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RESUMO

A Leishmaniose Visceral é uma doenga de carater zoondtico que representa um
grave problema de saude publica no Brasil. E causada pelo protozoario Leishmania
(Leishmania) chagasi e tem como vetor o flebotomineo Lutzomiya longipalpis. O cao
funciona como o principal reservatério da doenca para o homem, que tem se
difundido em larga escala no Brasil juntamente com a urbanizagdo dos meios rurais.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar em cées sororreatores para Leishmania
sp.as possiveis alteragées do hemograma; do proteinograma e das proteinas de fase
aguda haptoglobina e ceruloplasmina, comparando os valores destas com as
alteragcbes de leucograma inflamatério. Para esta finalidade foram utilizadas
amostras sanguineas de 95 caes divididos em dois grupos O grupo | era constituido
por 75 caes de ragas variadas apresentando anticorpos anti-Leishmania pelo método
de RIFI. O grupo Il foi composto por 20 animais sadios de racas variadas com a
mesma reacado negativa. Foram coletadas amostras de sangue para realizagdo do
hemograma; PCR para Ehrlichia sp., determinagao de proteina sérica total, albumina
e globulina; eletroforese de proteinas séricas e determinagao da atividade sérica da
haptoglobina e da ceruloplasmina. A analise dos resultados revelou anemia
normocitica e hipocrémica, linfopenia, hiperproteinemia com hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia, ocasionada por aumento induvidual das bandas das o2
globulinas, B globulinas ou y globulinas ou por uma combinagao destas alteragdes. A
gamopatia policlonal foi observada em todos os animais que apresentaram
hipergamaglobulinemia. Os niveis séricos de haptoglobina em animais sororreatores
para Leishmania sp. elevaram-se cerca de duas vezes em relagdo aos niveis séricos
desta mesma proteina em animais sadios. No caso da ceruloplasmina, este aumento
ocorreu cerca de trés vezes. Quando comparada as alteragdes de leucograma
inflamatério como leucocitose e neutrofilia, a determinacdao dos niveis séricos das
proteinas de fase aguda haptoglobina e ceruloplasmina foi mais sensivel para
determinar a presenga de um quadro inflamatério ativo em caes sororreatores para
Leishmania sp. Concluiu-se nesse estudo que as principais alteracbes do
hemograma, do proteinograma e das proteinas de fase aguda haptoglobina e
ceruloplasmina em caes sororreatores para Leishmania sp. sdo anemia, linfopenia,
hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia com gamopatia policlonal e
aumento dos niveis séricos de haptoglobina e ceruloplasmina. Tais alteracdes
permitem um melhor entendimento da fisiopatogenia do mecanismo inflamatério que
ocorre na LVC.

Palavras-chave: Leishmania sp. Hemograma. Eletroforese de proteinas séricas.
Haptoglobina. Ceruloplasmina. Cao.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a zoonotic disease which represents an important Public
Health issue in Brazil. It is caused by the protozoan Leishmania (Leishmania) chagasi
and is transmitted by the phlebotomine vector Lutzomiya longipalpis. Dogs are the
major carriers of this disease. Therefore, this disorder has been largely disseminated
in Brazil due to the urbanization of rural areas. The aim of the present study was to
evaluate possible alterations on the complete blood count, proteinogram and acute
phase proteins profile (i.e. serum haptoglobin and ceruloplasmin) in canine
seroreactive for Leishmania, and to compare these parameters with alterations
compatible with acute leukocytosis. We evaluated blood samples from 95 dogs, which
were separated in two groups. Group | was represented by 75 of various breeds
showing anti-Leishmania antibodies by the IFAT. Group Il was represented by 20
healthy animals of various breeds, presenting negative results for the reaction
mentioned above. Blood samples were submitted to a complete blood count; PCR to
identify the genus Ehrlichia sp. total serum protein, albumin and globulin
measurement; serum protein electrophoresis; and evaluation of haptoglobin and
ceruloplasmin activities. The results revealed normocytic hypocromic anemia,
lymphopenia, hyperproteinemia accompanied by hypoalbuminemia and
hyperglobulinemia caused by an individual increase on the a2,  or y globulin band,
or by a combination of the three of them. Polyclonal gammopathy was observed in all
dogs which presented hypergammaglobulinemia. The levels of serum haptoglobin in
animals seroreactive for Leishmania sp. presented a two-fold increase compared to
the healthy animals. A three-fold increase was observed for the serum ceruloplasmin.
When compared to alterations compatible with acute leukocytosis, such as
leukocytosis and neutrophilia, the measurement of the acute phase proteins
haptoglobin and ceruloplasmin was more sensitive to identify an active inflammatory
process in the dog’s seroreactive for Leishmania sp. In conclusion, the main
alterations in CBC, proteinogram, haptoglobin and ceruloplasmin in dogs seroreactive
for Leishmania sp. are anemia, lymphopenia, hyperproteinemia hypoalbuminemia,
hyperglobulinemia accompanied by polyclonal gammopathy and increase of serum
haptoglobin and ceruloplasmin. These alterations provide a better evaluation of the
physiopathology of the inflammatory process involved in the CVL.

