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Leva na tua memodria, para o resto da tua vida as
coisas boas que surgiram das dificuldades. Elas
serdo uma prova da tua capacidade e dar-te-ao

confianga diante qualquer obstaculo.

-Paulo Coelho
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Resumo

A leishmaniose canina (LCan) € uma zoonose mundial de prevaléncia crescente. Até
ao momento ainda nao foi descoberta uma cura para esta patologia e os estudos sobre a sua
prevencao e tratamento estdo em constante atualizacdo. O desenvolvimento de resisténcias
aos tratamentos atuais e 0 aumento da prevaléncia da doenca, trazem a necessidade de
pesquisa sobre novas abordagens terapéuticas. Por ser uma doenca crénica, a leishmaniose
cria situacfes de stresse oxidativo no organismo. O presente estudo, analisou os niveis de
stresse oxidativo e o efeito de uma suplementagéo oral com capsulas de ozono durante 30
dias, em animais padecentes desta patologia. Para tal, foram feitas andlises de hemograma,
bioquimicas e avaliacé@o de stresse oxidativo. A andlise estatistica do estudo, com recurso aos
testes t e ANOVA unidirecional, permitiu observar nos animais padecentes de LCan, melhorias
nos parametros neutréfilos (p=0,0491), globulinas (p=0,0329) e albumina (p=0,0076). Estes
resultados reforgam o potencial da ozonoterapia na modulacdo da resposta imune. Ainda, as
informacgdes recolhidas permitem concluir sobre os niveis de stresse oxidativo nestes animais
e contribuir com informacdo para base de dados sobre a avaliacdo desse parametro em

Medicina Veterinaria.

Palavras Chaves: Leishmania infantum; medicina integrativa; 6leo ozonizado;

desiquilibrio redox



Abstract

Canine leishmaniasis (CanL) is a worldwide zoonosis of increasing prevalence. To
date, no cure has been found for this disease and studies into its prevention and treatment are
constantly being updated. The development of resistance to current treatments and the
increase in the prevalence of the disease have led to the need for research into new
therapeutic approaches. As a chronic disease, leishmaniasis creates situations of oxidative
stress in the body. This study analyzed the levels of oxidative stresse and the effect of oral
supplementation with ozone capsules for 30 days in animals suffering from this disease. To
this end, blood count, biochemical and oxidative stress analysis were carried out. The
statistical analysis of the study, using the t-test and one-way ANOVA, showed improvements
in neutrophils (p=0.0491), globulins (p=0.0329) and albumin (p=0.0076) in animals suffering
from CanL. This results reaffirm the potential of ozone therapy in modulating of the immune
response. In addition, the information gathered, allows us to conclude on the levels of oxidative
stress in these animals and to contribute with information to the database on the evaluation of

this parameter in Veterinary Medicine.

Key words: Leishmania infantum; integrative medicine; ozonated oil; redox imbalance
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HSP - Proteinas de Choque Térmico (do inglés, heat shock proteins)
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IgD - imunoglobulina D

IL-10 - interleucina 10

IL-17- interleucina 17

IL-2 - interleucina 2

IL-3- interleucina 3

IM - intramuscular

iNOS - dxido nitrico sintase

IP- indice de perdxidos

IR - insuficiéncia renal

Kg- Kilogramas

LCan - leishmaniose canina

LOPs - produtos da lipoperoxidagéo (do inglés, lipid oxidation products)
NF-kB - Fator Nuclear kappa B

NO - 6xido nitrico

Nrf2 - Fator Nuclear Eritroide 2

O - oxigénio

Os- ozono

OMS - Organizagdo Mundial de Saude
PCR - reacdo em cadeia da polimerase

PDGF- Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas (do inglés platelet-derived

growth factor)
PO - per os
PUFA’s- acidos gordos polinsaturados
RNA - acido ribonucleico
RNS - espécies reativas de nitrogénio

ROS - espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species)



SC - subcutanea

SIAC - Sistema de Informacéo de Animais de Companhia
SNS- Sistema Nacional de Saude

SOD - enzima superoxido dismutase

TH1 - células T helper 1

TLR - recetores do tipo Toll

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

VEGF- Fator de Crescimento de Endotélio Vascular ( do inglés, vascular endothelial

growth fator)

VLCan - leishmaniose visceral (VCanlL)
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Casuistica de Estagio Curricular

O estégio curricular no ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria,
realizou-se na clinica veterinaria Batuca Vet, sob orientacdo da Dra. Susana Batuca. Teve
uma duragdo total de 792 horas, num periodo de 5 meses, onde foi possivel passar por

distintas areas da clinica de animais de companhia.

Em termos de horarios, estes variaram entre horario da manha (9 horas até as 17
horas), intermédio (11 horas até as 19 horas) ou tarde (14 horas até as 21 horas e 30 minutos),
durante os dias uteis. Foi também realizado estagio aos fins de semana que incluia um a dois

sabados, e um domingo por més.

Os horérios da manhé e noite incluiram o tratamento dos animais internados, na
primeira e ultima hora do dia, respetivamente, onde eram feitos exames de estado geral
(EEG), administracdo de medicacOes, aplicagbes, manutencdes e remocdes de cateter,
mudanca de pensos, manutencao de algalias, alimentacdo por sondas alimentares e
higienizacdo. Durante o dia também foram realizados nestes animais administracdo de
medicag0es, curvas de glicémia e testes enddcrinos. A autora também realizou outras tarefas

em diferentes rotages por varias areas, dando apoio de variadas formas, nomeadamente:

- Nas consultas nas diversas areas de medicina de animais de companhia, auxilio na
contencao dos animais, na realizacdo de exames complementares ( por exemplo, colheita de

sangue, exame dermatolégico, oftalmoldgico e neuroldgico) e testes rapidos de diagndstico;

- Em exames complementares de diagnostico imagioldgico, como ecografia abdominal,

radiografia, ecocardiografia, fazendo a contengéo dos animais;

- Em cirurgia, seja na area de anestesia, preparagéo do animal (incluindo colheita de sangue,
aplicacdo de cateter, desenvolvimento protocolo anestésico, entubacdo e assepsia cirirgica)

seja enquanto ajudante de cirurgido ou apoio no recobro;

- Em triagens e consultas de urgéncia, através da realizacdo de anamnese, EEG, aplicacéo
de cateter, oxigenioterapia, apoio em toracocenteses, algaliacéo, colheita de sangue, suturas

e aplicagbes de medicacao;

- Em laboratério realizando uriandlise tipo | e Il, coloracdo de laminas de citologia, hemograma

e bioquimicas séricas e visualizacao de citologias ao microscopio;
- Em consultas realizadas ao domicilio.

Foram vistos no total 331 casos, dos quais 50% eram caes e 50% eram gatos (Grafico 1).
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EC3o mGato

Grafico 1- Distribuicdo dos casos observados por espécie animal.

O Gréfico 2 ilustra a distribuicdo pelas varias areas abordadas durante o estagio,
sendo possivel observar que a maior incidéncia de casos foi no ambito de urgéncias,
correspondendo a 29% dos casos, seguido da medicina preventiva, com 23% dos casos. Além
destes, foram acompanhados também casos nas areas de imagiologia, cirurgia, medicina
interna, dermatologia, oncologia, oftalmologia, estomatologia, cardiologia e neurologia. A
imagiologia foi também muito utilizada nas urgéncias e cardiologia como apoio ao diagndéstico.
No total foram realizadas 30 ecografias abdominais, 37 radiografias e 6 ecocardiogramas
(Grafico 3).

AREAS DE MEDICINA

W Urgéncias W Medicina Preventiva M Imagiologia B Medicina Interna
W Dermatologia W Oncologia Estomatologia H Oftalmologia
m Cirugia H Neurologia M Cardiologia

Grafico 2- Distribuicdo dos casos observados pelas vérias areas de medicina.
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EXAMES IMAGIOLOGICOS

B Radiografia M Ecografia Abdominal  ® Ecocardiograma

37

30

o

RADIOGRAFIA ECOGRAFIA ABDOMINAL ECOCARDIOGRAMA

Grafico 3 - Exames imagioldgicos realizados durante o estagio curricular.

O local de estagio tinha um protocolo com uma associagéo animal sem fins lucrativos,
0 que permitiu uma perspetiva interessante a abordagem de animais de associa¢éo e ainda
forneceu muita casuistica, sendo que 11% dos casos eram animais de associagéo (Grafico
4).

ANIMAIS DE ASSOCIAGAO

W Associagdo M N&o associagdo

Grafico 4 - Animais vistos pertencentes a associagcao versus ndo pertencentes a associagao.
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Durante todo o periodo de estagio existiu a possibilidade de participar em todos os
procedimentos realizados e foi dada independéncia na realizacdo de muitos dos exames
complementares, nomeadamente colheitas de sague, radiografias, citologias, observacbes
em microscopio, uriandlises, hemogramas e bioquimicas. Adicionalmente, sempre foi dada a
possibilidade de participar na passagem de casos clinicos bem como discusséo de casos e
desenvolvimento de protocolos terapéuticos, oportunidade que permitiu melhor
desenvolvimento de raciocinio clinico. Foi possivel participar em formac¢des de nutricdo
animal, realizadas por marcas de racbes animais, e em reunides com representantes de
indastrias farmacéuticas. Estas oportunidades foram importantes para aumentar o
conhecimento sobre fornecedores de servigos na area da medicina veterinaria e também para
compreensdo do funcionamento deste tipo de eventos para futura participacdo, como

profissional formada.

Foi também possivel aprender a fazer trabalho relacionado a burocracia, fazendo o
registo de animais no Sistema de Informacg&o de Animais de Companhia (SIAC), preenchendo
formularios de requisicdo de exames a laboratérios externos e termos de responsabilidade

junto com os tutores.

Ao longo do estagio foram também adquiridas competéncias pessoais como: i)
atendimento ao publico, devido a independéncia dada para a recolha de anamneses em
consultas e urgéncias; ii) competéncias no ambito de relacionamentos profissionais, uma vez
gue sendo um Centro de Atendimento Médico-Veterinario (CAMV) que conta com um grande
corpo clinico, foi necessario trabalhar com muitos profissionais diferentes; iii) competéncias

de gestao de stresse no trabalho, com a gestdo dos animais em internamento e urgéncias.

O estagio foi também importante para a realizagdo do projeto de tese em questéo.
Por um lado, facilitou uma vez que alguns dos animais utilizados no estudo foram aqui

angariados e, por outro lado, possibilitou a recolha do material utilizado para o estudo no local.
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1. Introducéo

A leishmaniose canina é uma doenca zoondtica, considerada pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) como uma das zoonoses mais relevantes mundialmente (Pires et
al., 2019). Causada por protozoarios do género Leishmania, esta doenga multissistémica,
comum nas zonas tropicais e subtropicais, esta cada vez mais a expandir-se para o hemisfério
norte, principalmente devido as alteragdes climéticas vividas (Almeida et al., 2022 & Morales-
Yuste, Martin-Sanchez, & Corpas-Lopez, 2022). Este facto acontece, pois a sua principal via
de transmissdo, a fémea fleb6tomo, tem como habitat preferencial climas mais quentes e
hamidos, condicbes que se tornam mais presentes nestas regides, com as alteracdes

climaticas [European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2020].

A manifestacao desta doenca € muito variavel podendo ir desde uma apresentacao
cronica sem sinais clinicos, a uma doenca aguda de rapida progressdo, e até mortal
(Cacheiro-Llaguno et al.,2021; Maia & Campino, 2018; Solano-Gallego et al., 2011).

O tratamento da LCan é feito pelo uso de leishmanicidas e leishmanioestéaticos, mas
apresenta algumas limitacbes (Cavalera et al. 2021). O custo dos medicamentos, a
complexidade do tratamento que leva a falta de compliance pelos tutores, efeitos toxicos
associados e o desenvolvimento de resisténcias aos farmacos, causados principalmente pelo
uso de monoterapia (Bastos et al., 2022; Cabral et al., 2020; Kurami et al., 2023; Morales-
Yuste et al.,, 2022; Passero et al., 2018). Além disto, a OMS recomenda a utilizacdo de
diferentes farmacos entre humanos e animais de forma a evitar o desenvolvimento de
resisténcias, uma vez que alguns farmacos nos cées tém acgéo leishmanicida fraca, o que
promove a sobrevivéncia do parasita e o desenvolvimento de resisténcias (OMS, 2023). Desta
forma, € importante a pesquisa de novas abordagens a doenca que permitam diminuir a
dosagem dos medicamentos utilizados, diminuir o desenvolvimento de resisténcias e até
mesmo descobrir novas substancias com potencial uso (Kurami et al., 2023; Passero et al.,
2018).

1.1. Leishmaniose Canina

Segundo a OMS, a leishmaniose é uma das zoonoses negligenciadas mais
relevantes a nivel mundial (Pires et al., 2019), estimando-se que ocorram anualmente entre
700000 a 1 milh&o de novos casos em humanos (OMS, 2023).

Esta doenca é causada por um protozodrio intracelular do género Leishmania spp.,
gue entra no organismo através da picada de uma fémea de fleb6tomo, um inseto hemato6fago
do género Phlebotomus spp., presente no Velho Mundo (zonas de Europa, Asia e Africa), ou

do género Lutzomyia spp., presente no Novo Mundo (zona das Américas) (ECDC, 2020).
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Esta, ao alimentar-se, infeta o hospedeiro com a forma infetante de Leishmania-
promastigotas metaciclicas [Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2017]. A
reacdo do sistema imunitario leva a que estas formas sejam fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario, local onde o protozoario evolui para a sua forma amastigota
e inicia a sua multiplicacdo. A fémea fleb6tomo, por sua vez, € infetada quando ocorre
ingestdo do sangue do hospedeiro com células infetadas com a forma amastigota. No seu
trato digestivo, estas formas passam ao estado promastigota e migram depois para a
probdscide, onde atingem a sua forma infetante- promastigota metaciclica (Fig.1) (CDC, 2017;

Morales-Yuste et al., 2022).

1-Ciclo de vida comum de L.infantum 2- Outros modos de transmissdo menos comuns
1a-Promastigota 2a-Vertical

1b-Amastigota 2b-Transfusdo sanguinea

1c-Disseminagdo do parasita para os 2c- Transmissdo venérea

drgdos, através de macrdfagos.

Figura 1 - Ciclo de vida do protozoério Leishmania no cdo (Adaptado de Solano-Gallego et al., 2011).

A leishmaniose canina é causada principalmente pela espécie Leishmania infantum,
no entanto existem mdltiplos relatos de infecéo por outras espécies [World Organisation for
Animal Health (WHOA)], 2021. Os cées sao o principal reservatorio de L. infantum e, por isso,
representam um papel importante na transmissao da doencga. A 22 de abril de 2024, a Dire¢ao-
Geral da Alimentacao e Veterinaria (DGAV), imitiu uma atualizacédo da lista de Doencas de
Declaracdo Obrigatéria (DDO), onde a leishmaniose integrou. Estudos realizados ja
demonstraram que o aumento do numero de casos de LCan precede o aumento de casos da

doenca em humanos (Garcia-Castro et al., 2022).
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Em Portugal, as espécies comprovadas de fleb6tomos vetores de L.infantum séo

Phlebotomus perniciosus e Phlebotomus ariasi (Pires et al., 2019; Serafim et al., 2019).

Além da propagacédo da doenca atraves de vetores, estad documentada a transmissao
vertical, a transmissado por transfusdes de sangue de animais portadores e a transmisséo
venérea (Fig.1) (Ivanescu et al., 2023; Solano-Gallego et al., 2011).

