nutricionais com propriedades
antioxidantes a farmacos com acdo anti-Leishmania seria capaz de promover melhora de
parametros clinicos-laboratoriais e de interferir no perfil de alguns biomarcadores de estresse
oxidativo de cdes com LCan e assim no desfecho terapéutico. Caes com infeccdo confirmada
foram divididos em dois grupos: respondedores ao tratamento (que apresentaram reducdo da
carga parasitaria de L. infantum por gPCR; n=12) e ndo-respondedores (que ndo apresentaram
reducdo da carga parasitaria; n=14). Os cdes foram monitorados por meio de exame clinico,
hematoldgico e bioquimica sérica aos 30 dias, dois, trés, seis e doze meses pos-tratamento. Foi
desenvolvido um modelo matematico para estimar o sucesso do tratamento anti-Leishmania.
Os eritrocitos e o fosforo sérico foram identificados como marcadores preditivos precoces da
resposta terapéutica na LCan. Os dados obtidos nesse estudo indicam que cées que responderam
ao tratamento apresentaram um perfil laboratorial que diferiu precocemente dos cées que nédo
responderam. Para o segundo objetivo, os cdes com infeccdo confirmada em diferentes estadios
clinicos foram aleatoriamente agrupados, segundo o critério terapéutico, em outros dois grupos:
G1 (caes que utilizaram adjuvantes nutricionais antes e durante a terapia quimioterapica anti-
Leishmania; n=6) e G2 (cédes que utilizaram apenas farmacos anti-Leishmania prévios; n=12)

para avaliacdo comparativa. Os adjuvantes nutricionais incluiram nutracéuticos comerciais a



base de 6leo de peixe (rico em acidos graxos DHA e EPA — dmega 3) e vitaminas do complexo
B. Os dados mostraram que cées que receberam suplementos apresentaram indicadores de
controle da inflamacdo, com reducdo de globulinas totais, imunoglobulinas especificas anti-
Leishmania, reducdo das proteinas totais e da proteina C reativa, além de aumento de albumina
sérica. Os adjuvantes nutricionais influenciaram positivamente na resposta de cdes ao
tratamento para LCan; assim, nossos dados encorajam 0 Seu uso na rotina e o aprofundamento
de investigacOes sobre a utilizacdo de antioxidantes veiculados sob a forma de nutracéuticos e

vitaminas orais como uma estratégia co-terapéutica no tratamento da doenca.

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 gPCR; 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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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas zoonoticas vetoriais causadas por protozoarios do género
Leishmania (familia Trypanosomatidae) transmitidos por insetos flebotomineos. As principais
ocorréncias da enfermidade acontecem em paises menos desenvolvidos e em populacbes
desprovidas de atencdo estatal (WHO, 2019). Mais de 20 espécies de Leishmania séo
infecciosas para humanos, e causam formas clinicas de leishmaniose que tém sido classificadas
como distintas e associadas a espécie em questdo. A forma visceral é a forma mais grave da
doencga, que pode culminar com morte, se 0 paciente ndo for tratado — tendo como agente
etioldgico Leishmania infantum, nas Américas. A forma tegumentar € comumente obervada,
causada, no Brasil, por L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis, e pode caracterizar-se
por lesbes dermatologicas, ou desenvolver-se para uma forma mais grave, a mucocutanea,
considerada incapacitante e desfigurante (WHO, 2019). Diferentemente da espécie humana, a
classificacdo das leishmanioses na espécie canina ndo segue essa distincdo bem definida, sendo
designado na literatura recente como leishmaniose canina, naquelas afecc¢6es por L. infantum,
nas quais lesbes tegumentares e lesfes viscerais frequentemente desenvolvem-se de modo
simultaneo.

O cdo doméstico (Canis familiaris) € uma espécie susceptivel a infeccdo por L.
infantum, em geral desenvolvendo diversos sinais clinicos e anormalidades em exames de
patologia clinica, culminando em desfechos potencialmente fatais (SOLANO-GALLEGO et
al., 2011). Entretanto, estudos tém mostrado que alguns cdes, podem manter uma infecgéo
subclinica associada a um perfil imunoldgico caracterizado por citocinas que conferem
resisténcia ao desenvolvimento de altas cargas parasitarias e doenca (PINELLI et al., 1994;
MANNA et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Cées clinicamente doentes
apresentam maiores cargas parasitarias e tendem a ser mais infecciosos ao vetor flebotomineo
do que cdes com infeccdo subclinica em areas endémicas (TRAVI et al., 2001; MANNA et al.,
2006; ALVES et al., 2009; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016; NERY et al., 2017;
NOGUEIRA et al., 2019).

Ja se demonstrou que o tratamento de cdes com farmacos anti-Leishmania promove uma
reducdo da carga parasitaria, minimizando as chances de cées tratados serem infecciosos para
0s vetores em areas endémicas (RIBEIRO et al., 2008; DA SILVA et al., 2012; NOGUEIRA et
al., 2019). Um estudo do nosso grupo utilizando metronidazol e cetoconazol, farmacos anti-
Leishmania de segunda linha conforme a literatura (CIARAMELLA, 2003; NOLI; AUXILIA,
2005; PENNISI et al., 2005), mostrou que cdes tratados apresentaram reducdo das cargas

parasitarias, determinada por qPCR, aliada a reducdo na transmissdo de Leishmania a
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flebotomineos em exames xenodiagnosticos (NERY et al., 2017). As diretrizes e consensos
para a abordagem clinica da leishmaniose canina (LCan) publicados por pesquisadores
veterinarios de regiGes endémicas para L. infantum sugerem que o tratamento de cées sé seja
realizado naqueles que apresentam doenca clinica, e ndo naqueles com infeccdo subclinica
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013; MIRO et al., 2017). Caes com LCan
devem ser tratados por longos periodos e monitorados sistematicamente por medico veterinario,
pois mesmo com 0 uso de quimioterapicos leishmanicidas considerados de primeira escolha,
como os antimoniais, os cdes tratados podem apresentar recidivas (MANNA et al., 2015). A
qualidade da resposta ao tratamento mostra que 0s cdes mais susceptiveis tendem a néo
responder satisfatoriamente ao tratamento antiparasitario e a apresentar recidiva do quadro
clinico mais precocemente do que cées mais resistentes. Dessa forma, o monitoramento para a
manutencdo de um tratamento efetivo da LCan além de diminuir a frequéncia de doenca clinica,
promove maior sobrevida associada a qualidade de vida, e pode reduzir a disponibilidade de
hospedeiros com alta carga parasitaria aos vetores, o0 que contribui para o controle do aspecto
reservatorio do cdo na area endémica (MIRO et al., 2011).

Alguns biomarcadores de progndstico ja sdo conhecidos e mencionados na literatura
cientifica como linfopenia, hiperproteinemia, hipoalbuminemia associada a proteindria, o que
reflete em dano glomerular e pior prognostico (PALTRINIERI et al., 2016; MELENDEZ-
LAZO et al.,, 2018). A reducdo de marcadores como as globulinas, proteina C reativa,
haptoglobina e proteindria indica resposta clinica satisfatdria ao tratamento canino e podem ser
usados para monitoramento clinico (MAIA; CAMPINO, 2018; SASANELLI et al., 2007).

Nas Ultimas décadas, a concepcao de que alimentos e nutrientes ricos em elementos
essenciais as funcdes organicas podem ser usados de forma terapéutica vem crescendo
cientificamente, e deu origem ao termo Imunonutricdo (BARROUIN-MELO et al., 2016;
SILVESTRE; TORRADO, 2018). Imunonutricdo consiste no efeito benéfico do nutriente na
modulacédo da atividade do sistema imunoldgico do organismo (CALDER, 2003) e implica
campos de investigacdo cientifica como a nutracéutica e a dietética (CORZO et al., 2020).
Embora a nutracéutica ainda seja incipiente na clinica veterinaria de cdes, estudos vém sendo
publicados, e investigacdes envolvendo aspectos metabdlicos das doengas infecciosas e
inflamatdrias em caes tém crescido (HAGEN et al., 2019), sendo necessarias ferramentas para
avaliar a resposta canina nesse campo. A resposta imuno-inflamatoria do hospedeiro canino a
presenca de parasitos Leishmania produz estresse oxidativo nas células (ALMEIDA et al.,
2013; HEIDARPOUR et al., 2012). Quanto mais crbnica e mais caracterizada por patologias

teciduais € a resposta, maior é o desequilibrio nos sistemas antioxidantes/oxidantes, resultando
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na elevacdo da exposi¢do organica a radicais livres e sobrecarregando o sistema protetor
intrinseco (BARBOSA et al.,, 2010). A consequéncia metabdlica a ser devidamente
diagnosticada e caracterizada é uma reducgédo nos parametros antioxidantes e aumento nos niveis
de oxidantes totais. A elevacdo de elementos oxidantes é associada a dano ou morte celular com
perda da sua funcdo bioldgica e/ou desequilibrio homeostatico, envolvido na origem e
desenvolvimento de doencas (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Cées portadores de LCan,
mesmo aqueles que respondem bem a terapéutica instituida 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
imunolégico e minimizar o dano causado por compostos oxidantes gerados no combate
orquestrado pelas defesas do organismo ao protozoario, uma suplementacdo nutricional
antioxidante seria benéfica quando adicionada ao tratamento antiparasitario de cdes com LCan
naturalmente adquirida. Assim, investigamos se suplementacdo com lipideos émega 3 e
vitaminas do complexo B, associada ao tratamento quimioterapico com cetoconazol e
metronidazol, poderia se traduzir em modificacbes metabolicas que pudessem ser associadas a
melhora do quadro clinico e laboratorial desses cdes. Durante um ano, os cdes foram
monitorados a fim de avaliar os parametros hematoldgicos, bioquimicos, metabolémicos de
estresse oxidativo e carga parasitaria, objetivando detectar biomarcadores de resposta clinica,

estadiamento e prognostico ao tratamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos epidemioldgicos e zoonoéticos das leishmanioses humana e canina causadas

por Leishmania infantum

A leishmaniose visceral (LV) humana é uma doenca endémica, presente em 98 paises
distribuidos nos cinco continentes (WHO, 2019). Apesar da ocorréncia mundial, cerca de 94%
dos casos reportados se concentram em apenas sete paises: Brasil, Etidpia, India, Quénia,
Somalia, Suddo do Sul e Sudado (WHO, 2019). Bangladesh, pais localizado no sul asiatico, que
fazia parte da lista de paises com maiores nimeros de LV, fez progressos significativos para
eliminacdo da enfermidade e obteve sucesso na reducdo do numero de casos (FITZPATRICK
et al., 2017; WHO, 2019). Estima-se que 700.000 a 1 milhdo de novos casos de leishmaniose
humana ocorram no mundo, com cerca de 26.000 a 65.000 mortes a cada ano (WHO, 2019).

Na America 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 namero de casos (WHO, 2019).
Apesar dos numeros oficiais de casos registrados, os dados da incidéncia podem nao refletir a
realidade, devido a subnotificacdo aos 6rgdos competentes (MARCONDES e DAY, 2019).
Segundo dados do Sistema Nacional de Agravos e Notificacdo (SINAN), o Nordeste do Brasil
é uma das regides mais densamente acometidas pela LV, sendo endémica no estado da Bahia e
presente em 174 dos 417 municipios baianos (SINAN/DIVEP, 2018). Os municipios de Irecé,
seguido por Feira de Santana e Barreiras notificaram o maior nimero de casos na Bahia no ano
de 2017 (SINAN/ DIVEP, 2018).

A LV possui dois padrGes epidemioldgicos: (1) zoondtica, em que animais sao
envolvidos como hospedeiros reservatorios no ciclo de transmissdo; e (2) antroponotica,
guando o0 homem é a unica fonte de infeccédo para o vetor (DESJEUX, 2004). O primeiro ocorre
nas Américas e Europa, tendo como principal agente L. infantum e o cdo como principal
reservatorio nas areas urbanas. O segundo ocorre principalmente na india e é causado por L.
donovani (DESJEUX, 2004).

A expanséo da LV, sobretudo nas cidades, vem tomando notoriedade e se consolidando
nas areas urbanas (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). As alteragdes antropicas sobre o meio
ambiente, com destruigédo de ecossistemas e modificacdo de ambientes naturais; a globalizacao
e a urbanizacdo associada @ migracao de pessoas e seus animais de &reas endémicas para ndo
endémicas; pobreza e falta de saneamento; medidas efetivas de controle de vetores ineficazes;

e adaptacdo do vetor flebotomineo ao peridomicilio sdo alguns dos fatores associados a
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expansdo da doenca para areas antes ndo acometidas (MAIA-ELKHOURY et al., 2008;
MARCONDES; DAY, 2019; NORMAN et al., 2020).

No Brasil, os cées sdo considerados 0s principais reservatorios do protozoario em areas
urbanas (ASHFORD, 1996; WERNECK, 2014). Dessa forma, durante muito tempo, o
tratamento de cées foi proibido e a eliminagéo de cées soropositivos vinha sendo a principal
medida de controle governamental para reduzir os nimeros de casos humanos de LV (BRASIL,
1963). Entretanto, estudos em diversas regides do Brasil foram demonstrando que a eliminagédo
de cdes ndo promoveu o resultado esperado ao longo dos anos dessa pratica (PARANHOS-
SILVA et al., 1998; COSTA, 2011; DANTAS-TORRES et al., 2019). As normas brasileiras
limitaram-se a proibir a medicina veterinaria o uso de antimoniais e outros farmacos utilizados
em protocolos terapéuticos humanos, com a justificativa de evitar o desenvolvimento de cepas
resistentes em cées tratados (BRASIL, 2008). Mais recentemente, 0 Ministério da Agricultura,
Pecuéria 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 paises, incluindo o Brasil, vém mostrando que o
tratamento reduz a infecciosidade de cées aos flebotomineos e promove uma reducdo da carga
parasitaria no cdo tratado (RIBEIRO et al., 2008; DA SILVA et al., 2012; NERY et al., 2017;
NOGUEIRA et al., 2019). Assim, autores tém argumentado que o tratamento eficaz pode
tornar-se uma ferramenta para controlar a propagacao da infeccdo a outros animais e humanos
ndo-infectados, e portanto, auxiliar no controle epidemioldgico da infec¢do por L. infantum
(TRAVI et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2019).

2.1.1. Transmisséo e hospedeiros caninos

Os protozoarios digenéticos Leishmania necessitam de dois hospedeiros para
completarem seu ciclo de vida: o vetor flebotomineo, inseto que transmite as formas infectantes,
e o mamifero, que alberga formas amastigotas parasitarias intra e extracelulares. Nem todos 0s
flebotomineos envolvidos no ciclo de transmissdo estdo infectados e aptos a infectarem o
hospedeiro. Apenas 1% (podendo variar de 0,5-3%) dos flebotomineos albergam a forma
flagelada do parasito, e apesar de baixo, esse nimero ja é o suficiente para a manutencao da
infeccdo em areas endémicas (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). A transmissao via vetor tem
uma maior importancia epidemioldgica, porém outras formas de transmisséo séo relatadas, a
exemplo da transmissdo vertical (LATROFA et al., 2016), venérea e transmissdo sanguinea
(SOLANO-GALLEGO etal., 2011).
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A infeccdo por L. infantum em cées geralmente cursa com progresséo ativa da doenca
com a manifestacéo de sinais clinicos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Entretanto, os cées
podem ser classificados como resistentes, ou seja, estdo infectados, porém estdo clinicamente
saudaveis, devido eficiéncia de sua resposta imunoldgica ao parasito, ou classificados como
caes susceptiveis, com apresentacdo de doenca clinica, pois desenvolvem uma resposta
imunoldgica com intensa producéo citocinas que estimulam a producéo de anticorpos ineficazes
no controle do parasito (PINELLI et al., 1994; MANNA et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et
al., 2011).

2.2. A suspeita clinica e o diagndstico da leishmaniose canina por L. infantum
2.2.1 Apresentacao clinica segundo a fisiopatologia

A susceptibilidade ou resisténcia ao desenvolvimento de sinais clinicos na LCan esta
diretamente relacionada ao tipo de resposta imunolégica do hospedeiro infectado (PINELLI et
al., 1994; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Cées que respondem predominantemente com o
tipo celular TH2, com producéo elevada de IL-4 e 1L-13, citocinas que estimulam a resposta
humoral com intensa producdo de imunoglobulinas, tendem a apresentar alta carga parasitaria
e desenvolver a forma grave da doenca (BANETH et al., 2008; CARRILLO; MORENO, 2009).
Algumas alteracOes clinicas predominantes no curso da LCan estdo intimamente ligadas a
deposicdo de imunocomplexos, resultante da estimulacdo imunoldgica predominantemente
humoral (PARODY et al., 2019). Nos cdes com infeccdo ativa, essa deposicdo de
imunocomplexos na pele resulta em dermatites e vasculites; nos rins, glomerulonefrite; na Uvea
ocular, uveite; nas articulacbes, atrite (SOLANO-GALLEGO et al., 2009, 2011).
Diferentemente, nos cdes que respondem com predominancia de citocinas que induzem um
resposta do tipo celular, como a IL-12, ocorre ativacdo de células TCD4+ TH1 com producéo
de IFN-y e TNF-q, estimulando macrdfagos a destruirem os parasitos intracelulares (BANETH
etal., 2008; CARRILLO; MORENO, 2009). Dessa maneira, esses cédes apresentam baixa carga
parasitaria associada a um perfil de resisténcia ao desenvolvimento de doenga clinica (PINELLI
etal., 1994; MANNA et al., 2006).

Outros conjuntos celulares e citocinas tém sido estudados na leishmaniose, na busca de
compreender e ampliar o conhecimento sobre a imunopatogenia na infec¢éo por Leishmania no
cdo. Verificou-se, recentemente, que o aumento da expressao simultanea das citocinas IL-12 e
IL-15 retrata uma resposta celular eficiente, associadas ao aumento de citocinas IFN-y e TNF-
a ¢ a reducdo na expressao das moléculas proteicas PD-1 (programmed death-1) e seus ligantes

em células esplénicas de cdes com LCan (COSTA et al., 2020). No caso da infec¢éo por L.
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infantum, a intensa expressdo de PD-1 é deletéria, por suprimir a linfoproliferacdo e alterar a
producéo de citocinas estimuladoras de resposta Th1, contribuindo para o desenvolvimento de
doenga (COSTA et al.,, 2020). A celula TH17, frequentemente envolvida em doengas
autoimunes, € controversa na leishmaniose, uma vez que essas células e suas citocinas I1L-17
estdo associados a cicatriza¢do de lesdes ou a piora do quadro clinico a depender da espécie de
Leishmania envolvida (ROSSI; FASEL, 2018). Ja o tipo celular Treg, produtor de I1L-10, ja é
conhecidamente implicado a laténcia e resisténcia parasitarias (BANETH et al., 2008; ROSSI;
FASEL, 2018).

Além da deposicdo de imunocomplexos, outros mecanismos patogénicos associados a
infeccdo por L. infantum em um cdo susceptivel podem ser identificados, a exemplo da
inflamacdo granulomatosa, ocasionando dermatite nodular, e da producdo de autoanticorpos
gue culminam em trombocitopenia imunomediada (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).
Portanto, o tipo de resposta imunolégica desenvolvida individualmente pelo cdo resulta na
resolugdo do quadro clinico ou na permanéncia no estado de doenca clinica progressiva. Um
dos fatores que influenciam a suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo por L. infantum é a
genética, uma vez que ja se demonstrou que polimorfismos e mutacfes de genes resultam em
racas caninas mais susceptiveis ao desenvolvimento da doenca do que outras (KOUTINAS;
KOUTINAS, 2014).

A LCan cursa com quatro estadios clinicos propostos pelo grupo LeishVet (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). O primeiro estadio € identificado como leve, cujas manifestacdes
clinico-patologicas ndo sdo observadas ou geralmente sdo brandas. Normalmente, 0s
responsaveis ndo levam os seus cdes ao atendimento médico veterinario no estadio clinico
inicial, porque ndo percebem doenca no cdo. O estadio Il cursa com doenca moderada,
caracterizada por sinais clinicos visiveis como dermatoses variadas, onicogrifose,
linfadenomegalia, inapeténcia, emagrecimento, febre e epistaxe. O estadio Il é caracterizado
pelos sinais clinicos do estadio Il associados a anemia, elevacao de proteinas séricas e inicio de
comprometimento renal, com proteinuria e relacdo proteina-creatinina urinaria (UPC) superior
a 1. Ja o estadio IV, doenca grave, ¢ caracterizado por comprometimento renal avancado, com
azotemia e uremia. Os responsaveis levam os seus cées a clinica médica geralmente quando a
doenca cursa com estadio moderado e as principais queixas apontadas sdo problemas de pele,
emagrecimento e apatia. O estadiamento clinico na LCan é importante para a conducéo clinica

na escolha da melhor terapéutica a ser instituida, e para definicdo do progndéstico do paciente.
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2.2.2. Patologia clinica

Os achados clinico-patologicos mais frequentes na LCan sdo anemia ndo-regenerativa,
linfopenia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e proteindria (PALTRINIERI et al., 2016;
MELENDEZ-LAZO et al., 2018). A anemia na LCan pode ser resultante da perda, reducio da
producéo e/ou destruicdo de eritrocitos (HARVEY et al., 2012). Em doengas inflamatorias
cronicas, o sequestro de ferro resulta em baixos niveis de ferro na circulagdo; além disso, a
anemia decorre também da intensificacdo da producéo de citocinas e mediadores inflamatérios
que inibem a eritropoiese, e/ou de dano na membrana eritrocitaria causado por agentes
oxidantes gerados cronicamente e que contribuem para reduzir a vida util dos eritrocitos
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008; HARVEY et al., 2012; GOTO et al., 2017; DE PINHO
etal., 2019).

A linfopenia nos cdes com LCan pode ser secundaria a uma resposta ao estresse cronico
que se instala nos cdes doentes devido a inflamacio (MELENDEZ-LAZO et al., 2018) e/ou a
disturbios na mielopoiese desses caes (NICOLATO et al., 2013). Na resposta inflamatéria a
LCan, pode ocorrer um aumento na producao de linfdcitos resultante do recrutamento de células
frente a infeccdo, porém pode haver uma redistribuicdo aos 6rgdos alvo com consequente
reducdo na circulacdo sanguinea periférica (BOURDOISEAU et al., 1997). A linfopenia
inflamatéria, de uma maneira geral, parece ser induzida principalmente a acao de IFNa, que
pode estimular a apoptose linfocitaria e deplecéo linfoide (HARVEY et al., 2012). A linfopenia
também pode ocorrer quando a arquitetura dos linfonodos é desfeita, a exemplo do que ocorre
na inflamacdo granulomatosa generalizada, impedindo a recirculacdo normal dos linfocitos
(HARVEY et al., 2012).

A disproteinemia, definida como uma concentracdo anormal de proteinas séricas, € uma
das alteragdes mais frequentes na LCan (CIARAMELLA et al., 1997; PALTRINIERI et al.,
2016; MELENDEZ-LAZO et al., 2018), com consequente alteracdo na razio albumina e
globulina (A/G). A hiperproteinemia com hiperglobulinemia pode ser explicada por uma
proliferacdo de células B que produzem anticorpos policlonais (KOUTINAS e KOUTINAS,
2014). A hiperglobulinemia na LCan é resultante da perpetuagéo da inflamacéo, uma vez que
a resposta humoral é ineficaz contra a infeccdo, além de gerar autoanticorpos, anticorpos anti-
histonas e favorecer a formacéo de imunocomplexos na circulagéo (KOUTINAS; KOUTINAS,
2014). A hipoalbuminemia pode ser decorrente de doencas renais, mais precisamente de lesdo
glomerular persistente, associadas a um pior prognostico (GEISWEID et al., 2016). Em animais
saudaveis, uma pequena parte da albumina passa pelos glomérulos, porém a maior parte deve

ser retida no organismo (THRALL et al., 2014). Nas doencas glomerulares, ocasionadas pela
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LCan, a albumina pode passar com facilidade pelos glomérulos lesionados, uma vez que eles
perdem sua funcionalidade devido a deposi¢do de imunocomplexos (ZATELLI et al., 2003). A
albumina pode ser reduzida também nos processos inflamatorios, induzida principalmente por
IL-6, sendo caracterizada como uma proteina de fase aguda negativa (BOLOGA et al., 1998;
THRALL et al., 2014).

A proteindria é Util basicamente para diagnosticar doencgas renais, principalmente
afeccdes glomerulares, sendo a primeira alteracdo que antecede a hipoalbuminemia, a azotemia
e a sindrome nefrotica (THRALL et al., 2014). A quantificacdo da proteindria renal ¢ um
método apropriado para identificagdo doencas renais, predicdo de doencas glomerulares e
monitoramento de doencas renais (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014; THRALL et al., 2014).
Os cées infectados por L. infantum séo propensos a desenvolverem patologias no sistema renal,
caracterizadas por lesdo celular e tecidual pela presenca do parasito e por lesdes indiretas devido
a resposta inflamatoria; porém, a azotemia ndo é um achado frequente nos exames laboratoriais,
diferentemente da proteindria, constantemente observada (SOLANO-GALLEGO et al., 2011;
MELENDEZ-LAZO et al., 2018).

2.2.3. Diagnostico da infeccao

O Ministério da Saude brasileiro, por meio da nota técnica conjunta 01/2011,
estabeleceu que o diagnostico da LCan no ambito epidemioldgico deve ser realizado pelos
métodos: (1) o teste rapido DPP® LVC como teste de triagem, e (2) o ELISA indireto como
teste confirmatério (BRASIL, 2018). O DPP® utiliza a proteina recombinante rk28, uma juncéo
de duas proteinas de L. infantum (k39 e k26) (BOARINO et al., 2005).

Apesar de serem ferramentas importantes no plano diagnostico a partir da suspeita
clinica de LCan, os testes sorologicos ndo sao definitivos, pois podem resultar falsos positivos
devido a reagfes cruzadas com anticorpos produzidos contra outros agentes etiologicos e
endémicos nas mesmas regides, a exemplo de Ehrlichia canis, Babesia canis, Tripanosoma
cruzi (FERREIRA et al., 2007; TRONCARELLI et al., 2009; ZANETTE et al., 2014). Os
resultados sorolégicos falsos negativos também podem ocorrer em cédes resistentes que
apresentam infecdo subclinica ou naqueles que tém doenca grave decorrente de infeccdo ativa
e associada a incapacidade de montar uma resposta imune (GRIMALDI et al., 2012).

A coinfeccdo entre L. infantum e outros patogenos 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 diagndstico é necessaria
para implantar tratamentos adequados para se obter uma resposta terapéutica efetiva.

A microscopia para observacao direta do parasito em laminas de aspirado de medula
0ssea, linfonodo e esfregaco sanguineo € comumente utilizada no diagndstico de LCan (MAIA
e CAMPINO, 2008). Os esfregagos sdo corados com Giemsa, Leishman ou Panotico rapido e
visualizados em microscopio. Uma unica forma amastigota visibilizada dentro ou fora das
células do sistema fagocitico mononuclear confirma o diagndéstico. O exame parasitologico em
esfregacos continua sendo o padréo-ouro, com especificidade de 100%, mas a sua sensibilidade
pode variar de acordo com a carga parasitaria, 0 processamento, o tipo de amostra biol6gica
utilizada e a experiéncia do observador (BARBOSA et al., 2012).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido cada vez mais empregada, nao
somente nas areas das pesquisas, como também na rotina hospitalar, auxiliando o médico
veterinario na obtencdo do diagndstico preciso. A PCR apresenta boa especificidade, uma vez
que identifica a presenca de fragmentos do DNA do agente infeccioso no hospedeiro. A técnica
também apresenta boa sensibilidade, e permite a utilizacdo de diversas amostras bioldgicas
(MAIA; CAMPINO, 2008). A PCR em tempo real (qQPCR) permite quantificar a carga
parasitaria na amostra testada, sendo importante tanto para o diagndstico quanto para o
monitoramento da infeccdo (MAIA; CAMPINO, 2008), além de permitir estimar a eficicia do
tratamento ou a evolucdo da doenca (FRANCINO et al., 2006). As amostras de aspirado de
orgaos linfoides, como o baco, linfonodos ou medula 6ssea sdo escolhidas para o diagnostico
molecular das leishmanioses, ja que concentram maior quantidade de parasitos, o que facilita
sua deteccdo (BARROUIN-MELO et al., 2006; MAIA; CAMPINO, 2008). O sangue é
utilizado no diagnostico molecular da infecgdo, porém deve ser evitado, uma vez que apresenta
menos parasitos quando comparado a outros tecidos linfoides, pelo fato de a parasitemia ndo
ser constante nas infecdes por Leishmania (LOMBARDO et al., 2012; SOLCA et al., 2014),

podendo ocasionar resultados falsos-negativos e testes menos sensiveis.

2.3. Biomarcadores preditivos de prognéstico e de monitoramento de tratamento

A ciéncia muito tem almejado descobrir biomarcadores sensiveis para progndstico,
caracterizacdo de susceptibilidade e resisténcia e monitoramento de tratamento nas
leishmanioses. Caes doentes que tendem a apresentar 1) anemia normocitica normocrémica ndo
regenerativa, 2) linfopenia, 3) disproteinemia persistente, 4) proteindria e 5) azotemia renal tém
um pior prognostico, sendo, portanto estes, importantes biomarcadores de prognéstico



28

(PALTRINIERI et al., 2016; MAIA; CAMPINO, 2018). Como marcadores de monitoramento
de um tratamento eficaz, as globulinas séricas devem apresentar progressiva reducdo associada
a uma tendéncia a elevacdo da relacdo A/G. Valores de proteina C reativa sérica também devem
reduzir, seguidos de proteina urinaria, a depender do nivel 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 parametros
metabolémicos — alantoina, glutamina, taurina e piruvato — que se mostraram mais elevados
nos pacientes que responderam eficientemente ao tratamento com antimoniato de meglunina
para leishmaniose cutanea, do que naquele grupo nédo respondedor, concluindo que esses
parametros poderiam ter valor preditivo de resposta terapéutica (VARGAS et al., 2019).
Marcadores genéticos moleculares e marcadores soroldgicos (BHATTACHARYYA et al.,
2014; CARNIELLI et al., 2018) também tém sido alvo de estudos na busca de marcadores
preditivos e progndsticos das doencas parasitarias de curso crénico.

2.4 Biomarcadores de estresse oxidativo no diagndéstico de doencas inflamatorias

cronicas e na LCan

As células da imunidade inata prontamente reagem a entrada de agentes patogénicos no
organismo do hospedeiro, a fim de fornecer protecdo e homeostase. Fagdcitos produzem
diversos compostos oxidantes, dentre eles as espécies reativas de oxigénio (EROS) e dxido
nitrico (NO), que sdo liberados quando as enzimas NADPH-oxidase 2 e NO sintase (iNOS) sdo
ativadas, respectivamente (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; PALTRINIERI, 2013). Os
compostos oxidantes também sdo produzidos fisiologicamente durante a fosforilacdo oxidativa
para a geracao de energia (ATP), necessaria em todos 0s processos que envolvem a resposta
imunoldgica (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). As EROS sdo moléculas altamente
reativas compostas por anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila dentre
outras que sdo formadas devido a reducgdo quimica do oxigénio (BARBOSA et al., 2010). Em
uma reducdo, o elemento quimico ganha elétrons em sua ultima Orbita, podendo se tornar
instavel. Portanto, a NADPH-oxidase 2 oxida o oxigénio molecular (O2) em ERQS, e a INOS
converte arginina em citrulina liberando o0 gas NO (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Com o proposito de neutralizar os compostos oxidantes produzidos nos processos
bioldgicos celulares e assim evitar danos extensos aos tecidos, moléculas antioxidantes sao
produzidas (BARBOSA et al., 2010). Porém, quando ha desequilibrio entre a produgdo 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 peroxidacao lipidica
nas membranas celulares, e consequentemente aumento da apoptose e aumento do estresse
oxidativo devido a deplecdo de compostos antioxidantes totais (ALMEIDA et al., 2013). As
EROS possuem meia-vida curta e, por isso, suas mensuracdes diretas acabam sendo inviaveis.
Assim, o que pode ser medido sdo os varios produtos dos danos produzidos pelo estresse
oxidativo. Alguns produtos da peroxidacao lipidica s&o reativos ao acido tiobarbitdrico (TBA).
Quando o TBA ¢é exposto a uma amostra bioldgica é possivel detectar as substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) (GROTTO et al., 2009). Uma das principais substancias
reativas € o malondialdeido (MDA) que sdo produtos da peroxidacao lipidica, ou seja, produtos
formados a partir da degradacdo de &cidos graxos poli-insaturados das membranas celulares,
causando desorganizacdo da sua estrutura e funcdo (SERARSLAN; YILMAZ; SOGUT, 2005).