Key-words: Leishmania sp. CBC. Serum protein electrophoresis. Haptoglobin.
Ceruloplasmin. Dog.



1 INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral € uma zoonose que representa um grave problema
de saude publica no Brasil, onde é causada pelo protozoario Leishmania
(Leishmania) chagasi e transmitida pelo flebotomineo Lutzomiya Ilongipalpis
(MARZOCHI, et al. 1994). A doenca acomete varios animais, inclusive o cao, além
do homem. No Brasil, o cdo é considerado o principal reservatério do protozoario no
ambiente urbano (WHO, 1990). Os animais acometidos apresentam, geralmente,
caquexia, mucosas hipocoradas, linfadenopatia generalizada, febre intermitente,
hepatoesplenomegalia, onicogrifose, ceratoconjuntivite, e lesdes cutaneas, como
dermatite seca esfoliativa, ulceracdes e alopecia focal ou generalizada (MARZOCHI
et al. 1985, CIARAMELLA et al. 1997, BREITSCHWERDT e SCHANTZ 2006).
Dentre os achados laboratoriais encontram-se anemia, trombocitopenia, leucopenia
ou leucocitose, azotemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e proteinuria
(KONTOS e KOUTINAS, 1993; BRAVO et al., 1993). A eletroforese, observa-se
mais comumente um quadro de gamopatia policlonal, mas pode haver também
gamopatia monoclonal. Podemos observar também aumento nas bandas das a e 3
globulinas (FONT, 1996; MEYER e HARVEY, 2004). O diagndstico pode ser feito
por observagao de formas amastigotas em aspirados de medula 6ssea ou linfonodo,
por PCR, ou através de métodos sorolégicos aglutinagao direta, hemaglutinagéo
passiva, imunofluorescéncia indireta e ELISA (MARTiNEZ-SUBIELA et al., 2002;
MIRO, 2008).

O tratamento da leishmaniose visceral canina (LVC) ndo é permitido no Brasil,
por se tratar de um pais com multiplas areas endémicas que tém aumentado
conforme o passar dos anos em quantidade e em numero de casos por area, ja que
nao ha evidéncias de que o tratamento canino resulte na diminuicdo da carga

parasitaria e na retirada do estado de portador. Ou seja, ndo ha comprovagdes de
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que o tratamento elimine a capacidade do cido de, quando picado por um
flebotomineo, transmitir o protozoario ao vetor (MIRO, 2008). Sendo assim, devido a
grande importancia zoondética da LVC no Brasil o Ministério da Saude recomenda a
eutanasia dos caes quando soropositivos para antigenos de Leishmania a partir da
metodologia da RIFI com titulacdo acima de 1:40, medida que funciona também
como profilaxia da doenga (DA SILVA et al., 2005).

Os estudos sobre a leishmaniose visceral sdo de extrema importancia para a
clinica médica de pequenos animais e para a saude publica, ja que a doenga se
alastra geograficamente por todo o mundo, inclusive por diversas regides brasileiras
(SLAPPENDEL e GREENE, 1990).

O presente trabalho teve por objetivos avaliar em caes sororreatores para
Leishmania sp. possiveis alteracbes do hemograma; do proteinograma e dos niveis

séricos das proteinas de fase aguda haptoglobina e ceruloplasmina;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A leishmaniose caracteriza-se por um grupo de doengas infecciosas que
afetam os seres humanos e os animais domésticos e selvagens em todo o mundo
(BANETH, 2006). E considerada uma zoonose causada por diversos protozoarios do
género Leishmania e transmitida ao homem e aos animais por um inseto do género
Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (CIARAMELLA, et al.
1997; BANETH, 2006 ). Nos seres humanos, a leishmaniose € classificada, de
acordo com a sua apresentacao clinica e o agente etioldgico, em leishmaniose
cutanea, leishmaniose mucocutanea e leishmaniose visceral (HERWALDT, 1999).
Nos céaes, a leishmaniose pode ser classificada em duas doengas distintas, a
leishmaniose visceral canina (LVC) e a leishmaniose tegumentar americana (LTA),
causadas por agentes etioldgicos diferentes e com apresentagdes clinicas também
diferentes (BANETH, 2006).