1.1.1 Epidemiologia

Os fleb6tomos tém preferéncia por habitats quentes e himidos e por isso sdo mais
comuns em zonas tropicais e subtropicais (ECDC, 2020). No entanto, com as subidas de
temperatura generalizadas no mundo bem como os niveis de precipitacéo alterados, devido
as alteragdes climaticas que tém vindo a ocorrer, estes vetores estdo a comecar a dispersar-
se (ECDC, 2020). A leishmaniose esta distribuida de forma endémica pela Asia, América
Latina, Africa e Bacia do Mediterraneo, e esta emergente na América do Norte (Garcia-Castro
et al., 2022; OMS, 2023).

Na Europa, também as transformacdes climéaticas estéo a contribuir para a alteracao
da distribuicdo da doencga (Almeida et al., 2022; OMS, 2023; Solano-Gallego et al., 2011).
Além disso, a importacdo e exportacéo de animais séo fatores com influéncia nesta alteracao
de distribuicdo (Almeida et al., 2022; OMS, 2023; Solano-Gallego et al., 2011). Paises como
Espanha, Portugal, Franca, Italia e Grécia tém grande incidéncia de casos (Fig.2) (Almeida et
al., 2022; Morales-Yuste et al., 2022) e prevé-se que, dentro dos proximos anos, a LCan se
torne endémica no resto do continente sendo que, em zonas como Alemanha e Reino Unido,
0 numero de casos reportados ja tem aumentado (ECDC, 2020; Solano-Gallego et al., 2011).

Zona ndo endémica
Areas onde os casos ndo sio tipicamente autdctones (cies
importados ou viagem)

Area potencial
Presenga de vetores e casos esperada
Casos autoctones

Casos raros onde individuo nunca viajou para zona endémica

Foco autéctone
Canis ou publicado por autores

Zona endémica

Areas com muiltiplos casos e presenga de vetores. A
prevaléncia da doenga ndo é uniforme, depende de factores
como o clima.

Falta de informacéo

Zonas dos limites endémicos onde a presenga ndo é bem

conhecida e é estimada de acordo com literatura

rJ
g /cmywm] “"’"“W

Figura 2 - Mapa da distribuicdo de L.infantum pela Europa (Adaptado de Solano-Gallego et al., 2011).
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Em Portugal a LCan é uma doenca endémica de grande incidéncia e com muita
importancia veterinaria (Almeida et al., 2022). Existem 3 principais zonas descritas como
endémicas de LCan: Regido do Alto Douro, Regi&o do Algarve e Regi&o da Area Metropolitana
de Lisboa (Amaro et al. 2023).

Um estudo realizado a nivel nacional em 2012, demonstrou uma prevaléncia de
6,31% de leishmaniose canina em Portugal. Mais recentemente, dez anos ap0s este estudo,
em 2022, foi feito um novo estudo, que contou com a colaboracao de noventa e oito clinicas
veterinarias distribuidas por todo o pais e obteve o resultado de 12,5% de seroprevaléncia,
excluindo animais com anticorpos vacinais (Almeida et al., 2022). Entre os varios distritos,
agueles com maior prevaléncia foram Portalegre e Castelo Branco (Fig.3) (Almeida et al.,
2022).

Viana do
Castelo
Vila
Braga Real
Braganca
North
Viseu
’ Aveiro Guarda

Castelo

=t Branco
Leiria

Santarém

Portalegre
Lisboa

Lisbon
Alentejo

& Tagus
True Seroprevalence (%) Valley
. 125, +==f
Beja
Seroprevaléncia (%)
u 115, 20]
110, 15] W’
15, 10] 0 50 Km Algarve
Faro
[0. 5]

Figura 3 — Seroprevaléncia de LCan nos varios distritos de Portugal (Adaptado de Almeida et al., 2022).
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1.1.2 Patofisiologia

A resposta imunolégica na LCan é muito importante para a compreensao da

patogenia da doenga (Goncalves et al., 2019).

Quando um céo € infetado com L. infantum pelo vetor podem ocorrer respostas
variadas. O sistema imunitario pode conseguir de imediato eliminar o parasita ficando o animal
livre da doenca ou pode ndo o conseguir fazer (Garcia-Castro et al., 2022). Deste ultimo
cenario resultam dois tipos de resposta, que podem desenvolver padrdes de resisténcia ou
suscetibilidade a infecdo. Estes padrdes irdo definir a forma clinica da doenca apresentada
(Goncalves et al., 2019). Quando o individuo apresenta o sistema imunitario saudavel e
equilibrado, ele torna-se um portador assintomatico da doenga e ndo desenvolve sinais
clinicos associados. Por outro lado, se o sistema imunitario se encontrar debilitado e
desequilibrado, e por isso a sua resposta se demonstrar ineficaz, a doenga vai apresentar
manifestacdes clinicas e o individuo é considerado um portador sintomético (Garcia-Castro et
al., 2022).

A infecdo por L. infantum pode causar duas formas de leishmaniose: a leishmaniose
cutanea (CLCan) e visceral (VLCan). A infecdo inicialmente manifesta-se apenas por sinais
cutaneos (leishmaniose cutanea) e pode resolver-se sem tratamento através da resposta
imune do hospedeiro. Havendo uma disperséo do parasita a nivel das mucosas, teremos um
guadro muco-cutaneo e, quando esta dispersao atinge 6rgdos como rim, baco ou medula
0ssea, classifica-se a doenca como leishmaniose visceral. Esta forma é a que apresenta pior

prognostico (lvanescu et al., 2023; Ready, 2010).

Ao entrar no organismo, o protozodrio L. infatum induz um processo de recrutamento
celular nomeadamente de neutréfilos, as primeiras células que entram em contacto com as
formas promastigotas (Goncalves et al., 2019; Ivanescu et al., 2023; Toepp & Petersen, 2020).
Nesta fase, os neutrdfilos levam a destruicdo dos parasitas através de um processo de
explosédo oxidativa e levam também a producéao de citoquinas como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interferdao gama (IFN-y), que por sua vez fazem recrutamento de macréfagos
para auxilio na resposta imune (lvanescu et al., 2023; Toepp & Petersen, 2020). Neste

processo cria-se um ambiente pro-inflamatorio (Gongalves et al., 2019).

Este mecanismo de defesa do organismo pode falhar ou ser mais tardio, uma vez
que este parasita desenvolveu um mecanismo de sobrevivéncia. Ao ser fagocitado, o
protozoario infiltra-se num vacuolo parasitoforo dentro da célula. Este processo evita uma
resposta a infecdo, evitando a sua destruicdo, que por sua vez permite a sua persisténcia.

Alojadas nestas células, as formas promastigotas chegam aos linfonodos proximos onde irdo
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depois ser transportadas para outras partes do corpo (lvanescu et al., 2023; Toepp &
Petersen, 2020).

O principal mecanismo envolvido na imunidade protetora de cdes com L. infantum é
a producao de oxido nitrico (NO), 6xido nitrico sintase (iNOS) e espécies reativas de oxigénio
(ROS, reactive oxygen species) por parte dos macrofagos, estas moléculas afetam o parasita
a nivel mitocondrial, levando a uma lesdo metabdlica fatal para o mesmo (Cabral et al., 2021).
Esta producéo € estimulada pelas citoquinas IFN-y, TNF-a e interleucina 2 (IL-2), que ativam
0s macréfagos e permitem assim, o controlo do parasita (lvanescu et al., 2023; Maia &
Campino, 2018). Além disto, na superficie dos macréfagos, existem recetores do tipo Toll
(TLR, toll-like receptors), especificamente TLR-4, que induzem a produgédo de radicais de

oxigénio.

De forma a combater a agdo dos macréfagos, as formas amastigotas de Leishmania
desenvolveram métodos como a produgdo de antioxidantes, entre eles a enzima superoxido
dismutase (SOD) (Alishvandi et al., 2024;Toepp & Petersen, 2020). Esta enzima afeta a acdo
do NO, iNOS e ROS e promove o crescimento do parasita dentro da célula (Alishvandi et al.,
2024; Toepp & Petersen, 2020).

A resposta por parte dos linfécitos tipo T € essencial no controlo da Leishmaniose. A
resisténcia a LCan estd relacionada a maiores numero de ceélulas T circulantes
nomeadamente CD4+ e CD8+ (Garcia-Castro et al., 2022). Para combater o parasita, 0s
macrofagos produzem interleucina 12 (IL-12) gue promove uma resposta com células T helper
1 (TH1), caracterizada pela proliferacéo de linfécitos T CD4+ e producéo de IFN-y, que ativa
mais macréfagos. Estas células, T CD4+ TH1, também produzem interleucina 3 (IL-3),
quimiocina 2 (CXCL2, C-X-C motif chemokine ligand 2) e TNF-a, que desempenham um papel
importante no recrutamento, manutencao e diferenciagdo dos macrofagos, bem como IL-2,
que levam a formacao de mais células T, favorecendo ainda mais a destruicdo da Leishmania
(Ivanescu et al., 2023; Toepp & Petersen, 2020).

As células Th17 também tém um papel na infecéo por LCan através da libertacdo de
interleucina 17 (IL-17) que recruta neutréfilos e macrofagos ao local de infe¢do. Um
recrutamento continuo por parte da IL-17 leva a um aumento excessivo de células, que
consequentemente, podem causar danos teciduais, consequéncia observadas na CLCan
(Toepp & Petersen, 2020). As células T CD8+ também tém um papel importante de defesa,
devido & sua atividade citolitica contra macrofagos infetados por L. infantum (Toepp &
Petersen, 2020).
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A regulacdo da resposta imunitaria € influenciada pelas células B. Estas células
interagem com as células T e ha producao de anticorpos contra L. infatum e requisi¢do de
células T CD4+. As células B reguladoras (Bregs) produzem interleucina 10 (IL-10) que

diminuem os efeitos indesejaveis de outras interleucinas (Toepp & Petersen, 2020).

7

Na LCan o grande desafio é o equilibrio da resposta imunolégica, mas com a
evolucdo da doenca, os mecanismos de defesa mencionados comecam a falhar. Durante a
doenca subclinica as células T CD8+ fazem produc¢éo de IL10 com o objetivo de diminuir os
danos causados por outras citocinas inflamatorias (Toepp & Petersen, 2020). Com o
desenvolvimento da doenca e a exposi¢ao prolongada ao antigénio a IL-10, a acdo das células
T CD4+ diminui e por sua vez, diminui também a producéo de IFN-y e os macréfagos deixam
de ser recrutados ao combate da infecdo (Garcia-Castro et al., 2022; Toepp & Petersen,
2020). Durante este periodo, a circulagdo de IgG aumenta, resultando na producdo de
imunocomplexos que ndo s6 desencandeiam a producdo de IL-10, como também se
depositam em Orgdos vitais como rim e baco e levam a sua faléncia, sinais observados na
VLCan (Parody et al., 2019; Toepp & Petersen, 2020). A circulagdo de imunoglobulina D (IgD)
vai igualmente estimular as células Bregs a produgéo de IL-10, que mais uma vez diminui o
recrutamento das principais células que combatem o parasita, os macréfagos (Garcia-Castro
et al., 2022; Toepp & Petersen, 2020). A circulagdo destes imunocomplexos € exacerbada
pela morte dos macrégafos que sofrendo lise, libertam formas amastigotas do parasita para
circulacdo, que levam ao aumento da resposta humoral (Parody et al., 2019). Todos estes

processos o organismo entra numa fase de exaustao celular (Toepp & Petersen, 2020).

Durante doencas crénicas como a leishmaniose, a produ¢cdo ROS aumenta e o
consumo de antioxidantes por parte do organismo aumenta na tentativa de neutralizar estas
moléculas (Gongalves et al., 2021; Maia & Campino, 2018). Um aumento excessivo de ROS
com uma escassez de antioxidantes leva ao desequilibrio redox no organismo, criando um
ambiente de stresse oxidativo (Goncgalves et al.,2021; Maia & Campino, 2018). Situacdes de
stresse oxidativo perpetuam situacdes de inflamacéo. A circulacéo de IL-10 também inibe a
expressao da iNOS, reduzindo a atividade dos macrofagos, contribuindo mais uma vez para

a persisténcia do parasita no sangue (Garcia-Castro et al., 2022).

A suscetibilidade e resposta a Leishmaniose estd relacionada a alguns fatores
intrinsecos ao animal (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Maia & Campino, 2018). Em termos
genéticos, existem alguns genes associados a uma menor suscetibilidade ou a uma melhor
resposta a invasao pelo parasita (Baneth & Solano-Gallego, 2022). Algumas racas de caes
tém maior representacédo da doenca como o Rottweiler, Doberman Pinscher e Pastor Alemé&o.

Os caes da raca Podengo de Ibiza tém uma resposta a doenca predominantemente celular
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(Baneth & Solano-Gallego, 2022). Animais com outras doencas transmitidas por vetores,
como Erliquiose e Babesiose, tém uma evolucdo da doenca mais grave (Baneth & Solano-
Gallego, 2022). Em relacdo a idade dos animais, cdes mais velhos tém uma apresentacao
clinica mais grave com mais sintomatologia sistémica do que animais mais novos, que por

sua vez tém mais sinais dermatolégicos (Baneth & Solano-Gallego, 2022).

1.1.3 Apresentacao Clinica

Os sinais clinicos inespecificos mais comuns na LCan séo perda de peso, anorexia,
prostracdo, linfoadenomegalia generalizada, politria e polidipsia e por vezes sinais gastro
intestinais (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Green, 2012; Morales-Yuste et al., 2022). No
entanto, outros sinais clinicos mais préprios da doenga s&o comuns de encontrar,

principalmente a nivel dermatolégico, ocular e renal (Green, 2012).

Como ja mencionado, a pele € um dos 6rgdos afetado nesta doenca. Lesbes
cutaneas (nodulares, pustulares e ulcerativas), onicrogifose e dermatite esfoliativa, séo sinais
muito comuns (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Green, 2012; Morales-Yuste et al., 2022;
Solano-Gallego et al., 2011). Outros sinais também observados incluem alopécia e mucosas
palidas (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Green, 2012; Solano-Gallego et al., 2011).

O baco é um érgdo muito afetado durante a doenca, porque recebe uma grande
carga parasitaria podendo levar a esplenomegalia, um dos principais sinais observados
nestes animais (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Green, 2012; Morales-Yuste et al., 2022).
Da mesma forma, mas néo tanto como o baco, o figado é afetado na LCan. E possivel

observar hepatomegalia e formagé&o de granulomas neste 6rgédo (Morales-Yuste et al., 2022).

E estimado de que 60 a 80% dos animais com LCan tém sinais oculares. Uveite,
gueratoconjutivite, conjuntivite e blefarite s&o os sinais mais documentados (Baneth & Solano-
Gallego, 2022;Green, 2012; Solano-Gallego et al., 2011).

Outro 6rgao, também gravemente afetado no decurso da doenca, é a medula 6ssea,
que leva, entre varias coisas, a distlrbios de coagulacdo. A epistaxis entra na lista dos sinais
mais observados nos animais afetados por esta patologia (Green, 2012; Morales-Yuste et al.,
2022; Solano-Gallego et al., 2011). Também hematuria e melena podem ser observados
(Baneth & Solano-Gallego, 2022; Morales-Yuste et al., 2022; Solano-Gallego et al., 2011).

O rim, & semelhanca do bagco e medula 6ssea, € um dos principais 6rgaos afetados,
sendo a insuficiéncia renal (IR) a principal causa de morte nos animais afetados pela LCan

(Cavalera et al. 2021; Morales-Yuste et al., 2022; Toepp & Petersen, 2020). Esta condicdo
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ocorre devido a evolucéo da glomerulonefrite que é muitas vezes observada nestes pacientes
(Green, 2012; Morales-Yuste et al., 2022). Isto ocorre porque o rim € um dos locais de
deposicao dos imunocomplexos que se criam na resposta imunitaria (Cavalera et al. 2021). A
IR é responsavel por alguns dos sinais mais observados nos animais, como a polilria,
polidipsia e vomitos (Green, 2012; Morales-Yuste et al., 2022). A presenca de insuficiéncia

renal estd associada a um agravamento do quadro severo (Green, 2012).