As moléculas antioxidantes podem ser divididas entre enzimaticas e ndo-enzimaticas
(BARBOSA et al., 2010). Antioxidantes enziméaticos sdo representados pelo superoxido
dismutase (SOD) que catalisa a conversdo do &nion superdxido em perdxido de hidrogénio e
oxigénio; pela enzima glutationa peroxidase (GSH-px) que catalisa a reducao de perdxido de

hidrogénio em oxigénio e agua, assim como a catalase (CAT) (BARBOSA et al., 2010).

O perdxido de hidrogénio ndo neutralizado gera radicais hidroxilas (OH-) mediante
participacdo do ferro e cobre, contra 0s quais ndo existe sistema enzimético de defesa
especializada (SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 2004). O ferro e o cobre participam de muitas
reacOes de oxido-reducdo, por isso sdo considerados catalisadores das reacdes de geracdo de
radicais livres (BARBOSA et al., 2010). A obtencéo de ferro é um requisito nutricional vital,
essencial para a sobrevivéncia de muitas espécies, incluindo a Leishmania que, no entanto, é
vulneravel a toxicidade do ferro, que por sua vez é um amplificador de EROS (ZAIDI et al.,
2017). Um mecanismo orgénico que previne ou minimiza a formacdo de radicais livres é a
ligacdo dos ions de ferro as proteinas transferrina ou ferritina (BARBOSA et al., 2010; ZAIDI;
SINGH; AL, 2017).

O grupo dos antioxidantes ndo-enzimaticos & composto principalmente por R-caroteno,
acido ascorbico, a-tocoferol e oligoelementos como o zinco, cobre, manganés e selénio, de
origem enddgena ou dietética (RODRIGO; GUICHARD; CHARLES, 2007). Cobre, zinco,
manganés e selénio sdo 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 equilibrio ou de estresse oxidativo
(HAGEN et al., 2019).



30

O organismo do hospedeiro infectado por protozoarios do género Leishmania
desenvolve estresse oxidativo, devido ao consumo intensificado de moleculas e mecanismos
antioxidantes para compensar 0 aumento nos niveis de oxidantes totais, levando a reducéo nos
parametros de capacidade antioxidante total e elevacdo nos indices de peroxidacao lipidica
celular (ALMEIDA et al., 2013; BILDIK, 2004; HEIDARPOUR et al., 2012). Os parasitos
Leishmania sp. evadem o sistema imunoldgico para se manterem vivos e se multiplicam dentro
dos fagolisossomos no hospedeiro (ANGIULLI et al., 2015). Além da protecdo gerada pela
espessa camada lipidica contendo lipofosfoglicanos (LPG) na membrana do protozoario,
Leishmania induz macréfagos a produzirem arginase, que compete com a iNOS, diminuindo
assim a producdo de NO parasitotoxico (ROSSI; FASEL, 2018).

Existem poucos trabalhos que explanam as alteracdes dos biomarcadores de estresse
oxidativo em cédes estadiados e tratados com farmacos leishmanicidas, durante um periodo
prolongado. Em um desses poucos trabalhos, os autores verificaram que ha um aumento nas
concentracOes séricas dos biomarcadores antioxidantes em cées com LCan acompanhados por
seis meses apds tratamento com antimoniato de meglumina (RUBIO et al., 2016). Outros
autores, por meio da analise protedbmica, verificaram que as concentracfes séricas da
apolipoproteina-Al que estavam reduzidas em cdes com LCan, exibiram aumento ap0s
tratamento com antimoniato de meglumina combinado com alopurinol, e sugerem que esta
proteina seja um potencial biomarcador de monitoramento do tratamento (ESCRIBANO et al.,
2016). Porém, esses cdes s6 foram acompanhados por um més. Ambos os trabalhos relatam
uma diminuicdo significativa nos niveis de ferritina e proteina C reativa, marcadores de

inflamacéo, no soro dos cées tratados.

Outras doengas inflamatdrias crbnicas, de carater infeccioso ou ndo, ja foram
caracterizadas por apresentarem elevacéao de estresse oxidativo na clinica de pequenos animais,
a exemplo da hepatite canina e felina (CENTER; WARNER; ERB, 2002), parvovirose
(GAYKWAD et al., 2018); doenca renal cronica (ALBOROUGH et al., 2020), osteoartrite
(BARROUIN-MELO etal., 2016), dermatite atépica (ALMELA et al., 2018) e glaucoma agudo
(CHEN et al., 2015).

2.5. Tratamento da LCan

2.5.1. Farmacos antiparasitarios

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

de LCan é a associacdo de antimoniato de meglumina (Glucantime®, 100mg/kg diariamente,
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por via subcutanea, durante 28 dias) ao alopurinol (10mg/kg, a cada 12 horas, via oral) (MIRO
etal., 2017). A associacao farmacoldgica apresenta bons resultados a longo prazo (TORRES et
al., 2011). Entretanto, o uso do antimoniato de meglumina em cées no Brasil é proibido,
segundo a Portaria Interministerial arbitrada pelo Ministério da Saude (N° 1.426/2008), que
desautoriza o tratamento de cdes com LCan utilizando produtos de uso humano ou néo
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, a exemplos do proprio

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

Apesar de ter uma acdo antiparasitaria eficaz, o antimoniato de meglumina é toxico para
os rins, figado, pancreas e coracdo 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, ha relatos de resisténcia parasitaria ao medicamento (PONTE-SUCRE
et al., 2017; SRIVASTAVA et al., 2017) e ocorréncia de efeitos adversos como abscessos
cuténeos e celulite em cdes, em decorréncia de sua via de administragdo (SOLANO-GALLEGO
et al.,, 2011). J& foi demonstrado que o antimoniato de meglumina, assim como a
prépria infeccdo por L. infantum, induz danos ao DNA em células de mamiferos por oxidacéo

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

A miltefosina também é utilizada como farmaco leishmanicida no tratamento de LCan,
e alguns trabalhos tém defendido que o farmaco promove uma boa resposta clinica
(NOGUEIRA et al., 2019). Entretanto, ndo had um consenso na literatura quanto a reducéo da
carga parasitaria nos cées tratados com esse farmaco, que parece ndo acompanhar a melhora
dos sinais clinicos nos cées infectados (ANDRADE et al., 2011). Além disso, a terapéutica com
miltefosina resultou em uma maior taxa de recidiva da doenga em cédes quando comparada ao
uso do antimoniato de meglumina (MANNA et al., 2015). Em humanos, ha relatos de
resisténcia parasitaria ao miltefosine nas populacdes com LV tratadas no subcontinente indiano
(RIJAL et al., 2013). Em 2016, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e 0
Ministério da Saude autorizaram o registro do produto miltefosina (Milteforan®) no Brasil (por
meio da nota técnica conjunta 001/2016), e consequentemente, a sua utilizacdo no tratamento

de cdes doentes.

O metronidazol é um farmaco que apresenta um efeito anti-Leishmania eficaz in vitro,
entretanto, apresenta menor eficacia que o antimoniato de meglumina na reducdo da carga
parasitaria de Leishmania em cées (CIARAMELLA et a., 2003). Outros estudos demonstraram
que a associa¢do dos farmacos metronidazol (25mg/kg) e espiramicina (150.000 Ul/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
reducdo de carga parasitaria em baco de camundongos experimentalmente infectados
(GANGNEUX et al., 1999) e remisséo clinica em cédes com LCan, in vivo (NOLI; AUXILIA,
2005). Nery et al. (2017), em estudo prospectivo, demonstraram, por meio de qPCR e
xenodiagndstico, que ap6s 40 dias de tratamento utilizando a combinacdo de farmacos anti-
Leishmania metronidazol e cetoconazol, seguida de manuten¢do com alopurinol por um ano,
os cées infectados por L. infantum apresentaram reducdo da carga parasitaria esplénica e

deixaram de ser infecciosos para flebotomineos.

O alopurinol, medicamento leishmaniostatico, é frequentemente utilizado na terapéutica
da LCan. Pode ser prescrito concomitantemente ou ap6s o uso dos leishmanicidas, na dose de
10mg/kg de peso, por um periodo minimo de 6 meses (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).
Apesar de seguro, o alopurinol pode ocasionar alguns efeitos colaterais como xantindria,
mineralizacdo renal e urolitiase em casos de tratamento prolongado (SOLANO-GALLEGO et
al., 2011).

Independentemente do quimioterapico anti-Leishmania utilizado no tratamento da
LCan, é sabido que a cura parasitoldgica raramente € alcancada, e recidivas clinicas sdo
frequentes (MANNA et al., 2015; MIRO et al., 2017). Entretanto, o tratamento do céo infectado
e doente é necessario, pois tende a cursar com reducdo de carga parasitaria e reducdo de
infecciosidade canina aos flebotomineos (MIRO et al., 2017; TRAVI et al. 2018), com melhoria

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

2.5.2. Farmacos anti-inflamatorios

A inflamacdo é uma resposta do sistema imunolégico desencadeada por diversos
fatores, incluindo patogenos, injdria celular, compostos toxicos ou exposicdo a radiagéo,
podendo, portanto, ser de origem infecciosa ou ndo infecciosa (TOGHUEO, 2019). A
inflamacéo crénica é comumente detectada em pacientes com leishmaniose, devido a producgéo
continua de citocinas pro-inflamatorias (CARRILLO et al., 2009). A fim de controlar a
inflamacdo cronica e ineficaz, induzida pelo protozoario, a utilizacdo de farmacos anti-
inflamatorios, comumente esteroidais, € uma pratica frequente na conducgéo terapéutica do cdo
com LCan (CIARAMELLA et al.,, 2003). Sua finalidade € reduzir a producdo de
imunoglobulinas, contribuindo para minimizar a formacéo e deposicdo de imunocomplexos
responsaveis pelas patologias graves que evoluem no curso da enfermidade (CIARAMELLA
et al., 2003).
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Na Europa, 0 uso de anti-inflamatdrios 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 proteinas
P-MAPA (SANTIAGO et al., 2013; SEGARRA et al., 2018) . Recentemente, foi demonstrado
que o uso de N-acetilcisteina resultou em uma reducdo significativa nos indices de estresse
oxidativo no figado de ratos Balb/c infectados com L. amazonensis, encorajando 0 seu uso na
terapéutica antioxidativa e anti-inflamatoria na LCan (GASPAROTTO et al., 2017; CRUPI et
al., 2020).

2.5.3. Farmacos e substancias adjuvantes
2.5.3.1. Imunoestimuladores

Imunoestimuladores sao utilizados no tratamento adjuvante a terapia convencional da
LCan com o objetivo de melhorar a resposta clinica e reduzir a dose de quimioterapicos anti-
Leishmania, diminuindo assim o risco de desenvolvimento de resisténcia e efeitos colaterais
adversos (MIRO et al., 2017). Farmacos imunoestimuladores, a exemplo da domperidona, tém
0 objetivo de melhorar os mecanismos de defesa do sistema inato do organismo, ativando
células fagociticas e potencializando a morte do protozoario e sdo utilizados até mesmo como
agentes profilaticos (MIRO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018). O tratamento com a
domperidona culmina com melhora clinica e diminui¢do dos niveis de anticorpos em cées
(GOMEZ-OCHOA et al., 2009), porém pouco se sabe sobre reducdo de carga parasitaria apos
sua utilizacdo (TRAVI et al., 2018).

Outros moduladores da resposta imunolégica também sdo mencionados na literatura,
como 0os AHCC (Active Hexose Correlated Compound) cujos resultados sédo baseados na
reducdo significativa dos anticorpos anti-Leishmania associado a uma menor taxa de
progressao da doenca nos cdes (SEGARRA et al.,, 2018). Um agregado de proteinas
imunomoduladoras, denominado P-MAPA, também induziu estimulacdo da imunidade celular
sem ocasionar efeitos adversos nos cdes, com melhoria dos sinais clinicos e reducdo de carga
parasitaria canina (SANTIAGO et al., 2013; MIRO et al., 2017).

2.5.3.2. Suplementos nutricionais

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

parte de um alimento que tem beneficios medicos ou de saude, incluindo a prevencdo e
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tratamento de doencas”, em 1989 (DALIU; SANTINI; NOVELLINO, 2018). O nutracéutico
nada mais € do que um produto purificado a partir dos alimentos, mas é apresentado ao
consumidor com o0 mesmo aspecto dos medicamentos (como comprimidos, capsulas, xaropes e
solugdes) (PINTO, 2010). Como consequéncia, o individuo 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 nutracéuticos, temos capsulas ou comprimidos de 6mega 3,
fitoesterol, acido linoleico, glucosamina, condroitina (NASRI et al., 2014; VALENZUELA,;
VALENZUELA, 2014).

Os écidos graxos 6mega 3 sdo definidos como lipidios da familia das gorduras poli-
insaturadas, dentre as quais o DHA (4cido docosahexanoico) e o EPA (&cido
eicosapentaenoico) sdo encontrados nos peixes, e 0 ALA (&cido alfa-linoleico) nas plantas
(DEFILIPPIS; SPERLING, 2006). Os &cidos graxos 6mega 3 séo alvos de estudos quanto as
suas propriedades anti-inflamatdrias, antitumorais, cardio e renoprotetoras, além de prevencao
contra doencgas que cursam com déficit cognitivo, porém alguns estudos apresentam resultados
ainda controversos sobre a sua eficacia em alguns sistemas organicos, a exemplo da
cardioprotecdo (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 beneficios, possiveis efeitos adversos podem ocorrer devido a
suplementacdo inadequada, incluindo alteracdes na funcdo plaquetaria, efeitos adversos
gastrointestinais como diarreia, comprometimento da cicatrizacdo de feridas e aumento na
peroxidacao lipidica (LENOX; BUER, 2013).

A suplementacdo nutracéutica a base de 6leo de peixe, 6leo 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 predominio de resposta celular e melhora clinica significativa dos cées avaliados
(LOMBARDI et al., 2019; MASTELLONE et al., 2020).

As vitaminas, de uma forma geral, s&o um grupo de compostos organicos essenciais, ou
seja, que ndo sdo sintetizados pelo organismo animal e, portanto, devem ser consumidas por
meio da dieta (KENNEDY, 2016). As vitaminas do complexo B sdo um conjunto de oito
vitaminas essenciais hidrosoltveis que desempenham um papel fundamental no funcionamento
fisiologico do organismo, principalmente como coenzimas em diversas rea¢fes enzimaticas do
metabolismo (KENNEDY, 2016). Tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), &cido
pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), folato (B9) e cianocobalamina (B12) trabalham

individualmente ou em conjunto para a homeostase e sobrevivéncia do individuo, sobretudo na
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geracdo de energia, nas reagdes de oxido-reducdo, sintese de aminoacidos, acidos graxos,
colesterol e acidos nucleicos, sendo precursores diretos de substratos metabolicos (KENNEDY,
2016). Deficiéncia das vitaminas do complexo B pode ocasionar diversas patologias fisicas e
cognitivas (MIKKELSEN; APOSTOLOPOULOS, 2018).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar pardmetros de patologia clinica como candidatos a marcadores de
prognostico de resposta a tratamento em cées sob intervencdo terapéutica para leishmaniose
canina por Leishmania infantum a base de farmacos anti-Leishmania associados a suplementos

nutricionais como adjuvantes terapéuticos.

3.2. Objetivos Especificos

1. Investigar o potencial de diferentes parametros hematologicos e bioquimicos como
biomarcadores preditivos de resposta terapéutica e de monitoramento do tratamento em

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

2. Mensurar parametros bioquimicos séricos indicadores de balan¢o oxidante/antioxidante
(redox) para determinar seu potencial biomarcador da qualidade da resposta terapéutica

na LCan;

3. Avaliar o efeito da adigdo de suplementos nutricionais com propriedades antioxidantes
a farmacos anti-Leishmania sobre a resposta clinica e o balango redox e a carga

parasitaria de cdes ao longo de 12 meses de monitoramento no tratamento da LCan;

4. HIPOTESE

Cées com leishmaniose causada por Leishmania infantum podem se beneficiar do
tratamento com farmacos anti-Leishmania de segunda linha associados a suplementos
nutricionais com propriedades antioxidantes. Os beneficios terapéuticos podem se traduzir em
melhora do quadro clinico, reducdo da carga parasitaria e manutencdo ou restauracdo do

balanco redox. Como os efeitos benéficos do tratamento podem ndo ser homogéneos em um
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grupo de cdes naturalmente portadores de LCan, pardmetros bioquimicos podem ser
selecionados como biomarcadores metabdlicos de estresse oxidativo e preditivos de capacidade

de resposta ao tratamento.

Capitulo I — Publicado na Revista Microorganisms. Fator de impacto: 4.167 (2018).
DOI: 10.3390/microorganisms8050745

Modelo matematico usando biomarcadores preditivos da leishmaniose

canina na quimioterapia

Rafaela de Sousa Gongalves et al.

Resumo

Os parametros preditores de possiveis resultados da terapia com leishmaniose canina (LCan)
podem ajudar nas decisOes terapéuticas e nos cuidados com a salde animal. Aqui, objetivamos
desenvolver um método diagndstico com valor preditivo analisando dois grupos de cdes com
LCan, aqueles que exibiram uma diminuicdo na carga parasitaria apds tratamento
antiparasitario (grupo: respondedores) e aqueles que mantiveram alta carga parasitaria apesar
do tratamento (grupo: ndo respondedores). Os parametros analisados foram carga parasitaria
determinada por qPCR, hemograma, bioquimica sérica e assinatura de expressdo génica
relacionada ao sistema imunologico. Um modelo matematico foi aplicado a analise desses
parametros para prever quao eficiente seria sua resposta a terapia. Os cdes respondedores
restauraram 0s parametros hematoldgicos e bioquimicos para os valores de referéncia e
exibiram um perfil de ativacdo das células Thl com tendéncia linear a atingir estagios de
alteracdo clinica leve. Diferentemente, os que ndo responderam desenvolveram uma resposta
Th1/Th2 mista e exibiram marcadores de lesdo hepatica e renal. A contagem de eritrocitos e o
fosforo sérico foram identificados como marcadores preditivos da resposta terapéutica em um
periodo inicial de avaliacdo da LCan. Os resultados apresentados neste estudo séo altamente
encorajadores e podem representar um novo paradigma para assisténcia futura aos médicos,
interferindo precocemente na abordagem terapéutica, com uma definicdo mais precisa no

prognostico do paciente.

Palavras-chave: Leishmania; modelo matematico; parametros bioquimicos; parametros

hematoldgicos; tratamento.
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Introducéo

A leishmaniose canina (LCan) é uma doenca grave causada pelo protozoario
Leishmania infantum [1 ,2, 3]. Como infeccdo zoondtica, L. infantum é um grande problema de
salde, pois também causa leishmaniose visceral humana, uma doenca tropical negligenciada,
nas Américas, Europa, Norte da Africa, Oriente Médio e China [4]. Os cies sdo suscetiveis a0
desenvolvimento de altas cargas parasitarias, desempenhando um papel fundamental no ciclo
de transmissédo de L. infantum via flebotomineos em areas endémicas [5, 6]. Cargas mais altas
de parasitos em cédes estdo relacionadas a doencas clinicas mais graves [7] e maior
infecciosidade para flebotomineos [5]. Como a doenca esta associada a infec¢do ativa [8], a
eficacia 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 veterinarios em relacéo a eficacia
antiparasitaria, efeitos adversos e custo. Os medicamentos leishmanicidas atuais, como
antimoniais, miltefosina e alopurinol, podem curar clinicamente cdes ou melhorar
temporariamente os sinais clinicos, mas ndo existe evidéncia de eficacia em termos de cura
parasitoldgica para nenhum deles [8, 9]. Consequentemente, as recorréncias clinicas associadas
a altas cargas parasitarias em varios cées tratados sdo frequentes em diversos intervalos de
tempo ap0s o tratamento [10]. No Brasil, onde a maioria dos casos sul-americanos de infeccdo
por L. infantum ocorre, é proibido o uso de antimoniais para o tratamento de cdes [11].

O sucesso de alguns protocolos leishmanicidas na reducdo da carga de L. infantum e no
blogueio da transmissdo do parasito aos vetores flebotomineos foi evidenciado por
xenodiagnostico [12, 13, 14]. No entanto, o fracasso da terapia anti-Leishmania depende dos
efeitos terapéuticos dos medicamentos, da viruléncia inerente ao parasita, do desenvolvimento
de resisténcia aos medicamentos, do estado imunolégico e nutricional do hospedeiro, ou
coinfeccdes, que contribuem decisivamente para a recorréncia [15, 16]. O progndéstico da
resposta ao tratamento depende em grande parte da gravidade da doenca visceral, conforme
determinado pelas alteracBes clinico-patologicas, particularmente as relacionadas & funcéo
renal [17 ,18].

Como os cées respondem diferentemente aos tratamentos antiparasitarios e ainda ndo
existem ferramentas preditivas para discriminar os cdes que respondem a terapia daqueles que
mantém altas cargas parasitarias, apesar do tratamento, nosso objetivo foi dedicar o presente
estudo a esse aspecto. Este estudo foi uma analise longitudinal retrospectiva dos parametros

parasitologicos, bioquimicos e hematologicos em uma coorte de cées tratados com LCan com
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farmacos 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 matematico
de protdtipo com valor preditivo para estimar o sucesso de uma terapia anti-Leishmania como

uma ferramenta para melhorar o diagnostico e 0 monitoramento do tratamento.

2. Material e Métodos

2.1 Aprovacao ética

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade
Federal da Bahia, Brasil (CEUA-UFBA, n. 19/2011), fundamentado nos principios bioéticos
da experimentacdo animal. Todos os procedimentos foram seguidos de acordo com as diretrizes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e seguiram
rigorosamente a lei brasileira de “Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais™ (11.794 /
2008). Toda manipulagdo em cdes, invasiva ou ndo invasiva, foi realizada ou monitorada por
médicos veterinarios. O grupo de cdes ndo respondedores foi projetado com base na carga
parasitaria, cujo teste quantitativo foi realizado no final do estudo. Portanto, durante todo o
curso do estudo, cdes que desenvolveram outras doencas ou adquiriram coinfec¢fes foram

removidos para receber tratamento adicional.

2.2 Animais e amostragem

Uma analise longitudinal de um ano dos parametros hematoldgicos e bioquimicos foi
realizada em 26 cées, naturalmente infectados por L. infantum no estado da Bahia, Brasil,
submetidos ao tratamento antiparasitario. Os critérios de inclusdo foram: infecgdo confirmada
por Leishmania spp. por técnicas parasitologicas e/ou moleculares, e consentimento dos
responsaveis pelo tratamento com o regime antiparasitario multidrogas (metronidazol +
cetoconazol + alopurinol). A coexisténcia de outras doencas ou coinfecgdes e LCan terminal
foram os critérios de exclusdo no inicio e em qualquer outro momento do exame no decorrer
do acompanhamento. Os cdes foram avaliados em seis momentos diferentes durante o ano. O
tempo 0 (TO) consistiu no momento em que os caes chegaram ao Ambulatério de Leishmaniose
Zoonotica no Hospital Universitario de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia
(ALZ-UFBA) para diagnostico e primeiros cuidados clinicos. Os cées foram avaliados
mensalmente durante os primeiros trés meses (T1, T2, T3) e depois no sexto (T6) e décimo
segundo més (T12) apos o tratamento. Em cada avaliacéo, o sangue foi colhido da veia jugular
ou cefalica e armazenado em tubos de EDTA a 10% (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) para

realizacdo do hemograma e pesquisa de hematozoarios. O sangue também foi coletado em tubos
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sem anticoagulante (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) para a determinagdo de parametros
soroldgicos e bioquimicos. A urina foi colhida por cistocentese (na fémea) e cateterismo uretral
(no macho) para realizacao da urinalise e da relagdo proteina-creatinina urinaria (UPC). Para a
colheita de amostras de baco e medula 6ssea por aspiracao (realizada em TO, T6 e T12), foram
utilizadas seringas e agulhas de 20 mL, 40x12 mm e 40x16 mm, respectivamente, inseridas em
uma regido anatdmica-topografica do baco [23] e esterno [24], com antissepsia local prévia e

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

2.3 Avaliacdo clinica e estadiamento

Os cées foram avaliados clinicamente quanto a presencga ou auséncia de sinais clinicos
compativeis com LCan e definicdo de estadiamento clinico, conforme determinado pelas
diretrizes do Grupo LeishVet [8]. Perda de peso, alteracbes de apetite, facies, coloracdo das
mucosas, dermatopatias (Ulceras, vasculite cutanea, onicogrifose, descamacdo, alopecia,
crostas, hiperqueratose, despigmentacdo do focinho, nddulo), linfadenopatia, oftalmopatia,
presenca ou auséncia de febre, diarreia, epistaxe e aumento do bacgo por palpacdo. Com base
em parametros clinicos e laboratoriais (subtdpico 2.5), os cdes foram categorizados em
estadiamento clinico | (doenca leve), Il (doenca moderada), Il (doenga grave) ou IV (muito
grave a doenca terminal).

2.4 Quimioterapia anti-Leishmania

O tratamento antiparasitario consistiu na administracdo 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 manutencdo com alopurinol (10 mg/kg/duas vezes ao dia) durante
pelo menos um ano. A prednisolona foi administrada (comegando com 0,5 mg / kg / duas vezes
ao dia) por 30 dias (incluindo desmame gradual) [20, 25, 26] para minimizar a inflamagéo
sistémica por formagdo de imunocomplexos, e assim, indiretamente, para evitar lesdo renal
durante o curso inicial de quatro semanas de tratamento com drogas anti-Leishmania. O regime

terapéutico multifarmaco para LCan usado no presente estudo foi descrito anteriormente [14].

2.5 Parametros hematologicos e bioquimicos

Hemograma, leitura do esfregaco sanguineo para avaliar a morfologia celular e
pesquisar hematozoarios foram realizados conforme descrito [27]. Os seguintes parametros
bioquimicos foram mensurados: enzimas (alanina aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST), creatina quinase (CK) e a isoenzima creatina quinase arginase
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miocardica (CK-MB), pseudocolinesterase e gama-glutamil transferase (GGT) (Cormay,
lanomianki, Pol6nia)), proteinas (proteina total e albumina (Cormay, Lomianki, Polonia)),
substratos (creatinina e ureia) e eletrolitos (calcio, fésforo e magnésio (Spinreact, Barcelona,
Espanha)). A relacdo proteina-creatinina urinaria (UPC) e a razdo sérica de calcio/fésforo
também foram obtidas. Todas as varidveis foram dosadas no analisador bioquimico automatico
(Prestige 24i, Téquio, Japdo) e semiautomatico (BioPlus-200, Séo Paulo, Brasil), conforme
descrito [28].

2.6 Quantificacdo de globulina total e anticorpos anti-Leishmania especificos

Para a quantificagdo das globulinas, os valores totais de proteinas foram subtraidos dos
valores de albumina. Anticorpos IgG anti- Leishmania especificos foram quantificados nos
soros como descrito [29], com pequenas modificacGes, utilizando a técnica ELISA indireto.
Placas de noventa e seis pogos (BioLegend, San Diego EUA) foram revestidas com 10 ug/mL
de antigenos sollveis de promastigotas de L. infantum. Ap6s lavagem com tampdo fosfato
(PBS) a 3% e com tampéo fosfato enriquecido com tween (PBS-T) a 0,05%, 100 pL/pogo de
soro canino diluido 1: 50.000 em PBS-T foram adicionados em duplicata e incubados por 30
minutos a 37°C. A reacdo foi concluida adicionando 1gG-HRP anti-cdo diluida a 1: 5000
(Bethyl Laboratories, Montgomery, EUA) por 30 min a 37 °C e incubacéo adicional com 0,5
mg/mL de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD, Sigma, Darmstadt Alemanha) por 10 min.
A reagdo foi interrompida usando 50uL/pogo de 3 M HCI. As placas foram lidas a 492 nm
(Synergy, Biotek, Tokyo Jap&o).

2.7 Carga parasitaria

O DNA da aspiracdo da medula 6ssea e do baco em TO, T6 e T12 foi extraido utilizando
o kit comercial PureLink Genomic DNA (Invitrogen, Carlsbad EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A qualidade e a concentracdo do DNA de cada eluido foram
avaliadas no espectrofotometro L-QUANT (Loccus, S&o Paulo, Brasil). Para quantificacdo do
DNA de L. infantum nas amostras de bago e medula 6ssea, foram realizados ensaios de gPCR
utilizando o protocolo descrito [30], com algumas modificagbes. Os primers 5'-
GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3'(frente); 5-GCTATATCATATGTCCAAGCACTTAC
CT3'(reverso) e a sonda TagMan (Applied Biosystems Foster City USA) (5'-
ACCACCTAAGGTCAACCC-3") foram utilizados. O volume final da reagdo (25 puL) consistiu
em 4 pL de DNA, padronizado na concentracao de 20 ng/uL, 12,5 mL de Mastermix Universal
® (Life Technology Corporation, Carlsbad EUA), 5 uM de cada primer e 10 uM da sonda
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TagMan. O gPCR 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 reagdes foram realizadas no Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life Technology Corporation Carlsbad EUA).

2.8 PCR quantitativo

A expressdo de mRNA esplénico de citocinas IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-17A, IL-22, IL-
4, IL-5 e IL-10 foi determinada usando PCR em tempo real. Os fragmentos de baco foram
macerados para extracdo total de RNA usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad EUA),
conforme recomendado pelo fabricante. A concentracdo de RNA foi determinada pela
mensuracdo por OD260 usando um espectrofotdmetro L-Quant 1.0 (Loccus, S&o Paulo, Brasil).
A sintese de cDNA foi realizada usando 1ug de RNA total mais 10 pL de mix principal de
transcricao reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. ReagOes 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 sequéncias de primers foram obtidas da IDT
(Lovaina, Bélgica) e exaustivamente testadas. Os oligonucleotideos especificos sdo: 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 NZY Speedy gPCR Green Master Mix (NZY Tech,
Lisboa, Portugal) e os resultados foram normalizados para a expressao do gene Gapdh. Apos a
amplificacgdo, os valores de ciclo threshold (valores Ct) foram calculados para todas as amostras
e as alteracOes na expressao génica foram analisadas no CFX Manager Software (Bio-Rad) e

representadas como unidades arbitrarias (AU).