A LTA é causada no Brasil pelo protozoario Leishmania (Viannia) brasiliensis
Possui ampla distribuicdo que vai desde a América Central até o norte da Argentina.
No Brasil, o parasito foi isolado de roedores silvestres em Pernambuco, de felideos
no Rio de janeiro e de canideos no Ceara, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e
Sao Paulo (Ministério da Saude, 2007).

No Brasil, a LVC é causada por um protozoario intracelular dimoérfico
denominado Leishmania (Leishmania) chagasi (BRAVO, et al. 1993), de acordo com
Neves e Santucci (2006), a doenga ocorre em todas as regides brasileiras, sendo a
ocorréncia nas regides Nordeste e Centro Oeste mais significativa. Originalmente a

LVC atingia o ambiente rural e silvestre. Porém, em décadas mais recentes, devido
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aos desmatamentos e transformagées do meio-ambiente, tem atingido areas
urbanas e peri-urbanas, tornando-se uma importante questao de saude publica.

O cédo é considerado o reservatorio doméstico da leishmaniose visceral
causada pela L. (L.) chagasi, desempenhando importante papel na manutengao da
doenca humana (WHO, 1990). Apesar da leishmaniose visceral (LV) ser mais
comumente encontrada no homem e no cdo, outros animais domésticos como o
gato e silvestres como o cahorro-vinagre (FIGUEIREDO et al., 2008) também podem
adquirir o protozoario através do flebotomineo e desenvolver a doenga (THERAN e
LING, 1967; TRYPHONAS et al.,1977; BANETH et al., 1998; NATAMI et al., 2000).
Muitos dos sinais clinicos apresentados pelos cédes sdo semelhantes aos
apresentados pelos seres humanos na LV (KEENAN, et al. 1984), nos caes,
entretanto, é comum a apresentacdo de sinais cutdneos e viscerais
concomitantemente (BANETH, 2006).

O estudo da LV é de extrema importancia para a clinica médica de pequenos
animais e para a saude publica, visto que a doenga se alastra geograficamente por
todo o mundo, inclusive por diversas regides brasileiras. Além disso, a infecgcéo pela
Leishmania pode causar doenga clinica nos caes e gatos, tornando-os reservatérios
da doenca para o homem em cidades onde a doenca tem carater endémico
(SLAPPENDEL e GREENE, 1990).

2.1.1 Etiologia

Os agentes etiolégicos das leishmanioses pertencem a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanossomatidae, género Leishmania. Atualmente, as espécies de
Leishmania estdo agrupadas e classificadas em dois subgéneros: L. (Leishmania) e
L. (Viannia), de acordo com a classificagdo proposta por Lainson et al. (1987). Estao
descritas, até o momento, 31 espécies infectando uma ampla variedade de
mamiferos hospedeiros silvestres ou domésticos e vetores, das quais 22 espécies
sado patogénicas. As principais espécies envolvidas na LV séo L. (L.) donovani, L.
(L.) infantum e L. (L.) chagasi (WHO, 1984; KOUTINAS et al., 1999).

A espécie L.(L.) chagasi foi descrita como a responsavel por causar a LVC, ja
na Africa e na regido do Mediterraneo, foi descrita a espécie L.(L.) infantum.

Segundo Dantas-Torres (2006), as duas espécies foram analisadas geneticamente e
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nao foi possivel detectar diferengcas gendémicas significativas entre as mesmas,
concluindo que as duas espécies fariam parte de uma sé espécie. Entretanto, ha
divergéncias quanto a origem do parasita, havendo duas diferentes hipdteses. A
primeira delas defende que a espécie L.(L.) infantum foi importada do continente
europeu juntamente com a colonizacdo portuguesa e hispanica das Américas
(KILLICK-KENDRICK, 1985; RIOUX et al., 1990). A outra hipétese seria da
existéncia da espécie L.(L.) chagasi nas Américas antes da colonizagao européia
(LAINSON e RANGEL, 2005). Tal divergéncia sobre a origem da espécie influi na
classificacdo taxondmica da mesma e, portanto até nova classificacdo as espécies
continuam sendo sinénimas, denominada L.(L.) chagasi quando presente nas
Américas e L.(L.) infantum quando presente no Mediterraneo ou na Africa.