Outros sinais observados na LCan incluem dificuldade na locomocéo, pancreatite,
colite, rinite, miosite dos musculos mastigatérios e altera¢cdes neurolégicas como paraparésia
(Baneth & Solano-Gallego, 2022; Green, 2012; Solano-Gallego et al., 2011).

114 Alterac6es Laboratoriais

O hemograma dos cdes com LCan pode apresentar varias alteracdes uma vez que
a medula éssea estd muitas vezes afetada pela presenca das formas amastigotas do
protozoario, situagcdo que pode alterar a hematopoiese (Morales-Yuste et al., 2022) e causa,
muitas vezes, pancitopenia. A alteracdo mais comum € anemia ndo regenerativa, presente
em 67% dos pacientes, seguido de linfopenia com 27% de prevaléncia, e esta ultima esta
associada a um pior progndstico (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Maia & Campino, 2018). A
trombocitopenia € menos comum, cerca de 6% dos animais apresentam esta altera¢édo, que
leva aos problemas de coagulacéo por vezes observados (Baneth & Solano-Gallego, 2022;
Green, 2012; Morales-Yuste et al., 2022). Outras possiveis causas para a anemia observada
sa0 0 stresse oxidativo sobre que o organismo estad exposto, pois pode levar a lise dos
eritrocitos ou a diminuicdo do tempo de vida dos eritrocitos devido a aumentos de ureia que

ocorrem em pacientes mais debilitados (Pugliese et al., 2021).

Em relacdo as alteragbes nos parametros bioquimicos, pelo facto de esta doenca
atingir varios 6rgdos, existem varias alteracdes. As alteracbes mais comuns sao
hiperproteinemia com aumento das gama-globulinas e das beta-globulinas que ocorre em
cerca de 73% e 68%, respetivamente (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Maia & Campino,
2018). A hipoalbuminemia também €& comum com cerca de 55% de prevaléncia.
Hipoalbuminemia com hiperproteinemia esta associado a um prognoéstico negativo (Maia &
Campino, 2018). Estas altera¢des levam a diminui¢céo do racio albumina\globulina (Baneth &
Solano-Gallego, 2022; Maia & Campino, 2018). Com a progressao da doenca outros valores
comecam a alterar-se e o controlo destes é importante para monotorizagdo da doenca (Maia
& Campino, 2018). Aumentos de ureia e creatinina sdo alteragcdes comuns em pacientes em

estadios mais avancados da doenca, devido a IR instalada. Como o figado é um dos 6rgaos
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com maior carga parasitdria, também o aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) comecam a aumentar (Baneth & Solano-
Gallego, 2022; Gongalves et al., 2019; Pugliese et al., 2021).

Outras alteracdes observadas nestes pacientes incluem proteindria, associada ao
dano renal, que acomete cerca de 48% dos animais, e alteracfes no estado oxidativo (Baneth
& Solano-Gallego, 2022; Maia & Campino, 2018; Pugliese et al., 2021). Estudos realizados
por Pugliense et al. (2021), demonstraram um desequilibrio entre os niveis de oxidantes e
antioxidantes em animais com LCan, situacdo que demonstra presenca de stresse oxidativo

nestes animais.

1.15 Diagnéstico

O diagnéstico da LCan nem sempre é facil de realizar devido as variacdes na
apresentagdo clinica, este pode ser feito através de inUmeras técnicas laboratoriais que
apresentam as suas vantagens e desvantagens (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Ivanescu et
al., 2023; Solano-Gallego et al., 2017).

A técnica mais utilizada € a serologia quantitativa, através da realizacdo de ensaios
de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA), técnica que permite a detecdo de anticorpos contra
L.infantum (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Ivanescu et al., 2023; Solano-Gallego et al.,
2017). Os testes ELISA permitem avaliar o estado do paciente porque animais com maiores
valores de anticorpos apresentam mais sinais clinicos associados a doenca (Baneth & Solano-
Gallego, 2022). Por outro lado, apresenta algumas desvantagens, como a impossibilidade de
distincdo de anticorpos vacinais, que pode afetar a interpretacdo do teste. Em Portugal,
algumas das vacinas utilizadas para a prevencédo da LCan produzem anticorpos que nao
permitem distincdo entre vacinais ou ndo, aquando a realizacdo de testes ELISA
(nomeadamente a vacina CaniLeish®) (Solano-Gallego et al., 2017). No entanto, a utilizacédo
destas tem vindo a diminuir e a utilizacdo da LetiFend®, uma vacina que permite a distingdo
dos anticorpos, tem aumentando. Isto permite uma avaliagéo do estado do animal mais clara,
uma vez que todos os anticorpos quantificados estdo de facto associados a evolugédo da
doenca (Solano-Gallego et al., 2017). Outra desvantagem dos testes ELISA, é que animais
assintomaticos podem ter resposta negativa ou inconclusiva a estes testes uma vez que ndo
h& grande producéo de anticorpos. Os testes rapidos serolégicos qualitativos, como o Speed
Leish K®, também s&o muito utilizados na clinica. Sdo realizados previamente a realizagdo da
vacinagdo, uma vez que animais positivos a doenga ndo devem ser vacinados (Baneth &
Solano-Gallego, 2022; Solano-Gallego et al., 2017).
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Técnicas moleculares com a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), permitem a
detecdo do DNA do parasita, 0 que significa que um resultado positivo indica com certeza a
infecdo do animal (Baneth & Solano-Gallego, 2022). A infecdo pode ndo ter sinais clinicos, o
gue torna este um bom teste para diagnéstico de animais assintomaticos. Esta técnica € mais
eficaz quando realizada em amostras de medula 6ssea, linfonodos, baco e pele, o que néao
acontece comumente na clinica. Amostras de mais facil acesso como sangue e urina, ndo sao
tdo sensiveis (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Paltrinieri et al., 2016; Solano-Gallego et al.,
2017).

O exame de referéncia para detecdo de L. infatum é o exame parasitolégico, que
inclui observacgédo direta no microscopio, seja a partir de esfregacos obtidos dos linfonodos,
baco, figado ou de medula 6ssea ou de bidpsias de pele (Ivanescu et al., 2023). Contudo esta
técnica ndo é muito utilizada pois a recolha de material € mais complexa e os resultados
obtidos dependem da experiéncia do operador (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Ivanescu et
al., 2023).

De forma geral, o recomendado pela LeishVet, uma associagdo cientifica que tem
como foco de estudo a leishmaniose e procura a criacdo de guidelines de abordagem a
patologia, € a realizacao de testes ELISA quantitativos e, quando estes resultados ddo
inconclusivos ou negativos mas a nossa suspeita continua forte, realizar métodos adicionais

como PCR e avaliagéo citologica ou histologica (Baneth & Solano-Gallego, 2022).

1.1.6 Tratamento

Ao contrario dos humanos, nos cées a leishmaniose ndo tem um tratamento curativo
pois a eliminagdo completa de L. infantum dos tecidos muito raramente é alcancada (Cavalera
et al. 2021). Em vez disso, o tratamento procura melhorar a resposta imunoldgica do animal
e reduzir a carga parasitéria, para estabilizar a doenca a um nivel assintoméatico, evitar
propagacao e atrasar a sua evolugdo, o que ndo ocorre eventualmente, principalmente devido
a descontinuidade do tratamento, levando a um relapso do animal (Cavalera et al. 2021;
Morales-Yuste et al., 2022; Noli & Saridomichelakis, 2014).

A abordagem terapéutica depende do estadio da doenga. De acordo com o0 grupo
LeishVet, a doencga pode ser dividida em 4 estadios: i) Estadio 1, doenga assintomatica ou
ligeira; ii) Estadio 2, doenca moderada; iii) Estadio 3, doenca grave; iv) Estadio 4, doenca
muito grave (Anexo A) (Baneth & Solano-Gallego, 2022). O tratamento base da LCan inclui o

uso de leishmanicidas e leishmanioestaticos, sendo os mais utilizados o antimoniato de
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meglumina e a miltefosina como leishmanicidas e ainda o alopurinol como leishmanioestético
(Baneth & Solano-Gallego, 2022; Cavalera et al. 2021).

O alopurinol é um analogo da hipoxantina que blogqueia a sintese de RNA da
leishmania interrompendo o seu crescimento (Santos et al., 2019). E um dos farmacos mais
utilizados no maneio da doenca devido ao seu potencial como leishmanioestatico e a sua
baixa toxicidade, que se demonstra Gtil no maneio dos animais que ja sofrem de danos renais
(Morales-Yuste et al., 2022). O seu principal efeito secundario associado € a urolitiase por
cristais de xantina (Green, 2012; Torres et al., 2016). As resisténcias ao alopurinol ainda ndo
estdo bem documentadas mas ja existem alguns estudos que confirmam a existéncia de
resisténcia associada ao uso prolongado (Morales-Yuste et al., 2022; Yasur-Landau et al.,
2017; Yasur-Landau et al., 2016).

O antimoniato de meglumina € um antimdénio pentavalente que interrompe a glicolise
e oxidagdo de acidos gordos da leishmania, levando a sua morte (Baneth & Solano-Gallego,
2022). Por norma, é utilizado em conjunto com o alopurinol nas primeiras semanas de
tratamento e administrado via sub-cutanea (Baneth & Solano-Gallego, 2022). As resisténcias
ao antimoniato de meglumina devido ao seu uso nao racional, ja estdo bem documentadas
(Baneth & Solano-Gallego, 2022; Morales-Yuste et al., 2022). Estirpes de L. infatum
resistentes a este farmaco ja foram documentadas em paises como Espanha, Italia e Franca,
e é expectavel que mais surjam (Green, 2012; Morales-Yuste et al., 2022). Os efeitos
secundarios associados ao uso desta terapia sdo inflamacao e dor no local de injecdo e

nefrotoxicidade (Baneth & Solano-Gallego, 2022).

A miltefosina é uma alquilfosfocolina utilizada no tratamento da LCan, substituindo o
antimoniato de meglumina, € mais utilizado em situagfes e que ja existe dano renal uma vez
que consegue diminuir a proteinuria e tem menos efeitos secundérios a nivel renal (Morales-
Yuste et al., 2022). O seu mecanismo de a¢éo envolve o bloqueio de proteinas e recetores de
membrana essenciais, que impedem ndo s6 que o parasita se aloje nos macréfagos, mas
também que ocorra transducgéo de sinal da membrana (Gizzarelli et al., 2023). A resisténcia a
miltefosina também ja foi documentada tanto em humanos como animais (Baneth & Solano-
Gallego, 2022; Bockstal et al., 2020; Morales-Yuste et al., 2022). A sua forma de administracédo
é via per os (PO) e os efeitos secundarios possiveis da utilizacdo deste farmaco sao

alteragdes gastrointestinais (Baneth & Solano-Gallego, 2022).

O uso de farmacos imunomodeladores também é uma grande ajuda no maneio da
LCan, sendo a domperidona o mais utilizado. A domperidona induz o aumento de prolactina
circulante, que ativa a IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y e leva ao recrutamento de macréfagos e

células TCD4+, que ajudam na resposta ao parasita. Adicionalmente, esta também reduz o
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namero de imunocomplexos circulantes, o que ajuda a diminuicdo da deposicdo destes
noutros locais do organismo (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Cavalera et al. 2021; Morales-
Yuste et al., 2022).

O protocolo mais utilizado na Europa € o uso combinado do alopurinol, durante pelo
menos 6 meses, e antimoniato de meglumina ou em substituicdo deste ultimo, miltefosina,
durante 28 dias (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Santos et al., 2019). A monoterapia
demonstra ter menos eficidcia na reducdo da carga parasitaria sendo, por isso, apenas

utilizada em animais em estadios avancados, com insuficiéncia renal associada.

O tratamento é considerado um sucesso quando se reunem trés condi¢des:
desaparecimento dos sinais clinicos, a normalizacdo dos exames hematolégicos e uma
serologia quantitativa com valores abaixo do nivel limite de referéncia. Nesta altura o animal
deve ser reavaliado e ponderada a interrupcao ou alteracdo do tratamento (Baneth & Solano-
Gallego, 2022).

Além disto, quando existe insuficiéncia renal, o maneio também ¢é incluido no

tratamento (Baneth & Solano-Gallego, 2022).

A monitorizagdo dos animais recomendada, segundo o grupo LeishVet, varia de
acordo com o quadro clinico (Baneth & Solano-Gallego, 2022). Deve fazer-se uma reavaliagdo
1 més apos inicio do tratamento e esta deve incluir exame fisico completo e repeticdo do
hemograma, bioquimicas e uriananalise. Se ap0s esta reavaliagdo o animal mostrar
melhorias, entdo repetem-se 0s exames dentro de 3 a 4 meses no primeiro ano de tratamento.
ApoOs estabilizagdo do quadro, devemos reavaliar de 6 em 6 a 12 em 12 meses (Baneth &
Solano-Gallego, 2022). Os testes serolégicos quantitativos também devem ser repetidos
neste periodo de tempo, pois alteracdes no nimero de anticorpos podem prever recaidas no
quadro e dar indicacdes sobre a necessidade de altera¢cbes ao tratamento (Baneth & Solano-
Gallego, 2022; Morales-Yuste et al., 2022).

E importante considerar que a resposta aos tratamentos mencionados varia de
animal para animal e, por isso, estes devem sempre ser adaptados (Baneth & Solano-Gallego,
2022; Cavalera et al. 2021).

Os cées infetados com LCan sdo uma fonte de infecdo para os vetores da doenca,
representando um risco para a saude publica. Por isso, é crucial comecar ou manter as
medidas profilaticas recomendadas, utilizando repelentes tépicos da classe dos piretréides
(Baneth & Solano-Gallego, 2022; Morales-Yuste et al., 2022). Na Europa, € mais comum o

uso combinado desses repelentes na forma de coleiras e pipetas (Morales-Yuste et al., 2022).
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1.2. Ozonoterapia

O ozono (Os) é um gas constituido por 3 atomos de oxigénio, com um potencial
oxidativo muito elevado (Sciorsci et al., 2020; Serra et al., 2023). Até ao século XVI este gas
era apenas visto como um poluente téxico, mas nesta altura o seu efeito terapéutico comegou
a ser falado (Liu et al., 2023). O uso médico deste gas é conhecido por ozonoterapia que
consiste na administragdo de uma mistura de Oz com oxigénio (O2) criada num gerador
médico (International Scientifc Committee of Ozone Therapy [ISCO3], 2020). Através da
producdo de ROS, o Oz consegue modular a resposta imunitaria (Cenci et al., 2022). Esta
terapia € bem documentada tanto em medicina humana como na veterinaria (Sciorsci et al.,
2020; Serra et al., 2023) e inclusive em alguns paises, como Portugal, ja é reconhecida pelo
Sistema Nacional de Saude (SNS), como um procedimento médico, segundo a Portaria n.°
163/2013, de 24 de abril.

1.2.1 Aplicagdes terapéuticas

O ozono é conhecido pelas suas varias propriedades médicas como antinflamatério,
antioxidante, estimulante de imunidade, entre outras (Orlandin et al., 2021; Smith et al., 2017).
A caracterizagdo do Oz como um suplemento pro-farmaco néo é totalmente correta uma vez
que, apesar de ser verdade que este age permitindo, através de mecanismos secundarios,
um aumento da acdo dos farmacos, este gas também tem a capacidade de interagir

diretamente com bactérias e virus (Clavo et al., 2019; Smith et al., 2017).