2.9 Andlise Estatistica
O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn foram utilizados para analise dos

dados entre dois grupos. Uma analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida por um
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teste post-hoc de Bonferroni foram empregadas para comparag@es de varios grupos. Modelos
de regressao logistica exploratéria foram realizados em R usando o pacote Reducdo de Viés em
Modelos Lineares Generalizados em Resposta Binomial [31, 32]. O teste do qui-quadrado foi
utilizado para anélise estatistica para avaliar a associacao significativa entre as variaveis. Os
dados sdo relatados como média + desvio padrdo (DP). Os valores estatisticamente
significativos sdo os seguintes: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

3. Resultados

3.1. Os caes respondedores exibem uma diminuicéo nas cargas parasitarias no baco
e na medula 6ssea, e melhora do estadiamento clinico

A evolucéo absoluta da carga parasitaria de Leishmania infantum no bago e na medula
6ssea de uma coorte de cdes em tratamento anti-Leishmania por 12 meses foi distinta entre dois
grupos. Os cdes que apresentaram uma reducdo significativa da carga parasitaria de TO a T12
foram agrupados como Respondedores a quimioterapia (GR, 46%, 12 cdes), enquanto 0s que
ndo apresentaram reducdo da carga parasitaria foram agrupados como N&o Respondedores
(GNR, 54%, 14 cées; figura 1A, 1B). No TO, antes do tratamento, ndo houve diferencas nas
cargas parasitarias entre os grupos nos dois orgaos (figura 1A, B), bem como no estadiamento
clinico (figura 1C). No T6, o GR exibiu uma notavel reducdo da carga parasitaria em
comparacao com 0 GNR. Apds um ano de tratamento (T12), as cargas parasitarias do GR foram
significativamente menores do que as de TO (p <0,001) em ambos os tecidos (figura 1A, B),
tendo diminuido 97,3% e 98,5% na medula déssea e no baco, respectivamente. Em oposicéo,
nédo foi observada diferenca significativa para 0 GNR (figura 1A, B). No TO, os dois grupos
apresentaram o mesmo estagio clinico I, caracterizado por doen¢a moderada. Acompanhando
o0s dados de carga parasitaria, no T12, o GR exibiu em média uma doenca leve (estagio I),
enquanto 0 GNR permaneceu no estagio Il (figura 1C).

Figura 1. Caes respondedores exibem menor carga parasitaria e melhora no estadiamento clinico. A coorte
canina foi separada em cées respondedores e ndo respondedores em relacdo ao efeito da quimioterapia anti-
Leishmania. A carga parasitaria foi quantificada por g°PCR no bago (A) e medula 6ssea (B) antes e aos 6 e 12
meses ap6s o tratamento. O estagio clinico de cada cdo foi registrado no momento do diagndstico (T0) e apés 1
(T1),2(T2),3(T3),6(T6) e 12 (T12) meses de tratamento (C). Os dados sdo mostrados como média £ DP ou em
formato de caixa e bigode, n = 12-14 cées / grupo. * p <0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. NS: sem

diferenca estatistica.
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3.2 Caes respondedores exibem uma assinatura Thl

Em seguida, abordamos a resposta imune desenvolvida por GR e GNR. A contagem
mediana de mondcitos foi semelhante e estava dentro do intervalo de referéncia nos dois grupos
(Figura 2A). As contagens de linfocitos, no entanto, foram alteradas em T3 e T6 (Figura 2B),
ndo 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 analise de gPCR em amostras de bago em TO, T6 e T12. O GR exibiu uma assinatura Th1,
com niveis aumentados de transcritos de IL2, IFNG e TNFA em T6 (Figura 2C), embora nao
tenham sido encontradas diferencas na IL17 nem na IL22 (Figura 1 Suplementar). Além disso,
uma reducgdo significativa nos transcritos de IL10 de GR foi acompanhada por niveis
semelhantes de citocinas IL4 e IL5 associadas a Th2 (Figura 2C), indicando uma resposta Thl
eficaz subjacente a resposta protetora. Notavelmente, esses efeitos nas transcri¢cbes puderam ser
verificados em todos os cées individuais analisados (Figura 1 Suplementar). No geral, nossos
dados mostraram que niveis aumentados de linfécitos no sangue periférico e uma resposta

esplénica de Thl orientam a resposta ao tratamento.

Figura 2. Caes respondedores exibem a assinatura Th1. O nimero absoluto sérico de mondcitos (A) e linfécitos
(B) foi quantificado de TO até 12 meses ap0s o tratamento. O mRNA foi isolado a partir de biopsias do bago em
TO, T6 e T12. A PCR quantitativa foi realizada para IFNG, TNFA, IL2, IL4, IL5 e 1L10 (C). Os dados sdo
mostrados como média + DP ou em formato de caixa e bigode, n =5 a 10 cées / grupo. * p <0,05; ** p <0,01.
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3.3 Cées ndo respondedores falnam ao restaurar os parametros hematologicos para

valores de referéncia normais

Em TO, os cdes GR apresentaram contagens medianas de eritrocitos, hemoglobina e

hematocrito dentro do intervalo de referéncia normal, enquanto nos cdes GNR esses parametros
foram limitrofes (Figura 3A-C). No TO, 8 em 14 (57,14%) dos GNR apresentaram anemia;

destes, 4 de 8 (50%) apresentaram uma contagem de reticuldcitos abaixo de 60x10%/ mm?®

(apresentavam anemia ndo regenerativa). Em relagcdo aos cdes com GR, 3 em 12 (25%) eram

anémicos, sendo 2 deles com contagem de reticuldcitos superior a 60x10 ¥mm ® (com anemia
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regenerativa). No T12, 9 dos 13 (69,2%) cdes GNR eram anémicos, em comparagdo com
nenhum dos cdes GR; dentre os 9 cdes, apenas um apresentou contagem de reticuldcitos
superior a 60x10 3/mm?3. Isso é altamente sugestivo de que a anemia ndo regenerativa realmente
progrediu no grupo GNR de cdes durante 0 ano de acompanhamento, apesar do tratamento. Os
niveis totais de globulina aumentaram nos dois grupos, mas o GR apresentou um nivel
significativamente mais baixo (Figura 3D). Curiosamente, a diferenca de globulinas ndo era
equivalente aos titulos de 1gG especificos para anti-Leishmania, que ndo podiam discriminar
GR de GNR (Figura 3E).

Figura 3. O sucesso da terapia anti-Leishmania esta associado a uma restauracdo dos eritrocitos,
hemoglobina, hematdcrito, bem como os valores totais e especificos de globulina da Leishmania. O nimero
de eritrécitos (A) e os valores de hemoglobina (B), hematdcrito (C), globulinas totais (D) e 1gG anti-Leishmania
(E) foram quantificados no soro no diagndstico (0) e apés 1, 2, 3, 6 e 12 meses de tratamento anti-Leishmania. Os

dados sdo mostrados em formato de caixa e bigode (n=12), cées ndo respondedores (n=14). * p <0,05; ** p <0,01.
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A coorte de cdes foi monitorada durante um ano por meio de analises hematoldgicas e
bioquimicas realizadas em um, dois, trés, seis e doze meses pds-tratamento (T1, T2, T3, T6 e
T12) (Figura 3A-D). Embora uma tendéncia para melhora hematologica tenha sido observada
em todos os parametros ate o terceiro més de tratamento, os cdes nao respondedores diminuiram
nos meses 6 e 12 (Figura 3A-D). Em oposic¢éo, todos os cées respondedores apresentaram
nameros de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito dentro dos valores de referéncia normais
apos 12 meses de tratamento, exceto globulinas totais, onde 3 de 11 cdes ainda apresentavam

valores acima do limite superior (Figura 3A-D). Além disso, a recuperacao observada de cées

12
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respondedores foi acompanhada por uma reducdo significativa na 1gG especifica anti-
Leishmania (Figura 3E).

Por fim, como nossos dados foram sugestivos de que o numero de eritrdcitos, os valores
de hemoglobina e hematdcrito podem ser preditivos da resposta terapéutica em um primeiro
momento de avaliacdo de caes doentes, antes do tratamento, calculamos o risco relativo (RR) e
o intervalo de confianca de 95% (CI) para determinar a probabilidade de cada um desses
pardmetros estar associado a progressdo do LCan ap6s o tratamento. Foi observada uma
associacdo significativa entre a diminuicdo da hemoglobina (3,14 RR com 1,14-8,7 CI),
hematocrito (3,75 RR com 1,05-13,38 CI) e niveis de eritrocitos (1,82 RR com 0,88-3,73 CI)
com a falha do tratamento LCan, refor¢ando a sua utilidade a previsao da resposta terapéutica.

3.4 Os parametros bioquimicos do soro sdo preditivos de lesdo de 6rgéo visceral
em cdes ndo respondedores

Os niveis séricos de marcadores de dano hepatocelular, alanina e aspartato transaminase
(Figura Suplementar S2A, B) e marcador de doenga do trato biliar y-glutamiltransferase (Figura
Suplementar S2C), estavam dentro da faixa de referéncia durante o acompanhamento em ambos
os grupos. No entanto, a colinesterase e a albumina, proteinas sintetizadas no figado, foram
significativamente reduzidas na GNR em TO, T6 e T12 (Figura 4A e Figura Suplementar S2D).
Na GNR, enquanto os valores de ureia e creatinina estavam dentro do intervalo de referéncia
(Figura Suplementar S2E, F), a relacdo proteina/creatinina urinaria (UPC), um preditor de
doenca renal, estava elevada (Figura 4B). Essas alteracdes peculiares sdo indicativas de doenca
hepética e renal precoce na GNR. Os valores de hematoldgica, bioquimica sérica e carga
parasitaria dos tempos inicial e final dos cdes respondedores e ndo respondedores ao tratamento

sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores hematolégicos, bioquimicos séricos, parametros de estresse oxidativo e carga parasitaria dos
tempos inicial e final dos cées respondedores e ndo respondedores ao tratamento. Dados em média. * p <0,05; **

p <0,01.
A Respondedores P NLE P P
Parametros/Grupos R) (TOvs respondedores (TOvs v (TORvs
T12) (NR) T12) TONR)

Hematologia TO T12 TO T12
Eritrdcitos (x108/uL) 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
Hematocrito (%) 4182 45.12 0.689 31.2 32.78 0.641 37-55 0.0023
Leucdcitos (x10%/uL) 9.6 13 0.120 8.9 8,8 0.935 6-17 0.345
Linfdcitos (x10%/mm?) 1.69 1.92 0.373 1.92 141 0.181 1-48 0.406
Mondcitos (/mm?3) 493 424 0.606 457 429 0.972 150-1,350 0.776
Reticuldcitos (x103/mm?3) 90 34,6 0,144 51,6 46,1 0,678 <60 0,303
Bioquimica sérica
Proteinas totais (g/dL) 8.6 1.7 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
Calcio (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 0.5-14 0.920
Ureia (mg/dL) 438 376 0.579 36.2 22.55 0.060 21-60 0.591
Colesterol (mg/dL) 22.9 335 <0.0001 :20.71 28.8 0.001 31-71 0.112
Magnésio (mg/dL) 1.62 222 0.264 1.66 1.86 0.017 1.8-2.4 0.104
HDL (mg/dL) 57.6 145.2 <0.0001 455 112.9 <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) 7497 86.82 0.587 101 124.7 0.933 20-156 0.255
AST (UI/L) 2396 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 (ng/dL) 280.07 85.29 0.094 360.4 142.2 0.075 30-180 0.149
Fosforo (mg/dL) 3.07 284 0.401 4.56 3.074 0.011 2.5-6.0 0.0085
Potassio (mmol/L) 13.40 13.38 0.980 14.95 14.42 0.229 12.3-15.7** 1 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
E{;Lﬁﬁégg) —1gG ANt 03 054 0.035 124 031  0.168 0,17%* 0.127
Carga parasitaria
Baco (Carga parasitaria 3.225 1.398 <0.0001 3.761 4.252 0.969 0.382
(log10))
F’:gfg;'t:r‘l’zsggé%)ga 2580 0408  ~00001 5879 o579 0431 0.748

VR — Hemograma e bioquimica sérica: valores de referéncia. Fonte:(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).
VR - #UPC<0,5 cdes saudaveis; 0,5-1,0 limitrofe; >1,0 proteinlria glomerular. Fonte: Solano-Gallego et al. [5].

TO: tempo 0 (antes do tratamento); T12: tempo 12 (12 meses apds tratamento).

**V/R baseados nos valores dos controles negativos do estudo.
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Figura 4. Cées ndo respondedores desenvolvem lesdes hepaticas e renais subclinicas. Os valores séricos de
colinesterase (A), razdo de proteina/creatinina urinaria (B) e isoenzima sérica creatina quinase MB (C) e creatina
quinase (D) foram quantificados em TO, T1, T2, T3, T6 e T12. Os dados sdo mostrados como média + DP ou em

formato de caixa e bigode, n = 12-14 cdes / grupo. * p <0,05; ** p <0,01.
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3.5. Desenvolvimento de um modelo matematico com valor preditivo para o sucesso
da quimioterapia na LCan

Além de eritrdcitos, hemoglobina e hematdcrito (Figura 3A-C), fésforo e, em menor
grau, potéassio e albumina também discriminaram significativamente GR de GNR em T0
(Figura 5A). Altos coeficientes de correlacdo de Spearman foram encontrados entre eritrocitos,
hematocrito e hemoglobina (Figura 5B). Modelos de regressao logistica com o menor critério
de informacéo de Akaike (AIC) e maior precisdo usando uma validag&o cruzada leave-one-out
foram selecionados o fosforo mais uma das trés variaveis altamente correlacionadas -
eritrocitos, hematocrito ou hemoglobina (Figura 5C). A maior precisdo foi obtida considerando
fosforo e eritrocitos. 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 x [Fosforo] + 1,170 x NUmero de eritrocitos
A probabilidade é obtida aplicando a funcéo logistica: (exp (x) / (1 + exp (X)), onde x é

0 log (odds). Notavelmente, esta formula permitiu discriminacdo de 100% entre GR e GNR,

demonstrando o alto poder preditivo de nosso modelo matematico.
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Figura 5. Desenvolvimento de um modelo matematico com valor preditivo para o sucesso da quimioterapia
CanL incluindo a medicdo dos paréametros eritrocitarios e de fésforo. (A) Os valores séricos de fésforo,
potéassio e albumina foram quantificados em T0). (B) O coeficiente de correlagao linear de Spearman é mostrado
para os valores de albumina sérica, hematocrito, eritrocitos, hemoglobina, fosforo e potassio. (C) Graficos de
dispersao entre fosforo e hematocrito ou eritrécitos ou valores de hemoglobina no soro. Os dados séo apresentados
como média + DP ou em formato de gréafico de caixa e bigode. Caes respondedores (n= 12), cdes ndo respondedores
(n =14). * p <0,05; ** p <0,01.
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Discusséo

Até recentemente, a maioria dos estudos de fatores progndsticos para o sucesso ou falha
do tratamento na leishmaniose era restrito a humanos [33-37], e o cdo infectado era visto apenas
como um reservatério de protozoario. Este é um estudo longitudinal inovador de fatores
progndsticos em cées infectados naturalmente com L. infantum em tratamento que resultou em
uma clara distingdo de dois perfis de cdes com LCan que responderam de forma diferente a
mesma terapia antiparasitaria, com base na redugéo da carga parasitaria nos tecidos. Cées com
namero reduzido de parasitos tém menos probabilidade de desenvolver sinais clinicos e sdo

menos infecciosos para os vetores [5].



50

Estudos indicam que o sucesso da resolugédo das infec¢bes por Leishmania depende de
uma resposta caracterizada pela predominéncia de IFN-y, IL-2 e TNF-a, que aumentam a
eficiéncia fagocitica e a citotoxicidade linfocitaria, desencadeando uma resposta imune
protetora [38, 39]. Assim, observamos que 0s caes respondedores exibiram uma assinatura Thl
consistente que acompanhou a redugdo do parasitismo ap6s o tratamento, em oposi¢do ao grupo
n&o respondedor.

No presente estudo, os parametros de estadiamento clinico da LCan [8] e
acompanhamento dos cdes, como relacdo albumina/globulina, anemia ndo-regenerativa ou
fungBes renais, foram avaliados individualmente do inicio ao final do estudo. No entanto,
apenas no final do estudo de um ano, o resultado do tratamento permitiu a determinagéo de
quais cdes poderiam ser classificados como respondedores ou ndo respondedores. A evidente
dicotomia entre cdes GR e GNR permitiu a identificacdo de dois parametros laboratoriais
preditivos de sucesso terapéutico: contagem de eritrocitos e dosagem de fosforo sérico. A
anemia é comumente observada na leishmaniose humana e canina e pode ser originada da
producdo reduzida e/ou aumento da destruicao dos eritrocitos [27, 40, 41]. Durante as doencas
inflamatdrias cronicas, a anemia resulta de baixos niveis circulantes de ferro, enquanto as
citocinas inflamatorias, como TFN-a, IL-1 e IFN-y inibem a eritropoiese, e 0 dano a membrana
eritrocitaria por agentes oxidantes encurta a vida Util dos eritrocitos [42]. Em infeccBes crnicas
como na LCan, esses eritrocitos danificados sdo retidos e destruidos no baco, que aumenta de
tamanho como um sinal clinico da doenca. Isso é acompanhado por uma desregulacdo das
proteinas de transporte de ferro, levando ao acimulo de armazenamento de ferro [43, 44]. Isso
explica o tipo de anemia normocitica normocrémica que a maioria dos cées apresentava no
inicio do presente estudo, o que também demonstra que uma suplementacao de ferro pode ser
inadequada durante o tratamento de doengas inflamatorias, conforme ja descrito na literatura
[45, 46, 47]. Na doencga renal cronica, que é comum na LCan, a anemia também resulta da
diminuicdo da producéo de eritropoietina no rim [8, 48]. Os rins sdo a principal via de excre¢éo
de fosforo e a hiperfosfatemia promove lesdes renais progressivas [49], conforme descrito em
caes com LCan em estdgio avangado [50]. Os niveis séricos de globulina e proteinas de fase
aguda, proteinuria e razdo UPC sdo considerados biomarcadores para o monitoramento clinico
de cées durante o tratamento leishmanicida e pos-tratamento [3, 17, 18, 51, 52]. No entanto,
poucos estudos abordaram a identificacdo de fatores, a serem usados como preditores de
progndstico confiaveis, com base no desfecho (morte ou cura) apos a terapia [52]. No presente
estudo, cées com LCan em estadio moderado exibiram fdsforo sérico - um marcador de

insuficiéncia renal - dentro da faixa de referéncia, mas os modelos de regressdo logistica
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indicaram claramente que as alteragdes de fosforo em adicdo aos eritrocitos eram sensiveis o

suficiente para prever o sucesso ou falha da quimioterapia.

O fdsforo interage com o célcio por meio da modulacdo de varios horménios e sua
concentracdo sérica é aproximadamente inversamente relacionada [50]. No geral, os cdes nao
respondedores de nosso estudo exibiram magnésio mais baixo, fosforo mais alto e razdo Ca/P
mais baixa em comparagao com cdes respondedores, com consequéncias renais demonstradas
pela razdo UPC elevada. Os desequilibrios i6nicos relacionados ao comprometimento renal séo
a base de varias manifestacdes clinicas; por exemplo, o magnésio é um cofator enzimatico que
participa de diversas reac6es metabdlicas [40, 54], incluindo aquelas relacionadas a eritropoiese
[55, 56].

Os niveis séricos de colinesterase e albumina normalizaram em caes respondedores ap0s
seis meses de terapia, ao contrario dos nao respondedores. Como o figado é um local de
atividade de L. infantum [57], essa interferéncia discreta com a funcdo sintética hepética poderia
explicar nossos achados em cdes ndo respondedores. Aqui, a ureia e a creatinina séricas estavam
dentro dos valores de referéncia em ambos os grupos de cdes. Isso corrobora os dados da
literatura que mostram que a azotemia € um achado incomum, apesar da elevada frequéncia de
patologias renais na LCan [58]. A creatinina € um subproduto da CK, cujos niveis séo reduzidos
em cdes com LCan [59]; portanto, sugerimos que esse Viés do diagnostico de azotemia no LCan
avancado resulta da subconcentracdo de creatinina e pode levar a subdiagnostico de doenca
renal. Tem sido enfatizado na literatura que a infec¢do ativa por L. infantum e progressdo do
LCan relaciona-se com a doenca mediada por imunocomplexos [60], que desempenha um papel
importante na fisiopatologia de diversas manifestagdes clinicas, incluindo anemia hemolitica
imunomediadas, lesdes glomerulares e insuficiéncia renal [38, 61]. Nesse sentido, a
prednisolona foi escolhida como uma droga anti-inflamatéria no presente estudo durante um
curto prazo em todos os cédes para minimizar a formacao e circulagdo de imunocomplexos
sollveis e, desta maneira, reduzir a inflamacdo por meio de um efeito inibidor na ativacdo do
complemento [62, 63]. Os beneficios da terapia com glicocorticoides no tratamento da LCan
foram descritos anteriormente [20, 25, 26]. E importante ressaltar que varios estudos tém
mostrado que a administracdo oral de glicocorticoides de curto ou longo prazo em cées ndo
induz alteracdes significativas nos diversos parametros hematologicos e bioquimicos [64, 65,
66, 67]. O curso de quatro semanas de prednisolona ndo pareceu ter interferido com os
biomarcadores avaliados neste documento, pois as avaliagbes em T1 ndo se comportaram de
maneira diferente daquelas observadas em pontos de acompanhamento subsequentes, conforme

demonstrado na Figura 2, Figura 3 e Figura 4. Ap0Os a corticoterapia com doses anti-
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inflamatorias, uma discreta elevacdo nas enzimas hepaticas € esperada em cées, conforme

previamente descrito [66, 68].

Ao todo, desenvolvemos uma formula matematica usando eritrocitos e fosforo como
marcadores para um prognostico de sucesso da terapia antiparasitaria no momento do primeiro
diagndstico. No entanto, o estudo apresenta a reduzida coorte estudada, e o uso de
antiparasitarios de segunda linha, dadas as restri¢des para abordagens terapéuticas da LCan no
Brasil, como principais limitacGes. Por se tratar de um estudo clinico de longa duracéo, resultou
em um pequeno namero de cdes que foram acompanhados até a Gltima avaliacdo. Apesar disso,
os dados obtidos foram tdo consistentes que permitiram a criacdo da formula, que pode ser um
guia inicial para novos estudos com amostras maiores e diferentes métodos de validacéo
cruzada e em coortes tratadas com medicamentos de primeira linha. Tomados em conjunto,
esses resultados sdo altamente encorajadores e podem representar um novo paradigma para o
atendimento clinico, permitindo uma interferéncia terapéutica precoce a partir de um

diagnostico aprimorado.
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Abstract: Prediction parameters of possible outcomes of canine leishmaniasis (CanL) therapy might
help with therapeutic decisions and animal health care. Here, we aimed to develop a diagnostic
method with predictive value by analyzing two groups of dogs with CanL, those that exhibited
a decrease in parasite load upon antiparasitic treatment (group: responders) and those that maintained
high parasite load despite the treatment (group: non-responders). The parameters analyzed were
parasitic load determined by q-PCR, hemogram, serum biochemistry and immune system-related
gene expression signature. A mathematical model was applied to the analysis of these parameters to
predict how efficient their response to therapy would be. Responder dogs restored hematological
and biochemical parameters to the reference values and exhibited a Th1 cell activation profile with
a linear tendency to reach mild clinical alteration stages. Differently, non-responders developed
a mixed Th1/Th2 response and exhibited markers of liver and kidney injury. Erythrocyte counts
and serum phosphorus were identified as predictive markers of therapeutic response at an early
period of assessment of CanL. The results presented in this study are highly encouraging and may
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represent a new paradigm for future assistance to clinicians to interfere precociously in the therapeutic
approach, with a more precise definition in the patient’s prognosis.

Keywords: mathematical model; treatment; hematological parameters; biochemical parameters;
Leishmania

1. Introduction

Canine leishmaniasis (CanL) is a severe disease caused by the protozoa Leishmania infantum [1-3].
As a zoonotic infection, L. infantum is a major health concern, since it also causes human visceral
leishmaniasis, a neglected tropical disease, in the Americas, Europe, North Africa, the Middle East and
China [4]. Dogs are susceptible to the development of high parasitic loads, playing a key role in the
transmission cycle of L. infantum via phlebotomine sand flies in endemic areas [5,6]. Higher parasite
loads in dogs are related to more severe clinical disease [7] and higher infectiousness to sand flies [5].
As full-blown disease is associated with active infection [8], efficacy of CanL treatment should be
primarily centered in its capability of reducing L. infantum load.

Treatment of CanL is a challenge for veterinary practitioners regarding anti-parasitical efficacy,
adverse effects and cost. Current leishmanicidal drugs, such as antimonials, miltefosine and allopurinol,
can clinically cure dogs or temporarily improve clinical signs, but no evidence of efficacy in terms of a
parasitological cure exists for any of them [8,9]. Consequently, clinical recurrences associated with high
parasite loads in a number of treated dogs are frequent at diverse time intervals post treatment [10].
In Brazil, where most of the South American cases of L. infantum infection occur, the use of antimonials
for canine treatment is prohibited [11].

The success of some antileishmanial protocols in reducing L. infantum load and blocking parasite
transmission to phlebotomine vectors have been evidenced by xenodiagnoses [12-14]. However,
failure of anti-Leishmania therapy depends on drug pharmacodynamic effects, parasite’s inherent
virulence or drug resistance development and host’s immune and nutritional status, or co-infections,
which contribute decisively to the recurrence [15,16]. Prognosis of response to treatment largely
depends on the severity of the visceral disease, as determined by the clinicopathological alterations,
particularly those related to renal function [17,18].

Because dogs respond differently to anti-parasite treatments and there are still no predictive tools
to discriminate dogs that respond to therapy from those that maintain high parasitic loads despite
treatment, we aimed at devoting the present study to this aspect. This study was a retrospective
longitudinal analysis of parasitological, biochemical and hematological parameters in a cohort of
dogs treated for CanL with second-line antileishmanial drugs, as reported in the literature [8,9,19-22].
The study’s objective was to identify biomarkers and to develop a prototype mathematical model with
predictive value to estimate the success of a leishmanicidal therapy as a tool for improved diagnosis
and treatment monitoring.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Approval

This work was approved by the Ethics Committee on Animal Use of the Federal University
of Bahia, Brazil (CEUA-UFBA, n. 19/2011), substantiated in the bioethical principles of animal
experimentation. All procedures were followed in accordance with the guidelines of the Brazilian
Council of Animal Experimentation (CONCEA—Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal) and strictly followed the Brazilian law for “Procedures for the Scientific Use of Animals”
(11.794/2008). All manipulation in dogs, whether invasive or non-invasive, was performed or monitored
by veterinarians. The group of non-responder dogs was designed based on the parasitic load whose
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quantitative test was performed at the end of the study. Therefore, throughout the course of the
study, dogs that developed other diseases or acquired co-infections were removed to receive proper
additional treatment.

2.2. Animals and Sampling

A one-year longitudinal analysis of hematological and biochemical parameters was conducted in
26 dogs, naturally infected by L. infantum in the state of Bahia in Brazil, submitted to leishmanicidal
treatment. The inclusion criteria were confirmed infection with Leishmania spp. via parasitological
and/or molecular techniques, and consent of the guardians for the treatment with the multi-drug
antiparasitic regimen (metronidazole + ketoconazole + allopurinol). The coexistence of other diseases
or co-infections and terminal CanL were the exclusion criteria in the beginning and at any other
time of examination in the course of the follow-up. Dogs were evaluated at six different time points
during the year. The time 0 (T0) consisted of the moment in which the dogs arrived at the Zoonotic
Leishmaniasis Outpatient Clinic at the Teaching Hospital of Veterinary Medicine of the Federal
University of Bahia (ALZ-UFBA) for diagnosis and first clinical care. Dogs were evaluated monthly
during the first three months (T1, T2, T3), and then at the sixth (T6) and twelfth month (T12)
post-treatment. At each evaluation, blood was collected from the jugular or cephalic vein and stored in
EDTA tubes (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) for hemogram and search for hematozoa. Blood was
also collected into EDTA-free tubes (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) for the determination of
serological and biochemical parameters. Urine was collected by cystocentesis (in females) and urethral
catheterization (in males) for urinalysis and urinary protein-creatinine ratio (UPC). For the collection of
bone marrow and spleen samples by aspiration biopsy (performed at T0, T6 and T12), 20 mL syringes
and needles 40 X 12 mm and 40 X 16 mm were used respectively, inserted in an anatomic-topographic
region of the spleen [23] and sternum [24], with previous local antisepsis and mild sedation with
acepromazine (0.02 mg/kg).

2.3. Clinical Evaluation and Staging

Dogs were clinically evaluated for the presence or absence of CanL-compatible clinical signs and
definition of clinical staging, as determined by the LeishVet Group guidelines [8]. Weight loss, appetite
alterations, facies, mucosal staining, dermatopathies (ulcers, cutaneous vasculitis, onychogryphosis,
desquamation, alopecia, crusts, hyperkeratosis, depigmentation of snout, nodule), lymphadenopathy,
ophthalmopathy, presence or absence of fever, diarrhea, epistaxis and enlargement of the spleen by
palpation were assessed. Based on clinical and laboratory parameters, dogs were categorized in clinical
staging I (mild disease), II (moderate disease), III (severe disease) or IV (very severe to terminal disease).

2.4. Anti-Leishmania Chemotherapy

Antiparasitic treatment consisted in the administration of metronidazole (25 mg/kg/twice daily)
for 30 days associated to ketoconazole (10 mg/kg/once a day) for 40 days, followed by a maintenance
treatment with allopurinol (10 mg/kg/twice daily) during at least one year. Prednisolone was given
(beginning with 0.5 mg/kg/twice daily) for 30 days (including gradual withdrawal) [20,25,26] to
minimize systemic immune complex formation, thus indirectly to prevent kidney injury during the
four-week initial course of treatment with anti-leishmanial drugs. The multi-drug therapeutic regimen
for CanL used in the present study has been previously described [14].

2.5. Hematological and Biochemical Parameters

Hemograms, characterization of blood cell morphology and search for hematozoa infection
were performed as described [27]. The following biochemical parameters were measured: enzymes
(alanine aminotransferase (ALT), aspartate transaminase (AST), creatine kinase (CK) and its
isoenzyme creatine kinase MB (CK-MB), pseudocholinesterase and gamma-glutamyl transferase
(GGT) (Cormay, Lomianki, Poland)), protein (albumin and total protein (Cormay, Lomianki, Poland)),
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substrates (creatinine, urea) and electrolytes (calcium, phosphorus and magnesium (Spinreact,
Barcelona, Spain)). The urinary protein-creatinine (UPC) and serum calcium/phosphorus ratio were also
quantified. All variables were measured in the automatic (Prestige 24i, Tokyo Japan) and semi-automatic
(BioPlus-200, Sao Paulo Brazil) biochemical analyzer, as described [28].

2.6. Quantification of Total Globulin and Specific Anti-Leishmania Antibodies

For the quantification of total globulins, total protein values were subtracted from albumin
values. Specific anti-Leishmania IgG antibodies were quantified in the sera as previously described [29],
with minor modifications. Ninety-six-well plates (BioLegend, San Diego USA) were coated with
10 pug/mL of L. infantum soluble promastigote antigens. After washing with 3% PBS-low-fat-milk
and 0.05% PBS-Tween (PBS-T), 100 uL/well of canine serum diluted 1:50,000 in PBS-T was added
in duplicate and incubated at 30 min at 37 °C. The reaction was completed by adding the anti-dog
IgG-HRP diluted at 1:5000 (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA) for 30 min at 37 °C, and further
incubation with 0.5 mg/mL of o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD, Sigma, Darmstadt Germany)
for 10 min. The reaction was stopped using 50 uL/well of 3 M HCI. Plates were read at 492 nm (Synergy,
Biotek, Tokyo Japan).