A administracdo de Oz pode ser feita através de duas vias, a via local ou a via
sistémica, de acordo com o objetivo terapéutico (Sciorsci et al., 2020; Serra et al., 2023; Smith
et al., 2017). As vias locais consistem na aplicacdo do gas em pontos especificos, que pode
ser via subcutanea (SC), intravertebral, intramuscular (IM), intrarticular e paravertebral, ou
através da aplicacao direta em locais de leséo através do uso de solu¢des ozonizadas (dgua,
soro fisioldgico, 6leos) ou da técnica de bagging (ISCO3, 2020; Oros et al., 2023; Sciorsci et
al., 2020; Smith et al., 2017). Ja na via sistémica, incluem-se a auto-hemoterapia maior
(AHMA) e auto-hemoterapia menor (AHME), que consistem na ozonizacdo de sangue
recolhido do paciente e posterior aplicagdo neste mesmo paciente, via venosa ou em pontos
especificos (via IM e SC, por exemplo) (ISCO3, 2020; Sciorsci et al., 2020). Outras formas de
aplicacao sistémica sao PO, via rectal e vaginal. Existe também a via intra peritoneal mas esta

ainda néo esta bem documentada (ISCO3, 2020).
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A Unica via impraticvel para a aplicacdo médica do Oz é a inalacdo devido a sua
toxicidade pulmonar (ISCOS3, 2020; Nogales et al., 2008). Epifora, rinite, tosse, dor de cabeca
e, por vezes, nduseas e vomitos séo os efeitos secundarios tipicos da terapéutica com Os. Os
efeitos secundarios mais graves podem causar lesdes permanentes ou até morte (ISCO3,
2020; Sciorsci et al., 2020). A ozonoterapia esta contra indicada em pacientes com
hipertiroidismo e diabetes ndo controlados, gravidez, anemia grave, trombocitopenia grave,
favismo, miastenia gravis, estados convulsivos e pacientes que estejam a realizar terapia com
inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECAs) (ISCO3, 2020; Kozat & Okman,
2019; Sciorsci et al., 2020).

A dose do tratamento deve ser aplicada ao paciente consoante 0 seu peso e a sua
condic¢édo clinica. De acordo com o ISCO3 (2020), podemos classificar as doses em: baixas,
médias ou altas. Doses baixas tém principalmente um efeito imunomodelador e sao utilizadas
em paciente que tém um maior comprometimento do seu sistema imune. As doses médias
fazem a imunomodelacgédo e ainda a ativacéo do sistema enzimatico antioxidante. Por ultimo,
as doses altas tém a capacidade de inibir mecanismos auto imunes e também sdo com estas
gue se fazem preparacgdes terapéuticas de o0zono como 6leos e solugdes salinas. Doses muito

elevadas ou exposi¢cdo muito prolongada ao O3 tém efeitos genotdxicos (ISCO3, 2020).

Os 0leos ozonizados, podem ser administrados via tdpica ou oral. Estes, séo feitos
através do processo de ozonizacdo de 6leos vegetais como o de girassol e azeite, por
exemplo (Floare et al. 2023; Sumida & Hayashi, 2022). A adicdo de O3z nos 6leos forma
compostos de peréxido de hidrogénio (H-0>). O indice de peréxidos (IP) é a quantificacéo do
valor destes compostos, que € maior quanto maior o tempo de contacto do 6leo com o0 Os
(Moureu et al., 2015).

Todos os pacientes respondem de diferente forma & ozonoterapia, como tal, é
importante iniciar a terapia com doses baixas e mais tarde adequar a dose e\ou a via de
administracdo (ISCO3, 2020).

1211 Acdo anti inflamatéria
Uma das principais formas de atuacdo do O3 é através da estimulagdo do Fator
Nuclear Eritroide 2 (Nrf2) e inibicdo do Fator Nuclear kappa B (NF-kB). Quando em
homeostase as respostas causadas por ambos os fatores estdo equilibradas e existe um
equilibrio redox no organismo (Clavo et al., 2019; ISCO3, 2020; Serra et al., 2023).

A ativacdo da via Nrf2 promove a transcricdo de elementos antioxidantes como a
SOD, catélase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa S-Transferase (GST), Heme
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Oxigenase-1 (HO-1) e as Proteinas de Choque Térmico (HSP) (Smith et al., 2017). A via NF-
kB ativa a producao de citoquinas pro-inflamatérias como TNF-a, IFN-y, IL6, IL8 e ainda da
ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (Clavo et al.,, 2019; Liu et al., 2023). Ambas as vias tém
responsabilidade na modulacdo da resposta inflamatéria nos individuos, pelo que o seu

equilibrio ajuda nesta resposta (Clavo et al., 2019; Liu et al., 2023).

A acdo anti-inflamatéria ajuda ndo s6 no combate as doencgas, mas também no
maneio da dor associado. O O3 estd bem documentado como uma terapia de auxilio do
maneio de dores de origem neurolégica e ortopédica, permitindo por vezes a reducao dos

farmacos utilizados no maneio (Sciorsci et al., 2020; Serra et al., 2023).

1.21.2 Modulagédo de imunidade

Quando o Os entra em contacto com acidos gordos polinsaturados (PUFA’s) forma
compostos que ajudam na resposta imune, nomeadamente o H,O, e produtos da
lipoperoxidacéo (LOPS) (Sciorsci et al., 2020; Smith et al., 2017).

Em doses baixas, o H,O, e LOPs, ao entrar em contacto com as células T, ativam a
fosfolipase C, uma enzima que hidrolisa os constituintes da membrana celular que produzem
0S mensageiros secundarios e por sua vez induzem a producgédo de IL2, TNF-a e IFN-y. Além
disso, doses baixas de Oz aumentam a producdo de macréfagos e leucécitos e induzem
producdo de NO que também ajuda na resposta imune (Liu et al., 2023; Sciorsci et al., 2020;
Smith et al., 2017). J& doses muito elevadas de H,O- circulantes bloqueiam a regulacao desta

resposta e causam processos degenerativos (Viebahn-Haensler & Léon Fernandez, 2021).

1.2.1.3 Capacidade anti oxidante

A ozonoterapia com abordagem controlada e inicialmente em baixa dose permite
uma resposta adaptativa ao stresse oxidativo, que esta associado a um efeito terapéutico
(Clavo et al., 2019). Apesar de ser uma molécula oxidante, o Oz também consegue uma
resposta antioxidante. Isto acontece porque a molécula, ao formar H.O, e LOPs, causa a
ativacdo da via Nrf2, que leva a producdo de antioxidantes (Liu et al., 2023; Sciorsci et al.,
2020; Smith et al., 2017).

1.2.1.4 Modulacao hematol6gica e vascular

Como ja mencionado, 0 Oz induz a producédo de NO. Esta molécula, ndo s6 tem efeito

sobre a resposta imune, como também tem func¢des de controlo sobre o endotélio vascular.
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Além do NO, o Oz induz a produc¢édo de Fator de Crescimento de Endotélio Vascular (VEGF),
de Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF) e da prostaciclina (Sciorsci et al.,
2020; Smith et al., 2017).

A exposi¢cdo ao Oz aumenta o nivel de O celular, que torna o ciclo de respiracao
mitocondrial mais eficiente, aumenta a taxa de glicolise e, desta forma, o oxigénio ligado a
hemoglobina consegue ter uma distribui¢céo para os tecidos isquémicos mais eficiente (ISCO3,
2020; Smith et al., 2017). Esta perfusdo também é auxiliada pela atividade do NO (Smith et
al., 2017). Uma exposicao prolongada ao Os e consequente producdo de LOPs, permite uma

interagdo destes com a medula 6ssea que estimula a eritropoiese (Smith et al., 2017).

1.215 Combate a doencas infeciosas

As propriedades bactericidas, viricidas e fungicidas do O3 ja estdo descritas. Apenas
0 seu potencial antiparasitario comeca a ser mais explorado e com boa evidéncia do seu uso
em protozoarios (Aghaei et al., 2019; Cabral et al., 2020; ISCO3, 2020). Uma das razdes pelas
quais a ozonoterapia demonstra atividade no combate a doencas infeciosas é a sua
capacidade de modulacdo do sistema imune, como anteriormente mencionado (Liu et al.,
2023).

No combate as bactérias o O3 faz a oxidacdo dos lipidos e das lipoproteinas de
membrana celular das mesmas, tendo acesso ao seu interior onde afeta a producéo de
enzimas, o metabolismo e causa danos do DNA, levando a morte (Aghaei et al., 2019; Liu et
al., 2023). A ozonoterapia tem um bom efeito documentado em biofilmes, através do uso de
solucdes ozonizadas que permitem a sua destruicdo (Liu et al., 2023). O efeito estd bem
documentado em Staphylococcos aureus, incluindo os resistentes a meticilina (MRSA),

Streptococcus, Peseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e mycobacterias (Liu et al., 2023).

Contra os virus o O3 consegue de forma semelhante as bactérias, destruir a sua
capsulide e interromper a sua replicacdo. O seu efeito contra herpes virus simplex tipo 1 e
coronavirus tipo 2 esta documentado, observando-se nestes estudos que 0 uso conjunto com

antivirais ajudou no tratamento (Cenci et al., 2022; Liu et al., 2023).

Nas infe¢des fungicas, o Oz entra no citoplasma destas células e interrompe o0s
mecanismos celulares e a producao de esporos e de micotoxinas (Liu et al., 2023). A eficacia
de tratamento varia para cada espécie de fungo e depende também do tempo e concentracdo
de tratamento utilizados (Fernandez et al., 2021). Espécies de Candida, Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum, sdo alguns exemplos da sua utilizagdo (Fernandez
et al., 2021; Liu et al., 2023; Varol et al., 2022).
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1.2.1.6 Cicatrizacdo

A capacidade da ozonoterapia de tornar a circulacdo mais eficiente e de fazer
modulac¢do da resposta imune torna-a num bom método de auxilio na cicatrizagdo. Ainda
mais, o Oz tem a capacidade de estimular a migracéo dos fibroblastos e de colagénio aos

locais de lesdo, que também ajudam neste processo (Liu et al., 2023).

1.2.2 Ozonoterapia na Leishmaniose Canina

A leishmaniose canina € uma doenca crénica e sdo caracteristicas de doencas
cronicas altos niveis de stresse oxidativo e um sistema de antioxidantes insuficiente (Liu et
al., 2023). Animais com leishmaniose sintomética tém caracteristicamente um desiquilibrio
redox, causado pela producdo ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS) (como o NO e
iINO) por parte dos fagdcitos e pelo alto consumo de antioxidantes na tentativa de neutralizar
estes compostos (Maia & Campino, 2018; Otomaru et al., 2020).

A medic&o dos niveis de stresse oxidativo € importante em varias doengas e tem sido
reportada tanto em medicina humana como em veterinaria, pois permite saber o estado do
paciente antes da implementacdo de tratamentos com Oz ou antioxidantes. Além disto, a
monitorizacdo do stresse oxidativo permite compreender a eficacia dos tratamentos atuais
nos pacientes e evolucdo da doenga nos mesmos (Sechi et al., 2017; Smith et al., 2017). Os
niveis de ROS néo sao faceis de medir pois estes tém um curto periodo de vida e as técnicas
de medicdo sdo complexas (Porato et al., 2023; Sechi et al., 2017). Como alternativa, podem
avaliar-se 0s niveis de metabolitos reativos de oxigénio (ROM’s) que sdo compostos que se
formam a partir da interacdo de ROS com outras moléculas orgéanicas (Sechi et al., 2017),
como € o caso da interagdo com os PUFA’s que geram H,O, (Sciorsci et al., 2020; Smith et
al., 2017).

Existe uma relacdo entre os niveis de ROS e RNS e os niveis de antioxidantes e
como tal, devem ser avaliados em conjunto. A partir destes valores, conhecemos o nivel de
stresse oxidativo, avaliando o index de stresse oxidativo (OSlI), que se representa pela razéo

entre os valores de ROM'’s e antioxidantes (Candellone et al., 2019; Otomaru et al., 2020).

A ozonoterapia na LCan ja tem vindo a ser utilizada com evidéncia médica e
cientifica. Em 2020, Goncgalves et al.,, realizaram um protocolo de tratamento com
domperidona e miltefosina em conjunto com ozonoterapia via intra retal, AHME e perilesional.
Este protocolo, mostrou bons resultados no tratamento das lesGes de pele, melhor resposta

imune e menos efeitos secundérios aos farmacos, bem como melhoria do estado geral.
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Também neste ano, Cabral e colaboradores, observaram em murganhos infetados com
Leishmania amazonensis, que em protocolos com antimoniato de meglumina mais ozono intra
lesional, os animais recuperaram significamente melhor das lesdes. Ainda neste estudo,
observou-se que 0 nimero de parasitas in vitro, expostos a uma solucdo ozonizada durante
72 horas reduziu, concluindo atividade leishmanicida in vitro do ozono. Na medicina humana
também ja existem estudos a comprovar a sua utilizagcdo especialmente no controlo das

lesGes cutaneas (Aghaei et al., 2019).

Para a realizacdo dos tratamentos com ozonoterapia, é importante saber o estado
redox do paciente, uma vez que doses iniciais muito elevadas de Oz podem agravar o quadro
clinico (ISCO3, 2020). Desta maneira, os pacientes podem nao ser elegiveis a ozonoterapia,
sendo necessario fazer controlo do stresse oxidativo com a toma de antioxidantes como a
vitamina D e E, por exemplo (ISCO3, 2020; Sumida & Hayashi, 2022). Nestes casos, a toma
dos suplementos deve ser anterior ao tratamento com 0zono, pois durante e ap06s o tratamento
pode causar interferéncia com o mecanismo de acdo do Os (ISCO3, 2020). Estes factos
demonstram a importancia de aferir os valores de stresse oxidativo e antioxidantes dos
pacientes (Smith et al., 2017). A leishmaniose ndo é a Unica doeng¢a onde isto acontece, em
cdes ja estda documentado o desequilibrio redox em condigcbes como anemia, dermatite
atopica, carcinoma mamario, lesdes medulares e doenca inflamatdria intestinal (Porato et al.,
2023). Contudo, em medicina veterinaria, ainda nao existem intervalos de referéncias para os

parametros alterados nestas condicdes fisiolégicas (Porato et al., 2023).

Em 2023, um estudo realizado por Porato et al., procurou completar a falta de
informacédo acerca da avaliacdo do equilibrio redox em cédes. Aqui, foram avaliados alguns
biomarcadores de stresse oxidativo em animais da raca Beagle, como a vitamina C, selénio,

glutationa peroxidase, entre outros.

A utilizagédo da ozonoterapia como adjuvante ao tratamento da leishmaniose tem um
grande potencial na ajuda ao combate a esta doenca que cada vez se demonstra mais dificil,
devido as resisténcias aos farmacos que tendem a aparecer e ao aumento da prevaléncia da
doenca a nivel mundial. A implementacéo desta terapia tem o potencial de reduzir as doses
utilizadas atualmente no tratamento, e consequentemente 0s seus efeitos secundarios
associados (Kurami et al., 2023; Passero et al.,, 2018), e de ajudar na resposta imune,

processo chave no combate a LCan (Toepp & Petersen, 2020).

A presente dissertacdo tem o intuito avaliar os niveis de oxidantes e antioxidantes

em animais com leishmaniose, antes e apés uma suplementacao com capsulas de ozono PO,
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bem como as alteragdes nos parametros hematol6gicos dos animais. Desta forma, pretende-
se nao so avaliar a ozonoterapia como adjuvante ao tratamento da leishmaniose, mas também
reforcar a importancia da medicdo dos indicadores de stresse oxidativo previamente aos
tratamentos. Esta Ultima medida, permite ndo s6 a avaliar a possibilidade de implementacéo
desta terapia, como também a evolucdo e impacto da doenca nos animais. Além disto, este
estudo, procura fornecer bibliografia a comunidade cientifica veterinaria sobre parametros

alterados sobre condiges fisioldgicas de stresse oxidativo.
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2. Material e Métodos

O seguinte trabalho teve a aprovagdo pela Comisséo de Etica e Bem-Estar Animal
(CEBEA) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Luso6fona de Lisboa (FMV-
ULuso6fona) (n° 31-2024).

2.1 Animais

Os animais participantes no estudo eram provenientes de 3 CAMV’s diferentes,
localizados na Area Metropolitana de Lisboa. Todos os animais infetados com LCan,
mantiveram os protocolos farmacol6gicos que realizavam até aquele momento. Foram
recolhidas amostras sanguineas de 15 cées, 11 destes com diagndstico confirmado de
Leishmaniose Canina e 4 com teste negativo para a doenca. Os animais com LCan,
realizaram hemograma, bioquimicas séricas e andlise de stresse oxidativo, previamente a
instituicao do protocolo (TO) e repetiram as mesmas andlises apés 30 dias + 2 dias (T1). Os
animais saudaveis realizaram estes mesmos exames, mas apenas em TO0. Foram

considerados 0s grupos:
- Grupo 1, animais doentes com LCan previamente a realizacdo do protocolo (T0);
- Grupo 2, animais doentes com LCan ap6s a realiza¢éo do protocolo (T1);
- Grupo 3, animais saudaveis.

Os tutores dos animais foram informados de todos os procedimentos e assinaram
termo de responsabilidade sobre os mesmos, tomando também conhecimento da
possibilidade de desisténcia a qualquer momento. Os médicos veterinarios responsaveis
pelos animais, foram de igual forma, informados e concordaram com a instituicao do protoloco.
Foram apenas utilizados 13 animais, 9 dos quais com LCan e 4 livres da patologia pois, um
dos tutores do animal desistiu do projeto e um outro foi excluido devido & sua condi¢éo clinica

ndo relacionada com a leishmaniose, que se encontrava muito debilitada.

2.2 Hemograma e Bioquimicas

As amostras sanguineas foram recolhidas por puncdo venosa, para tubos com
anticoagulante ou heparina, para andlise de hemograma e bioquimicas séricas,
respetivamente. Foram colhidos aproxidamente 1mL para cada tubo e as amostras foram
processadas no laboratério clinico do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina

Veterinaria da Universidade Luso6fona. Os parametros avaliados foram:
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- No hemograma: eritrécitos, hemoglobina, hematécrito (HCT), volume corpuscular
médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), distribuicdo de
glébulos vermelhos (RDW), plaquetas, leucécitos, neutréfilos, linfocitos, eosindfilos,

monacitos e basofilos;

- Nas bioquimicas: proteina total (PT), globulinas, alboumina, creatinina, ureia, glucose
e ALT.

Os valores de referéncia utilizados correspondem aos utilizados pelo laboratério
clinico do Hospital Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Lusd6fona. Todos os valores destes exames realizados podem ser consultados no Apéndice
A.

2.3 Andlise de stresse oxidativo

Para esta analise foram recolhidos, por puncdo venosa, aproximadamente 1mL de
sangue para um tubo com heparina, que foi posteriormente centrifugado e separado o plasma
para conservagdo a -80 C°. As amostras foram depois descongeladas e as medi¢des foram
realizadas no laboratério da 2MPharma, com o aparelho Free Radical Analytical System
(FRAS 5) da Health & Diagnostics srl® (H&D s.r.I®), de acordo com o protocolo disponibilizado
pela entidade produtora (Anexo B), a excecdo da recolha que foi adaptada a espécie. Os
parametros avaliados foram os metabolitos reativos de oxigénio dindmicos (d-ROMS), o PAT,
do inglés Plasma Antioxidant Test, ou seja, o nivel de antioxidantes no plasma, e o indice de

stresse oxidativo (OSI).

2.4 Protocolo de Ozonoterapia

O protocolo instituido consistiu na toma diaria, por parte dos caes positivos para
leishmaniose, de uma capsula do suplemento alimentar OXXY O3® [Olea europaea L. (ext.
seco padronizado a 7% hidroxitirosol) - 100 mg; Helianthus annuus (6leo) - 100 mg e Zinco -
5mg (50% VRN) - 7mg/kg] durante 30 dias ininterruptos. A escolha produto ocorreu porque

ndo existe congénere para uso veterinario. As capsulas apresentam um nivel de IP de 600.

38



2.5 Andlise estatistica

A andlise das médias e desvios padréao foi realizada no Microsoft Excel 2013. Para a
avaliacdo da significancia dos resultados foi realizado o teste t em conjunto com o teste de
Kolmogorov-Smirnov (ou teste KS) para avaliacdo da normalidade das variaveis, entre os
animais doentes, antes e apés suplementacdo com ozono. Entre os trés grupos foi realizado
o teste ANOVA unidirecional. Todos os testes foram realizados no software GraphPad Prism
versdo 10.3.0. A escolha dos testes foi realizada com base no tamanho das amostras, e 0
nivel de significancia considerado foi de p< 0,05 para os testes t emparelhado e ANOVA

unidirecional, e de p>0,10 para o teste KS.
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3. Resultados

O estudo presente contou com um total de 13 canideos, 9 com LCan e 4 saudaveis
e sem a doenca. A média dos pesos dos animais doentes foi de 29+12,5 Kg enquanto que a

dos animais saudaveis 25,5+6,3 Kg.

A analise dos resultados do teste t e teste KS, dos exames realizados nos grupos 1
e 2 permitiu, primeiramente, observar que todos 0s parametros se encontravam com
distribuicdo normal, uma vez que o valor de p do teste KS era superior a 0,10 em todos (Tabela
1). Emrelagéo a andlise do teste t ao eritrograma, ndo se verificou significancia nos resultados
de hematdcrito (p=0,5060), eritrocitos (p=0,3283), hemoglobina (p=0,5490), VCM (p=0,7839),
CHCM (p=0,1012), RDW (p=0,3351) e plaguetas (p=0,8466) (Tabela 1). Relativamente a
analise do leucograma, houve registo de significancia estatistica dos valores de neutréfilos
(p=0,0491). O valor médio passou de 6,04x10%/uL+ 2,42, para 5,8 x10%/uL+ 0,84 (Gréfico 5).
Nos restantes parametros ndo se observou este registo, nomeadamente, nos leucdcitos
(p=0,1677), linfécitos (p=0,1977), eosindfilos (p=0,0517), mondcitos (p= 0,1293) e basdfilos
(p=0,05) (Tabela 1).

Tabela 1- Resultados dos testes estatisticos em relagdo ao hemograma, na avaliagdo do protocolo
entre os grupos 1 e 2.

Parametro de Hemograma Teste t Teste KS
Hematocrito 0,5060 0,16
Eritrocitos 0,3283 0,48
Hemoglobina 0,5490 0,28
VCM 0,7839 0,26
CHCM 0,1012 0,24
RDW 0,3351 0,2
Plaguetas 0,8466 0,18
Leucdcitos 0,1677 0,25
Neutrofilos 0,0491* 0,25
Linfocitos 0,1977 0,18
Eosinofilos 0,0517 0,23
Mondcitos 0,1293 0,22
Basofilos 0,05 0,28

Nota: Valores assinalados com (*) representam resultados estatisticamente relevantes.
Valor p considerado para o teste t p<0,05 e para o teste KS p>0,10.
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Grafico 5- Valor de média de neutréfilos antes e apds realizagdo do protocolo.

Quanto as analises bioquimicas observou-se, mais uma vez, que, todos o0s
parametros se encontravam com distribuicdo normal e valor de p para o teste KS superior a
0,10 em todos. Ainda, pode observar-se que houve alteracdo significativa nos valores de
globulinas (p=0,0329) e albumina (p=0,0076). Houve uma reducéo dos niveis de globulinas
de 3,84 g/dL+ 1,08, para 3,21 g/dL+ 0,86 , e nos niveis de albumina observou-se um aumento
dos valores de 2,91 g/dL+ 0,33, para 3,41 g/dL+ 0,42 (Gréfico 6). Contrariamente, os restantes
parametros ndo mostraram resultados estatisticamente relevantes, PT (p=0,2993), creatinina
(p=0,2517), ureia (p=0,5818), glicose (p=0,2528) e ALT (p=0,1495) (Tabela 2).

Tabela 2- Resultados dos testes estatisticos em relacdo as andlises bioquimicas, na avaliacdo do
protocolo entre os grupos 1 e 2.

Parametro Biogquimico Teste t Teste KS
PT 0,2993 0,18
Globulinas 0,0329* 0,21
Creatinina 0,2517 0,18
Ureia 0,5818 0,27
Glicose 0,2528 0,21
ALT 0,1495 0,28
Albumina 0,0076* 0,20

Nota: Valores assinalados com (*) representam resultados estatisticamente relevantes.
Valor p considerado para o teste t p<0,05 e para o teste KS p>0,10.
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Grafico 6- Valor de média de globulinas e albumina antes e apdés realizacdo do protocolo.

Por fim, entre os grupos 1 e 2, os valores de p de d-ROMs (p=0,7047), PAT
(p=0,1603) e OSI redox (p=0,8383), mostraram que ndo existiu diferenca estatistica

significativa dos animais afetados pelo protocolo instituido (Tabela 3).

Tabela 3- Resultados dos testes estatisticos em relagéo ao stress oxidativo, na avaliagdo do protocolo
entre os grupos 1 e 2.

Andlise de stresse
o Teste t Teste KS
oxidativo
d-ROMs 0,7047 0,16
PAT 0,1603 0,24
OSl redox 0,8383 0,16

Nota: Valor p considerado para o teste t p<0,05 e para o teste KS p>0,10.

A andlise do teste ANOVA unidirecional, englobou os grupos 1, 2 e 3 e incluiu analise
de hemograma, bioquimicas e stresse oxidativo. Nenhum dos pardmetros avaliados
demonstrou alteracBes que indiguem diferencas significativas entres os trés grupos:
hematdcrito p=0,3316; eritrocitos p= 0,1869; hemoglobina p=0,2939; VCM p=0,6556; CHMC,
p=0,1092; RDW, p=0,1559; plaquetas, p=0,6264; leucqcitos, p=0,5339; neutrdfilos, p=0,3499;
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linfécitos, p=0,5593; eosindfilos, p=0,1535; mondcitos, p=0,3887; basobfilos, p=0,9480; PT,
p=0,4111; globulinas p=0,1359; creatinina p=0,7647; ureia p=0,3538; glicose p=0,2339; ALT
p=0,2387; albumina p=0,1559; d-ROMs, p=0,3261; PAT, p=0,3262; OSI redox, p=0,2424
(Apéndice B).

Todos os valores obtidos de d-ROMs, PAT e OSI redox, encontram-se no apéndice
C. Os valores médios no Grupo 1 foram de 98 +68,89 Carratelli Units (U CARR) para d-ROMs,
3074+432,24 Cornelli Units (U COR.) para o PAT e 102+37,31 para OSI redox. No Grupo 2
99+24,33 U CARR para d-ROMs, 2784+194,93 U COR, para PAT e 100+13,82 para OSI
redox. Por ultimo no Grupo 3 72+39,05 U CARR para d-ROMs; 2698,5+565,82 U COR. para
PAT e 116,5+18,73 para OSI redox (Grafico 7).
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de d-ROMs dos grupos 1, 2 e 3; de PAT dos grupos 1, 2 e 3; de OSI redox dos grupos 1, 2 e 3.

Grafico 7- Resumo dos valores de média e desvio padrdo de d-ROMs, PAT e OSI redox..
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4. Discussao

Segundo a OMS, a leishmaniose é uma das principais zoonoses negligenciadas no
mundo (Pires et al., 2019). No tratamento desta patologia o equilibrio da resposta imunolégica
€ essencial para um maneio eficaz (Toepp & Petersen, 2020). A pesquisa por novos métodos
de tratamento para a leishmaniose canina surge devido ao aumento da sua incidéncia mundial
e das resisténcias associadas aos farmacos atualmente utilizados (Kurami et al., 2023;
Passero et al.,, 2018). J4 existe inUmera evidéncia cientifica que relata resisténcias
farmacologicas aos principais principios ativos utilizados na LCan, nomeadamente alopurinol,
miltefosina e antimoniato de meglumina (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Bockstal et al.,
2020; Morales-Yuste et al., 2022; Yasur-Landau et al., 2017).

Nesta dissertacdo, procedeu-se a avaliagdo de alteragbes no stresse oxidativo e
parametros hematoldgicos, em animais portadores de LCan, sobre o efeito de suplementacdo
oral com ozono sob a forma de 6leo ozonizado. Assim, procurou-se estudar o efeito desta
suplementacdo nestes animais e realgar a importancia da avaliacdo do stresse oxidativo em
pacientes ndo s6 padecentes de LCan, mas também de outras doencas cronicas. Esta
avaliagao contribuiu ndo s6 de forma a otimizar os tratamentos fornecidos, mas também para
o estudo de desenvolvimento de valores de intervalo de referéncia para os parametros de d-
ROMSs, PAT e OSI redox.

A pesquisa demonstrou em relacdo ao hemograma alteracdes significativas nos
valores de neutroéfilos nos Grupos 1 e 2. Na infegdo por L. infantum, os neutréfilos séo as
primeiras células recrutadas, que posteriormente, irdo levar producdo de TNF-a e IFN-y
(Ivanescu et al., 2023; Toepp & Petersen, 2020). A constante chamada deste tipo de células
cria um ambiente pré-inflamatério e o aumento do nivel de neutréfilos é por isso, expectavel
(Goncalves et al., 2019). As citoquinas TNF-a e IFN-y tém um papel na modulagéo da resposta
imunitaria, uma vez que estimulam a produgdo de macrogafos, que sdo responsaveis pelo
principal mecanismo de eliminag&do do parasita, a producédo de NO, iINOS e ROS (Cabral et
al., 2021; Ivanescu et al., 2023; Maia & Campino, 2018). Estes compostos, através de um
dano a nivel mitocondrial, levam a uma lesdo metabdlica fatal para L. infantum (Cabral et al.,
2021). O Ozfaz modulacao das vias Nrf2 e NF-kB , que ativam a producéo de TNF-a e IFN-y,
gue vao entdo cumprir o seu papel no combate a LCan (Clavo et al., 2019; Liu et al., 2023;
Serra et al., 2023). Além disso, a ozonoterapia induz a producdo de ROS (Cenci et al., 2022)
gque como ja mencionado, leva a eliminacdo do parasita. Estes dois mecanismos, poderao ter
contribuido para a diminuicdo do valor de neutréfilos nestes animais, uma vez que a sua

funcao foi auxiliada com a introducéo do 0zono, o que pode ter reduzido o recrutamento destas
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células e contribuindo para uma modelacdo da resposta imunitaria. Quanto aos restantes

valores de hemograma, néo foi possivel observar eficacia do protocolo instituido.

A avaliacdo dos parametros bioquimicos, permitiu concluir que os valores de
globulinas e albumina apresentaram diferenca estatistica significativa, entre os Grupos 1 e 2.
Tanto a hiperglobulinemia como a hipoalbuminemia sdo achados comuns em cées infetados
com LCan (Baneth & Solano-Gallego, 2022; Maia & Campino, 2018). No presente estudo
observou-se que os niveis de globulinas tiveram tendéncia a diminuir e os de albumina a
aumentar, com significancia de p=0,0329 para a globulina e p=0,0076 para a albumina.
Quando L. infantum entra em circulagédo no figado, as células de Kupffer, que sdo uma das
maiores populacdes de macroégafos no organismo, localizadas no figado, iniciam a resposta
contra o patdgeno (Rodrigues et al., 2017). Esta resposta, que envolve fagocitose e
recrutamento de outros mediadores inflamatdrios, por vezes atinge niveis excessivos,
caracteristicos da LCan e induz lesGes a nivel hepético (Rodrigues et al., 2017). Estudos
realizados, j& demonstraram uma relacdo entre a hiperplasia das células de Kuppfer e o
aumento do nivel de globulinas e diminuicdo do nivel de albumina (Giunchetti et al., 2008;
Lima et al., 2019). Como ja mencionado, o Oz quando administrado, leva a formacéao de ROS,
compostos estes que permitem a eliminacdo do parasita L. infantum. Este mecanismo, auxilia
a resposta dos macrdfagos e por essa razéo, pode ter levado ao melhor controlo do parasita
com menos necessidade de recrutamento de células de Kupffer, levando a diminuicdo do

dano hepatico que causa as alteragdes a nivel das proteinas mencionadas.