2.7. Parasitic Load

DNA of the collected aspirated bone marrow and spleen at T0, T6 and T12 was extracted using the
commercial kit PureLink Genomic DNA® (Invitrogen, Carlsbad USA) following the manufacturer’s
recommendations. The quality and concentration of the DNA in each eluate were evaluated in the
L-QUANT spectrophotometer (Loccus, Sao Paulo Brazil). For the quantification of L. infantum DNA in
the spleen and bone marrow samples, qPCR assays were performed using the protocol described by
Rolao et al. [30], with some modifications. The primers 5’-GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3’ (forward),
5'-GCTATATCATATGTCCAAGCACTTACCT3' (reverse) and the probe TagMan® (Applied Biosystems
Foster City USA) (5’- ACCACCTAAGGTCAACCC-3’) were used. The final reaction volume (25 puL)
consisted of 4 uL of DNA, standardized at the concentration of 20 ng/uL, 12.5 mL of Mastermix
Universal® (Life Technology Corporation, Carlsbad USA), 5 uM of each primer and 10 uM of the probe
TagMan. qPCR was run at 95 °C for 10 min, 40 cycles at 95° C for 15 s and 60 °C for 1 min. All samples
were analyzed in duplicate. Reactions were performed on the Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System (Life Technology Corporation Carlsbad USA).

2.8. Quantitative PCR

Splenic mRNA expression of cytokines IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-17A, IL-22, IL-4, IL-5 and IL-10 was
determined using real time PCR. Spleen fragments were macerated for total RNA extraction using
Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad USA), as recommended by the manufacturer. RNA concentration
was determined by OD260 measurement using a L-quant 1.0 spectrophotometer (Loccus®, Sao Paulo,
Brazil). ¢cDNA synthesis was performed using 1 ug of total RNA plus 10 uL of High-Capacity
cDNA Reverse Transcription master mix (Applied Biosystems, Foster City USA), according to the
manufacturer instructions. Real-Time quantitative PCR (qQRT-PCR) reactions were run for each
sample on a Bio-Rad CFX96 Real-Time System C1000 Thermal Cycler (Bio-rad Berkeley USA). Primer
sequences were obtained from IDT (Lovaina, Belgium) and thoroughly tested. Specific oligonucleotides
are: IL2 (forward) CCCAAGAAGGCCACAGAATTTA, (reverse) TCCTTGGTGTCTGTCAAGTGAA;
IL4 (forward) CTAGCACTCACCAGCACCTT, (reverse) CACGAGTCGTTTCTCGCTGT; IL5 (forward)
GGCGATGGGAACCTGATGAT, (reverse) CGTGGGCAGTTITGGTTCTTC; IL10 (forward)
CAAGCCCTGTCGGAGATGAT, (reverse) AGAAATCGGTGACAGCGTCG; IFNG (forward)
TCAAATTCCTGTGAACGATCTGC, (reverse) TTATTTCGATGCTCTGCGGC; TNFA (forward)
CTCCAACTAATCAGCCCTCTTG, (reverse) GGGTTTGCTACAACATGAGCTACT; GAPDH (forward)
GCTGGTGCTGAGTATGTTGTGGAG, (reverse) CAGCAGAAGGAGCAGAGATGATGA. The RT
product was expanded using the NZYSpeedy qPCR Green Master Mix kit (NZYTech, Lisbon Portugal)
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and results were normalized to the expression of the housekeeping gene Gapdh. After amplification,
cycle threshold-values (Ct-values) were calculated for all samples and gene expression changes were
analyzed in the CFX Manager Software (Bio-Rad) and represented as arbitrary units (AU).

2.9. Statistical Analysis

The Kruskal-Wallis test followed by the Dunn test were used for data analysis between two groups.
A one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni’s post-hoc test was employed
for multiple group comparisons. Exploratory logistic regression models were made in R using the
package Bias Reduction in Binomial-Response Generalized Linear Models [31,32]. The Chi-square test
was used for statistical analysis to evaluate the significant association between variables. Data are
reported as means + standard deviation (SD). Statistically significant values are as follows: * p < 0.05,
**p <0.01, **p < 0.001.

3. Results

3.1. Responder Dogs Exhibit a Decrease in Splenic and Bone Marrow Parasite Loads and Improvement of
Clinical Staging

Leishmania infantum absolute parasite load evolution in spleen and bone marrow of a cohort
of dogs under leishmanicidal treatment for 12 months were distinct between two groups. Dogs that
presented a significant reduction in parasite loads from T0 to T12 were grouped as chemotherapy
Responders (GR, 46%, 12 dogs), while those that failed to have the parasite burden reduced were
grouped as Non-Responders (GNR, 54%, 14 dogs; Figure 1A, B). At T0, before treatment, there were
no parasitic loads’ differences between groups in both organs (Figure 1A, B), as well as in the clinical
staging (Figure 1C). At T6, GR exhibited a noticeable parasitic load reduction in comparison to that of
GNR. After one year of treatment (T12), GR’s parasitic loads were significantly lower than those at TO
(p <0.001) in both tissues (Figure 1A, B), having decreased 97.3% and 98.5% in bone marrow and spleen,
respectively. In opposition, no significant difference was observed for GNR (Figure 1A, B). At TO,
both groups presented the same clinical stage—II, characterized by moderate disease. Accompanying
the parasite load data, at T12, GR exhibited on average a mild disease (stage I), while GNR remained
in stage II (Figure 1C).
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Figure 1. Responder dogs exhibited decreased parasite loads and improved the clinical staging.
The canine cohort was separated into responder and non-responder dogs regarding the effect of
anti-Leishmania chemotherapy. The parasite burden was quantified by qPCR in the spleen (A) and bone
marrow (B) before and at 6- and 12-months post-treatment. The clinical stage of each dog was recorded
at the time of the diagnosis (T0) and upon 1 (T1), 2 (T2), 3 (T3), 6 (T6) and 12 (T12) months of treatment
(C). Data are shown as mean =+ standard deviation (SD), Responder dogs (n = 12) Non responder dogs
(n =14). *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; ***p < 0.0001.

3.2. Responder Dogs Display a Th1 Signature

’

We next addressed the immune response developed by GR and GNR. The median monocytes
counts was similar and within the reference range in both groups (Figure 2A). The lymphocytes’ counts,
however, changed at T3 and T6 (Figure 2B), not only increasing from T2 to T3 within GR, but also
becoming consistently higher than those of GNR at T3 and T6. To further explore, we performed a
qPCR analysis on spleen samples at T0O, T6 and T12. The GR exhibited a Th1 signature, with increased
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levels of IL2, IFNG and TNFA transcripts at T6 (Figure 2C), while no differences were found in IL17
nor IL22 (Supplementary Figure S1A). Moreover, a significant reduction on IL10 transcripts of GR
was accompanied by similar levels of Th2-associated IL4 and IL5 cytokines (Figure 2C), indicating an
effective Th1 response underlying the protective response. Remarkably, these effects on transcripts
could be verified in all individual dogs analyzed (Supplementary Figure S1B, C). Overall, our data
showed that increased levels of blood lymphocytes and a splenic Th1 response guide the response
to therapy.

A c
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Figure 2. Responder dogs display Th1 signature. The serum absolute numbers of monocytes (A) and
lymphocytes (B) was quantified from TO until 12 months post treatment. mRNA was isolated from
spleen biopsies at T0, T6 and T12. Quantitative PCR was performed for IFNG, TNFA, IL2, IL4, IL5 and
IL10 (C). Data are shown as mean + SD or in a box and whisker plot format, Responder dogs (1 = 9)
Non responder dogs (1 = 8) * p < 0.05; ** p < 0.01.

3.3. Non-Responder Dogs Failed to Restore the Hematological Parameters to Normal Reference Values

At TO, average GR dogs displayed median erythrocyte counts, hemoglobin and hematocrit
levels within the normal reference range, while in GNR dogs, those parameters were sub-optimal
(Figure 3A-C). Of note, at T0, 8 out of 14 (57.14%) of GNR had anemia; of these, 4 out of 8 (50%)
presented a reticulocyte counting below 60 x 10*/mm? (had non-regenerative anemia). Regarding the
GR dogs, 3 out of 12 (25%) were anemic, with 2 of these presenting a reticulocyte counting superior to
60 x 103/mm? (had regenerative anemia). At T12, 9 out of 13 (69.2%) GNR dogs were anemic, compared
to none of the GR dogs; among those 9 dogs, only one presented a reticulocyte counting superior to
60 X 103/mm3. This is strongly suggestive that non-regenerative anemia indeed progressed in the
GNR group of dogs during the one year of follow up, despite treatment. Total globulin levels were
increased in both groups, but the GR displayed a significantly lower level (Figure 3D). Interestingly,
the difference in globulins was not equivalent to anti-Leishmania-specific IgG titters, which could not
discriminate GR from GNR (Figure 3E).

The cohort of dogs was monitored during one year through hematological and biochemical
analysis performed at one-, two-, three-, six- and twelve-months post-treatment (T1, T2, T3, T6 and T12)
(Figure 3A-D). Although a tendency for hematological improvement was observed in all parameters
until the third month of treatment, non-responder dogs declined in months 6 and 12 (Figure 3A-D).
In opposition, all responder dogs displayed erythrocyte numbers, hemoglobin and hematocrit within
the normal reference values upon 12 months of treatment, apart from total globulins, where 3 out of
11 dogs still presented values above the upper limit (Figure 3A-D). Moreover, the observed recovery
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of responder dogs was accompanied by a significant reduction in the anti-Leishmania-specific IgG
(Figure 3E).

Figure 3. Success of anti-Leishmania therapy is associated with a restoration of erythrocyte, hemoglobin,
hematocrit, as well as total and Leishmania-specific globulin values. Erythrocyte number (A) and
the values of hemoglobin (B), hematocrit (C), total globulins (D) and anti-Leishmania 1gG (E) were
quantified in the serum at diagnosis (0) and upon 1, 2, 3, 6 and 12 months of anti-Leishmania treatment.
Data are shown as box and whisker plot format, Responder dogs (n = 12), Non responder dogs (1 = 14).
*p <0.05;* p <0.01.

Finally, given that our data was suggestive that erythrocyte number, hemoglobin and hematocrit
values can be predictive of the therapeutic response in a first moment of evaluation of sick dogs,
before treatment, we calculated the relative risk (RR) and the 95% confidence interval (CI) to determine
the likelihood of each of these parameters to be associated with the progression of CanL upon treatment.
A significant association between decreased hemoglobin (3.14 RR with 1.14-8.7 CI), hematocrit (3.75 RR
with 1.05-13.38 CI) and erythrocyte levels (1.82 RR with 0.88-3.73 CI) with the failure of CanL treatment
was observed, reinforcing their utility to the prediction of therapeutic response.

3.4. Serum Biochemistry Parameters Are Predictive of Visceral Organ Injury in Non-Responder Dogs

Serum levels of hepatocellular damage markers, alanine and aspartate transaminase
(Supplementary Figure S2A, B), and biliary tract disease marker y-glutamiltransferase (Supplementary
Figure S2C), were within the reference range during follow-up in both groups. However, cholinesterase
and albumin, proteins synthesized in the liver, were significantly reduced in the GNR at T0, T6 and T12
(Figure 4A and Supplementary Figure S2D). In GNR, while urea and creatinine values were within the
reference range (Supplementary Figure S2E, F), the urinary protein/creatinine ratio (UPC), a predictor
of renal disease, was elevated (Figure 4B). These peculiar changes are indicative of early hepatic and
renal disease in the GNR. The values of hematological, serum biochemistry and parasitic load of the
initial and final times of the responder and non-responder dogs to the treatment are shown in Table 1.

Bl Non-responders
£33 Responders

Figure 4. Non-responder dogs develop sub-clinical hepatic and renal lesions. Serum values of
cholinesterase (A) and urine protein/creatinine ratio (B) were quantified at T0, T1, T2, T3, T6 and T12.
Data are shown as mean + SD or in a box and whisker plot format, Responder dogs (n = 12),
Non responder dogs (n = 14). * p < 0.05; ** p < 0.01.
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Table 1. Values of hematological, serum biochemistry, oxidative stress parameters and parasitic load of the initial and final times of the responder and non-responder

dogs to the treatment
Parameters Responders (R) p-Value (TO vs. T12) Non Responders (NR) p-Value (TO vs. T12) N lity Value p-Value (TO R vs. TO NR)
Hematology T T2 T T2
Erythrocyte (x10°/ul) 6.68 673 0.497 501 497 0940 5585 0.033
Hemoglobin (g/dL) 15.03 1475 0771 1021 1054 0885 12-18 0.0002
Hematocrit (%) 4182 4512 0.689 312 278 0.641 37-55 0.0023
Leucocytes (x10%/ul) 96 13 0.120 89 88 0935 6-17 0345
Lymphocytes (x10%/mm’) 1.69 192 0373 192 141 0.181 148 0.406
Monocytes (/mm?) 493 424 0.606 457 429 0972 150-1350 0.776
Reticulocytes (x10%/mm?) 90 346 0.144 516 461 0.678 <60 0303
Serum biochemistry
Total proteins (g/dL) 86 77 010 9 86 0254 54-71 0426
Albumin (g/dL) 279 304 0.167 2 254 0260 26-33 0.017
Globulins (g/dL) 57 43 0.032 67 62 0.186 2744 0.045
Albumin/Globulin (A/G) ratio 05 08 0.0682 04 05 0242 05-1.7 0.081
Calcium (mg/dL) 11.73 1050 0330 10.87 1039 0218 9-113 0.064
GGT (UL) 5.78 454 0329 473 6.11 0218 1-10 0.736
Creatinine (mg/dL) 126 10 0.082 10 12 0330 05-14 0.920
Urea (mg/dL) 438 76 0579 362 25 0.060 21-60 0591
Cholesterol (mg/dL) 29 135 <0.0001 2071 288 0.001 31-1 0.112
Magnesium (mg/dL) 162 22 0264 166 186 007 18-24 0104
HDL (mg/dL) 576 1452 <0.0001 455 1129 <0.0001 33-120 0.062
‘Triglycerides (mg/dL) 572 7342 0853 77 100 0.029 20-112 0333
ALT (UKL) 512 669 0.830 424 668 0117 21-102 0214
FA (UIL) 7497 85682 0.587 101 1247 0933 20-156 0255
AST (UIlL) 2396 3282 0.087 4093 s 0615 23-66 0368
Glucose (mg/dL) 937 %0 0472 98 8§75 0617 65-118 0.497
Iron (ug/dL) 280.07 8529 0.094 3604 1422 0.075 30-180 0.149
Phosphorous (mg/dL) 324 284 0401 461 3.074 0011 2560 0.0085
Potassium (mmol/L) 1340 1338 0980 1495 1442 0229 123-157* 0.0023
CK(UL) 47.08 15239 <0.0001 3735 87.79 0.106 100-200 ** 0504
CK-MB (U/L) 4571 2484 0310 8207 3807 0121 31-388 0432
Cholinesterase (U/L) 40222 42005 0737 3,198 2,807 0911 1210-3020 0.057
UPC 048 031 0113 04 085 0342 os* 0.833
Serologic
ELISA (OD)—Anti-Lesshmania IgG 042 013 0.032 127 081 0155 017 0324
Parasite Load
Spleen (Parasite Burden (log10)) 3225 1398 <0.0001 3761 4252 0969 0382
Bone marrow (Parasite Burden (log10)) 2580 0408 <0.0001 2879 259 0431 0748

Hematology and serum biochemistry normality value (NV) Source: Kaneko et al. [33]. NV—# UPC < 0.5 healthy animals; 0.5-1.0 bordering; >1.0 glomerular proteinuria. Source:
Solano-Gallego et al. [5]. TO: time 0 (before treatment); T12: time 12 (12 months of treatment). ** NV based on the negative control values of the study. All significant values are shown
in bold.
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3.5. Development of a Mathematical Model with Predictive Value for the Success of CanL Chemotherapy

Apart from erythrocytes, hemoglobin and hematocrit (Figure 3A-C), phosphorous, and to a
lesser extent, potassium and albumin also significantly discriminated GR from GNR at TO (Figure 5A).
High Spearman correlation coefficients were found between erythrocytes, hematocrit and hemoglobin
(Figure 5B). Logistic regression models with the lowest Akaike information criterion (AIC) and higher
accuracy using a leave-one-out cross-validation were selected for phosphorus plus one of the three
highly correlated variables erythrocytes, hematocrit or hemoglobin (Figure 5C). The highest accuracy
was obtained considering phosphorus and erythrocytes. For this case, the log(odds) of a successful
treatment, using the full dataset, can be given by:

log(odds) = 14.067 — 5.289 x [Phosphorus] + 1.170 x Number of erythrocytes (1)
A . B S
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Figure 5. Development of a mathematical model with predictive value for the success of
CanL chemotherapy including the measurement of the erythrocyte and phosphorus parameters.
(A) The serum values of phosphorous, potassium and albumin were quantified at T0). (B) The
Spearman linear correlation coefficient is shown for serum albumin, hematocrit, erythrocytes,
hemoglobin, phosphorous and potassium values. (C) Scatterplots between phosphorous and hematocrit
or erythrocytes or hemoglobin serum values. Data are shown as mean + SD or in a box and whisker
plot format. Responder dogs (1 = 12), Non responder dogs (1 = 14). *p < 0.05; **p < 0.01.

The probability is obtained by applying the logistic function: (exp(x)/(1 + exp(x)), where x is the
log(odds). Remarkably, this formula allowed 100% discrimination between GR and GNR, demonstrating
the high predictive power of our mathematical model.

4. Discussion

Until recently, most studies of prognostic factors for treatment success or failure in leishmaniasis
were restricted to humans [33-37], and the infected dog has been seen only as a protozoan reservoir.
This is an innovative longitudinal study of prognostic factors in L. infantum naturally infected dogs
under treatment that resulted in a clear distinction of two profiles of CanL dogs that responded
differently to the same antiparasitic therapy, based on their tissue parasite load reduction. Dogs with
reduced parasite numbers are less likely to develop clinical signs and are less infectious to vectors [5].

Studies indicate that the successful resolution of Leishmania infections depend on a response
characterized by IFN-y, IL-2 and TNF-« predominance, which increase phagocytic efficiency and
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lymphocyte cytotoxicity, triggering a protective immune response [38,39]. Accordingly, we observed
that responder dogs exhibited a consistent Th1 signature that accompanied parasitism reduction upon
treatment, in opposition to the non-responder group.

In the present study, the standard parameters for clinical staging of CanL [8] and follow-up of
the dogs, such as albumin/globulin ratio, non-regenerative anemia or renal functions, were assessed
individually from the beginning to the end of the study. However, only at the end of the one-year
study did the treatment outcome allow the determination of which dogs could be classified as
responders or non-responders. The evident dichotomy between GR and GNR dogs allowed for
identifying two laboratory parameters predictive of therapeutic success: erythrocyte counts and serum
phosphorus dosage. Anemia is commonly observed in human and canine leishmaniasis and can
originate from reduced production and/or increased destruction of erythrocytes [27,40,41]. During
chronic inflammatory diseases, anemia results from low iron circulating levels, while inflammatory
cytokines such TEN-«, IL-1 and IFN-y inhibit erythropoiesis, and erythrocyte membrane damage
by oxidizing agents shortens the lifespan of erythrocytes [42]. In chronic infections such as CanL,
these damaged erythrocytes are retained and destroyed in the spleen, which becomes enlarged as
a clinical sign of the disease. This is accompanied by a dysregulation of iron transporting proteins
leading to the accumulation of storage iron [43,44]. This explains the normocytic normochromic type of
anemia most dogs had in the beginning of the present study, which also demonstrates the improper iron
supplementation during the treatment, as already described in the literature [45-47]. In chronic renal
disease, which is common in CanL, anemia also results from decreased erythropoietin production in the
kidney [8,48]. Kidneys are the main route for phosphorus excretion and hyperphosphatemia promotes
progressive renal lesions [49], as described in dogs with late-stage CanL [50]. Serum globulin and acute
phase proteins levels, proteinuria and UPC ratio are considered biomarkers for the clinical monitoring
of dogs during leishmanicidal treatment and post-treatment [3,17,18,51,52]. However, very few studies
have approached the identification of factors, to be used as reliable prognosis predictors, based on
the outcome (death or cure) upon therapy [53]. In the present study, moderate-stage CanL dogs
exhibited overall serum phosphorus—a marker of renal failure—within the reference range, but the
logistic regression models clearly indicated that phosphorus’ in addition to erythrocyte’s changes were
sensitive enough to predict chemotherapy success or failure.

Phosphorus interplays with calcium via modulation of several hormones and their serum
concentration is approximately inversely related [50]. Overall, non-responder dogs of our study
displayed lower magnesium, higher phosphorus and lower Ca/P ratio compared to responder
dogs, with renal consequences demonstrated by elevated UPC ratio. Renal impairment-related ion
imbalances underlie several clinical manifestations; for instance, magnesium is an enzymatic cofactor
that participates in diverse metabolic reactions [40,54], including those related to erythropoiesis [55,56].

Cholinesterase and albumin serum levels normalized in responder dogs after six months of
therapy, unlike in non-responders. As the liver is a site of L. infantum activity [57], this discrete
interference with hepatic synthetic function could explain our findings in non-responder dogs. Here,
serum urea and creatinine were within the reference values in both group of dogs. This corroborates
literature data showing that azotemia is an uncommon finding, despite elevated frequencies of renal
pathologies in CanL [58]. Creatinine is a by-product of CK, whose levels are reduced in dogs with
LCan [59]; therefore, we suggest that this bias of azotemia diagnosis in advanced CanL results
from sub-concentration of creatinine and might lead to kidney disease underdiagnoses. It has been
stressed in the literature that the active infection by L. infantum and CanL progression relates with
immune complex-mediated disease [60], which plays an important role in the pathophysiology of
diverse clinical manifestations, including immune-mediated hemolytic anemia, glomerular lesions
and renal failure [38,61]. In this sense, prednisolone was chosen as an anti-inflammatory drug in
the present study during the short-term in all dogs to minimize the formation and circulation of
soluble immune complexes and reduce inflammation through an inhibitory effect on complement
activation [62,63]. Glucocorticoid therapy benefits in the treatment of CanL have been described
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previously [20,25,26]. It is worth mentioning that several studies have shown that the short- or
long-term oral glucocorticoid administration in dogs do not induce significant changes in the several
hematological and biochemical parameters [64-67]. The four-week course of prednisolone did not seem
to have interfered with the biomarkers evaluated herein, as evaluations at T1 did not behave differently
than those seen at subsequent follow-up points, as demonstrated in Figures 2—4. Upon corticotherapy
at anti-inflammatory doses, a discrete elevation in liver enzymes is expected in dogs, as previously
described [66,68].

Altogether, we developed a mathematical formula using erythrocytes and phosphorus as markers
for a prognosis of antiparasitic therapy success in CanL at the time of first diagnosis. Nevertheless,
the study displays the reduced cohort studied, and the use of second line anti-parasite drugs, given the
constraints for therapeutic approaches to CanL in Brazil, as major limitations. Because this was a
long-term clinical study, it resulted in a small number of dogs that were followed up until the last
evaluation. Nevertheless, the gathered data was so consistent that it allowed the creation of the
formula, which can be an initial guide for further studies with larger sample sizes and different
methods of cross-validation and in cohorts treated with first-line drugs. Taken together, these results
are highly encouraging and may represent a new paradigm for clinical assistance, allowing a precocious
therapeutic interference based on an improved diagnosis.

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/2076-2607/8/5/745/s1.
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IL5 Interleukin-5
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MDPI Multidisciplinary Digital Publishing Institute
P Phosphorus
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Adjuvantes nutricionais com propriedades antioxidantes no tratamento da

leishmaniose canina

Rafaela de Sousa Gongalves et al.

Resumo

A melhora clinica de cdes tratados para a leishmaniose canina (LCan) requer reducgdo das cargas
de Leishmania infantum por meio de compostos oxidantes intracelulares no intuito de destruir
0 parasito. No entanto, o excesso de espécies oxidativas e o consumo de antioxidantes podem
culminar em estresse oxidativo, resultando em inflamacdo aumentada e generalizada. Nosso
objetivo foi avaliar se a adicdo precoce ou tardia de adjuvantes nutricionais (NAs) — acidos
graxos poliinsaturados 6mega-3 e vitaminas B — a medicamentos anti-Leishmania (ALDs) no
tratamento da LCan seria clinicamente benéfica. Para isso, biomarcadores séricos incluindo
parametros de estresse oxidativo foram analisados durante 12 meses em cées alocados em dois
grupos de tratamento: (G1) NAs administrados 30 dias antes do inicio das ALDs; e (G2) NAs
administradas a partir de 61 dias apés o inicio das ALDs. Tanto G1 quanto G2 continuaram
recebendo NAs até o 12° més. As ALDs administradas foram metronidazol associado ao
cetoconazol (40 dias), seguido de alopurinol do 41° dia até 0 12° més. O G1 apresentou controle
inflamatdrio superior, com reducéo de globulinas (p = 0,025), imunoglobulinas especificas anti-
Leishmania (p=0,016), proteina total (p = 0,031) e relacdo albumina sérica/globulina aumentada
(p = 0,033), em comparacdo ao G2. O uso precoce de NAs associados a ALDs é clinicamente

benéfico no tratamento de cdes com LCan.

Palavras-chave: Complexo B, Leishmania infantum, Nutracéuticos, Omega 3, Vitaminas.

Introducéo

Cées domésticos sdo suscetiveis a infeccdo por Leishmania infantum, um protozoério
intracelular causador da leishmaniose canina (LCan), uma doenca infecciosa zoonotica crénica
grave que requer tratamento e monitoramento (Solano-Gallego et al., 2011). L. infantum modula
o0 sistema imunologico canino, favorecendo uma resposta imune predominantemente

orquestrada por linfocitos TH2 (Pinelli et al., 1994). Esta resposta € caracterizada pela producgéo
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excessiva de anticorpos nao protetores que causam doenca sistémica imunomediada devido a
deposicdo de imunocomplexos nos 6rgaos do hospedeiro (Manna et al., 2006; Baneth et al.,
2008). Além disso, altas cargas parasitarias se desenvolvem nos cées mais suscetiveis,
produzindo lesdes teciduais diretas, que se associam a doenca imunomediada e culminam na
manifestacdo de varios sinais clinicos e alteracGes clinico-patolédgicas inflamatdrias (da Costa-
Val et al., 2007; Alves et al., 2009; Torrecilha et al., 2016).

A Leishmania pode evadir do sistema imunoldgico inibindo a explosdo oxidativa e
neutralizando espécies oxidativas, como superdxido (O2-), hidroxila (OH-), peroxinitrito
(ONOO-) ou 6xido nitrico (NO) produzido dentro dos fagolisossomos dos macréfagos, onde
esses protozoarios conseguem sobreviver e se multiplicar (Laskay et al., 2003; VVan Assche et
al., 2011; Angiulli et al., 2015). As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas instaveis
também produzidas durante os processos metabdlicos do hospedeiro e requerem uma producgédo
proporcional de moléculas antioxidantes para prevenir danos aos tecidos (Pizzino et al., 2017).
A producdo de espécies oxidativas aumenta durante doencas infecciosas ou inflamatorias
(Dimri et al., 2008). Durante a inflamac&o croénica, existe um desequilibrio redox caracterizado
pelo estresse oxidativo, que resulta da liberacdo de um excesso de oxidantes e do consumo de
moléculas antioxidantes que os neutralizam (Paltrinieri, 2013). Evidéncias de estresse oxidativo
foram demonstradas na LCan, com presenca 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 recaidas ocorrem numa propor¢do consideravel nos cdes tratados,
particularmente nos mais suscetiveis (Ike-da-Garcia et al., 2007; Manna et al., 2015). No Brasil,
o0s antimoniais séo utilizados no tratamento da leishmaniose visceral humana, sendo proibido
Sseu uso em animais com a justificativa de evitar uma possivel selecdo de parasitos resistentes
(Brasil, 2018). Assim, a prospec¢do de medicamentos e protocolos alternativos se faz necessaria
para o tratamento da LCan.

Varios estudos demonstraram a importancia da imunonutri¢do no tratamento de doencas
inflamatdrias humanas com diversos objetivos, incluindo a reducdo e prevencdo 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

metabolico dos fatores inflamatdrios e parasitarios na LCan, o potencial terapéutico de
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moléculas nutracéuticas, como as do 6leo de peixe, do 6leo 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 acidos graxos
poliinsaturados dmega-3 (PUFA), definidos como &cidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa (PUFA), isolados principalmente de peixes de agua fria, séo amplamente citados na
literatura devido a sua propriedade antiinflamatéria e antioxidante (DeFi-lippis e Sperling,
2006; Backes et al., 2016; Braz-De-Melo et al., 2019). Os efeitos terapéuticos do émega-3
foram demonstrados em estudos de doencas 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 comp&em um grupo de oito vitaminas hidrossollveis que atuam como
coenzimas em reacfes enzimaticas e demonstraram ajudar a melhorar diversas patologias
(Butler et al., 2006; Barrouin-Melo et al., 2018).

A melhora clinica de cdes em tratamento para LCan requer reducdo da carga parasitaria,
que depende da acdo de compostos oxidantes intracelulares para destruir parasitos, mas também
expOe 0 hospedeiro ao estresse oxidativo sistémico. Assim, o objetivo do presente estudo foi
investigar se a adi¢do de adjuvantes nutricionais (PUFA dmega-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 clinica dos
caes, conforme expresso em um painel de biomarcadores séricos, incluindo parametros de

estresse oxidativo e resultados clinicos.

2. Material e Métodos
2.1. Etica, animais e desenho experimental

O estudo foi realizado no Hospital Universitario de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Brasil, e os animais eram cédes domiciliados
(Gongalves et al., 2020). Este estudo consistiu no acompanhamento clinico de um subconjunto
de cdes que receberam adjuvantes nutricionais em dois momentos diferentes durante uma
intervencao terapéutica de longo prazo. Todos os procedimentos envolvendo cdes obedeceram
aos principios bioéticos da experimentacdo animal, apds prévia aprovacgdo ética do Comité de
Etica no Uso de Animais (Protocolo CEUA-UFBA, n. 11.794/2008). Todos 0s responsaveis
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dos cdes assinaram um termo de consentimento informado para que seus cées fossem incluidos

no estudo.

Dezoito cées naturalmente infectados por L. infantum e domiciliados em area endémica
para leishmaniose zoondtica foram submetidos a diagnostico, tratamento e monitoramento do
inicio ao final do estudo de 12 meses. O critério de inclusdo no estudo foi ser positivo para L.
infantum, detectado por exames parasitoldgicos (citologia de medula 6ssea e/ou linfonodos) e
PCR espécie-especifica. Os critérios de exclusdo foram ocorréncia de coinfeccdes com outros
patégenos endémicos, como Ehrlichia canis ou Babesia canis, e/ou comorbidades, como
neoplasias, doengas cardiacas ou enddcrinas, antes ou durante o tratamento e monitoramento,
LCan terminal e ndo adesdo dos proprietarios de cdes as regras de tratamento e monitoramento.
O estadiamento clinico da LCan seguiu as diretrizes da LeishVet (Solano-Gallego et al., 2011).

Os cées usaram coleiras repelentes a base de deltametrina durante todo o estudo.

No inicio do estudo, ap6s confirmacdo de infeccdo por L. infantum e estadiamento
clinico, 30 caes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, para inicio precoce (G1) ou
tardio (G2) da administracdo de adjuvante nutricional (NA) no protocolo terapéutico (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 leishmaniostatico
alopurinol foi entdo administrado (10 mg/kg BID do dia 41 até o final do estudo) conforme
descrito anteriormente (Gongalves et al., 2020). Os adjuvantes nutricionais (NAs) consistiam
em capsulas orais de acidos graxos poliinsaturados (PUFA 6mega 3: &cido eicosapentaendico
[EPA] e &cido docosa-hexaendico [DHA] [1.000 mg/kg SID]) e uma formulagdo liquida oral
comercial de Vitaminas B (2 gotas/kg SID) (Tabela Suplementar 1).

Os cdes do G1 com adjuvantes nutricionais precoces receberam apenas NAs por 30 dias
antes de iniciar os medicamentos anti-Leishmania (ALDs comegando no dia 31); esses
adjuvantes foram administrados ininterruptamente até o final do acompanhamento que ocorreu
no 12° més. Os cdes do G2 com adjuvante tardio receberam apenas medicamentos anti-
Leishmania (ALDs comecando no dia 0) por 40 dias, e o alopurinol foi entdo administrado
sozinho por 20 dias (do dia 41 ao dia 61) antes do inicio dos NAs, que foram adicionados a
partir de dia 61 até o final do estudo. Portanto, os cées do grupo G2 atuaram como controle ndo-
NAs durante os 61 dias anteriores a administracdo dos NAs. O grupo G2 forneceu assim dados

para comparagdo com 0s seus proprios desde este momento (apos NAs) até o0 12° més (Fig. 1).
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Os dados descritos neste estudo referem-se aos Unicos cdes que puderam ser
acompanhados desde o inicio (T0) até o 12° més de acompanhamento (T12); permaneceram
seis cdes no G1 e 12 cdes no G2 (fig. 1). Os cdes foram retirados por 6bito por outros motivos
(n = 3), aquisicao de coinfec¢es ou comorbidades (n = 5) e interrupcao do tratamento por nao

adeséo do dono do céo (n = 4).

NAs NAs + ALDs NAs + Alopurinol Alopurinol + NAS

!_H.r A U . W . \
G1 | l | b |

TO Tl T6 Ti2

ALDs Alopurinol Alopurinol + NAS Alopurinol + NAS

l A 'F_L\' A W A Y
G2 | ]

TO Tl T6 Ti2

I — I i : ]| I P Diasde

0 30 41 60 71 aQ 180 360 tratamento

Final do estudo

Figura 1. Desenho experimental do estudo sobre tratamento e acompanhamento durante 12 meses de cdes com
leishmaniose canina adquirida naturalmente (LCan) causada por Leishmania infantum com adic¢éo precoce (G1)
ou tardia (G2) de adjuvantes nutricionais (NAs). PUFA 6mega-3 e vitaminas do complexo B no decorrer de
protocolos com medicamentos anti-Leishmania (ALDs) metronidazol e cetoconazol, seguidos de alopurinol
leishmaniostatico.

2.2. Amostras biologicas

Aproximadamente 10 mL de sangue foram colhidos da veia jugular ou cefalica dos cées
e armazenados em tubos com EDTA (BD Vacutainer, Becton Dickinson) para obtencdo de
sangue total para quantificacdo de células hematoldgicas, e tubos sem anticoagulante para
obtenc¢éo de soros para mensuracgdes bioguimicas e metabolicas de estresse oxidativo. Os cées
dos grupos G1 e G2 foram avaliados em quatro intervalos especificos: Tempo Zero (TO0),
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 apo6s TO.
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 cdes de ambos 0s grupos receberam o mesmo protocolo

terapéutico composto por alopurinol, PUFA 6mega-3 e vitaminas do complexo B.
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Aliquotas de urina foram colhidas para anélise e realizagdo da razdo proteina/creatinina
urinéria (UPC). Os aspirados de medula dssea foram realizados para quantificar a carga

parasitaria de L. infantum em TO, T6 e T12, conforme descrito por Paparcone et al. (2013).

2.3. Diagnostico parasitologico/ carga parasitaria

O kit comercial PureLink Genomic DNA® (Invitrogen; EUA) foi utilizado para extrair
DNA da medula 6ssea de caes infectados em TO, T6 e T12, seguindo as recomendagfes do
fabricante. A qualidade e concentracdo de DNA em cada eluido foram avaliadas utilizando o
espectrofotdbmetro L-QUANT (Loccus; Séo Paulo, Brasil). A PCR em tempo real foi realizada
seguindo protocolo previamente descrito (Rol&o et al., 2004), com adaptacdes para a presente
pesquisa (Gongalves et al., 2020).

2.4. Exame clinico para estadiamento clinico

Os cées foram avaliados clinicamente quanto a presenca de sinais clinicos compativeis
com LCan em todos os momentos do monitoramento. Os sinais observados durante o exame
fisico foram analisados em combinacdo com dados clinico-patolégicos para definir o estadio
clinico dos cées. Conforme padronizado pelo grupo LeishVet (Solano-Gallego et al., 2011), a
doenca apresenta quatro estadios clinicos: leve (1), moderado (2), grave (3) e muito grave (4).
A definicdo do estadiamento clinico depende essencialmente do grau de comprometimento
renal apresentado pelos cées. Cées proteinuricos (UPC> 1) sdo classificados no estagio 3, e cdes

azotémicos (valores de creatinina > 2 mg/dL) e urémicos, no estagio 4.

2.5. Hemograma, bioquimica sérica e biomarcadores séricos de estresse oxidativo
Os parametros hemoglobina e hematdcrito foram quantificados em aparelho hematoldgico
especifico para animais domésticos, o pocH-100iv (Diff). A morfologia celular e a presenca de
hematozoarios foram determinadas por meio de esfregacos sanguineos. A contagem de
reticuldcitos também foi determinada em esfregacos sanguineos corados com azul cresil. Os
seguintes parametros bioquimicos foram medidos no soro dos cées: proteinas (total, albumina,
proteina C reativa, microglobulina beta-2 [Cormay; Lomianki, Pol6nia]), minerais (magnésio,
fosforo, célcio [Spin-react; Barcelona, Espanha]), metabdlitos (uréia, creatinina, acido Urico

[Spinreact]), lipidios (lipoproteinas de densidades altas [HDL] e baixas [LDL] e triglicerideos
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[Cormay]), enzimas (gama-glutamil transferase [GGT] [Labtest Diagndstica, Minas Gerais,
Brasil]), fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT) (Wiener Lab, Rosario,
Argentina) utilizando o analisador bioquimico semiautomatico (BioPlus-200) e o analisador
automatico (Prestige 24i) seguindo as recomendacdes dos fabricantes. Para quantificar as
globulinas totais, os valores de proteina sérica total foram subtraidos dos valores de albumina
e determinada sua relagdo (albumina/globulina - A/G). O acido perclérico foi adicionado ao
soro dos cées afim de precipitar proteinas para quantificacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) e grupos carbonila (expressos em nanomoles/mL de DNPH),
respectivamente, com a finalidade de avaliar a peroxidacdo lipidica e proteica, conforme
descrito na literatura (Barbosa et al., 2017). A glutationa total, que corresponde a glutationa
oxidada e reduzida, foi medida no soro via atividade da glutationa redutase, seguindo métodos

previamente descritos (Martins et al., 2018).

Os valores de referéncia para parametros bioquimicos séricos foram fornecidos pela
literatura de patologia clinica veterinaria (Kaneko et al.,, 2008) ou estudos de grandes
populacdes caninas saudaveis (Onishi et al., 2000; Macotpet et al., 2013; Groth et al., 2000;
Macotpet et al., 2013; Groth et al., 2020).

2.6. Relacdo proteina-creatinina urinaria (UPC)

Os valores de creatinina (Wiener Lab; Rosario, Argentina) foram mensurados dos
sobrenadantes urinarios. Tanto a microproteina quanto a creatinina foram medidas por um
analisador bioquimico semiautomatico (BioPlus-200), e sua relacdo obtida para definir a UPC.
Concomitantemente, também foi realizado exame de urina, incluindo exame microscopico de

sedimento.

2.7. Anticorpos 1gG anti-Leishmania
Anticorpos 1gG especificos anti-Leishmania foram quantificados no soro conforme descrito
anteriormente, utilizando o teste ELISA indireto in house com modifica¢cbes conforme

mencionado anteriormente (Gongalves et al., 2020).

2.8. Analise estatistica
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 8.0
(Prism Software, Irvine, CA, EUA). O teste de Shapiro-Wilk revelou que as varidveis

quantitativas estavam distribuidas de forma ndo paramétrica. Assim, a analise comparativa dos
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dados foi realizada por meio dos testes estatisticos de Kruskal-Wallis, seguidos dos testes de
Dunn ou Mann-Whitney. O nivel de significAncia adotado foi p< 0,05. Os dados foram

expressos por mediana e percentis.

3. Resultados

Todos os valores medianos de cargas parasitarias de L. infantum, escores clinicos,
hemograma, imunoglobulinas séricas anti-Leishmania, parametros bioquimicos e oxidativos,

além do UPC dos cées estudados estdo detalhados na Tabela Suplementar 2.

No TO, ndo foram observadas diferencas significativas nos valores de carga parasitaria
entre os cdes 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 tendéncia de
diminuicdo das cargas parasitarias observadas em cdes tanto do G1 quanto do G2 de TO a T12,
e essa diminuicdo ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos. Entretanto, ao observar a
frequéncia de cées que tiveram diminuicdo em seus resultados individuais (Tabela Suplementar
3) para cargas de L. infantum, 66,7% (4/6) dos cdes do G1 exibiram tal diminuicdo versus
apenas 41,7% (5/12) dos cées do G2 durante o estudo.

Antes do inicio do tratamento (TO), o estadiamento clinico 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
clinica dada pelos escores foi mais substancial no G1 do que no G2 (p = 0,0484), embora todos
0s caes apresentassem algum quadro clinico de melhora j& apds 30 dias de qualquer tratamento
(Fig. 2). Os cdes do G1 foram categorizados no menor estadiamento clinico de LCan. Com a
continuidade do tratamento, ambos 0s grupos tenderam a apresentar estadios clinicos
semelhantes. Aos seis e 12 meses ap0s o inicio do tratamento ndo foi observada diferenca
estatistica nos escores clinicos entre os cdes do G1 e do G2. Os parametros do hemograma
estavam dentro da faixa de referéncia na maioria dos caes do G1 e G2, independentemente do
protocolo de tratamento estabelecido.

Houve diferenca estatistica entre G1 e G2 nos resultados de alguns parametros séricos,
indicando efeito benéfico do uso precoce dos NAs na inflamagdo como observado em T1: 0s
caes do G1 apresentaram maior reducdo de imunoglobulinas especificas (p = 0,016), globulinas
totais (p = 0,0247) e proteinas totais (p = 0,031) e relagdo albumina/globulina sérica aumentada
(p = 0,0334) em relacao aos cdes do G2 (Fig. 3). Nas avaliacOes aos 6 e 12 meses apds 0 inicio
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do tratamento de LCan, todos os cdes ja utilizavam as mesmas prescri¢des (alopurinol associado
aos NAs). O biomarcador proteina C reativa nos cdes G1 e G2 em T6 retornou ao intervalo de
referéncia. Os valores medianos de albumina permaneceram dentro da faixa de referéncia nos
cdes do G1 durante o acompanhamento, enquanto um aumento foi observado no G2 apdés a
adicdo de NAs no tratamento, em T6 (p = 0,016) e T12 (p = 0,043).

No T1, o TBARS (utilizado para medir a peroxidacao lipidica) manteve-se em niveis
equivalentes ao TO nos cdes do G1, enquanto no G2 houve diminuicdo estatisticamente
significativa no mesmo periodo (p = 0,0028) (T1). Porém, em T6, ambos 0s grupos passaram a
apresentar diminui¢do equivalente nos niveis séricos de TBARS com a continuacdo do
tratamento, indicando diminuicao da oxidacao lipidica. Houve diminui¢do da oxidagéo proteica
a partir do T1, conforme demonstrado pela quantificacdo dos grupos carbonilas proteicos
(expressos em nanomoles de DNPH) em ambos os grupos no TO, independente da inclusédo de
NAs. Nos cdes do G2, os niveis séricos de glutationa aumentaram na primeira avaliacdo pos-
tratamento (T1), enquanto nos caes do G1, esses niveis aumentaram de forma mais significativa
apenas no T6 (p = 0,0043). Porém, com a continuacgdo do tratamento, 0s parametros oxidativos
comecaram a diminuir, e os marcadores antioxidantes aumentaram em ambos 0s grupos até o
final do estudo.

Avaliamos ainda biomarcadores relacionados as fun¢des urinarias em ambos 0s grupos.
Apbs terem recebido ALDs associadas a adi¢do precoce (G1) ou tardia (G2) de NAs, os caes
exibiram uma diminuicdo nas concentracdes séricas medianas de acido Urico em T6, resultando
em valores finais consistentes com o intervalo de referéncia para valores caninos. Os cées do
G2 apresentaram aumento nos niveis de magnésio no T1 (p = 0,0026) antes do inicio das NAs
e nas avaliagOes de seis e 12 meses, quando ja estavam em uso de adjuvantes (p < 0,001). Apesar
da hipomagnesemia, os niveis de calcio e fosforo estavam dentro dos limites de referéncia para
a espécie canina na maioria dos cdes do G2. No entanto, os valores de fésforo tenderam a
diminuir ao longo do tempo durante o tratamento. Houve diminui¢do da proteindria para valores
normais na maioria dos cédes do G1 e G2, seguida de diminuicao da relacdo proteina/creatinina
urinaria (UPC), que foi significativa em T6 nos caes do G2 ap6s inicio dos NAs (p = 0,0114).
Os parametros B2-microglobulina, ureia, creatinina e estavam dentro dos valores de referéncia
em ambos 0s grupos em todas as avaliacoes.

Os niveis séricos de HDL e LDL foram maiores nos cédes do G1 do que nos do G2 em
T1, ou seja, no final do tratamento com ALDSs, enquanto os triglicerideos permaneceram
estaveis dentro dos valores de referéncia em ambos os grupos de cdes durante e até o final do

tratamento. O GGT diferiu (p = 0,0253) entre 0s grupos a partir da primeira avaliacdo (T0),
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com valores maiores nos cdes do G2. Porém, durante o tratamento no T6, houve aumento dos

niveis sericos desta enzima nos caes do G1 seguido do retorno aos valores de referéncia no T12.

Figura 2. Fotografias de cdes com leishmaniose canina naturalmente infectada (LCan) antes e apds 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
leishmaniostéatico alopurinol. Fotografias de cdes antes do tratamento (T0), no 30° dia de tratamento (T30) ou no
180° dia de tratamento (T180). Cdes do G1, Rottweiler em TO (A) e T30 (B); SRD em T0 (C,D) e T30 (E); SRD
em TO (F) e T30 (G): os cées do G1 receberam no T30 apenas adjuvantes nutricionais (PUFA dmega-3 e vitaminas
B) durante 30 dias. Cées do G2, Rottweiler em TO (H: este cdo teve o focinho amarrado por agressividade,
notadamente relatado na anamnese como comportamento anormal até mesmo com familiares) e T30 (I); SRD em
TO (J) e T30 (L); Australian Short-haired Cattle Dog em TO (N) e T30 (O): os cdes do G2 receberam em T30
apenas ALDs durante 30 dias. Este cdo 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 6mega-3

e vitaminas B) adicionados a partir do dia 60 (para comparar com Je L).
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Figura 3 Melhoria dos marcadores inflamatérios em cdes 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. Cées
com LCan do grupo G1, cujo tratamento inicial foi NAs (PUFA 6mega-3 e vitaminas B), apresentaram menores
valores de imunoglobulinas especificas (A) e globulinas totais (B), proteinas séricas totais (C), e retornaram a

normalidade da relagdo A/G (D) em T1 quando comparado com G2. Dados em medianas e percentis. *p < 0,05.
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Tabela suplementar 1. Composicdo e quantidade de cada substancia que compunha os adjuvantes nutricionais
(nutracéuticos 6mega 3 e vitaminas do complexo B) consumidos juntamente aos farmacos anti-Leishmania,
metronidazol e cetoconazol, e o alopurinol, pelos cées tratados com LCan e monitorados durante 12 meses.

COMPOSICAO PUFA Omega3 Complexo B

EPA (mg/cépsula) 360

DHA (mg/capsula) 240

Cianocobalamina (VitB12) (pg/mL)

Pantotenato de célcio (mg/mL)

Riboflavina (VitB2) (mg/mL)

Tiamina (VitB1) (mg/mL)

Cloridrato de piridoxina (VitB6)

(mg/mL) 2

Nicotinamida (VitB3) (mg/mL) 20
Legenda: PUFA: 4cidos graxos poli-insaturados; EPA: acido
eicosapentaenoico; DHA: acido docosahexaenoico.
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Tabela Suplementar 2. Valores dos parametros hematolédgicos, bioquimicos, de estresse oxidativo e de carga parasitaria dos cdes portadores de leishmaniose canina
naturalmente adquirida submetidos ao tratamento com os farmacos metronidazol, cetoconazol e alopurinol e adjuvantes nutricionais PUFA 6mega 3 e vitaminas do complexo B.
Dados em mediana. Dados significativos quando p<0,05. G1: cdes consumidores dos adjuvantes nutricionais prévios; G2: caes que utilizaram somente os farmacos previamente.
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p p p p
p .
. TO G1vs T6 G1 T12 G1 (Different
Hematologia ToGL | Toc2 | 9°1F | TGl T1G2 | (TLGlvs | T6GL TeG2 | o0 | T1261 | Ti2G2 | (142 | PUREER | Ry
T1G2
G2 G2 same group)
Eritrdcitos (x108/uL) 6.4 5.6 6.4 5.6 6.4 6.4 6.7 6.3 N 5.5-8.5
6677 | @a-en | 9073 | 369 | @768 | 9% | 373 | 5468 |0 71 | @674y | 04904 NS
Hemoglobina (g/dL) 14.1 11.9 13.7 12,5 13.3 13.8 13.1 14.0 12-18
1-153) | @714 | O | (11245) | @8-14) | %% | @1a16) | (11816) | %9 | @02-15) | 9.7-16) | %40% NS
Hematocrito (%) 43.0 33.0 43.0 375 41.7 42.6 40 45.2 37-55
@4-47) | (27-45) | 018 | (347.46) | (28-44) | O | (3448 | @647y | OB | (3246) | (o50) | 030 NS
Plaquetas (x10%/mm?) 2565 | 210.0 285.0 217.0 230.5 217.7 2620 | 2190 166 - 575
(213-432) | (169-291) | 9199 | (0277434) | (101-275) 0.0589 83-308) | (71-28) | O340 | (227:376) | (18a-234) | 0-043 NS
Leucdcitos (x103/mm?) 10.0 7.3 13.8 8.6 13.4 8.9 11.4 7.8 6-17
722) | 6593) | 909 | (6922 | (6-118) 0.1064 ©322) | 6610 | 08| (g13) | 6-11.6) | 01O NS
Neutréfilos (x10%/mm3) 9.5 5 8.1 5.0 10.1 5.7 73 5.2 3-11.8
6.2-16) | 3663) | 9% | e20) | @196 | %19 | (611g) @2-7y | 99334 54992 | @677 | 01106 NS
Linfocitos (x10%/mm?3) 2.6 1.5 1.8 1.8 1.6 1.7 2.1 1.8 1-4.8
1-44) | 0623 | %104 | o538 | (0424 | 0270 092 | w425 |98 w424y | (032 | %1106 NS
Mondcitos (/mm?) 592 339 870 436 447 363 684 240 150-1350
(63-840) | (212-625) | 0933* | (sarzes | (173-731) 0.0623 @a11an | 145-614) | 1% | (283001) | 09-450) | 00902 NS
: 3 58480 | 43355 75020 73800 52475 39920 42780 | 28120
Reticulocytes (/mm-) (38355- | (18008- | 0.0512 (58465- (53840- 0.3986 (24405- (20450- | 01751 | (28730 | (17490- | 00696 | (o706 >60000
80543) | 49710) 230760) 138620) 94560) 58960) 89500) 38100) o)
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TlvsT6 G2
(0.0021)
B. ’ - p p p p . p
loquimica TOGL | TOG2 | T0OGlvs | TLGL TiG2 | TiGlvs | T6G1 Teg2 | 10 Gﬁl Ti2G1 | T2z | 22 G21 .(D'ﬁ‘?re“ht RV
To G2 T1G2 vs T vs T1 times in the
G2 G2 same group)
) ) 76
Proteinas totais (g/dL) 8.9 7.8 9.2 7.7 8.2 7.5 8.2 5.4-7.1
(6676) | 75114 | 01616 (7-9) (8.1-10) 0.0310 (6.7-9) (r204) | %20 | 6591y | 73103) | 02461 NS
TlvsT6 G2
(0.023);
Albumina (g/dL) 29 23 3.0 21 26 2.9 3.0 3.0 Tooin. | 2633
@23) 1 sy | %1 | o351y | ass | 002 | @obg | (2632 |00 @3b4) | ey | 04 TO«V;%E)-(;Z
TOvs T12
(0.0434)
: 54
Globulinas (g/dL) 6.4 5.05 6.8 4.7 55 4.6 5.0 2.7-44
(B673) | 4991y | 02185 | 39.59) | (6384 0.0247 6967 | @168 |93 | 564 | @1sae) | 0247 NS
Razdo A/G 0.48 0.36 0.62 0.63 05 0.74 0.57 TiwsT6G2 | 0517
(0.84-0.75) (0.21-0.6) 0.2185 (0.41-0.78) 030 0.0334 (0.35-0.70) (0.41-0.73) 0.5000 (0.42-0.86) | (0.28-0.8) 0.3306 (0.0121)
: : 01
Proteina C reativa (mg/L) 0.3 0.1 0.3 0.2 0.19 0.2 0.2 TOvs T6 G2 01t
O104) | 0105 | 9029 | ©ogo1) | (02-12) 0.0076 00403 | 00602 | %% | (01-03) | (01-03) | %3810 (0.0043)
Eosf ( /dL) TOvs T6 G2
ésforo (mg 37 46 3.7 3.9 3.0 28 25 2.9 (0.0053); 25638
21-42) | 36-49) | 292 | @147 | @1a7 | M8 | (1645 | @335 |0%%| 138 | (2435 | 028 L1202
— 0.9
Creatinina (mg/dL) 1.0 1.2 1.1 1.1 1.0 0.9 1.0 0.5-1.5
0812 | 0g1ay | 9397 | (0g1e) | o1z | OO | 07ia | 0814 | %407 | (07-18) | (0813) | 04400 NS
) 35
Ureia (mg/dL) 30 30 31 30 29 33 29 15-40
(26-44) | (2050) | 04364 | (23.40) (22-37) 0.4458 (24-39) 26-34) | 04300 | (16557) | (23-36) | 03608 NS
Acido drico (mg/dL) TOvs T6 G1
cido trico (Mg 4.0 2.4 17 3.3 1.05 0.9 08 13 (0.0195); 0-2
11-75) | @629) | 228 | (1435 (1.2-4) 02839 | 0713 | (0813 |97 | 0811 |(©917) | 2B® | TivwTec2
(<0.0001)
TBARS ( I/mL) TOvs T6 G1 531
nmol/m 6.4 6.2 6.7 37 3.9 4.2 15 33 (0.0011): 34-
596 | -76) | %% | (675 | (2552 | 00014 (3-4.4) @247y | 02980 | (1343) | (1.34) | 04430 TowTLC2 | 356t
Bioquimica P P
TOGL | ToG2 | TOGlws | T1G1 T1G2 | TLGlvs | T6GL T6 G2 p T12G1 | T12G2 D D RV
T0 G2 T1G2
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T6 G1 T12 G1 (Different
vs T6 vs T12 times in the
G2 G2 same group)
DNPH (nmol/mL) 8 8 0 9.0 83 Tooorey. | 105
nmol/m 18.1 18.7 11. . 9.8 155 . 5.4 (.0076); | 10.5(9.1-
1325 | @i2a) | OO | (1013 (8-13) 0.1248 (2-24) 200 |94 o) | (28 | 04135 TORTLG2 | 146
Glutathione (pg/mL) 13 0.68 1.0 17 3.6 26 12 1.16 TLvsTOGL 11 71243
©7-21) | (03-11) | 293 | 0718 | (05-29) | 026% @445 | 0845 | 7| (0382) | (019 | 0210 | LR
Magnesium (mg/dL) 1.96 15 2.0 18 1.9 17 2.2 17 TOvsT1G2 | 1824
1523 | as1e) | 09202 | (1753 (1.7-18) 0.0593 (1.62.2) a62) | 931681 oioa | @72 | 00005 O o00m)
Calcium (mg/dL) 15.8 16.0 15.0 15.2 14.3 15.9 14.6 15.0 TOvsT1G2 | 31938
@416 | @517) | 9% | (a5 | @aasy | 03410 (12-16) a16) | 09| (1215 | a-159) | 10T | OO T
TOvs T6 G2
HDL (mg/dL) 495 494 | (e 76.8 475 00415 102.2 1087 | guers | 1497 | 13L7 | 02917 | (o000 33-120
36-73) | (28-65) | (55-106) | (27-79) : 63-152) | (74152) | © (98-165) | (81-154) Tow T 1
636
LDL (mg/dL) 717 1077 750 60.7 748 100.6 649 | 0.0137 43-179.7
(6393) | 4p-100) | 05000 | (78-149) | (30-94) | O0401 | (3g135) | (d0-108) | %0 | (78-150) | (50-89) NS
.. 55
Triglycerides (mg/dL) 63.9 68.2 83 64 77.8 65.4 90 0.5000 20-112
(50-70) | (50:7) | 028 | (6085) (60-97) 03082 | 57128) | (s8-82) | %*®| (s8-112) | (58-100) NS
49
ALT (UIL) 46 66 46 58 50 62 36 | 01648 | TevsTizge | 21-102
(30-56) | (35.53) | 03833 | (96.81) (33-55) 0.2394 | (28.149) | (36-60) | 40| (28-115) | (26-47) (0.0495)
FA (UI/L) 02917 | ' (00330)
80 85.5 48 64 71 46.5 76 100 . (0.0330) 20-156
(48-190) | (56-132) | 09900 | (34.152) | (47-99) 01668 | (45.753) | (3a-89) | OtMO| (51-208) | (72-159) Tous 1262
4.9
GGT (U/L) 6.6 55 5.5 8.25 55 33 4.4 0.1777 | TevsT12G1 1.2-6.4
@155 | ap76) | 008 | 5182 | @avay | O | G54 | @377 |02 (1655 | (2288 (0.0087)
Glucose (mg/dL) (78()‘f'16()56) 894 | o aom 86.2 90.1 04458 77.9 94 | s | 844 823 | 0.4565 NS 65-118
78-103) | ¢ (54-105) |  (83-96) : (62-85) 81-98) | (77-95) | (75-99)
172 NS
Lactate (mg/dL) 156 17.7 138 19.2 14.2 15.7 155 | 0.4025 5.25
(14-21) | (1:1g) | 0089 | (500 (11-17) 0.1942 (12-27) @317) | 293 | (15:48) | 13-19)
: : 0.25 NS
B2-microglobulin (mg/L) 0.2 0.20 0.2 0.2 0.2 0.3 02 | 0.1170 0.2 (0.1-
0105 | 0203 | %28 | (0102 | ©1:03 | %88 | (0103 | (0102 |%%8| 0203 | (0203 0.2)@
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p p p
RIS TOGL | T0OG2 | TOGlvs | T1Gl T1G2 T1Glvs T6 G1 T6 G2 T/S %1 T12G1 | T12G2 T/iszzl tl(n'?:;f‘f;et”hte RV
ez VL ez G2 G2 same group)
UPC ratio 0.2 0.5 0.1 0.1 0.1 0.1 0.12 0.3 0.2028 | TOvsT6G2 0.5"
(0.08-0.5) | (0.1-0.7) 0.1812 (0.05-0.1) (0.1-0.6) 0.1327 (0.08-0.9) (0.05-0.3) 0.1582 (0.05-0.5) | (0.1-0.6) (0.0114)
0 0 p p P
Sorologia TOGL | TOG2 | TOGlvs | T1GL TIG2 | T1Glws | T6GL T6G2 | 28| T2e1 | T2z | 125 | (Differelt f gy
ez v ez G2 G2 same group)
ELISA (OD) — Anticorpo
oG antiLeishmni 0.4988 | 1.761 0.2955 L1412 0.1980 1.056 0.04550 | 0.7165
gL anti-Leishmania (0.052- | (0.484- | 0.0899 (0.0335- | 0 o5ia s o) 0.0160 0.0307.1.303) | 07 0.1064 | (0.03875- | (0.1270- | 0.0343 NS >0.17
1472) | 2.136) 0.9671) | (055531 0807-1. 1542) 06695 | 1.732)
0 0 p p P
Carga Parasitéria TOGL | TOG2 | TOGLlvs | TL1GL TIG2 | T1Glws | T6GL T6G2 | 28| T2e1 | Ti2ge | (125 | (Differemt gy
ez VLEz G2 G2 same group)
. 738 | 1,154 0.77 605.1
Eﬂe?fh“r'faﬁ.fﬁﬁf? a3 | @3- | 00745 - - ] o R | (BT, 03409 | @re | 1 | 0328 NS :
125431) | 13451) : 330884) | 169320)
0 0 p p P
Clinical staging TOGL | TOG2 | TOGlvs | TL1GL TIG2 | T1Glws | T6GL T6G2 | 281 | T2e1 | Tiage | 125 | (Different gy
e UHE2 G2 G2 same group)
o 15 2 1 2 2 2 1 2
Estadio Clinico @2 | (2o | 00833 1-2) 2.2) 0.0484 12) @2 |05000| og | qp | 03574 NS -

Dados expressos como mediana com percentis (25 —75%). A significancia foi atribuida em p < 0,05; valores estatisticamente significativos em negrito. *NS= néo significativo.
G1: cées que receberam adjuvantes nutricionais precocemente (30 dias antes do inicio das drogas anti-Leishmania); G2: cées que receberam adjuvantes nutricionais tardios (60 dias apds o inicio
das drogas anti-Leishmania);

VR - Valor de referéncia para cdes para hemograma e bioquimica sérica. Fonte: Kaneko et al. (2008);

Valor de referéncia: +(Onishi et al., 2000); $(Macotpet et al., 2013); §(Groth et al., 2020); JUPC <0,5 Ces saudaveis; Limite 0,5-1,0; > 1,0 Proteindria glomerular. Fonte: RIS, (2016); Q Valores
obtidos dos cdes saudaveis do estudo.
TO: antes do tratamento; T1: tratamento final com medicamentos anti-Leishmania (G1 = dia 90, G2 = dia 60); T6: 180 dias, T12: 356 dias. relacdo A/G: relacéo albumina/globulina; TBARS:
Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (peroxidagao lipidica); DNPH: dinitrofenilhidrazina (peroxidacdo proteica); HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa

densidade; ALT: alanina aminotransferase; AF: fosfatase alcalina; GGT: gama glutamil transferase; UPC: relagéo proteina-creatinina urindria.