A pesquisa sobre a eficacia da ozonoterapia em doencas causadas por protozoarios,
como é o caso da leishmaniose canina, é ainda muito recente (Aghaei et al., 2019; Cabral et
al., 2020; ISCOS3, 2020). J& apresenta boas evidéncias em melhorias de sinais clinicos
cutaneos quando usada sobre forma local ou sistémica (por via retal ou AHME) (Gongalves
et al., 2020; Cabral et al., 2020), no entanto a eficacia da toma oral carece de mais pesquisa.
A escolha de administracdo por via oral em forma de cépsula, foi ponderada pela sua
facilidade de administragdo em animais, em comparacao com a utilizacdo de Oleo por gotas,
uma vez que permite uma dose certa. A realizagdo do tratamento aos animais foi feita pelos
seus tutores. Alguns destes, referiram que por vezes tiveram dificuldade na administracdo das
capsulas por inteiro e ofereceram o conteldo juntamente com comida. Raz6es como o
tamanho da cépsula em proporcdo ao animal e facilidade em aceitagcdo de medicacéo oral
pelo animal, foram apresentadas como justificacdo. A empresa produtora do produto,
aconselha a administracéo das capsulas inteiras para melhor absorcédo a nivel do estémago,
mas refere que na impossibilidade de o fazer, o produto pode ser administrado misturando-o

na racao do animal. Além disto, devido a disponibilidade dos tutores em vir a consulta com o
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animal, o tratamento programado para 30 dias era por vezes encurtado cerca de um a dois
dias, ou a repeticdo da andlise adiada entre 1 a 2 dias. Ademais, o desvio padrdo da média
de peso dos animais doentes foi de 12,5 Kg, que demonstra uma grande variacdo do peso
dos participantes. Futuramente seria interessante, a repeticdo deste estudo mas com maior
controlo sobre varidveis como o peso dos animais, a dose utilizada conforme o peso, a forma

de administracdo das capsulas e tempo de protocolo mais rigoroso.

O d6leo contido nas capsulas administradas tinha um valor de 600 IP. Segundo a
ISCO3 (2020), na utilizag&o de 6leos intra lesionalmente, na leishmaniose, devemos comecgar
por uma dose de 400 IP, aumentar para 600 IP e mais tarde para 800 IP, se for observada
uma resposta positiva a cada dose utilizada. Uma dose de 600 IP encaixaria-se numa dose
média de O3 que varia de 400 a 600 IP, a dose baixa, que varia de 200 a 400 IP e a alta que
varia de 800 a 1200 IP (ISCOS3, 2020). Doses mais reduzidas de o0zono permitem uma
modulacéo das vias Nrf2 e NF-kB, como uma resposta adaptativa, que melhora a resposta
imune do organismo (Clavo et al., 2019; ISCO3, 2020). A escolha de IP neste trabalho foi
considerada adequada a patologia, mas seria interessante a realizagdo de um estudo com
maior duracdo em que se iniciasse a terapia com um nivel de 400 IP, que fosse mais tarde
aumentado para 600, e observar a resposta do organismo a este tipo de estimulacdo mais

gradual.

Era expectavel observar um aumento do valor de PAT nos animais doentes apds a
realizacdo da suplementacdo com Os. Isto acontece porque o Os, ao formar H,O, e LOPs
guando em contacto com PUFA’s, causa a ativagdo da via Nrf2, que leva a producdo de
antioxidantes (Liu et al., 2023; Sciorsci et al., 2020; Smith et al., 2017). Uma possivel causa
para tal ndo ter acontecido pode ser o nivel de debilitacdo dos animais, que, ao invés de
estimular a produgéo de antioxidantes como resposta a administragdo de um oxidante, ndo
teve resposta ou piorou o nivel destes compostos. Outro fator que pode ter contribuido para
esta resposta é o nivel de IP do 6leo utilizado. Como j& mencionado niveis reduzidos de IP
permitem uma melhor resposta adaptativa do organismo ao Oz, 0 que leva a ponderar iniciar
tratamento com uma dose mais baixa. A reposta observada nos niveis de PAT é de importante
consideracdo uma vez que reforca a importancia da compreensdo do estado redox dos
animais previamente aos tratamentos. Isto pode ser considerado em futuros estudos para a
definicdo de critérios de exclusdo. Além disto, este facto também reforca a importancia da
instituicdo de suplementacdo com antioxidantes como vitamina D e E previamente a
ozonoterapia, para preparar o0 organismo e permitir uma reposta mais eficaz a terapia (ISCO3,
2020; Sumida & Hayashi, 2022).
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Atualmente existe pouca e discordante bibliografia disponivel sobre o intervalo de
valores de referéncia de parametros de avaliacdo de stresse oxidativo em medicina veterinaria
(Porato et al.,2023). Em 2023, uma pesquisa realizada por Porato et al., procurou completar
a informacédo existente sobre alguns destes parametros, mas néo englobou a pesquisa de
nenhum dos pardmetros avaliados nesta dissertacdo, incidindo mais sobre a avaliacdo de
antioxidantes. Um outro artigo de Sechi et al., 2015, menciona um intervalo de valores normais
de referéncia na medicina veterinaria de d-ROMs 50-90 U.CARR, 92-95 U.CARR préximo do
limiar, stresse oxidativo leve 100-120 U.CARR, stresse oxidativo 140-200 U.CARR, forte nivel
de stresse oxidativo 220-300 e >300 U.CARR. As médias de valores obtidos neste estudo
foram, para o Grupo 1 de 98 +68,89 U.CARR, para o Grupo 2, 99+24,33 U.CARR e para o
Grupo 3, 72+39,05 U.CARR. Comparando com o estudo de Sechi e colaboradores em 2015,
0s animais com leishmaniose neste estudo, tanto antes como ap6s o tratamento, tém uma
média de valores perto do valor considerado stresse oxidativo leve. Contrariamente, mas
como esperado, os animais saudaveis encontram-se dentro dos valores normais de

referéncia, considerados nesse estudo.

A realizagdo do teste ANOVA unidirecional entre os trés grupos nao revelou
alteracdes significativas de nenhum dos parametros de stresse oxidativo, apesar de estas ja
estarem descritas por varios autores como Gongalves et al.,2021, Maia & Campino, 2018 e
Pugliense et al.,, 2021. Estes resultados, bem como os resultados do teste ANOVA
unidirecional para os parametros de hemograma e bioquimicas, poderdo advir da principal
limitacdo deste estudo, um n reduzido. Um maior nimero de participantes no estudo daria

mais poder estatistico.

O estudo sobre os parametros d-ROMs, PAT e OSI redox, em veterinaria ainda é
muito reduzido. O trabalho realizado nesta dissertacdo fornece mais informacéo sobre os
mesmos. Os valores obtidos poderéo ser considerados em futuras pesquisas e possivelmente
utiizados para a definicho de valores guideline em medicina veterinaria, mais

especificamente, em caes.
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5. Conclusao

O presente estudo permitiu reforcar a informacao ja existente sobre o efeito imuno

modelador da ozonoterapia, em concreto a sua acao na leishmaniose canina.

Aqui observou-se que um protocolo de suplementacdo oral com capsulas de 6leo
ozonizado, permitiu a diminuigdo no numero de neutrdéfilos e globulinas e 0 aumento do valor

de albumina nos animais com LCan.

Em relagéo a resposta dos parametros de stresse oxidativo a este protocolo, o estudo
refor¢ca a importancia da sua avaliagdo previamente a instituicdo da suplementagdo com Os,
demonstrando que os animais com desequilibro redox, podem nédo estar preparados para

receber este tratamento, sem um equilibrio prévio desse estado redox com antioxidantes.

Ademais, o estudo fornece sugestdes a industria sobre o desenvolvimento de
suplementos de O; adaptados a medicina veterinaria, nomeadamente as diferentes espécies

e portes de animais.

Este trabalho permite ainda um maior conhecimento sobre os valores dos
parametros de stresse oxidativo em cées, nomeadamente dos d-ROMs, PAT e OSI redox,
fornecendo a comunidade cientifica veterinaria dados para a criacdo de intervalos de

referéncia de valores em caes.

E importante ressaltar que uma maior amostra de estudo, representa resultados
potencialmente mais esclarecedores e evidentes, e que por essa razao € incentivada a

realizacdo de estudos neste sentido.

A ozonoterapia volta a mostrar ser uma terapia adjuvante com potencial no combate
a doencas, em especifico a leishmaniose canina. O seu potencial de reforco de resposta
imune, o ndo desenvolvimento de resisténcias a esta terapia e as inumeras formas de

administracdo, tornam-na uma importante vertente a considerar na medicina veterinaria.

48



6. Referéncias Bibliogréficas

Aviso n.° 10663/2024/2 (2024) Diario da Republica n.° 96/2024, Série |l de 2024-05-17.
https://diariodarepublica.pt/dr/detalhe/aviso/10663-2024-865171166

Aghaei, M., Aghaei, S., Sokhanvari, F., Ansari, N., Hosseini, S. M., Mohaghegh, M. A, &
Hejazi, S. H. (2019). The therapeutic effect of ozonated olive oil plus glucantime on human
cutaneous leishmaniasis. Iranian journal of basic medical sciences, 22(1), 25-30.
https://doi.org/10.22038/ijbms.2018.29232.7064

Alishvandi, M., Bahrami, S., Rashidi, S., & Hatam, G. (2024). Isoenzyme characterization of
Leishmania infantum toward checking the antioxidant activity of superoxide dismutase and
glutathione peroxidase. BMC infectious diseases, 24(1), 208. https://doi.org/10.1186/s12879-
024-09069-7

Almeida, M., Maia, C., Cristévao, J. M., Morgado, C., Barbosa, I., Ibars, R. F., Campino, L.,
Gongalves, L., & Cortes, S. (2022). Seroprevalence and Risk Factors Associated

with Leishmania Infection in Dogs from Portugal. Microorganisms, 10(11), 2262.
https://doi.org/10.3390/microorganisms10112262

Amaro, F., Vilares, A., Martins, S., Reis, T., Osoério, H. C., Alves, M. J., & Gargaté, M. J.
(2023). Co-Circulation of Leishmania Parasites and Phleboviruses in a Population of Sand
Flies Collected in the South of Portugal. Tropical medicine and infectious disease, 9(1), 3.
https://doi.org/10.3390/tropicalmed9010003

Baneth, G., & Solano-Gallego, L. (2022). Leishmaniasis. The Veterinary clinics of North
America. Small animal practice, 52(6), 1359-1375.
https://doi.org/10.1016/j.cvsm.2022.06.012

Bastos, D. S. S, Silva, A. C., Novaes, R. D., Souza, A. C. F., Santos, E. C., Gongalves, R.
V., & Marques-Da-Silva, E. A. (2022). Could combination chemotherapy be more effective
than monotherapy in the treatment of visceral leishmaniasis? A systematic review of
preclinical evidence. Parasitology, 1-14. Advance online publication.
https://doi.org/10.1017/S0031182022000142

Cabral, F. V., Pelegrino, M. T., Seabra, A. B., & Ribeiro, M. S. (2021). Nitric-oxide releasing
chitosan nanoparticles towards effective treatment of cutaneous leishmaniasis. Nitric oxide :
biology and chemistry, 113-114, 31-38. https://doi.org/10.1016/j.niox.2021.04.008

Cabral, I. L., Utzig, S. L., Banhuk, F. W., Staffen, I. V., Loth, E. A., de Amorim, J. P. A,,
Negretti, F., Gandra, R. F., Ayala, T. S., & Menolli, R. A. (2020). Aqueous ozone therapy

improves the standard treatment of leishmaniasis lesions in animals leading to local and

49


https://diariodarepublica.pt/dr/detalhe/aviso/10663-2024-865171166
https://doi.org/10.22038/ijbms.2018.29232.7064
https://doi.org/10.1186/s12879-024-09069-7
https://doi.org/10.1186/s12879-024-09069-7
https://doi.org/10.3390/microorganisms10112262
https://doi.org/10.3390/tropicalmed9010003
https://doi.org/10.1016/j.cvsm.2022.06.012
https://doi.org/10.1017/S0031182022000142
https://doi.org/10.1016/j.niox.2021.04.008

systemic alterations. Parasitology research, 119(12), 4243-4253.
https://doi.org/10.1007/s00436-020-06925-8

Cacheiro-Llaguno, C., Parody, N., Escutia, M. R., & Carnés, J. (2021). Role of Circulating
Immune Complexes in the Pathogenesis of Canine Leishmaniasis: New Players in Vaccine
Development. Microorganisms, 9(4), 712. https://doi.org/10.3390/microorganisms9040712

Candellone, A., Gianella, P., Ceccarelli, L., Raviri, G., Badino, P., Roncone, S., Kooistra, H.
S., & Meineri, G. (2019). Redox unbalance in the hyperthyroid cat: a comparison with healthy
and non-thyroidal diseased cats. BMC veterinary research, 15(1), 136.
https://doi.org/10.1186/s12917-019-1896-7

Cavalera, M. A., Gernone, F., Uva, A., D'lppolito, P., Roura, X., Paltrinieri, S., & Zatelli, A.
(2021). Effect of domperidone (leisguard®) on antibody titers, inflammatory markers and
creatinine in dogs with leishmaniosis and chronic kidney disease. Parasites & vectors, 14(1),
525. https://doi.org/10.1186/s13071-021-05030-8

Cenci, A., Macchia, I., La Sorsa, V., Sbarigia, C., Di Donna, V., & Pietraforte, D. (2022).
Mechanisms of Action of Ozone Therapy in Emerging Viral Diseases: Immunomodulatory
Effects and Therapeutic Advantages With Reference to SARS-CoV-2. Frontiers in
microbiology, 13, 871645. https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.871645

Centers for Disease Control and Prevention (2017, Dezembro, 14) Leishmaniasis. Centers

for Disease Control and Prevention. https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html

Clavo, B., Rodriguez-Esparragon, F., Rodriguez-Abreu, D., Martinez-Sanchez, G., Llontop,
P., Aguiar-Bujanda, D., Fernandez-Pérez, L., & Santana-Rodriguez, N. (2019). Modulation of
Oxidative Stress by Ozone Therapy in the Prevention and Treatment of Chemotherapy-
Induced Toxicity: Review and Prospects. Antioxidants (Basel, Switzerland), 8(12), 588.
https://doi.org/10.3390/antiox8120588

E. Green C. (2012) Infectious Diseases of the Dog and Cat (4th ed.) pp.734-748. Elsevier

European Centre for Disease Prevention and Control (2020, Junho,15). Phlebotomine sand
flies - Factsheet for experts. European Centre for Disease Prevention and Control.

https://www.ecdc.europa.eu/en/disease-vectors/facts/phlebotomine-sand-flies

Fernandez, J., Del Valle Fernandez, I., Villar, C. J., & Lomb¢, F. (2021). Combined laser and
ozone therapy for onychomycosis in an in vitro and ex vivo model. PloS one, 16(6),
€0253979. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253979

50


https://doi.org/10.1007/s00436-020-06925-8
https://doi.org/10.3390/microorganisms9040712
https://doi.org/10.1186/s12917-019-1896-7
https://doi.org/10.1186/s13071-021-05030-8
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.871645
https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html
https://doi.org/10.3390/antiox8120588
https://www.ecdc.europa.eu/en/disease-vectors/facts/phlebotomine-sand-flies
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0253979