Valores numéricos em negrito apresentaram significancia estatistica (p<0,05).
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Tabela Suplementar 3. Dados individuais de 18 cdes 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 leishmaniostatico 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
Gl G2
TO 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
Estadiamento Clinico
T6 2 2 2 2 1 1 1 2 2 1 2 2 2 1 2 1 2 2
T12 - 8 1 1 2 1 2 2 3] 1 2 2 2 1 2 1 1 -
T0 0.936 12.665 2.087 0.042 0.0615 0.0565 0.649 2.61 21.425 0.023 0429 21195 0.3955 19.885 0.7045 16.645 1.858 21.415
ELISA (OD) — Anticorpo T1 0.5315 0.993 0.9585 0.0095 0.0415 0.0595 0.6535 27.505 1.221 0.1275 05225 1.603 0.123 1949 0.9405 1.677 2556 1.919
IgG anti-Leishmania T6 0.333 1.222 16.265 0.0135 0.0365 0.063 14.415 17.635 15315 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 1732 0.0745 0.7165 0.319 0.282 1.098 -
TO 13 487867 4619 0.8 15 15 1154 - 13451 21 9008 131 13 16983 139704 9486 434 320
Carga parasitaria 1
T6 75930.1 530343 275.4 1.1 2.2 0 30425 2396.3 193559 0 679.3 158623.1 34 30.1 19419 0 24649.3 1957.5
T12 - 679765 15 0.8 0.4 0 27427.1 169320 1680895.5 0 2.3 619.4 2.7 2.2 533625 0 605.1 -
TO 6.44 4.4 7.21 6.1 6.48 9.21 6 4.3 6.35 7.06 3.3 454 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 35
Eritrocito (x108/uL)
T6 5.46 49 5.97 6.9 6.8 8.5 6.4 77 6.6 8.15 5.6 4.9 6.8 6.5 43 6.6 6.1 5.36
T12 - 4.67 7.3 55 6.7 6.9 55 7.43 4.69 7.55 7.03 3.03 6.7 7.43 412 6.35 5.83 -
TO 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
Hemoglobina (g/dL)
T6 12 9.7 12.6 14 16.2 16.5 135 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 -
TO 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
Hematocrito (%) T 49 34 44 35 42 45 41.9 28.4 44.7 55.5 25.9 27.8 51.8 415 34 41 34 25
35 31.3 39 445 47.6 51 40 49 435 56 37 33.2 45 45 29.8 48.1 41.7 35.6

T6



Plaquetas (x10%/uL)

Leucdcitos (/uL)

Linfécitos (/uL)

Globulina (g/dL)

Albumina (g/dL)

Razdo A/G

Proteinas Totais (g/dL)

GGT (UIL)

T12
TO
Tl
T6

T12
TO
Tl
T6

T12
TO
T1
T6

T12
TO
T1
T6

T12
TO
Tl
T6

T12
TO
T1
T6

T12
TO
Tl
T6

T12
TO

180
230

202

16000
17300

20200

4480
4671

1818

33
4.6

48

2.4
3.1

2.9

0.7
0.7

0.6

5.7
7.7

1.7

55

393
219

199
262
9200
7200
8300
9200
1196
648
996
1656
5.6
6.8
8.2
7.7
1.6
2.2
1.8
1.7
0.3
0.3
0.2
0.2

7.2

10
9.4

4.4

44
234
241
135
255
8700
6100
8300
6600
4176
2745
1494
2310

3.7
6.3
3.8

2.9

2.5

0.4
0.8

0.4
0.8
11
6.7
8.8
6.8

11

37
550
329
382
323

23200
36400
17400
13100
464
364
171
1310

71
55
4.1
4.6
2.9
2.45
2.8
2.9
0.4
0.4
0.7
0.6

10

6.9
75

55

48
279
410
259
200

21200
10300
17300
12700
4452
3605
1730
2667

5.2
5.7
4.6

51

2.9

83
3.1

3.8
0.6
0.6
0.7
0.7

8.1

7.7
8.9

1.2

40
2235
505
445
429
10900
17500
9600
11400
1199
875
2880
2166

3.8

3.6
3.2
3.2
31
2.8

0.8
0.8

0.8
0.9

7.1
6.4
6.2

55

36
113
205
145
184

10500
8100
10200
7500
3780
1782
2448
3075

4.9
3.7
4.7

2.8
SIS

3.27
3.2
0.6
0.9
0.7
0.6

7.7
7.2

8.2

6.6

50

180

223
219
6400
5700
7800
3500
1152
456
1716
315

14.6
11

8.4

14

15

2.4

2.4

0.1

0.1

0.3

0.3

16
125
9.4
10.8

7.4

28.8
165
264
190
226
7100
11900
6500
13200
1917
1904
1560
1980
9.3
8.2
8.51
8.4
25
15
3.29
1.9
0.3
0.2
0.4
0.2
11.8
9.7
11.8
10.3

7.7

51.6

201.6

188
153
7300
13100
9000
78000
584
1310
1980
1248

2.6

25

3.1
3.1

3.3
3.3

1.2

13
1.6
5.7
6.1
5.8
53

7.3

45.2
276
442
288
219
8100
11500
27200
14200
2106
2530
5168
1982
53
6.3
5.9
55
2.2
1.8
2.6

0.4
0.3

0.4
0.5
7.5
8.1
8.5
8.5

55

296
220

274
391
11100
7700
12500
11600
1887
1925
1875
928
111
8.5
5.7
10.2
1.6
1.8
3.2
2.6
0.1
0.2
0.6
0.3
12.7
10.3
8.9
12.8

55

46
186
209
397
284
6900
9200
10400
6000
2415
2668
3744
1860
51
6.4
7.1
6.6

3.1

2.9

0.6
0.5

0.4
0.5
8.2
9.4
10
9.6

6.6

50
235
256
348
219
4300
5200
7100
6500
172
468
1349
325
6.2
7.1
3.6
43
3.8
3.5
3.2

0.6
0.5

0.9
0.7
10
10.6
6.8
7.3

8.8

27.7
78
310
165
126
4200
5400
1700
2300
42
540
357
207
6.8
6.8
51
4.1
2.2
2.2
2.7
3.3
0.3
0.3
0.5
0.8

7.8
7.4

4.4

48
218
214
252
200
7300
11600
6.300
8500
1022
232
756
1955

6.7
8.5

2.1
2.2

3.3

0.3
0.3

0.8
0.8

8.8
10.7

7.3

7.7

39.1
468
148
160
234
8400
13500
88000
10900
672
2160
2640
2180
8.6
6.85
6.5
4.5
1.7
2.15
2.9
2.6
0.2
0.3
0.4
0.6

10.3

9.4
7.1

3.3

91

310
46.5

212.4

9.7
6900

10400

2522
3726

1560

4.1
6.6

53

2.7
1.8

25

0.7
0.3

0.5

6.8
8.4

7.8

1.2



ALT (UIIL)

FA (U/L)

Creatinina (mg/dL)

Ureia (mg/dL)

HDL (mg/dL)

Acido trico (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

Tl
T6
T12
TO
Tl
T6
T12
TO
T1
T6
T12
TO
T1
T6
T12
TO
T1
T6
T12
TO
Tl
T6
T12
TO
T1
T6
T12
TO
T1
T6

55
12.2

33
26

188

149
30

2450

1.4
1.2

335
27.1

38.5

38.2
42.9

98.5

51
2.9

17

53
65.7

110.9

44
8.8
33
47.1
26
21
31
80
59
51
94
0.9
11
13
1.3
37.9
33.2
31.2
33
45.1
60
59.5
99.5
6.8
5.4
1.2
0.8
64.3
67.4
60.7

55
7.7
11
24.9
81
31
151
33.8
36
28
47
11
1.6
1.9
2.1
15.8
36
29
73
30.7
102.8
64.6
165.6
2.9
1.6
0.8
1.2
56.5
88
52.5

13.3
55
6.6
62
78

136
62

287

413

188

362
0.8
0.6
0.5
0.6

30.3
23
25
16

53.9

72.2

166.6
149.7
9.7
1.9
11
0.8
86.2
83.7
178.3

6.6
55
44
51
54
65
80
62
37
67
56
0.9
1.8
0.8
0.9
42.7
23.8
21
17
70.8
117.4
147.2
165.8

1.2
1.6

41.6
69

67.3

54
133
2.2
55
83
52
26
94
66
75
76
1.7
0.9
11
0.9
48
53
41
41
82.8
81.5
105.8
98.1

11
0.7
0.8
5315
41.4
59

55
3.4
55
71
52
57
21.1
116
103
41
125
14
1.2
15

68.3
38

35
39
66
53.8
96
128.6

2.8

11
0.8
70.4
85.2
81.7

7.7
3.3
2.2
54
36
47
31
49
86
66
37

0.8
1.8

1.8
20.4
21
32
18
27.2
15.4
47.6
81.2
1.6
43
15
2.3
28.3
146
79.5

44
44
44
33
78
226
78
116
114
128
216

0.9

22.3
35.1

10.4
11
25.7
60.6
73.1
80.3
4.2
49
1.9
1.9
75.7
59.5
87

8.8
7.7
7.7
103
55
36
26
141
54
25
86
11
11
0.7
1.8
28
30
35
31
82.2
85
1228
176.8
15
14
0.8
13
54.4
89.2
76.1

13.3
9.9
8.8
41
27
35
36
56

122
46

190
14
15
15
13
50
29
29
31

47.5

61.7

78.7

128.1
1.8
1.2
0.7
0.9

79.1

63.1
61

4.4
55
4.4
30
55
94
47
114
37
32
72
0.7
0.7
0.7
0.8
22.2
211
26.3
23
20.2
20.4
100
78.1

2.7
3.9

0.6

51
53.2

57.5

4.4

11
47
39
62
47
57
47
75
71
14
13
14
0.9
32.8
33
29
29
64.1
40.9
52.1
136.5
15
2.9
0.9
13
68.7
99.5
57.6

4.4
8.8
9.9
42
33
53
41
57
47
42
103
0.8
11
11
0.7
19.8
222
28
27
35.1
41.3
146.1
150.7

54

14
1.7
57.6
82.8
100.8

6.6
6.6
12.2
46
26
41
141
56
47
15
159
0.8
0.7
0.9
0.7
29
23.7
29.4
24
51.3
24.9
117.4
154.4
3
3.8
0.8
14
107.7
100.1
71.9

6.7
3.3
2.2
22
52
36
26
150
74
94
100
1.8
1.2
1.2
11
31
60
26
46
33.4
34.2
169.2
156.8
2.9
25
0.5
13
130.1
61.4
80.3

5.55
3.3
22
50
78
54
27
40
82
47

74.2
1.6
1.2
1.6

89
74

80
36
55.8
87.7
159.3
131.7
2.1
12
13
11
50.6
83.3
82.4

92

2.2
55

49
40

36

138
37

129

0.9
0.8

50
32

27

68.2
102.4

154.5

1.6
12

0.8

59.1
53.8

52.7



Fésforo (mg/dL)

Magnésio (mg/dL)

Célcio (mg/dL)

Potassio (mmol/L)

LDL (mg/dL)

Proteina C Reativa (mg/dL)

B2 Microglobulina (mg/L)

TBARS (nmol/mL)

T12
TO
Tl
T6

T12
TO
Tl
T6

T12
TO
T1
T6

T12
TO
T1
T6

T12
TO
T1
T6

T12
TO
Tl
T6

T12
TO
T1
T6

T12
TO

4.15
331

4.7

1.49
1.62

1.7

16.94
1531

11.89

15.4
15.77

12.3

56.1
87.1

40.5

0.38
0.11

0.21

0.3
0.1

0.2

12.06

127.3
4.09
4.74
451

4.3

231
2.05
2.2
15.06
15.74
16.31
13.29
13.05
13.88
14.41
15.91
87.3
136.6
164.4
97

0.54

0.24

0.2
0.1
0.1

0.4

5.58

62.5
2.51
2.65
1.65
2.22
2.3
2.13
1.76
2.43
15.97
14.65
14.31
15.12
15.04
14.34
12.38
10.27
71.2
187.3
38.9
100.6
0.13
0.09
0.34
051
0.5
0.2
0.3
0.3

8.82

97.5
4.48
4.78
3.15
2.58
1.93
1.99
2.15
221
15.59
14.79
16.16
10.8
12.09
13.22
14.17
14.2
50.5
96
126.4
167.5
0.04
0.15
0.06
0.17
0.2
0.2
0.3
0.1

6.58

54
331
4.07

2.9
3.42
1.63
1.83
1.41
2.08

16.04
15.93
5.62
16.19
12.81
15.47
17.95
15.7
110.3
119.3
80.9
150.5
0.16
0.14

0.5
0.21

0.6

0.2

0.2

0.3

5.58

65.4
1.14
3.47
1.46
2.07
2.38
2.56
2.67
244
15.63
13.8
13.9
14.66
15.27
13.83
13.19
12.24
54
53.3
36.5
59.2
0.13
0.14
0.19
0.16
0.1
0.2
0.2
0.3

6.33

54.7
4.67
4.67
2.88
3.58
1.6
151
1.6
1.59
15.55
15.88
15.1
15.16
13.65
14.2
12.86
14.7
77.1
74.7
72.9
61
241
0.05
0.14
0.34
0.2
0.3
0.2
0.2

9.32

90
4.97
3.86
2.47
2.85
1.79
211
1.78
1.82
15.33
14.82
16.13
15.96

15.95
15.16
14.39
14.41
23.7
30.2
101
13.6
0.56
0.71
0.14
0.54

0.3
0.3

0.1

2.59

196.4
4.79
531
4.08
4.55
1.72
1.69
1.98

1.7

16.98

15.73

16.91

10.43

14.96

15.89
134

13.25
45.7
95.6

129.2
88.9

0.16
0.29

0.32

0.2
0.4
0.1

0.1

9.32

96.9
3.73
5.34
2.37
2.02
1.6
1.88
2.03
1.98
17.79
15.29
17.87
16.2
11.49
15.43
11.46
13.1
94.1
99.8
39.1
64.9
0.7
041
0.04
0.07
0.2
0.2
0.2
0.3

6.33

58.2
5.26
4.77
3.2
351
1.6
1.84
1.6
1.69
14.83
15.07
14.84
15.4
13.57
15.29
13.59
14.2
53.3
67.5
37.3
70.2
0.19
1.67
0.29
0.26
0.4
0.3
0.2
0.2

6.58

447
484
3.34
361
341
153

1.8
1.75
171

15.44

14.96

16.81
14.9

14.69

16.35

14.71

16.06
233
12.9

77
40.4
0.59
0.36
0.28
031

0.2

0.2

0.1

0.2

7.33

100.2
2.26
3.06
2.82
2.93

15
1.88
1.7
1.74

17.72

16.36

15.68
14.9

11.47

13.69

13.25
14.7
100
67.5

113.4
83.2
0.29
0.55
0.01
0.28

0.1
0.3

0.2

4.83

110.5
2.06
2.69
2.26
2.64
1.62
1.86
2.07
213

16.63

14.72

16.63

16.19

14.08

13.07

14.91
9.91
48.7
92.3

104.9
98.3

0.17

0.19
0.16
0.3
0.1
0.2
0.3

7.82

82.9
4.59
4.04
2.82
4.6
1.56
2.16
2.16
2.05
14.58
15.18
14.8
14.67
15.77
12.22
14.21
14.67
118.6
75.4
83.8
51.2
0.6
3.78
0.19
0.24
0.4
0.2
0.2
0.3

5.58

91.3
3.84
3.54
2.62
2.35
15
1.73
1.92
2.04
16.06
15.59
15.2
15.07
12.57
15.63
13.76
14.58
66.4
88.6
76.7
50
0.22
0.24
0.22
0.17
0.2
0.1
0.2
0.3

6.08

61.1
3.62
2.55
2.13
2.43
1.59
1.81
177
1.78
15.95
14.71
16.26
14.8
13.92
12.83
133
15.33
126.4
14.3
64
90.8
0.2
0.36
0.2
0.15
0.3
0.2
0.3
0.2

5.58

93

541
4.35

4.04

1.54
1.43

1.69

17.61
15.22

13.45

15.89
14.72

14.46

112.8
120.5

42.7

0.32
1.44

0.21

0.1
0.1

0.1

3.84



Tl
T6
T12
TO
Tl
T6
T12
TO
T1
T6
T12
TO

DNPH (nmol/mL)

GSH (ng/mL)

UPC B

T6
T12

7.58
3.59

20.68
9.64

26.18

0.76
111

2.9

0.1
111

1

7.58
434
4.34
25.82
15.36
24.09
2.23
2.57
1.75
4.25
77.14
0.4
1.75
1.27
1

6.08
3.84
4.34
25.55
10.14
17.41
1.95
1.86
0.87
5.34
1.18
0.8
0.87
0.08
0.05

6.58
4.09
1.59
15.64
11.77
2.23
17.73
0.67
2.12
3.66
0.62
0.3
2.12
0.9
0.7

6.83
4.83
1935
12.23
10.27
2.14
8.32
2.07
0.43
3.64
0
0.1
0.43
0.08
0.18

6.58
2.84
1935
13.27
12.68
2.18
15.68
0.83
0.98
1.19
87.57
0.03
0.98
0.1
0.06

3.59
4.34
4.09
12.36
8.73
20.59
541
0.64
0.8
3.05
53.81
0.8
0.06
0.12

2.34
4.59
2.84
15.82
16.23
25.36
2.5
151
0.41
7.26
0.1
0.7
0.41
0.12
0.3

3.84
5.58
3.59
23.77
10.82
13.09
2.27
0.39
2.06
0.45
0.09
0.4
2.06
0.1
0.7

14.8
3.09
1.35
8.68
9.05
11.45
2.09
0.37
0.18
0.58
1.36
0.7
0.18
0.03
0.3

5.08
4.34
3.34
21.68
115
19
2.55
0.72
2.79
291
1.2
0.1
2.79
0.04
0.1

5.58
3.84
3.34
35
14.41
17.95
3.73

0.03

2.34
4.04
3
0.32
0.4

5.33
483
434
12.91
8.91
20.55
6.59
0
1.49
448
1.23
0.1
1.49
0.08
03

3.09
5.83
4.83
24.73
17.05
1191
8.5
1.32
0.4
4.63
0.89
0.8
0.4
05
0.8

434
4.09
2.09
11.41
7.68
18.09
8.73
0.85
4.09
1.63
0
07
4.09
06
0.11

3.09
2.84
1.35
28
8.41
9.91
14.18
117
1.08
11.33
0
0.1
1.08
0.05
0.05

2.09
2.84
0.6
23.64
8.95
2
11.91
0.47
2.79
2.44
1.16
11
2.79
0.9
0.6

94

2.34
4.09

7.59
2.23

0.95
5.86

0.36

0.8
5.86

0.1

+Carga parasitaria de Leishmania infantum na medula dssea. Tempos TO = antes do tratamento; T1 = apés ALD (G1 = dia 90; G2 = dia 60); T6 = seis meses apds TO; T12 = 12 meses apds TO. Valores
de referéncia: Eritrdcitos (x106/uL): 5,5-8,5; Hemoglobina (g/dL): 12-18; Hematdcrito (%): 37-55; Plaquetas (x103/mm3): 166-575; Leucdcitos (x103/mm3): 6-17; Linfdcitos (x103/mm3): 1-4,8;
Albumina (g/dL): 2,6-3,3; Globulinas (g/dL): 2,7-4,4; Razdo A/G: 0,5-1,7; Proteinas 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; Acido Grico (mg/dL): 0-2; Triglicerideos (mg/dL): 20-112; Fésforo (mg/dL): 2,5-6,8; Magnésio
(mg/dL): 1,8-2,4; Calcio (mg/dL): 3-19,3; Potéssio (mmol/L): 4,37-5,35; LDL (mg/dL): 43-179,7; Proteina C reativa (RPC) (mg/dL): 0-1; Microglobulina B2 (mg/L); substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) (nmol/mL): 2,34-3,56; DNPH-carbonilas (nmol/mL); Glutationa (ug/mL): 1,71-2,43; relacdo proteina 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. Discussao

A busca por novos protocolos terapéuticos é crucial para ampliar as opgbes de manejo
da infeccdo zoonotica por L. infantum, uma vez que os cées sao suscetiveis ao desenvolvimento
de LCan grave. Como a infec¢do por protozoarios do género Leishmania gera estresse oxidativo
as células hospedeiras (Almeida et al., 2013), o restabelecimento do equilibrio redox através da
administracdo de adjuvantes nutricionais (NAS) poderia ser um objetivo terapéutico para
gerenciamento da LCan.

Os grupos diferiram no inicio dos NAs no protocolo terapéutico: os cdes do G1
comegaram a recebé-los mais cedo, 30 dias antes dos medicamentos anti- Leishmania, enquanto
o0s cdes do G2 iniciaram os NAs mais tarde, 20 dias apds o término do tratamento com ALDs.
Ao final do estudo, ambos os grupos exibiram melhora semelhante nas cargas parasitarias e no
estadiamento clinico, indicando sucesso terapéutico comparavel. No entanto, os dados do grupo
que utilizou NAs precocimente demonstraram melhora clinica e nos biomarcadores de
inflamacéo antes do outro grupo.

Notavelmente, cdes que estavam recebendo apenas NAs no 30° dia de avaliacéo,
portanto, antes mesmo de iniciar o tratamento com drogas anti-Leishmania, ja apresentavam
melhora clinica substancial em relacdo ao TO (Fig. 2A-G). Atribuimos a falta de diferenca
estatistica nos indices de melhoria entre os grupos a consideravel dispersdo dos valores dentro
de cada grupo, o que refletiu um grau de heterogeneidade individual, e em relacdo ao baixo
namero de cdes remanescentes nos grupos ao final do estudo. Em um relatério anterior,
mostramos dois perfis distintos de cdes ao final do acompanhamento de 12 meses, que
classificamos como respondedores e ndo respondedores de acordo com a carga parasitaria
resultante de L. infantum, independente do tratamento recebido (Gongalves et al., 2020). No
presente relatorio, nosso objetivo foi observar a extensdo das diferengas ao longo do tempo de
administracdo de NAs, e dentro de ambos o0s grupos do presente estudo houve respondedores e

néo respondedores, 0 que tornou 0s grupos comparaveis.

A literatura é rica em estudos que mostram que fatores individuais, tanto genéticos como
epigenéticos, estdo intrinsecamente envolvidos na resposta ao tratamento da leishmaniose
(Vanaerschot et al., 2014; Carnielli et al., 2018; Afrin et al., 2019). Observamos maior
frequéncia de cées apresentando melhora clinica e parasitologica dentro do grupo que recebeu

NAs precocemente.
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A adicdo precoce de NAs no tratamento medicamentoso anti-Leishmania resultou em
uma diminui¢cdo mais precoce da inflamagdo, expressa por niveis séricos mais baixos de
globulinas totais, imunoglobulinas especificas anti-Leishmania e proteina C reativa. Os
compostos PUFA dmega-3 podem inibir varios mecanismos inflamatorios, como quimiotaxia
de leuctcitos e producdo de citocinas pro-inflamatorias (Calder, 2017). Estudos tém
demonstrado os beneficios do uso oral de PUFA 6mega-3 em patologias caninas, como
osteoartrite (Barrouin-Melo et al., 2016), patologia renal (Brown et al., 1998), patologia
cardiaca (Smith et al., 2007) e em disturbios comportamentais (Rahimi Niyyat et al., 2018).
Recentemente, alguns autores investigaram e descreveram os beneficios do uso de NAs na
terapia com LCan (Lombardi et al., 2019; Mastellone et al., 2020). Possivelmente, o consumo
de PUFA dmega-3 no G1 nesse intervalo resultou em maior oferta de acidos graxos insaturados
e, portanto, maior disponibilidade de substratos para peroxidacao lipidica e, portanto, maior
TBARS.

Outros autores listaram a peroxidacéo lipidica entre os potenciais efeitos adversos da
suplementacdo de cdes com PUFA dmega-3 de 6leo de peixe, enfatizando que EPA e DHA
podem se depositar nas membranas celulares do corpo e sofrer peroxidacéo lipidica por radicais
hidroxila (Burton e Jauniaux, 2011; Lenox e Bauer, 2013). Porém, no presente estudo, ndo
podemos considerar a persisténcia de TBARS elevados observados no grupo que consumia
PUFA Omega-3 (G1) como um efeito adverso deste, uma vez que os biomarcadores de
inflamacéo e funcdo renal acompanharam uma recuperacao clinica substancial nesses caes. A
cicatrizacdo retardada do epitélio também foi listada entre os potenciais efeitos nocivos da
suplementacdo de PUFA dmega-3 (Lenox e Bauer, 2013). Entretanto, enfatizamos que embora
a maioria dos cdes de ambos 0s grupos apresentasse abundancia de lesdes dermatoldgicas em
TO, nenhuma deficiéncia de cicatrizacdo foi observada especificamente para este sinal clinico
de LCan em T1 ou outros tempos de monitoramento no presente estudo. De fato, a melhoria da
pele esteve entre 0s primeiros sinais observados de recuperacédo da saude em ambos 0s grupos
e ndo foi diferente nos primeiros recebedores de PUFA 6mega-3, mesmo na primeira avaliagdo
pos-tratamento (T1), quando o outro grupo ainda ndo tinha recebido NAs.

Além disso, administramos PUFA 6mega-3 em concentragdes por peso, equivalentes a
1.000 mg/kg. Isto esta abaixo do limite superior de administracao segura para cées, determinado
como 2.080 mg/kg de acordo com estudos de nutricdo animal (Lenox e Bauer, 2013). Na
medicina veterinaria, varios suplementos nutricionais ainda sdo administrados empiricamente
na clinica médica, sem dados cientificos 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 diminuicéo observada nos marcadores de oxidacao lipidica em ambos 0s grupos ao
final do estudo pode ser atribuida ao controle geral da inflamacéo resultante da administracédo
de PUFA 0mega-3, como visto no G1 em T1. Estudos anteriores mostraram que nutrientes
antioxidantes tém um efeito protetor nas membranas celulares, resultando em menos morte
celular tecidual e menos inflamacdo, atribuivel aos processos homeostaticos que removem
detritos em doencas inflamatdrias (Suphioglu et al., 2010; Bauer, 2011). Assim, podemos
levantar a hipéGtese de que, no presente estudo, tanto o uso de PUFA 6mega-3 quanto o
complexo de vitamina B podem ter ajudado a controlar a oxidag&o devido ao dano tecidual e,
ao mesmo tempo, minimizar a inflamacéo, como visto em alguns parametros no G1 em T1 e
em ambos 0s grupos em T1. T6 e T12. As vitaminas do complexo B sdo um grupo de oito
vitaminas essenciais sollveis em agua que funcionam como coenzimas em diversas reacoes
enzimaticas essenciais & homeostase redox, como o ciclo do &cido citrico, o ciclo redox da

glutationa redutase ou a sintese da hemoglobina (Kennedy, 2016; Barrouin-Melo et al., 2018).

O alopurinol tem sido descrito como um farmaco com atividade leishmaniostatica
(Ginel et al., 1998), mas também possui propriedades antioxidantes, removendo radicais
hidroxila (Buonocore e Groenendaal, 2007). Na avaliacdo feita ap6s o término do curso de
ALDs metronidazol/cetoconazol, e durante os 20 dias iniciais da administracdo de alopurinol
(T1), apenas os caes que receberam NAs precoces (G1) apresentaram niveis séricos reduzidos
de marcadores de inflamag&o. No entanto, tanto o TBARS como 0 DNPH diminuiram ao longo
do tempo até ao final do estudo (T6 e T12). Os efeitos antioxidantes do alopurinol podem ter
contribuido, em algum grau, para a melhoria da inflamacéo e para os resultados do equilibrio
redox. Como inibidor da xantina oxidase (Klein et al., 1996), o alopurinol possui atividade
antioxidante com efeitos clinicos benéficos, conforme demonstrado anteriormente (Rachmat et
al., 2013). Outro efeito terapéutico positivo do alopurinol observado no presente estudo foi no
nivel sérico de acido drico. Os cdes de ambos 0s grupos exibiram niveis elevados de
concentracdo sérica de acido urico antes do tratamento e um declinio nestes valores para dentro
do intervalo de referéncia 6 e 12 meses ap0s o tratamento. Elevagdes nas concentracfes séricas
de &cido drico podem ocorrer em cées devido a disfuncao renal (Thrall et al., 2014). Ao inibir
a xantina oxidase, uma enzima que cliva a purina em acido urico (Graham et al., 1996), os
efeitos terapéuticos do alopurinol na LCan incluiram protecdo 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 referéncia & medida que o tratamento progrediu, bem como
a proteindria, 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 leséo
tubular renal em pacientes humanos com leishmaniose visceral (Vitale et al., 1994), ndo foi

previamente estudada em soros de cdes com LCan.

Até onde sabemos, nenhum estudo sobre adjuvantes nutricionais no tratamento de cées
com infeccBes cronicas naturais como a LCan relatou tal impacto nas lipoproteinas. Em
humanos, foi relatado que o uso clinico de PUFA &mega-3 sob diferentes condi¢des pode
aumentar o HDL e o LDL no sangue, ao mesmo tempo que reduz os triglicerideos (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 reducdo de
biomarcadores inflamatdrios. Mecanismos pelos quais 0 HDL pode modular a inflamacéo
foram propostos na literatura (Ben-Aicha et al., 2020). De acordo com a literatura, 0 aumento
da GGT plasmética em cdes estd associado a colestase, particularmente concomitante com
alteracbes em outros biomarcadores de disfuncdo hepatica — ALP, ALT, ureia, albumina,
colesterol ou triglicerideos (Whitfield, 2001; Thrall et al., 2014). Assumimos esse aumento
transitério de GGT como um mecanismo compensatorio para o fornecimento precoce de PUFA
0mega-3, elevando assim a disponibilidade de substratos lipidicos para oxidacdo, o que pode
ter aumentado a demanda pela sintese de glutationa. Na verdade, a GGT atua como um
catalisador para a transferéncia de grupos glutamil para manter os niveis intracelulares de
glutationa (Whitfield, 2001). Nesse sentido, a GGT em altas concentra¢cbes é um marcador
preditivo precoce de aterosclerose e doengas cardiacas em humanos (Mason et al., 2010;
Bradley et al., 2014; Koenig e Seneff, 2015). No entanto, tais papéis metabdlicos da GGT nédo

sdo tdo claros na espécie canina e devem ser mais estudados.

O presente estudo teve pontos fortes e limitagdes. O nimero de amostras de cées 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 nimero muito maior de
casos. No entanto, nossos dados indicam que um desequilibrio 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 multiplos pardmetros clinicos relevantes.
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Num estudo maior, valeria a pena esclarecer até que ponto os NAs ou o alopurinol ou a
combinacdo destas substancias e medicamentos podem impactar o equilibrio redox e o controle

da inflamacgédo em pacientes caninos com LCan.

5. Conclusoes

Nossos dados demonstram que 0 uso de adjuvantes nutricionais ajudou a regular a
inflamacéo, conforme demonstrado pela diminuigéo das globulinas totais, das imunoglobulinas
especificas anti-Leishmania e do aumento da relacdo albumina/globulina sérica em cées
tratados para LCan. O tratamento com drogas anti-Leishmania associadas a PUFA 6mega-3 e
vitaminas B precocemente também melhorou alteracdes clinicas mediante normalizacdo da
funcdo renal e peroxidacéo lipidica e proteica. Este estudo levantou multiplas questdes a serem
exploradas em estudos com populagdes caninas maiores que buscam compreender melhor o
impacto dos adjuvantes nutricionais na terapia com LCan, como os efeitos dos adjuvantes

nutricionais sobre HDL, LDL, triglicerideos, GGT e marcadores de estresse oxidativo.
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Clinical improvement of dogs treated for canine leishmaniasis (CanL) requires reducing Leishmania infantum
loads, which depend on intracellular oxidant compounds to destroy the parasite. However, oxidative species’
excess and antioxid, L& ption can cul in oxidative stress, resulting in increased, widespread
inflammation. We aimed to evaluate if early or late addition of nutritional adjuvants (NAs) — omega-3 poly-
unsaturated fatty acids and B vitamins - to anti-Leishmania drugs (ALDs) in the treatment of CanL would be
clinically beneficial. For that, serum biomarkers including oxidative stress parameters were analyzed during 12
months in dogs allocated to two treatment groups: (G1) NAs administered from 30 days prior to the beginning of
ALDs; and (G2) NAs administered from 61 days after the beginning of ALDs. Both G1 and G2 continued to receive
NAs until the 12th month. The ALDs administered were metronidazole associated with ketoconazole (40 days),
followed by allopurinol from day 41 until the 12th month. G1 exhibited superior infl ion control, with
reduced globulins (p = 0.025), specific anti-Leishmania immunoglobulins (p = 0.016), total protein (p = 0.031),
and an increased serum albumin/globulin ratio (p = 0.033), compared to G2. The early use of NAs associated
with ALDs is clinically beneficial in treating dogs with CanL.

1. Introduction

Domestic dogs are susceptible to infection by Leishmania infantum, an
intracellular protozoan which causes canine leishmaniasis (CanL), a
serious chronic zoonotic infectious disease that requires treatment and
monitoring (Solano-Gallego et al., 2011). L. infantum modulates the
canine immune system, favoring an immune response predominantly
orchestrated by Ty2 lymphocytes (Pinelli et al., 1994). This response is
characterized by excessive production of non-protective antibodies that
cause systemic immune-mediated disease due to the deposition of

immune complexes in the host’s organs (Manna et al., 2006; Baneth
et al., 2008). Besides, high parasitic loads develop in the more suscep-
tible dogs, producing direct tissue lesions, which associates with
immune-mediated disease and culminates in the manifestation of
several clinical signs and inflammatory clinical-pathological abnormal-
ities (da Costa-Val et al., 2007; Alves et al., 2009; Torrecilha et al.,
2016).

Leishmania can evade the immune system by inhibiting the oxidative
burst and neutralizing oxidative species, such as superoxide (O3 ), hy-
droxyl (HO-), peroxynitrite (ONOO-) or nitric oxide (NO) produced
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within macrophages’ phagolysosomes, where these parasites manage to
survive and multiply (Laskay et al., 2003; Van Assche et al., 2011;
Angiulli et al., 2015). Reactive oxygen species are unstable molecules
also produced during the host’s metabolic processes and require a pro-
portional production of antioxidant molecules to prevent tissue damage
(Pizzino et al., 2017). The production of oxidative species increases
during infectious or inflammatory diseases (Dimri et al., 2008). During
chronic inflammation there is a redox imbalance characterized by
oxidative stress, which results from the release of an excess of oxidants
and the consumption of antioxidants molecules that neutralize them
(Paltrinieri, 2013). Evidence of oxidative stress has been demonstrated
in CanL, with a marked presence of oxidative species in the host (Bildik
et al., 2004; Paltrinieri et al., 2010; Heidarpour et al., 2012; Almeida
et al., 2013; Souza et al., 2014).

Meglumine antimoniate is considered the first-choice drug in the
treatment of CanL in Europe, frequently concomitant with allopurinol
(Solano-Gallego et al., 2011). However, relapses occur in a considerable
proportion of treated dogs, particularly in the most susceptible (Ike-
da-Garcia et al., 2007; Manna et al., 2015). In Brazil, antimonials are
used to treat human visceral leishmaniasis, and their use in animals is
prohibited with the justification of avoiding a possible selection of
resistant parasites (Brasil, 2018). Thus, prospecting for drugs and
alternative protocols is necessary for the treatment of CanL.

A number of studies have demonstrated the importance of immu-
nonutrition in the treatment of human inflammatory diseases with
diverse objectives including the reduction and prevention of tissue
damage caused by oxidative stress (Simopoulos, 1991; Zandi et al.,
2004; Barrouin-Melo et al., 2018). Given the metabolic impact of in-
flammatory and parasitic factors of CanL, the therapeutic potential of
nutraceutical molecules, such as those in fish oil, krill oil, and dried
mushrooms has been evaluated (Cortese et al., 2015; Lombardi et al.,
2019; Mastellone et al., 2020). Among commonly used nutritional ad-
juvants with antioxidant properties, omega-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFA), defined as long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA)
mostly isolated from cold-water fish are extensively cited in the litera-
ture due to their anti-inflammatory and antioxidant properties (DeFi-
lippis and Sperling, 2006; Backes at al., 2016; Braz-De-Melo et al.,
2019). Omega-3 therapeutic effects have been demonstrated in studies
of human and animal diseases (Brown et al., 1998; Thomas et al., 2015;
Backes et al., 2016; Barrouin-Melo et al., 2016; Rahimi-Niyyat et al.,
2018; Freitas and Campos, 2019). B-complex vitamins compose a group
of eight water-soluble vitamins that act as coenzymes in enzymatic re-
actions and have been shown to help to ameliorate diverse pathologies
(Butler et al., 2006; Barrouin-Melo et al., 2018).

Clinical improvement of dogs undergoing treatment for CanL re-
quires reducing the parasitic load, which depends on the action of
intracellular oxidant compounds to destroy parasites, but also exposes
the host to systemic oxidative stress. Thus, the objective of the present
study was to investigate if the addition of nutritional adjuvants (omega-
3 PUFA and B vitamins), administered either early or late in the course
of second-choice anti-Leishmania drugs (metronidazole, ketoconazole,
and allopurinol) in the treatment of CanL would help in promoting
clinical improvement of the dogs, as expressed in a panel of serum
biomarkers including oxidative stress parameters and clinical outcome.

2. Material and methods
2.1. Ethics, animals, and experimental design

The study was conducted in the Teaching Hospital of Veterinary
Medicine of the Federal University of Bahia (UFBA), Brazil, and the
subjects were owned dogs (Goncalves et al., 2020). This study consisted
of the clinical follow-up of a subset of dogs that received nutritional
adjuvants at two different times during a long-term therapeutic inter-
vention. All procedures involving dogs abided by bioethical principles of
animal experimentation, following prior ethical approval by the
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Committee of Ethics in the Use of Animals (Protocol CEUA-UFBA, n.
19/2011). Accordingly, the study followed the guidelines of the Na-
tional Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and
the Brazilian law on “Procedures for the Scientific Use of Animals™ (n.
11,794/2008). All dog owners signed an informed consent form for their
dogs to be included.

Eighteen dogs naturally infected by L. infantum and domiciled in an
area endemic for zoonotic leishmaniasis underwent diagnosis, treat-
ment, and monitoring from the beginning to the end of the 12-month
study. The study inclusion criterion was L. infantum positive status, as
detected by parasitological tests (bone marrow and/or lymph node
cytology) and species-specific PCR. The exclusion criteria were occur-
rence of coinfections with other endemic pathogens, such as Ehrlichia
canis or Babesia canis, and/or comorbidities, such as neoplasia, heart or
endocrine diseases, before or during treatment and monitoring, terminal
CanL, and non-adherence of dog owners to the treatment and moni-
toring rules. Clinical staging of CanL followed the LeishVet guidelines
(Solano-Gallego et al., 2011). Dogs wore deltamethrin-based repellent
collars throughout the study.

At the beginning of the study, following L. infantum confirmation and
clinical staging, 30 dogs were randomly assigned into two groups, for
early (G1) or late (G2) initiation of nutritional adjuvant (NA) adminis-
tration in the therapeutic protocol (Fig. 1). Anti-Leishmania drugs (ALDs)
used were metronidazole (25 mg/kg BID for 30 days) associated with
ketoconazole (10 mg/kg SID for 40 days). The leishmaniostatic allopu-
rinol was then administered (10 mg/kg BID from day 41 until the end of
the study) as previously described (Goncalves et al., 2020). The nutri-
tional adjuvants (NAs) consisted of oral capsules of polyunsaturated
fatty acids (omega 3 PUFA: eicosapentaenoic acid [EPA] and docosa-
hexaenoic acid [DHA] [1,000 mg/kg SID]), and a commercial oral liquid
formulation of B vitamins (2 drops/kg SID) (Supplementary Table 1).
Early adjuvant G1 dogs received only NAs for 30 days before beginning
anti-Leishmania drugs (ALDs starting on day 31); these adjuvants were
administered without interruption until the end of the monitoring which
occurred on the 12th month. Late adjuvant G2 dogs received only
anti-Leishmania drugs (ALDs starting on day 0) for 40 days, and allo-
purinol was then administered alone for 20 days (from day 41 to day 61)
before the beginning of NAs, which were added from day 61 until the
end of the study. Therefore, dogs from the G2 group acted as the
non-NAs control for the 61 days before NAs were administered. The G2
group thereby provided data to compare with their own from this time
point (after NAs) until the 12th month (Fig. 1).

Data described in this study refer to the only dogs that could be
followed from the beginning (TO) until the 12th month of monitoring
(T12); six dogs remained in the G1 and 12 dogs in the G2 (Fig. 1). Dogs
were removed because of death from other reasons (n = 3), acquisition
of coinfections or comorbidities (n = 5), and treatment interruption by
dog owner non-adherence (n = 4).

2.2. Biological samples

Approximately 10 mL of blood were collected from the dogs’ jugular
or cephalic vein and stored in tubes with EDTA (BD Vacutainer, Becton
Dickinson) to obtain whole blood for quantification of hematological
cells, and tubes without anticoagulant to obtain sera for biochemical and
metabolic measurements of oxidative stress. Dogs from groups G1 and
G2 were evaluated at four specific intervals: Time Zero (T0), immedi-
ately before treatment; Time 1 (T1), at the end of the course of treatment
with ALDs plus 20 days of allopurinol; and Times T6 and T12, respec-
tively, at the end of 6 and 12 months after TO. Therefore, the T1 of the G1
group corresponded to Day 90, while the T1 of the G2 group was on Day
60. At T6 and T12, all dogs in both groups were administered the same
therapeutic protocol consisting of allopurinol, omega-3 PUFA, and B
vitamins.

Urine aliquots were collected for analyses and quantification of
urinary protein and creatinine (UPC). Bone marrow aspirates were
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Fig. 1. Experimental design of the study on the treatment and follow-up during 12 months of dogs with naturally acquired canine leishmaniasis (CanL) caused by
Leishmania infantum with early (G1) or late (G2) addition of nutritional adjuvants (NAs) omega-3 PUFA and B-complex vitamins in the course of protocols with anti-
Leishmania drugs (ALDs) metronidazole and ketoconazole, followed by leishmaniostatic allopurinol.

performed to quantify the parasitic load of L. infantum at TO, T6, and
T12, as described by Paparcone et al. (2013).

2.3. Parasitological diagnosis/parasitic load

The commercial kit PureLink Genomic DNA® (Invitrogen; USA) was
used to extract bone marrow DNA from infected dogs at TO, T6, and T12,
following the manufacturer’s recommendations. The quality and con-
centration of DNA in each eluate were assessed using the L-QUANT
spectrophotometer (Loccus; Sao Paulo, Brazil). Real-time PCR was per-
formed following a previously described protocol (Rolao et al., 2004),
with adaptations for the present research (Gongalves et al., 2020).

2.4. Clinical examination for CanlL clinical staging

The dogs were clinically evaluated for clinical signs compatible with
Canl in every monitoring time. Signs observed during physical exami-
nation were analyzed in combination with pathology data to define the
dogs’ clinical stage. As standardized by the LeishVet group (Sol-
ano-Gallego et al., 2011), the disease has four clinical stages: mild (1),
moderate (2), severe (3), and very severe (4). The definition of clinical
staging depends essentially on the degree of renal impairment presented
by the dogs. Proteinuric dogs (UPC > 1) are classified in stage 3, and
azotemic (creatinine values > 2 mg/dL) and uremic, in stage 4.

2.5. Blood count, serum biochemistry, and serum oxidative stress
biomarkers

The hemoglobin and hematocrit parameters were quantified in a
specific hematological device for domestic animals, the pocH-100iv
(Diff). Cell morphology and presence of hematozoa were determined
using blood smears. The reticulocyte count was also determined in blood
smears stained with new methylene blue or cresyl blue. The following
biochemical parameters were measured in the dogs’ serum: proteins
(total, albumin, C-reactive protein, beta-2 microglobulin [Cormay;
Lomianki, Poland]), minerals (magnesium, phosphorus, calcium [Spin-
react; Barcelona, Spain]), metabolites (urea, creatinine, uric acid
[Spinreact]), lipids (lipoproteins from high [HDL] and low [LDL] den-
sities and triglycerides [Cormay]), enzymes (gamma-glutamyl trans-
ferase [GGT] [Labtest Diagnostica, Minas Gerais, Brazil]), alkaline
phosphatase (ALP), alanine aminotransferase (ALT) (Wiener Lab,
Rosario, Argentina) using the semi-automatic biochemical analyzer
(BioPlus-200) and the automatic analyzer (Prestige 24i) following
manufacturers’ recommendations. To quantify total globulins, the total
serum protein values were subtracted from the albumin values, and their
ratio (albumin/globulin - A/G) was determined. Perchloric acid was

added to the dogs’ serum to precipitate proteins for the quantification of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and carbonyl groups
(expressed as nanomoles/mL of DNPH), respectively, to evaluate lipid
and protein peroxidation as described in the literature (Barbosa et al.,
2017). The total glutathione, which corresponds to oxidized and
reduced glutathione, was measured in serum via glutathione reductase
activity, following previously described methods (Martins et al., 2018).

The reference values for serum biochemical parameters were pro-
vided by veterinary clinical pathology literature (Kaneko et al., 2008) or
studies of large healthy canine populations (Onishi et al., 2000;
Macotpet et al., 2013; Groth et al., 2020).

2.6. Urinary protein-creatinine ratio (UPC)

Creatinine (Wiener Lab; Rosario, Argentina) values were measured
in diluted urine samples. Both protein and creatinine were measured by
a semi-automatic biochemical analyzer (BioPlus-200), and their ratio
obtained to define the UPC. Concomitantly, the urinalysis, including
microscopic examination of sediment, was also performed.

2.7. IgG anti-Leishmania antibodies

Specific IgG anti-Leishmania antibodies were quantified in serum as
previously described, using the indirect in-house ELISA test with mod-
ifications as previously mentioned (Goncalves et al., 2020).

2.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 8.0
program (Prism Software, Irvine, CA, USA). The Shapiro-Wilk test
revealed that the quantitative variables were distributed non-
parametrically. Thus, the comparative data analysis was performed
using Kruskal-Wallis statistical tests, followed by Dunn or Mann-
Whitney tests. The level of significance adopted was p < 0.05. Data
were expressed by median and percentiles.

3. Results

All median values of L. infantum parasitic loads, clinical scores, cell
blood counts (CBC), serum anti-Leishmania immunoglobulins,
biochemical and oxidative parameters, and of UPC of the studied dogs
are detailed in Supplementary Table 2.

At TO, no significant differences were observed in the parasite load
values between G1 and G2 dogs: the median (percentile) values were
7.38 (1.3-125,431) and 1,154 (131 to 13,451), respectively. Towards
the end of the treatment, a tendency of decrease in the parasite loads was
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observed in dogs of both G1 and G2 from TO to T12, and this decrease
was not statistically different between groups. However, when
observing the frequency of dogs that had a decrease in their individual
results (Supplementary Table 3) for L. infantum loads, 66.7 % (4/6) of
the G1 dogs exhibited such a decrease versus only 41.7 % (5/12) of dogs
of the G2 during the study.

Before initiating treatment (T0), the clinical staging was similar in
groups G1 and G2, varying from mild to moderate CanL. In the first
examination immediately at the end of treatment with anti-Leishmania
drugs (metronidazole + ketoconazole) (T1), clinical improvement as
given by scores was more substantial in the G1 than G2 (p = 0.0484),
although all dogs exhibited some clinical improvement already after 30
days of any treatment (Iig. 2). Dogs from G1 were categorized in the
lowest clinical stage of CanL. As the treatment continued, both groups
tended to show similar clinical staging. At six and 12 months after the
beginning of the treatment, no statistical difference was observed in
clinical scores between G1 and G2 dogs. Cell blood count (CBC) pa-
rameters were within the reference range in most dogs in G1 and G2,
regardless of the treatment protocol established.

There was a statistical difference between G1 and G2 in the results of
some serum parameters, indicating a beneficial effect of the early use of
NAs on inflammation as seen at T1: dogs from G1 showed a greater
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reduction in specific immunoglobulins (p = 0.016), total globulins (p =
0.0247), and total proteins (p = 0.031), and an increased serum albu-
min/globulin ratio (p = 0.0334) than dogs in G2 (Fig. 3). In the as-
sessments at 6 and 12 months after the beginning of CanL treatment, all
dogs were already using the same prescriptions (allopurinol associated
with NAs). The biomarker C-reactive protein on G1 and G2 dogs at T6
returned to within the reference range. Albumin median values
remained within the reference range in G1 dogs during the follow up,
while an increase was observed within the G2 after the addition of NAs
into the treatment, at T6 (p = 0.016) and T12 (p = 0.043).

At T1, TBARS (used to measure lipid peroxidation) remained levels
equivalent to TO within G1 dogs, while within G2 there was a statisti-
cally significant decrease in the same period (p = 0.0028) (T1). How-
ever, at T6, both groups started to show an equivalent decrease in serum
TBARS levels with the continuation of treatment, indicating a decrease
in lipid oxidation. There was a decrease in protein oxidation from T1, as
shown by the quantification of protein carbonyl groups (expressed as
nanomoles of DNPH) in both groups at T0, regardless of the inclusion of
NAs. In G2 dogs, serum glutathione levels increased in the first post-
treatment assessment (T1), while in G1 dogs, these levels increased
more significantly only at T6 (p = 0.0043). However, with the contin-
uation of treatment, oxidative parameters started to decrease, and

i oh

canine |

Fig. 2. Photographs of dogs with sp

is (CanL) before and after treatment with early (G1) or late (G2) nutritional adjuvants (NAs) in the

course of protocols with anti-Leishmania drugs (ALDs) metronidazole and ketoconazole, followed by leishmaniostatic allopurinol. Photographs of dogs before
treatment (T0), at the 30th-day treatment (T30) or at the 180th-day treatment (T180). G1 dogs, Rottweiler at TO (A) and T30 (B); Mongrel at TO (C,D) and T30 (E);
Mongrel TO (F) and T30 (G): G1 dogs had received at T30 only nutritional adjuvants (omega-3 PUFA and B vitamins) during 30 days. G2 dogs, Rottweiler at TO (H:
this dog had his muzzle tied because of aggressiveness, notably reported during anamnesis as an abnormal behavior even towards family members) and T30 (I);
Mongrel at TO (J) and T30 (L); Australian Short-Haired Cattle Dog at TO (N) and T30 (O): G2 dogs had received at T30 only ALDs during 30 days. This Mongrel G2
dog had received at T180 (M) the complete 40-day course of ALD, and was currently receiving allopurinol (added from day 41) and nutritional adjuvants (omega-3
PUFA and B vitamins) added from day 60 (to compare with J and L).
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Fig. 3. Amelioration of inflammatory markers in dogs administered early (G1) or late (G2) nutritional adjuvants (NAs) in the course of treatment for spontaneous

canine leishmaniasis (CanL) with anti-Leishmania drugs (ALDs) metronidazole and ketoc:

d by leish ic allopurinol. Dogs with CanL from the

G1 group, whose initial treatment was NAs (omega-3 PUFA and B vitamins), showed lower values of specific immunoglobulins (A) and total globulins (B), total serum
proteins (C), and return back to normality of the A/G (D) ratio at T1 when compared with G2. Data in medians and percentiles. *p < 0.05.

antioxidant markers increased in both groups until the end of the study.

We have further evaluated biomarkers related to urinary functions in
both groups. After having received ALDs associated with early (G1) or
late (G2) NA addition, the dogs exhibited a decrease in the median
serum uric acid concentrations at T6, resulting in final values consistent
with the reference range for canine values. G2 dogs exhibited an in-
crease in magnesium levels at T1 (p = 0.0026) before starting NAs and in
the six and 12-month assessments when they were already using adju-
vants (p < 0.001). Despite hypomagnesemia, calcium and phosphorus
levels were within the reference range for the canine species in most G2
dogs. However, phosphorus values tended to decrease over time during
treatment. There was a decrease of proteinuria towards normal values in
most dogs of G1 and G2, followed by a decrease in the urinary protein-
creatinine ratio (UPC), which was significant at T6 in the G2 dogs after
initiation of NAs (p = 0.0114). The parameters B2-microglobulin, urea,
creatinine and were within the reference values in both groups in all
evaluations.

Serum HDL and LDL levels were higher in G1 than in G2 dogs at T1,
that is, at the end of the treatment course with ALDs, while triglycerides
were stable within reference values in both dog groups during and until
the end of treatment. The measurement of the GGT differed (p = 0.0253)
between the groups from the first evaluation (T0), with higher values in
the G2 dogs. However, during treatment at T6, there was an increase in
sera levels of this enzyme in G1 dogs followed by a return to reference
values at T12.

4. Discussion

The search for new therapeutic protocols is crucial to expand options
for the management of zoonotic L. infantum infection since dogs are
susceptible to the development of severe CanL. As infection by protozoa
of the genus Leishmania generates oxidative stress in the host cells
(Almeida et al., 2013), reestablishing the redox balance by adminis-
tering nutritional adjuvants (NA) could be a therapeutic goal for CanL

management.

The groups differed in the initiation of NAs in the therapeutic pro-
tocol: G1 dogs started receiving them earlier, 30 days before the anti-
Leishmania drugs, while G2 dogs started NAs later, 20 days after the end
of ALDs treatment. At the end of the study, both groups exhibited similar
amelioration in parasite loads and clinical staging, indicating compa-
rable therapeutic success. However, data from the group administered
NAs earlier demonstrated improvement in clinical and biomarkers of
inflammation before the other group. Notably, dogs that were receiving
only NAs at the 30th day of evaluation, thus even before starting the
course of anti-Leishmania drugs, already exhibited a substantial clinical
improvement in relation to TO (Fig. 2A-G). We attribute the lack of
statistical difference of amelioration indices between the groups to the
considerable dispersion of values within each group, which reflected a
degree of individual heterogeneity, and relative to the low number of
dogs remaining in the groups at the end of the study. In a previous
report, we showed two distinct dog profiles at the end of the 12-month
follow-up, which we classified as responders and non-responders ac-
cording to the resultant parasitic load of L. infantum independent of the
treatment received (Goncalves et al., 2020). In the present report, our
objective was to observe the extent of differences over time of NA
administration, and within both groups of the present study there were
responders and non-responders, which made the groups comparable.
The literature is rich in studies showing that individual factors, both
genetic and epigenetic, are intrinsically involved in response to leish-
maniasis treatment (Vanaerschot et al., 2014; Carnielli et al., 2018; Afrin
etal., 2019). We observed a higher frequency of dogs presenting clinical
and parasitological improvement within the group receiving early NAs.

The early addition of NAs in anti-Leishmania drug treatment resulted
in an earlier decrease of inflammation, expressed by lower serum levels
of total globulins, specific anti-Leishmania immunoglobulins, and C-
reactive protein. Omega-3 PUFA compounds can inhibit several in-
flammatory mechanisms, such as leukocyte chemotaxis and pro-
inflammatory cytokine production (Calder, 2017). Studies have
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demonstrated the benefits of oral omega-3 PUFA use in canine pathol-
ogies such as osteoarthritis (Barrouin-Melo et al., 2016), renal pathology
(Brown et al., 1998), cardiac pathology (Smith et al., 2007), and in
behavioral disorders (Rahimi Niyyat et al., 2018). Recently, some au-
thors have investigated and described the benefits of using NAs in CanL
therapy (Lombardi et al., 2019; Mastellone et al., 2020). Possibly, the
consumption of omega-3 PUFA in G1 in that interval resulted in a
greater supply of unsaturated fatty acids, and therefore a greater
availability of substrates for lipid peroxidation thus higher TBARS.
Other authors have listed lipid peroxidation among potential adverse
effects of supplementing dogs with omega-3 PUFA from fish oil,
emphasizing that EPA and DHA can deposit on the body’s cell mem-
branes and undergo lipid peroxidation by hydroxyl radicals (Burton and
Jauniaux, 2011; Lenox and Bauer, 2013). However, in the present study,
we cannot consider the persistence of high TBARS observed in the group
that was consuming omega-3 PUFA (G1) as an adverse effect of this NA,
since the biomarkers of inflammation and renal function accompanied a
substantial clinical recovery in these dogs. Delayed epithelium healing
was also listed among potential harmful effects omega-3 PUFA supple-
mentation (Lenox and Bauer, 2013). However, we emphasize that
although most dogs in both groups were presenting an abundance of
dermatological lesions at TO, no healing deficiency was observed spe-
cifically for this clinical CanL sign at T1 or other monitoring times in the
present study. Indeed, skin improvement was among the first observed
signs of health recovery in both groups and was no different in early
receivers of omega-3 PUFA even at the first evaluation post-treatment
(T1) when the other group had not yet received NAs. Moreover, we
administered omega-3 PUFA in concentrations by weight, equivalent to
1,000 mg/kg. This is below the upper safe administration limit for dogs,
determined as 2,080 mg/kg according to animal nutrition studies (l.enox
and Bauer, 2013). In veterinary medicine, several nutritional supple-
ments are still empirically administered in the medical clinic, without
scientific data supporting the precise doses recommended for each pa-
thology (Brown et al., 1998; Smith et al., 2007; Rahimi Niyyat et al.,
2018; Westgarth et al., 2018).

The observed decrease on lipid oxidation markers in both groups at
the end of the study might be attributed to the overall control of general
inflammation resulting from the administration of omega-3 PUFA, as
seen in G1 at T1. Previous studies have shown that antioxidant nutra-
ceuticals have a protective effect on cell membranes, resulting in less
tissue cell death and less inflammation, attributable to homeostatic
processes removing debris in inflammatory diseases (Suphioglu et al.,
2010; Bauer, 2011). Thus, we can hypothesize that in the present study,
both the use of omega-3 PUFA and vitamin B complex might have helped
control oxidation due to tissue damage while minimizing inflammation,
as seen in some parameters in G1 at T1 and in both groups at T6 and T12.
Vitamins of the B complex are a group of eight essential water-soluble
vitamins that function as coenzymes in several enzymatic reactions
essential to redox homeostasis, such as the citric acid cycle, redox cycle
of glutathione reductase or synthesis of hemoglobin (Kennedy, 2016;
Barrouin-Melo et al., 2018).

Allopurinol has been described as a drug with leishmaniostatic ac-
tivity (Ginel et al., 1998), but it also has antioxidant properties,
removing hydroxyl radicals (Buonocore and Groenendaal, 2007). In the
evaluation made after the end of the course of ALDs metronidazole/-
ketoconazole, and during the 20 days initial days of allopurinol
administration (T1), only the dogs that received early NAs (G1)
exhibited reduced serum levels of inflammation markers. However, both
TBARS and DNPH decreased over time up to the end of the study (T6 and
T12). Antioxidant effects of allopurinol may have contributed at some
degree to the amelioration of the inflammation and the redox balance
outcomes. As an inhibitor of xanthine oxidase (Klein et al., 1996),
allopurinol has an antioxidant activity with beneficial clinical effects as
demonstrated in previously (Rachmat et al., 2013). Another positive
therapeutic effect of allopurinol observed in the present study was on the
serum uric acid level. Dogs from both groups exhibited high serum uric
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acid concentrations before treatment and a decline in these values to
within reference range 6- and 12-months post-treatment. Elevations of
serum concentrations of uric acid can occur in dogs due to renal
dysfunction (Thrall et al., 2014). By inhibiting xanthine oxidase, an
enzyme that cleaves purine into uric acid (Graham et al., 1996), allo-
purinol therapeutic effects on CanL included renal protection, as seen in
the present study. Moreover, hypomagnesemia and hyperphosphatemia
which had been observed before treatment tended to return to reference
values as treatment progressed, as well as on proteinuria, an important
marker of CanL severity (Solano-Gallego et al., 2011; Meléndez-Lazo
et al., 2018). Beta-2 microglobulin, a microprotein marker of renal
tubular injury in human patients with visceral leishmaniasis (Vitale
et al., 1994), has not been previously studied in the sera of dogs with
CanL.

To the best of our knowledge, no study on nutritional adjuvants in
the treatment of dogs with natural chronic infections such as CanL has
reported such an impact on lipoproteins. In humans, it has been reported
that the clinical use of omega-3 PUFA under different conditions can
increase blood HDL and LDL while lowering triglycerides (Harris, 1996;
Paranandi et al., 2014; Oscarsson and Hurt-Camejo, 2017; Ide et al.,
2018). Nevertheless, in the context of the present results we must
consider that a higher blood HDL might have helped in the reduction of
inflammatory biomarkers. Mechanisms by which HDL may modulate
inflammation have been proposed in the literature (Ben-Aicha et al.,
2020). According to the literature, increased plasma GGT in dogs is
associated with cholestasis, particularly concomitant with alterations in
other liver dysfunction biomarkers — ALP, ALT, urea, albumin, choles-
terol, or triglycerides (Whitfield, 2001; Thrall et al., 2014). We assume
this transient GGT increase as a compensatory mechanism for the early
supply of omega-3 PUFA, thus elevating the availability of lipidic sub-
strates for oxidization, which might have enhanced the demand for
glutathione synthesis. Indeed, GGT acts as a catalyst for the transfer of
glutamyl groups to maintain intracellular glutathione levels (Whitfield,
2001). In this sense, GGT in high concentrations is an early predictive
marker for atherosclerosis and heart disease in humans (Mason et al.,
2010; Bradley et al., 2014; Koenig and Seneff, 2015). However, such
GGT metabolic roles are not as clear in the canine species and should be
studied further.

The present study had strengths and limitations. The sample number
of dogs receiving follow-up until the end of the study was small, likely
because the study was relatively long. The present study would have
benefitted from a much larger number of cases. However, our data
indicate that a redox imbalance seems to be a relevant aspect in the
pathophysiology of CanL since the positive effects of the treatment
protocol that included NAs were observed in multiple relevant clinical
parameters. In a larger study, it would be worthwhile to clarify to what
extent NAs or allopurinol or the combination of these substances and
drugs might impact the redox balance and inflammation control in
canine CanL patients.

5. Conclusions

Our data demonstrates that the use of nutritional adjuvants helped to
regulate inflammation, as depicted by a decrease of total globulins,
specific anti-Leishmania immunoglobulins, and an increase in serum
albumin/globulin ratio in dogs treated for CanL. The treatment using
anti-Leishmania drugs associated with early omega-3 PUFA and B vita-
mins also earlier improved clinical alterations that indicate the
normalization of renal function and lipid and protein peroxidation. This
study raised multiple questions to be explored in studies with larger
canine populations that seek to understand better the impact of nutri-
tional adjuvants in CanL therapy, such as the effects of nutritional ad-
juvants on HDL, LDL, triglycerides, GGT, and oxidative stress markers.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O uso de adjuvantes nutricionais no tratamento da LCan contribuiu na melhora clinico-
laboratorial do paciente, sobretudo com o controle inflamatdrio, por consequente reducéo sérica
de globulinas totais, proteinas totais e imunoglobulinas especificas anti-Leishmania em cées
com leishmaniose naturalmente adquirida. O estresse oxidativo é evidente em animais doentes
por LCan, porém com a terapéutica, incluindo utilizacdo de farmacos anti-Leishmania e
adjuvantes nutricionais, os niveis de peroxidacdo lipidica e proteica sdo reduzidos. Uma
dicotomia foi vista no tratamento alternativo instituido nos cées, onde foram classificados como
cdes respondedores e ndo-respondedores da terapéutica baseados na reducdo da carga
parasitaria. E os eritrocitos e o fosforo sérico foram identificados como marcadores preditivos
precoces da resposta terapéutica na LCan. Conjuntamente, os resultados apresentados neste
estudo podem representar um novo modelo para fornecer assisténcia futura aos médicos
veterinarios na abordagem terapéutica, com uma definicdo mais precisa no manejo e

prognostico do paciente.
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6. APENDICE 1

Figuras suplementares do Capitulo |

Figura 1. O sucesso da quimioterapia anti-Leishmania é independente da resposta Th17.
O mRNA foi isolado a partir de biopsias do baco em TO, T6 e T12. A PCR quantitativa foi
realizada para IL17A e IL22 (A). Parcelas individuais para expressdo de mRNA de IL2, IFNG
e TNFA em TO e T6 (B). Gréficos individuais para expressdo de mRNA de IL-10 em TO e T6
(C). Os dados sdo mostrados como média + DP ou em formato de caixa e bigode, n =5 a 10

cdes / grupo. * p <0,05.
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Figura 2. Parametros hepéticos e renais no soro de cdes que ndo 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 TO, T1, T2, T3, T6 e T12. Os dados sdo mostrados como média + DP ou em formato de

caixa e bigode, n = 12-14 cées / grupo. * p <0,05; ** p <0,01.
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APENDICE 2

Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) aprovada n. 19/2011

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARSIA E ZOOTECNIA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Centificamos que a proposta intitulada Estudos sistémicos sobre as leishmaniozes zoonéticas no Estado da
Bahia, registrada com o n® 1972011, sob a responsabilidade da Professora Stella Maria Barrouin Melo, ¢ que
envolve a produglio, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6,899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Escola de Medicina Veterindria ¢ Zootecnia da Universidade
Federal da Bahia, em reunidio de 16/10/2017.