Floare, A. D., Dumitrescu, R., Alexa, V. T., Balean, O., Szuhanek, C., Obistioiu, D., Cocan, I.,
Neacsu, A. G., Popescu, |., Fratila, A. D., & Galuscan, A. (2023). Enhancing the
Antimicrobial Effect of Ozone with Mentha piperita Essential Oil. Molecules (Basel,
Switzerland), 28(5), 2032. https://doi.org/10.3390/molecules28052032

Garcia-Castro, A., Egui, A., Thomas, M. C., & Lopez, M. C. (2022). Humoral and Cellular
Immune Response in Asymptomatic Dogs with Visceral Leishmaniasis: A
Review. Vaccines, 10(6), 947. https://doi.org/10.3390/vaccines10060947

Giunchetti, R. C., Mayrink, W., Carneiro, C. M., Corréa-Oliveira, R., Martins-Filho, O.
A., Marques, M. J., Tafuri, W. L., & Reis, A. B. (2008). Histopathological and
immunohistochemical investigations of the hepatic compartment associated with parasitism
and serum biochemical changes in canine visceral leishmaniasis. Research in veterinary
science, 84(2), 269-277. https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2007.04.020

Gizzarelli, M., Foglia Manzillo, V., Inglese, A., Montagnaro, S., & Oliva, G. (2023).
Retrospective Long-Term Evaluation of Miltefosine-Allopurinol Treatment in Canine
Leishmaniosis. Pathogens (Basel, Switzerland), 12(7), 864.
https://doi.org/10.3390/pathogens12070864

Gongalves B., Castro L., Pinto H. & Filho M. (2020) Adjuvant therapy using ozonated saline
in a dog with persistent thrombocytopenia - case report. Research Society and Development,
9(9) https://doi.org/10.33448/rsd-v9i9.7234

Goncalves, A. A. M., Leite, J. C., Resende, L. A., Mariano, R. M. D. S., Silveira, P., Melo-
Junior, O. A. O, Ribeiro, H. S., de Oliveira, D. S., Soares, D. F., Santos, T. A. P., Marques,
A. F., Galdino, A. S., Martins-Filho, O. A., Dutra, W. O., da Silveira-Lemaos, D., & Giunchetti,
R. C. (2019). An Overview of Immunotherapeutic Approaches Against Canine Visceral
Leishmaniasis: What Has Been Tested on Dogs and a New Perspective on Improving
Treatment Efficacy. Frontiers in cellular and infection microbiology, 9, 427.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2019.00427

Gongalves, J. O. S, Paiva, P. de O., & Oliveira, L. B. G. de. (2020). Uso da ozonioterapia
como auxiliar no tratamento de c&o portador de leishmaniose: Relato de caso. Pubvet, 14(1).
https://doi.org/10.31533/pubvet.v14n1a495.1-4

Gongalves, R., de Pinho, F. A, Dinis-Oliveira, R. J., Mendes, M. O., de Andrade, T. S., da
Silva Solca, M., Larangeira, D. F., Silvestre, R., & Barrouin-Melo, S. M. (2021). Nutritional
adjuvants with antioxidant properties in the treatment of canine leishmaniasis. Veterinary
parasitology, 298. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2021.109526

51


https://doi.org/10.3390/molecules28052032
https://doi.org/10.3390/vaccines10060947
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2007.04.020
https://doi.org/10.3390/pathogens12070864
https://doi.org/10.33448/rsd-v9i9.7234
https://doi.org/10.3389/fcimb.2019.00427
https://doi.org/10.31533/pubvet.v14n1a495.1-4
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2021.109526

International Scientifc Committee of Ozone Therapy (2020). Declaracdo de Madrid na

Ozonoterapia, (3rd ed.) Disponivel em www.isco3.0rg.

Ivanescu, L., Andronic, B. L., Grigore-Hristodorescu, S., Martinescu, G. V., Mindru, R., &
Miron, L. (2023). The immune response in canine and human leishmaniasis and how this
influences the diagnosis- a review and assessment of recent research. Frontiers in cellular
and infection microbiology, 13, 1326521. https://doi.org/10.3389/fcimb.2023.1326521

Kozat S. & Okman N. E. (2019) Has Ozone Therapy a Future in Veterinary Medicine. Journal
of Animal Husbandry and Dairy Science, 3 (3) ISBN: 2637-5354

Kumari, P., Mamud, A., & Jha, A. N. (2023). Review on the Drug Intolerance and Vaccine
Development for the Leishmaniasis. Current drug targets, 24(13), 1023—-1031.
https://doi.org/10.2174/0113894501254585230927100440

Lima, I. S., Solca, M. S., Tafuri, W. L., de Freitas, L. A. R., & Dos-Santos, W. L. C.
(2019). Assessment of histological liver alterations in dogs naturally infected with Leishmania
infantum. Parasites & vectors, 12(1), 487. https://doi.org/10.1186/s13071-019-3723-1

Liu, L., Zeng, L., Gao, L., Zeng, J., & Lu, J. (2023). Ozone therapy for skin diseases: Cellular
and molecular mechanisms. International wound journal, 20(6), 2376-2385.
https://doi.org/10.1111/iwj.14060

Maia, C., & Campino, L. (2018). Biomarkers Associated With Leishmania infantum Exposure,
Infection, and Disease in Dogs. Frontiers in cellular and infection microbiology, 8, 302.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2018.00302

Morales-Yuste, M., Martin-Sanchez, J., & Corpas-Lopez, V. (2022). Canine Leishmaniasis:
Update on Epidemiology, Diagnosis, Treatment, and Prevention. Veterinary sciences, 9(8),
387. https://doi.org/10.3390/vetsci9080387

Moureu, S., Violleau, F., Ali Haimoud-Lekhal, D., & Calmon, A. (2015). Ozonation of
sunflower oils: impact of experimental conditions on the composition and the antibacterial
activity of ozonized oils. Chemistry and physics of lipids, 186, 79-85.
https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2015.01.004

Nogales, C. G., Ferrari, P. H., Kantorovich, E. O., & Lage-Marques, J. L. (2008). Ozone
therapy in medicine and dentistry. The journal of contemporary dental practice, 9(4), 75-84.
http://dx.doi.org/10.5005/jcdp-9-4-75

52


http://www.isco3.org/
https://doi.org/10.3389/fcimb.2023.1326521
https://doi.org/10.2174/0113894501254585230927100440
https://doi.org/10.1186/s13071-019-3723-1
https://doi.org/10.1111/iwj.14060
https://doi.org/10.3389/fcimb.2018.00302
https://doi.org/10.3390/vetsci9080387
https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2015.01.004
http://dx.doi.org/10.5005/jcdp-9-4-75

Noli, C., & Saridomichelakis, M. N. (2014). An update on the diagnosis and treatment of
canine leishmaniosis caused by Leishmania infantum (syn. L. chagasi). Veterinary journal
(London, England : 1997), 202(3), 425—-435. https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2014.09.00

Orlandin, J. R., Machado, L. C., Ambrésio, C. E., & Travagli, V. (2021). Ozone and its
derivatives in veterinary medicine: A careful appraisal. Veterinary and animal science, 13,
100191. https://doi.org/10.1016/j.vas.2021.100191

Oros, N. V., Repciuc, C., Ober, C., Pestean, C., Mircean, M. V., & Oana, L. |. (2023). Clinical
Evaluation of Medical Ozone Use in Domestic Feline Cutaneous Wounds-A Short Case
Series. Animals : an open access journal from MDPI, 13(17), 2796.
https://doi.org/10.3390/ani13172796

Otomaru, K., Oishi, S., Fujimura, Y., lwamoto, Y., Nagai, K., & ljiri, M. (2020). Effects of
Vitamin C Supplementation on The Blood Oxidative Stress and Antibody Titre

Against Histophilus Somni Vaccination in Calves. Journal of veterinary research, 65(1), 73—
78. https://doi.org/10.2478/jvetres-2021-0002

Paltrinieri, S., Gradoni, L., Roura, X., Zatelli, A., & Zini, E. (2016). Laboratory tests for
diagnosing and monitoring canine leishmaniasis. Veterinary clinical pathology, 45(4), 552—
578. https://doi.org/10.1111/vcp.12413

Parody, N., Cacheiro-Llaguno, C., Osuna, C., Renshaw-Calderén, A., Alonso, C., & Carnés,
J. (2019). Circulating immune complexes levels correlate with the progression of canine
leishmaniosis in naturally infected dogs. Veterinary parasitology, 274, 108921.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2019.108921

Passero, L. F. D., Cruz, L. A., Santos-Gomes, G., Rodrigues, E., Laurenti, M. D., & Lago, J.
H. G. (2018). Conventional Versus Natural Alternative Treatments for Leishmaniasis: A
Review. Current topics in medicinal chemistry, 18(15), 1275-1286.
https://doi.org/10.2174/1568026618666181002114448

Pires, H., Martins, M., Matos, A. C., Cardoso, L., Monteiro, F., Roque, N., Nunes, T.,
Gottstein, B., & Cortes, H. (2019). Geospatial analysis applied to seroepidemiological survey
of canine leishmaniosis in east-central Portugal. Veterinary parasitology, 274, 108930.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2019.108930

Porato, M., Noél, S., Pincemail, J., Albert, A., Cheramy-Bien, J. P., Le Goff, C., & Hamaide,

A. (2023). Selected biomarkers of oxidative stress in healthy Beagle dogs: A preliminary

53


https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2014.09.00
https://doi.org/10.1016/j.vas.2021.100191
https://doi.org/10.3390/ani13172796
https://doi.org/10.2478/jvetres-2021-0002
https://doi.org/10.1111/vcp.12413
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2019.108921
https://doi.org/10.2174/1568026618666181002114448
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2019.108930

study. Frontiers in veterinary science, 10, 1063216.
https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1063216

Priolo, V., Martinez-Orellana, P., Pennisi, M. G., Raya-Bermudez, A. I., Jurado-Tarifa, E.,
Masucci, M., Donato, G., Bruno, F., Castelli, G., & Solano-Gallego, L. (2022). Leishmania
infantum Specific Humoral and Cellular Immune Responses in Cats and Dogs: A
Comparative Cross-Sectional Study. Veterinary sciences, 9(9), 482.
https://doi.org/10.3390/vetsci9090482

Pugliese, M., Sfacteria, A., Oliva, G., Falcone, A., Gizzarelli, M., & Passantino, A. (2021).
Clinical Significance of ROMs, OXY, SHp and HMGB-1 in Canine Leishmaniosis. Animals :
an open access journal from MDPI, 11(3), 754. https://doi.org/10.3390/ani11030754

Ready P. D. (2010). Leishmaniasis emergence in Europe. Euro surveillance : bulletin
Europeen sur les maladies transmissibles = European communicable disease
bulletin, 15(10)

Rodrigues, A., Santos-Mateus, D., Alexandre-Pires, G., Valério-Bolas, A., Rafael-
Fernandes, M., Pereira, M. A., Ligeiro, D., de Jesus, J., Alves-Azevedo, R., Lopes-Ventura,
S., Santos, M., Tomas, A. M., Pereira da Fonseca, |., & Santos-Gomes, G. (2017). Leishmania
infantum exerts immunomodulation in canine Kupffer cells reverted by meglumine
antimoniate. Comparative immunology, microbiology and infectious diseases, 55, 42-52.
https://doi.org/10.1016/j.cimid.2017.09.004

Santos, M. F., Alexandre-Pires, G., Pereira, M. A., Marques, C. S., Gomes, J., Correia, J.,
Duarte, A., Gomes, L., Rodrigues, A. V., Basso, A., Reisinho, A., Meireles, J., Santos-
Mateus, D., Brito, M. T. V., Tavares, L., Santos-Gomes, G. M., & da Fonseca, I. P. (2019).
Meglumine Antimoniate and Miltefosine Combined With Allopurinol Sustain Pro-inflammatory
Immune Environments During Canine Leishmaniosis Treatment. Frontiers in veterinary
science, 6, 362. https://doi.org/10.3389/fvets.2019.00362

Sciorsci, R. L., Lillo, E., Occhiogrosso, L., & Rizzo, A. (2020). Ozone therapy in veterinary
medicine: A review. Research in veterinary science, 130, 240-246.
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.03.026

Sechi, S., Chiavolelli, F., Spissu, N., Di Cerbo, A., Canello, S., Guidetti, G., Fiore, F., &
Cocco, R. (2015). An Antioxidant Dietary Supplement Improves Brain-Derived Neurotrophic
Factor Levels in Serum of Aged Dogs: Preliminary Results. Journal of veterinary medicine,
2015, 412501. https://doi.org/10.1155/2015/412501

54


https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1063216
https://doi.org/10.3390/vetsci9090482
https://doi.org/10.3390/ani11030754
https://doi.org/10.1016/j.cimid.2017.09.004
https://doi.org/10.3389/fvets.2019.00362
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.03.026
https://doi.org/10.1155/2015/412501

Sechi, S., Fiore, F., Chiavolelli, F., Dimauro, C., Nudda, A., & Cocco, R. (2017). Oxidative
stress and food supplementation with antioxidants in therapy dogs. Canadian journal of

veterinary research = Revue canadienne de recherche veterinaire, 81(3), 206—-216.

Serafim, T. D., Iniguez, E., & Oliveira, F. (2020). Leishmania infantum. Trends in
parasitology, 36(1), 80-81. https://doi.org/10.1016/].pt.2019.10.006

Serra, M. E. G., Baeza-Noci, J., Mendes Abdala, C. V., Luvisotto, M. M., Bertol, C. D., &
Anzolin, A. P. (2023). The role of ozone treatment as integrative medicine. An evidence and
gap map. Frontiers in public health, 10, 1112296.
https://doi.org/10.3389/fpubh.2022.1112296

Smith, N. L., Wilson, A. L., Gandhi, J., Vatsia, S., & Khan, S. A. (2017). Ozone therapy: an
overview of pharmacodynamics, current research, and clinical utility. Medical gas
research, 7(3), 212-219. https://doi.org/10.4103/2045-9912.215752

Solano-Gallego, L., Cardoso, L., Pennisi, M. G., Petersen, C., Bourdeau, P., Oliva, G., Miré,
G., Ferrer, L., & Baneth, G. (2017). Diagnostic Challenges in the Era of Canine Leishmania
infantum Vaccines. Trends in parasitology, 33(9), 706—717.
https://doi.org/10.1016/j.pt.2017.06.004

Solano-Gallego, L., Mir6, G., Koutinas, A., Cardoso, L., Pennisi, M. G., Ferrer, L., Bourdeau,
P., Oliva, G., Baneth, G., & The LeishVet Group (2011). LeishVet guidelines for the practical
management of canine leishmaniosis. Parasites & vectors, 4, 86.
https://doi.org/10.1186/1756-3305-4-86

Sumida J. & Hayashi A. (2022) Ozone therapy in veterinary medicine: clinical indications and
techniques. Acta Veterinaria Brasilica 16 (4) https://doi.org/10.21708/avb.2022.16.4.10330

Toepp, A. J., & Petersen, C. A. (2020). The balancing act: Immunology of
leishmaniosis. Research in veterinary science, 130, 19-25.
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.02.004

Torres, M.; Pastor, J.; Roura, X.; Tabar, M. D.; Espada, Y.; Font, A.; Balasch, J.; Planellas,
M. . (2016). Adverse urinary effects of allopurinol in dogs with leishmaniasis. Journal of Small
Animal Practice, 57(6), 299-304. https://doi.org/10.1111/jsap.12484

Van Bockstal, L., Bulté, D., Hendrickx, S., Sadlova, J., Volf, P., Maes, L., & Caljon, G. (2020).
Impact of clinically acquired miltefosine resistance by Leishmania infantum on mouse and
sand fly infection. International journal for parasitology. Drugs and drug resistance, 13, 16—
21. https://doi.org/10.1016/}.ijpddr.2020.04.004

55


https://doi.org/10.1016/j.pt.2019.10.006
https://doi.org/10.3389/fpubh.2022.1112296
https://doi.org/10.4103/2045-9912.215752
https://doi.org/10.1016/j.pt.2017.06.004
https://doi.org/10.1186/1756-3305-4-86
https://doi.org/10.21708/avb.2022.16.4.10330
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.02.004
https://doi.org/10.1111/jsap.12484
https://doi.org/10.1016/j.ijpddr.2020.04.004

Varol, K., Kog, A. N., Cakir Bayram, L., Arda, H., Keles, I., Unlii, M., Giines, V., Ekinci, G.,
Karaca Bekdik, I., & Atalay, M. A. (2022). Studies on the Effectiveness of Ozone Therapy on
the Treatment of Experimentally Induced Keratitis with Candida albicans in

Rabbits. Seminars in ophthalmology, 37(2), 253-264.
https://doi.org/10.1080/08820538.2021.1995006

Viebahn-Haensler, R., & Le6n Ferndndez, O. S. (2021). Ozone in Medicine. The Low-Dose
Ozone Concept and Its Basic Biochemical Mechanisms of Action in Chronic Inflammatory
Diseases. International journal of molecular sciences, 22(15), 7890.
https://doi.org/10.3390/ijms22157890

World Health Organization (2023, Janeiro, 12) Leishmaniasis. World Health Organization
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis

World Organization for Animal Health (2021) Leishmaniasis. WOAH Terrestrial Manual.
https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/3.01.11 LEISHMANIOSI

S.pdf

Yasur-Landau, D., Jaffe, C. L., David, L., & Baneth, G. (2016). Allopurinol Resistance in
Leishmania infantum from Dogs with Disease Relapse. PLoS neglected tropical
diseases, 10(1), e0004341. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004341

Yasur-Landau, D., Jaffe, C. L., Doron-Faigenboim, A., David, L., & Baneth, G. (2017).
Induction of allopurinol resistance in Leishmania infantum isolated from dogs. PLoS
neglected tropical diseases, 11(9), e0005910. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005910

56


https://doi.org/10.1080/08820538.2021.1995006
https://doi.org/10.3390/ijms22157890
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis
https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.11_LEISHMANIOSIS.pdf
https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.01.11_LEISHMANIOSIS.pdf
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0004341
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005910

Apéndice A

Tabela Al- Tabela resumo dos valores de hemograma do grupo 1.