Finalidade ( )Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 1610722017 a 16/10/2027
Espécie/linhagem/raga Canina
N? de aninais "y
Peso/ldade Varidvel
Sexo Ambos
Origem Domiciliados

Salvador, 16 de outubro de 2017,
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APENDICE 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
HOSPITAL-ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente termo tem o objetivo de informar ao (a) guardido (3) do animal quanto aos principais
aspectos relacionados ao atendimento clinico no projeto “Estudos e Intervencdo Terapéutica da
Leishmaniose Visceral Canina”, sob cujas regras o cao serd avaliado e tratado, complementando as
informacdes prestadas pelo (a) seu (sua) médico (a) veterinario (a) e pela equipe de pesquisadores e
médicos veterindrios pertencentes ao projeto, no Hospital-Escola de Medicina Veterinaria 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 cdo de
nome , Sexo , raca , idade ,
RG , submetido a triagem a partir da avaliacdo por meio de coleta de amostras de
sangue, urina, aspirado esplénico, medula éssea e linfonodos pertencente ao projeto intitulado
“Estudos e Intervencdo Terapéutica da Leishmaniose Visceral Canina”. Parte das coletas dessas
amostras serdo mediante sedacdo, com o objetivo de tranquilizar o animal para a execugdo dos
procedimentos.

Declaro estar ciente de que tanto os procedimentos de colheita de amostras quanto os
medicamentos podem implicar riscos a saude do meu animal, sob a forma de rea¢des adversas ou
reagGes idiossincrasicas (reagGes adversas ainda ndo descritas no cdo) aos farmacos utilizados em
qualquer etapa do diagndstico ou tratamento, ou ainda de possibilidades de acidentes devido ao uso
de instrumentos perfurantes, associados ou ndo ao préprio estado de saude do cdo portador de
infeccdo por Leishmania. Estou ciente de que embora todos os riscos sejam possiveis, os métodos
previstos no protocolo sdo de extrema importancia para o tratamento adequado do animal e para
impedir a transmissdo da infec¢do. Todos os procedimentos serao realizados por médicos veterinarios
treinados, o que minimiza a possibilidade de ocorréncias adversas.

Para participacdo deste cdo no estudo, estou ciente de que é necessario seguir todas as
prescricées realizadas pelos médicos veterinarios e comunicar qualquer alteracdo manifestada pelo
animal durante todo o periodo de tratamento. Caso na triagem seja confirmada a positividade de
leishmaniose, o primeiro retorno sera marcado em um periodo de 7 a 30 dias, no qual sera iniciada a
terapéutica anti-Leishmania. Depois disso, o animal retornara aos 30 dias, 40 dias, 60 dias, 90 dias, 180
dias, 270 dias e 365 dias apds 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 serdo realizados novos
exames de rotina clinico-laboratorial e de que arcarei com os custos dos exames, pois o objetivo é
acompanhar a eficiéncia do tratamento.

Confirmo que recebi explicacdes, li, compreendo e concordo com tudo que me foi esclarecido e
qgue me foi concedida a oportunidade de anular, questionar, alterar qualquer espaco, paragrafo ou
palavras com as quais ndo concordasse. Tive a oportunidade de fazer perguntas que me foram
respondidas satisfatoriamente. Assim, tendo conhecimento, autorizo a realizagdo do procedimento
proposto em meu animal.

Salvador, de de
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article hisrory: Allopurinol is the most commonly used drug for the treatment of hyperuricemia in people, and in view
Received 27 November 2019 of the risks of fatal hypersensitivity in patients with renal dysfunction, doses based on the glomerular
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fltration rate are proposed. In veterinary medicine, allopurinol i used in the treatment of canine leish-
maniases (Canl) caused by Letshmamio infentiem owing to the drug action of inhibiting the parasite™s RNA
synthesis. However, renal dysfunction frequently ensues fromdisease progression in dogs. The purpose of
the present study was to standardire and validate a sensitive high-performance liquid chromatography-

5:{::.:‘:, mass spectrometnic (HPLC-M5/MS) method to determing the concentration of allepurinol and its active
Canime model metabolite caypurinol in canine urine for clinical pharmacokinetic investigation. Urine ples ol eleven
Translational medicine {11) dags with naturally oocurring Canl and in the maintenance phase of the treatment with alopurine]
Urinary amabysis were used. For the chromategraphic analysis of urine, the mobile phase consisted of a solution of 0.1
Leishmaniasis X lormec acid (88 L) i 10mM ammonium acetate. Separation of allopurinol and axypurine occurred

in a Mow af 0.EmL{min on a C8& reverse phase column 5 pm, and acyclovir was the internal standard.
The HPLC-MS{MS method was validated by reaching the limits of defection and quantification, repro-
ducibility and linearity. The lower limit of guantification achieved by the method was 10 pgimL for both
allapuringl and axypurinel. Calibration curves were prepared in blank urine added wath allopurinol at
concentrations of 10-1000 pg/ml_ and oxyporisol at 10- 2300 pgiml Cosfficients of varistion of less than
15 % between intracurrent and intercurrent accuracy values were ohgerved for both allopurinol and axy-
purinel. Urine test samples remained stable after being subjected to freeze-thaw cycles and remaining
at room I e far 4h. The hod proved to be adequate to quantify allopurine and axypurine]
in urine samples from dogs under treatment.

© 2020 Elsevier BY. All ights reserved.
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3) Trabalho apresentado em forma de pdster no 54° Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical (2018). Link para acesso aos anais:
http://www.adaltech.com.br/anais/medtrop2018/arquivos/todos%200s%20trabalhos.pdf

AVALIACAO DA MEDULA OSSEA DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania
sp.

Rafaela de Sousa Gongalves ', Roseclea Chagas dos Santos ', iris Daniela Santos de
Autores  Meneses 2, Tiago Sena de Andrade !, Mariana Oliveira Mendes 1, Clauceane de Jesus ',
Daniela Farias Larangeira !, Flaviane Alves de Pinho ', Stella Maria Barrouin-Melo

Instituicao 1 | [vE-HOSPMEV-UFBA - Laboratério de Infectologia Veterinaria, Hospital de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal da Bahia (Av. Adhemar de Barros 500, Salvador, Bahia,
Brasil. CEP: 40170-110.), 2 LAC-HOSPMEV-UFBA - Laboratério de Andlises Clinicas,
Hospital de Medicina Veterinaria, Universidade Federal da Bahia (Av. Adhemar de Barros
500, Salvador, Bahia, Brasil. CEP: 40170-110.)

A leishmaniose visceral causada por Leishmania infantum & uma doenga parasitaria cronica de
importancia médico-veterinaria e na Sadde Unica. O tecido medular dsseo € um sitio preferencial de
proliferacdo de L. infantum e sua avaliagdo pode contribuir para definicdo de um prognoéstico clinico na
leishmaniose visceral canina (L\VC). Assim, o objetivo do presente estudo foi descrever as alteragGes
citopatoldgicas da medula dssea de cdes naturalmente infectados por L. infantum. Vinte cies com
infecgdo por L. infanfum confirmada PCR qualitativa de aspirados esplénicos, atendidos no Hospital-
Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, provenientes de diversas areas
endémicas no estado da Bahia, foram incluidos no estudo. Nenhum dos cdes havia recebido
tratamento prévio para a doenca. Amostras de medula dssea foram obtidas para a realizacdo do
mielograma e avaliacdo do estoque de ferro. No mielograma, observou-se que 80% (16/20) dos cdes
infectados tinham formas amastigotas de Leishmania sp., extra e intracelularmente, na medula dssea,
enquanto 20% (4/20) ndo apresentavam amastigotas ao exame citolégico da medula. Dentre as
alteragbes observadas nas linhagens eritroide, mieloide e megacariocitica, as mais frequentes foram
hipoplasia da série eritroide em 50% (10/20) dos casos, hiperplasia da série mieloide em 35% (7/20) e
hipoplasia da série megacariocitica em 15% (3/20). A maioria dos cdes infectados apresentava
estoque de ferro medular adequado (69%, 11/16). Os cies cujo diagnostico citoldgico medular foi
negative na pesquisa de amastigotas de Leishmania, apresentaram medula 6ssea sem qualquer

alteragao, portanto, citologicamente normal (20%, 4/20). Dessa forma, hipotetizamos que a
multiplicacdo e persisténcia crdnica do protozoario no tecido hematopoiético medular foi o fator que
gerou desorganizacdo medular, origem da anemia t3o consistentemente associada a LVC, e relatada
na literatura especializada em medicina veterinaria. Concluimos gue a hipoplasia eritroide foi o achado
mais frequente no mielograma de cades infectados por L. infanfum, e que a analise do tecido medular
agrega informagdes importantes para o manejo do paciente e progndstico da enfermidade. A medula
ossea na LVC é objeto de estudo pelo grupo Infectologia Veterinaria — CNPgq.

Palavras-chaves: hipoplasia eritroide, leishmaniose, mielograma
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4) Trabalho apresentado em forma de péster no 55° Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical (2019) por orientandos de Iniciacdo Cientifica sob tutoria de Rafaela de
Sousa Gongalves PIBIC/UFBA: Mariana Mendes e Tiago Andrade. Link para acesso aos anais:
https://www.medtrop-parasito2019.com.br/anais/divisao/aprovados
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Estadiamento dos cdes naturalmente infectados por L. Infantum atendidos no Ambulatério de Leishmanioses
Zoondticas do Hospital-Escola de Veterindria da UFBA

Autor{es): Mariana Oliveira Mendes, Tiago Sena de Andrade’, Rafaela de Sousa Gongalves®, Roseclea Chagas dos San-
tos', Flaviane Alves de Pinho', Daniela Farias Larangeiral, Stella Maria Barrouin-Melo®

Instituicoles): ‘Universidade Federal da Bahia

A leishmaniose canina (LCan) & uma doenca sistémica causada pela Leishmania infantum no Brasil e pode ter apre-
sentagdo clinica bastante diversificada. A ocorréncia de quadros clinicos inespecificos ou mesmo infecgdo subclinica
fazem com que o diagndstico da LCan represente um desafio para o médico veterinario clinico. O estudo teve o ob-
jetivo de descrever a apresentacao clinica da doenga em c3es naturalmente infectados para caracterizar sinais pre-
dominantes de LCan na Bahia, e foi conduzido entre agosto/2017 e agosto/2018. Foram atendidos 90 cdes no Ambu-
latério de Leishmanioses Zoondticas, no Hospital-Escola de Medicina Veterindria da Universidade Federal da Bahia,
em Salvador, dos quais 32 (35,6%) foram positivos na detecgdo de DMA de L. infantum por PCR. Esses 32 cdes foram
estadiados conforme o protocolo do grupo Leishvet-Europa, que determina guatro estadios segundo a gravidade da
doenca. A analise dos sinais clinicos e exames laboratoriais resultou na seguinte distribuigao: cinco caes (5/32;
15,6%) foram classificados no estadio I; 21 (21/32; 62,5%) no estadio |I; dois cdes (2/32; 6,3%) no estadio |ll; e quatro
no estadio IV (4/32) representando 12,5% do total. Os sinais clinicos mais comuns foram, em ordem de frequéncia,
dermatopatias (27/32), linfadenomegalia (25/32) e emagrecimento (11/32). As alteractes mais encontradas nos exa-
mes de patologia clinica foram hiperglobulinemia (21/32), anemia (21/32) e hipoalbuminemia (16/32). A maioria dos
caes naturalmente infectados por L. infantum apresentou, portanto, LCan classificada nos estadios | ou Il (26/32;
81,2%), o que pode indicar gue os guardides tém procurado o servigo médico-veterinario especializado precocemen-
te. Os cdes em estadio Ill e IV apresentaram nefropatias em variados graus. N3o houve infecgdo subclinica, o que &
esperado por se tratar de uma populacdo de cdes atendidos em servigo veterinario. A distribuicde encontrada equi-
vale as descricGes da apresentacdo de LCan por L. infantum reportadas em outras regides endemicas do Brasil e do
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5) Trabalho apresentado em forma de pdster no 55° Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical (2019). Link para acesso aos anais: https://www.medtrop-
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Levantamento dos métodos de diagndstico de leishmaniose canina dos casos atendidos no Hospital-Escola
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia

Autor(es): Cosme Mogueira da Silva', Thamires Carvalho da Luz', Caio de Almeida Souza Seixas’, Leonardo Ribas Pa-
checo', Rafaela de Sousa Gonq;alvesl, Daniela Farias Laranjeiraz, stella Maria Barrouin-Melo®, Flaviane Alves de Pi-

nho’

Instituicioles): 'UFBA - Universidade Federal da Bahia, *Departamento de Anatomia, Patologia e Clinicas Veterindria

A leishmaniose canina (LCan) € uma doencga cronica e progressiva causada pelo protozoario Leishmania infantum e
caracterizada por uma variedade de sinais clinicos similares a outras doengas. Dessa forma, a infecgdo por L. infan-
tum no c3o é confirmada com o diagnéstico laboratorial. Os testes sorolégicos sdo amplamente uftilizados e reco-
mendados pelas autoridades pablicas para a confirmacao da doenga. Mo entanto, os resultados dos testes sorologi-
cos sdo controversos em diferentes regides brasileiras, o que tem estimulado a escolha dos métodos parasitologicos
ou moleculares na rotina da medicina veterinaria para confirmar a infecgdo e, por seguinte, adotar a conduta tera-
péutica mais adequada. Assim, foi avaliade o desempenho de técnicas diagnosticas sorologicas RIFI e ELISA para con-
firmagdo da LCan em comparagao aos testes de referéncia citologia/PCR utilizando aspirado de medula dssea, bago
efou linfonodo, em 204 cdes atendidos no HOSPMEV-UFBA, no periodo de Janeiro de 2016 & Agosto de 2018. Os
indices de positividade para os testes RIFI e ELISA, foram de 72 ,05%(49/68) e 65,58% (101/154), respectivamente.
Na analise comparativa do desempenho das técnicas soroldgicas com os testes de referéncia, os resultados entre a
RIFI e a citologia/PCR revelou uma concordancia moderada de 0,412 com valores de sensibilidade e especificidade
de 77,78% e 100% respectivamente, e acuracia de 80%. O teste ELISA revelou resultados superiores ao RIFI com uma
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Qcorréncia de infecgdo por Leishmania infantum em felino (Felis catus) no Recncavo Balano
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Autor({es): Catharina Ribeiro de Farias, Mara Santos dos Santos', Bruno Milen \.-’arj‘éol, Matasha Milen Var-
j'a'ol_ Catharina Ribeiro de Fariasl, Rafaela de Sousa Gon;alvesl, Marina Santanna Rossi Peixotol, Talyta Lins Nu-

nes], Nadia Rossi de Almeidal, Flaviane Alves de Pinhol, Stella Maria Barrouin-Mela’
Instituicio(es); 'Universidade Federal da Bahia

A leishmaniose visceral &€ uma zoonose endémica em regides tropicais e subtropicais, gue acomete principalmente
cdes e humanos e é causada pelo protozoario Leishmania infantum nas Ameéricas. Apesar do cdo ser o hospedeiro
mamifero mais susceptivel 3 infecg3o por L. infantum e contribuir sobremaneira na cadeia epidemioldgica da doen-
¢a, ha evidéncias de que outros mamiferos sao infectados por esse parasito, dentre eles o gato. Estados brasileiros
como a Bahia s3o endémicos para leishmaniose visceral humana e canina, mas sem registros cientificos da ocorrén-
cia da leishmaniose felina. Assim, a proposta deste estudo foi investigar a ocorréncia da infeccdo em gatos domésti-
cos por L. infantum em municipios do reconcavo baiano, em dreas que ja tém c3es infectados e doentes, através do
estudo de corte transversal. O estudo foi conduzido por busca ativa por meio de visitas a domicilios e abrigos de feli-
nos domeésticos. Os gatos foram submetidos a exame fisico e colheita de amostras de medula dssea para diagnostico
molecular pela técnica PCR. Dos 27 gatos avaliados, apenas 3,7% (1/27) revelou positividade para infecgdo por L.
infantum. O gato positivo era macho, sem raga definida e convivia com dois cdes com leishmaniose. A avaliagao clini-
ca desse gato infectado nao evidenciou sinais clinicos sugestivos de doenga. O exame hematoldgico revelou apenas
uma neutropenia discreta na contagem diferencial de leucécitos. Os gatos s3o considerados hospedeiros mamiferos
resistentes a infecgdo por Leishmania. Mo entanto, quando co-infectados por outros agentes infecciosos podem tor-
nar-se susceptiveis e desenvolver infecgdo ativa e doenga, tornando-se potenciais transmissores do parasito aos ve-
tores. Assim, a identificacdo e caracterizagdo de gatos domeésticos infectados por Leishmania sp. é importante para
se conhecer o seu papel no ciclo epidemiolégico da leishmaniose, além de esclarecer a importancia da enfermidade
felina para a medicina veterindria.
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TRABALHO: SUPORTE NO DIAGNOSTICO

DE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

AO HOSPITAL-ESCOLA DE MEDICINA
VETERINARIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DA BAHIA

Autor{es): CAIO DE ALMEIDA SOUZA SEIXAS, THAMIRES
CARVALHD LUZ, COSME NOGUEIRA DA SILVA, MARA
SAMTOS DOS SANTOS, BRUMO MILEM VARJAD, RAFAELA
DE S0OUSA GOMCALVES, Daniela Farias Larangeira, Stella
Barrouin, Flaviane Alves Pinhao

Resumo: A leishmaniose visceral (Lv] € uma zoonose

de importancia na Sadde Unica, e endémica em varios
estados brasileiros. A Bahia & um estado brasileino com alta
prevaléncia (com registros variando de 20% a 52%]) para
leishmanicse canina (LCan) ern sews municipios. Dessa forma,
o objetivo dessa proposta & prestar servigo de diagndstico
para LCan nos cies atendides no Hospital-Escola de
Medicina Veterindria da UFBA (HOSPRMEV-UFBA] residentes
em dreas endémicas da regido metropolizna de Salhador-
Bahia. Para tanto, & realizado na rotina do HOSPMEY-
UFEA o diagndstico parasitobogico (citologia e cultivo) e
miolecular, em amostras bioldgicas de cdes com suspeita
clinica para LCan. Mo periodo de abril 2018 a maioy/2019,
foram atendidos 103 cdes com suspeita clinica para WC
{casos novos), 33% (34/103) desses caes foram positivos nos
testes parasitoldgico efou molecular. Dentre os 97 animais
submetidos ao exame molecular, foi detectado DMNA de
Leishmania sp por PCR em 31,96% [31,97). No cultivo foram
isoladas formas promastigotas de Leishmania sp em apenas
31,81% (¥/22) dos caes. & na citologia, foram visibilizadas
formas amastigotas de Leishmania sp em 42,85% (3/7) das
amaostras. Dentre 0s métodos de diagndstion o molecular
mostrow-se mais senshvel, o gue justifica ser o mais utilizado
na roting. Mo referido periodo. o projeto fol estruturado
em aghes divididas em dois eixos (1) eixo assistencial
voltado para a orientacio dos guardides no Arnbulatdrio
de Leishmanioses Zoondticas do HOSPMEV-UFBA. a partir
da forma dialdgica e de materiais educativos em formato
de cartilhas e a criacao de videos; (2] sistermnatizagdo do
conhecimento, no qual, os académicos da graduacao e
pos-graduacio foram treinados para a realizacao dos testes
diagndsticos para LCAN, e orientados na organizagao de
estudos na tematica nas reunides cientificas semanais a

na elaboracao de resumos efou artigos cientificos para



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

Area: CIENCIAS AGRARIAS - MEDICINA
VETERIMNARIA

TRABALHO: ESTUDO COMPARATIVO ENTRE O
DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR
DE LEISHMANIOSE CANINA NO HOSPITAL-
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA DA
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Autor{es) COSME MOGUEIRA DA SILVA, BRUNO MILEM
VARJAD, RAFAELA DE SOUSA GOMNCALVES, Daniela Farias
Larangeira, MAMUELA D SILVA SOLCA, Stella Barrouin,
Flaviane Alves Finho

Resumo: A leishmaniose visceral (LV) & uma zoonose
causada por protozodrios do género Leishmania, sendo um
grave problema de sadde pablica no mundo. Mo Brasil, o
cdo & um hospedeiro mamifero suscetivel a infecgdo por
Leishmania infantum, e considerado o principal reservatario
domeéstico do agente no ambiente urbano e periurbano. O
Ministério da Sadde indica o teste soroldgico ELISA como
métoda confirmatorio da leishmaniose canina (LCan), cuja
sensibilidade e especificidade s3o varidveis em diferentes
regides brasileiras. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi
desenvolver um algoritmo para o diagnastico de LCan para
o Ambulatérie de Leishmanioses Zoondticas do Hospital-
Escola de Medicina Veterindria da Universidade Federal

da Bahia (HOSPMEV-UFBA), com base nas ferramentas
diagndsticas soroldgicas e moleculares disponiveis na
rotina do atendimento médico veterindrio. Para tanto, foi
realizado um levantamento de 100 prontudrios referentes
aos cdes com suspeita clinica para LCan atendidos durante
o perindo de Janeiro de 2016 a Agosta de 2018, que foram
diagnosticados pelos métodos sorologicos (RIFI e ELISA)
efou moleculares (PCR). A técnica PCR foi considerada
como método de referéncia para o diagnostico da WCan. Os
indices de positividade para os testes RIFI e ELISA, foram

de 65,63% (21/32) e 55,58% (43/77), respectivamente. Na
analise comparativa do desempenho das técnicas sorolagicas
com o teste de referéncia, os resultados entre a RIFl e a
PCR revelou uma concordincia moderada de 0,4 com
valores de sensibilidade e especificidade de 76% e B0%
respectivamente, e acuracia de 77%. O teste ELISA revelou
resultados superiores ao RIFI com uma concordancia quase
perfeita de 0,592 com 85,11% de sensibilidade e 83 33% de
especificidade, e uma acuracia de B4,75%. O teste PCR foi
capar de detectar 43 47% [10/23) dos ces soronegativos.
Desza forma, sugerimos a realizacio da PCR para diagnastico
da LCan dos cies doentes e soronegativos que residem em
areas endémicas para leishmaniose.

Palavras-chaves: Leishmaniose canina Diagndstico,Zoonose
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TRABALHO: AVALIAGAO CLINICA DE CAES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE VISCERAL
E COMORBIDADES POR OUTRAS INFECGOES
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Resumo: A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma
zoonose que tem um grande impacto na sadde pdblica

e na salde dos cdes, cujos os sinais clinicos e alteragdes
laboratoriais variam conforme intensidade parasitdria no
organismo e susceptibilidade do hospedeiro. A apresentacio
clinica muitas vezes cursa com sinais inespecificos como
emagrecimento progressivo, linfademegalia, apatia
dificultade o diagnéstico. As coinfeccdes hemoparasitirias
tém impacto direto na sadde dos caninos, além de causarem
sinais clinicos semelhantes 4 LVC. Meste estudo, 46 cies

com diagnéstico molecular positivo pela reacio da cadeia
da polimerase (PCR) para deteccio de DNA de Leishmania
infantum foram submetidos também a PCR para deteccao
de DNA de Ehrlichia canis, Babesia canis e Hepatozoon
canis . Foi realizado o levantamento das alteracdes clinicas

e laboratoriais presentes nos cdes no momento da triagem.
Para isse utilizou-se uma ficha padrio de atendimento clinice
onde foram assinaladas as ocorréncias de oftalmopatias,
dermatopatias, neuropatias, emagrecimento, avaliacio

de mucosas, linfonodos, presenca de epistaxe, diarréia,
nédulos subcutdneos e apatia. Para avaliacio laboratorial,
foram solicitados hemograma, leucograma, contagem

de reticulécitos, proteinas totais, albumina, globulina,
fosfatase alcalina (FA), alanina aminotransferase (ALT), gama
glutamiltransferase (GGT), ureia, creatinina, urindlise e a
relacdo proteina creatinina (UPC). Os dados foram tabulados,
agrupados de forma ordenada e analisados por estatistica
descritiva, para estabelecer as frequéncias das principais
alteragdes encontradas. Dentre os cdes positivos para LVC
(44,2%, 46/104), 21,7% (10/46) apresentaram resultado
positivo para DNA de E. canis e 10,9% (5/46) apresentaram
resultado positive para DMNA de B. canis, um dos caninos
apresentou resultado positivo para DMA de E. canis e B. canis
e nenhum dos animais apresentou resultado positivo para
DMA de H. canis. Este estudo relata as principais alteragdes
tegumentares, viscerais e laboratoriais encontradas nos

cies com LVC e comorbidades atendidos pelo Laboratério
de Infectologia Veterindria do Hospital-Escola de Medicina
Veterindria da Universidade Federal da Bahia.

Palavras-chaves: Cies Coinfecgdes Leishmaniose Canina
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TRABALHO: DIAGNOSTICO MOLECULAR
DE EHRLICHIA SPP. E BABESIA SPP. EM
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Autor{es): MARIANA OLIVEIRA MENDES, RAFAELA DE
SOUSA GONCALVES, ROSECLEA CHAGAS DOS SANTOS,
MAYRO RAFAGA LOPES CARNEIRO, TIAGO ANDRADE,
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Resumo: A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose
potencialmente fatal, endémica e negligenciada que
acomete principalmente cies domésticos e humanos,
sendo a Leishmania infantum o agente etiolégico de maior
importincia no Brasil. Em cdes naturalmente infectados
por L. infantum, a ocorréncia concomitante de outras
infeccdes de transmissdo vetorial tem sido associada a
maior frequéncia e gravidade de sinais clinicos e aumento
da carga parasitiria de Leishmania. O objetivo deste estudo
foi diagnosticar coinfeccdes por Ehrlichia canis e Babesia
canis em cdes com leishmaniose visceral naturalmente
adquirida. Foram estudados 104 cies domiciliados em
municipios endémicos da Bahia, atendidos no fluxo de
rotina do Ambulatério de Leishmanioses Zoondticas do

Hospital-Escola de Medicina Veterindria da UFBA (Salvador),
com suspeita clinica e/ou soropositivos em testes de
triagem para LV, encaminhados por médicos veterinarios de
clinicas privativas. Amostras de aspirado esplénico desses
cées foram submetidas & extracdo de DNA e andlise pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) qualitativa utilizando
primers RV1/RV2 especificos para L. infantum. Amostras de
sangue periférico dos caes com infeccio confirmada por L.
infantum foram analisadas por nested-PCR para deteccao
da porcdo do gene 168 do RMA ribossémico de E. canis, e
por PCR qualitativa para identificacdo da porcio 185 do
rRMA de B. canis. O DNA de L. infantum foi detectado em
um total de 47 cdes (45,1%,47/104), dos quais 31,9% (15/47)
foram também positivos para DNA de E. canis (21,2%;
10/47) e B. canis (10,6%; 5/47). Houve maior frequéncia

de coinfecgfes L. infantum-E. canis (66,6%, 10/15) nos

cées estudados, em comparacio com as coinfeccdes L.
infantum-B. canis, que ocorreram em 33,3% (5/15). Apenas
um cdo coinfectado (1/15; 6,7%) apresentou a infeccdo
tripla L. infantum-E. canis-B. canis. Estudos sdo necessarios
para a maior compreensio dos efeitos do sinergismo

desses patdgenos sobre o sistema imune do cdo, uma vez
que as comorbidades, além de agravarem os sinais clinicos
da LV canina, favorecem maior replicacdo da L. infantum,
consequentemente maior risco de transmissdo a outros caes
e humanos. Nossos dados demonstram a ocorréncia de
coinfecces em dreas endémicas e evidenciam a necessidade
de investigar firmacos e protocolos terapéuticos adequados
a cdes, gue assim contribuam para melhor controle da
leishmaniose zoondtica nas dreas endémicas do Brasil.

Palavras-chaves: hemoparasitose Leishmania,PCR
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Resumo: A leishmaniose visceral canina (LVC), causada

pelo protozoario Leishmania infantum, é uma importante
zoonose potencialmente fatal para os c3es. Coinfecgdes com
organismos de transmissdo vetorial podem afetar a gravidade
da LVC, favorecendo a manifestacdo de sinais clinicos efou
anormalidades clinicopatolégicas. Descricdes de coinfeccio
entre L. infanturmn e Hepatozoon canis ainda sdo limitadas
no Brasil. Relatos de cdes coinfectados com Leishmania sp.

e Hepatozoon canis foram mencionados em Mato Grosso,
Rio Grande do Morte e Pernambuco até o momento. Diante
diszo, o objetivo deste trabalho foi investigar casos da
coinfeccdo por H. canis em um grupo de cies portadores de
infeccdo natural por L. infantum oriundos de drea endémica
para essa enfermidade. Para tal, foram analisadas amostras
de sangue de cinquenta cdes atendidos no Ambulatério

de Leishmanioses Zoondticas do Hospital-Escola de
Medicina Veteriniria (HOSPMEV) da Universidade Federal
da Bahia, ambos o0s sexos com idade superior a oito meses
naturalmente infectados por L. infantum. Essas amostras
foram submetidas a extracio do DMA com kits comerciais

e as reacdes em cadeia da polimerase (PCR) desenvolvidas
com primers para H. canis para diagndstico da coinfecgdo, no
Laboratério de Infectologia Veterinaria do HOSPMEV-UFBA.

MNenhuma das amostras (0/50) apresentou positividade para
a comorbidade, o que permite sugerir que os cdes dessa
drea geografica ndo foram expostos ao H. canis. Como nio
podemos excluir a possibilidade da existéncia do H. canis,
haja vista comunicacdes pessoais no meio veterindrio

sobre casos diagnosticados nessa drea, hipotetizamos

qgue alguns de nossos resultados negativos podem até
mesmao ser atribuidos ao tratamento 4 base de fAirmacos
antimicrobianos, instituldo contra outras hemoparasitoses
comumente endémicas na localidade, como ehrlichiose

e babesioze, que pode ter controlado também esse
hemoprotozodrio. Nossos estudos basearam-se na deteccao
de material genético, portanto, estudos sorolégicos para
deteccdo de imunoglobulinas G contra H. canis devem ser
feitos em amostras sanguineas para investigacio de resposta
imune indicadora de possivel circulacio desse parasito nas
dreas endémicas para leishmaniose visceral.

Palavras-chaves: PCR Leishmaniose visceral
canina,Hepatozoonose canina, Coinfeccdes
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