Animal Hematdcrito |Eritrdcitos|Hemoglobina| VCM CHCM RDW Plaquetas| Leucécitos NeutrofilogLinfocitos| Eosindfilos | Mondcitos | Basofilos
1 44,6 6,93 15,6 64,4 35 12,5 168 7,89 5,62 1,4 0,44 0,42 0,01
2 39,9 6,06 13,5 65,8 33,8 13,6 201 9,37 6,04 2,25 0,44 0.63 0.01
3 40,9 13,7 13,7 59,6 33,5 21,9 179 8,17 5,66 1 0,99 0,3 0,02
4 50,4 8 17,2 63 34,1 14,3 380 5,73 3,6 1,09 0,59 0,45 0
5 52,4 8,2 17,5 63,9 33,4 16,3 208 9,11 6,61 1,49 0,39 0,62 0
6 46,9 7,34 16 63,9 34,1 14,3 273 12,91 10,32 1,46 0,49 0,64 0
8 53,6 8,02 18,6 66,8 34,7 15,7 187 7,71 5,5 1,2 0,87 0,14 0
10 35,8 5,38 13,2 66,5 36,9 13,4 255 11,3 7,97 1,38 1,46 0,49 0,03
11 37,1 5,34 12,1 69,5 32,6 13,8 604 14,09 11,03 1,77 1,15 0,12 0,01

Tabela A2- Tabela resumo dos valores de hemograma do grupo 2.

Animal Hematdcrito |Eritrécitos|Hemoglobina| VCM CHCM RDW Plaquetas| Leucdcitos NeutrofilogLinfocitos| Eosindfilos | Mondcitos | Basofilos
1 41,8 6,47 14,8 64,6 35,4 12 93 8,58 6,14 1,54 0,36 0,53 0,01
2 40,1 5,96 14,1 67,3 35,2 12,1 252 8,81 4,76 3 0,53 0,51 0,01
3 39,4 6,05 14,1 65,1 35,8 13,6 263 8,81 4,96 2,2 13 0,34 0,01
4 45,7 7,38 16,3 61,9 35,7 16,3 345 6,9 4,81 1,14 0,61 0,34 0
5 54,1 8,56 19,1 63,2 35,3 17,1 214 8,66 5,8 1,76 0,4 0,7 0,01
6 44,8 7 15,5 64 34,6 13,5 257 8,89 7,13 1,21 0,16 0,38 0,01
8 50,8 7,59 18,1 66,9 35,6 13,2 347 7,35 5,44 0,92 0,13 0,85 0,01
10 36,4 5,51 12,7 66,1 34,9 12,5 264 9,37 6,65 0,92 0,48 1,31 0,01
11 42,3 6,38 15,2 66,3 35,9 15,9 351 9,94 6,13 3,04 0,1 0,66 0,01

Tabela A3- Tabela resumo dos valores de hemograma do grupo 3.

Animal Hematdcrito |Eritrécitos|Hemoglobina| VCM CHCM RDW Plaquetas| Leucdcitos NeutrofilogLinfocitos| Eosinéfilos | Mondcitos | Basdfilos
12 49,8 7,13 17,7 69,8 35,5 11,9 215 9,51 6,11 2,35 0,56 0,48 0,01
13 58,7 8,61 20,8 68,2 24,2 14,2 39 7,62 5,55 1,31 0,47 0,29 0
14 41,4 14,3 14,3 60 34,5 16,1 337 11,52 7,84 2,32 0,63 0,72 0,01
15 48,3 7,18 16,7 67,3 34,6 17,2 236 8,72 7,13 1,11 0 0,47 0,01

Tabela A4- Tabela resumo dos valores de bioquimicas do grupo 1.
Animal PT Globulinas Crea Ureia Glucose ALT Albumina

1 6,91 4,06 0,86 26,6 92 30,8 2,9

2 6,14 3,76 1,23 78,1 105 27,9 2,4

3 9,44 6,53 0,74 19,8 104 131,6 2,91

4 6,87 3,84 0,95 19,2 81,3 52,7 3,03

5 6,28 2,99 1,67 19,8 92,2 39,6 3,29

6 7,17 4,38 0,91 14,4 83,3 51 2,79

8 6,97 3,84 0,52 25,8 74,5 62,4 3,13

10 6,31 2,77 0,71 5,3 103,6 199 3,54

11 7,23 4,53 0,73 28,6 82,7 57,5 2,7

Tabela A5- Tabela resumo dos valores de bioquimicas do grupo 2.
Animal PT Globulinas Crea Ureia Glucose ALT Albumina

1 6,84 3,83 0,58 19,8 95,8 31,6 3,01

2 5,07 2,64 0,73 44,2 99,1 34,8 2,43

3 8,49 4,94 1,11 21,5 101,5 95,1 3,55

4 7,28 3,87 0,98 219 92,8 41,4 3,41

5 6,81 3,08 1,06 18,4 98,8 41,4 3,73

6 7,6 4,8 0,82 12,3 92,4 22 2,8

8 6,35 2,89 0,46 21,6 86,1 41,4 3,46

10 6,36 2,78 1,04 239 92,3 62,7 3,58

11 6,39 3,21 0,83 30,3 89,8 66,6 3,18

Tabela A6- Tabela resumo dos valores de bioguimicas do grupo 3.

Animal PT Globulinas Crea Ureia Glucose ALT Albumina
12 6,57 3,31 1,04 8,3 134,6 212,8 3,26
13 6,29 2,71 0,93 16,9 95,9 37,3 3,58
14 6,14 2,72 0,79 12,5 101,1 34,5 3,42
15 6,21 3,09 0,51 15,4 82,7 124,7 3,12




Apéndice B

Tabela B1- Tabela de resultados do teste Anova unidirecional para o exame de hemograma, entre os
trés grupos de estudo. Considerado o valor de p com significancia p<0,05.

Paramétro de Hemograma ANOVA unidirecional
Hematocrito 0,3316
Eritrocitos 0,1869
Hemoglobina 0,2939
VCM 0,6556
CHCM 0,1092
RDW 0,1559
Plaguetas 0,6264
Leucocitos 0,5339
Neutrofilos 0,3499
Linfocitos 0,5593
Eosinéfilos 0,1535
Monécitos 0,3887
Basofilos 0,9480

Tabela B2 - Tabela de resultados do teste Anova unidirecional para o exame de bioquimicas, entre os
trés grupos de estudo. Considerado o valor de p com significancia p<0,05.

Paramétro Bioquimico ANOVA unidirecional
PT 0,4111
Globulinas 0,1359
Creatinina 0,7647
Ureia 0,3538
Glicose 0,2339
ALT 0,2387
Albumina 0,1559

Tabela B3- Tabela de resultados do teste Anova unidirecional para o exame de stress oxidativo, entre os
trés grupos de estudo. Considerado o valor de p com significancia p<0,05.

Anédlise stresse oxidativo ANOVA unidirecional
d-ROMs 0,3261
PAT test 0,3262

OSl redox 0,2424




Apéndice C

Tabela C1- Tabela de resultados dos testes de stresse oxidativo dos animais do Grupo 1.

Animal d-ROMs PAT test OSI redox
U CARR U COR

1 35 3074 137
2 49 2488 129
3 155 3534 73
4 186 3658 59
5 104 2892 97
6 239 3160 24
7 96 2842 102
8 48 2349 131
9 98 3160 102

Tabela C2- Tabela de resultados dos testes de stresse oxidativo dos animais do Grupo 2.

Animal d-ROMs PAT test OSl redox
1 82 2852 110

2 66 2542 119

3 97 3225 102

4 121 2749 88

5 99 2716 100

6 150 3007 71

7 115 2784 92

8 118 2749 90

9 99 2784 100

Tabela C3- Tabela de resultados dos testes de stresse oxidativo dos animais do Grupo 3.

Animal d-ROMs PAT test OSl redox
1 108 1971 106
2 61 2646 122
3 16 2751 148
4 83 3352 111




Anexo A

Tabela A1 — Tabela de estadiamento de Leishmaniose Canina ( Solano-Gallego et al.,

2011).

Clinical
stages

Serology *

Clinical signs

Laboratory findings

Therapy

Prognosis

Stage |
Mild
disease

Megative to
low positive
antibody
levels

Dags with mild clinical signs such
as peripheral lymphadencmegaly,
or papular dermatitis

Usually no dlinicopathological
abnormalities observed

Normal renal profile: creatinine <
1.4 mg/dl; non-proteinuric:
UPC < 05

Scientific neglect/allopurinol or
meglumine antimoniate or
miltefosine/allopurinal +
meglumine antimoniate or
allopurinel + miltefosine™*

Good

Stage |l
Moderate
disease

Low to high
positive
antibody
levels

Dogs, which apart from the signs
listed in stage |, may present:
diffuse or symmetrical cutaneous
lesions such as exfoliative
dermatitis/onychogryphosis,
ulcerations (planum nasale,
footpads, bony prominences,
mucocutaneous junctions),
anorexia, weight loss, fever, and
epistaxis

Clinicopathological abnormalities
such as mild non-regenerative
anemia, hyperglobulinemia,
hypoalbuminemia, serum
hyperviscosity syndrome
Substages

a) Normal renal profile:
creatinine < 1.4 mg/dl; non-
proteinuricc UPC < 05

b) Creatinine <1.4 mg/dl;
UPC = 05-1

Allopurinol + meglumine
antimoniate or allopurinol+
miltefosine

Good to
guarded

Stage IlI
Severe
disease

Medium to
high positive
antibody
levels

Dogs, which apart from the signs
listed in stages | and Il, may
present signs originating from
immune-complex lesions: vasculitis,
arthritis, uveitis and
glomerulonephritis.

Clinicopathological abnormalities
listed in stage Il
Chronic kidney disease (CKD) RIS
stage | with UPC > 1 or stage |l
(creatinine 1.4-2 mg/dl) [79]

Allopurinol + meglumine
antimoniate or allopurinol +
miltefosine

Follow IRIS guidelines for CKD
[B0]

Guarded
to poor

Stage IV
Very
severe
disease

Mediumn to
high positive
antibody
levels

Dogs with clinical signs listed in
stage lll. Pulmaonary
thromboembolism, or nephrotic
syndrome and end stage renal
disease

Clinicopathological abnormalities
listed in stage Il
CKD IRIS stage lll (creatinine 2-5
mg/dl) and stage IV (creatinine >
5 ma/dl) [79] Nephrotic
syndrome: marked proteinuria
UPC > 5

Allopurinol (alone)

Follow IRIS guidelines for CKD
[80]

Poor

*Dogs with negative to medium positive antibody levels should be confirmed as infected by other diagnostic techniques such as cytology, histology,
immunehistochemistry or PCR. High levels of antibodies, defined as a 3-4 fold elevation above the cut off level of a well

ished reference lab

y, are

conclusive of a diagnosis of CanL. **Dogs in stage | (mild disease) are likely to require less prolonged treatment with one or two combined drugs or altemnatively
monitoring with no treatment. However, there is limited information on dogs in this stage and, therefore, treatment options remain to be defined.



Anexo B

d-ROMSs fast test:

1. Once the centrifugation is completed, collect 10 pl of R3 reagent (with white pipette) and pour
it into the small cuvette containing the reagent liquid R2 of the d-ROMs test fast.

2. Callect 10 pL of plasma (with white pipette] from the micravette with the provided pipette plus
a new provided pipette-tip and pour it into the small cuvette containing the reagent liquid R2
of the d-ROMs test. Mix by inversion for about 15 seconds. Please care to insert well the tip
into the pipette.

3. Open the lid of the d-ROMs cuvette containing the condensed R1 reagent and remove the
security ring from the cuvette. Pour the liguid of the R2 reagent, which you just prepared, into
the cuvette containing the condensed R1 reagent. (The condemsed reagent R1 sometimes
appear as a very small drop at the bottom of the cuvette and sometimes it condenses in such
small droplets which are not visible with naked eye and so the cuvette may appear empty, but
it contains in any case the R1 reagent).

4. Close the lid of the cuvette and mix by inversion for at least 10 seconds. Please take care to mix
by inversian for at least 10 seconds. Avoid foaming.

5. Inmsert the cuvette in the reading cell making sure that the ribbed sides are oriented according
to the instructions reported and in accordance to the label over the reading cell of the
instrument. Make sure also that the cuvette is pushed untill the bottom of the reading cell.
Wait for the result of the test.

PAT test:

1. Take the cuvette contaning the reagent R1 of the PAT remove the security ring from the
cuvette and add add 40 pL of reagent R2 from the litthe bottle using the green light pipette.
Close the cuvette with its lid and mix by inversion for 10 seconds.

2. Insert the cuvette into the reading cell |....as above....making sure that the ribbed sides are
oriented according to the instructions reported and in accordance to the label over the reading
cell of the instrument. Make sure also that the cuvette is pushed till the bottom of the reading
cell). Wait for the first reading.

3. Remove the cuvette from the reading cell.

[l

Callect 10 pL of plasma (with white pipette] from the micravette with the provided pipette plus
a new provided pipette-tip and pour it into the small cuvette containing the liquid R1 + R2 of
the PAT test, which you just removed from the reading cell. Please care to insert well the tip
into the pipette.

5. Close the cuvette with its lid and mix by inversion for about 10 seconds.
6. Insert the cuwvette into the reading cell (....as abowve....making sure that the ribbed sides are
oriented according to the instructions reported and in accordance to the label over the reading

cell of the instrument. Make sure zlso that the cuvette is pushed until the bottom of the
reading cell). Wait for the result of the test.

Figura B1 - Protocolo de medicdo de d-ROMs e teste PAT fornecido por H&L srl.