No Brasil, a espécie L.(L.) chagasi tem como seu principal vetor o
flebotominio Lutzomyia longipalpis (MARZOCHI, et al. 1994). Nas areas endémicas,
o flebotomineo apresenta-se de forma abundante, entretanto, as taxas de infec¢ao
deste inseto pela L.(L.) chagasi sao baixas, entre 0,2 e 7,1% (RYAN et al., 1984;
SHERLOCK, 1996; LAINSON et al., 1985). Apesar da via de transmissdo da LVC
através do flebotomineo ser estabelecida como a principal forma de transmissao
natural, outros mecanismos de transmissdo em potencial ndao podem ser
descartados (COUTINHO e LINARDI, 2007). Coutinho et al. (2005) sugeriram a
capacidade vetorial do carrapato Riphicephalus sanguineus e Coutinho e Linardi
(2007) comprovaram a presenca da L.(Leishmania) chagasi em pulgas da espécie
Ctenocephalides felis felis, entretanto ndo conseguiram provar a capacidade das

mesmas de transmitir o protozoario para animais da espécie canina e causar a LVC.

2.1.2 Histérico

O primeiro relato do parasita do género Leishmania foi feito por Borovsky em
1898. Tais observacbes foram feitas na Russia, em um paciente humano com a
forma cutanea da doenca. Em 1903 na india, Leishman e Donovan, de formas
independentes e sem conhecimento sobre as descro¢cdes de Borovsky, também
descreveram o parasita em casos de leishmaniose visceral. Também em 1903, Ross
denominou o parasita como Leishmania donovani. O papel epedemiolégico do cao
como hospedeiro intermediario L. donovani s6 foi estabelecido em 1908 por Charles
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Nicolle na Tunisia. Gaspar Viana, em 1912, descobriu a agédo curativa do antimonial
pentavalente sobre pacientes com calazar, o que reduziu em cerca de 70 a 90% o
indice de mortalidade desta doenca em pacientes humanos em varios paises da
Africa e da Asia. A transmissdo da L. donovani ao homem pela picada do inseto
Phlebotomus argentipis foi definitivamente demonstrada somente em 1942, tornando
possivel a conclusdo sobre o principal agente transmissor desta zoonose (REY,
1991). No Brasil, em 1934 foi possivel obter a primeira orientagdo epidemiolégica a
partir dos relatérios de Penna. Evandro Chagas em 1936 descreveu o primeiro caso
diagnosticado “in vivo” da leishmaniose visceral no Brasil. Cunha e Chagas em 1937
estabeleceram o agente etiolégico no Brasil através da denominacao de L. donovani
chagasi (REY, 1991).

2.1.3 Ciclo Biolégico

O ciclo de vida do parasita envolve um vetor, no qual encontramos a forma
promastigota do parasita e um hospedeiro vertebrado, no qual encontramos a forma
amastigota do parasita dentro de macrofagos. O vetor Lutzomyia longipalpis realiza
o repasto sanglineo em um animal ou homem infectado e ingere macréfagos
contendo a forma amastigota da Leishmania, presente nos tecidos do hospedeiro. A
forma amastigota € liberada pelos macrofagos dentro do intestino do flebotomineo e
se transformam em promastigotas (forma mével e extracelular do parasita), que por
sua vez, se replicam dentro do intestino do flebotomineos. As formas promastigotas
se acumulam no intestino médio, do proventriculo e do eséfago do vetor deixando-os
bem repletos. Quando a fémea parasitada volta a realizar um novo repasto
sanguineo, as formas promastigotas sao regurgitadas e transmitidas para um novo
hospedeiro. No organismo do hospedeiro, as formas promastigotas sdo fagocitadas
pelos macréfagos que, entretanto, ndo conseguem extermina-las. Dentro dos
macrofagos, a forma promastigota internaliza seu flagelo e volta a forma amastigota
intracelular que se multiplica atingindo dezenas de parasitas em uma unica célula
até destrui-la. Os protozoarios livres sdo entdo novamente fagocitados pelos
macrofagos, perpetuando a infecgdo no hospedeiro (WHO, 1990; ROSYPAL et al.,
2003; BANETH, 2006).
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2.1.4 Patogenia

Dentro do organismo do hospedeiro, as formas amastigotas alcangam
primariamente o sistema circulatério sanguineo-linfatico, replicando-se em varios
orgaos como bacgo e figado, alcangcando também o tecido cutaneo, causando uma
infeccao de carater generalizado (BANETH, 2006). Nem todos os caes naturalmente
ou experimentalmente infectados pela Leishmania desenvolvem a doencga (KILLICK-
KENDRICK et al., 1994; PINELLI et al., 1995).

A resposta imune desenvolvida pelo organismo do cdo no momento em que
ocorre a infeccdo ou até mesmo no decorrer da mesma parece ser o fator mais
importante para determinar se o animal infectado ira desenvolver a doencga clinica,
sub-clinica ou crénica (BANETH, 2006). Durante a infeccdo canina por Leishmania
ha um estimulo humoral, ou seja, para aumentar o numero de linfocitos B, e ao
mesmo tempo, ocorre também diminui¢cao dos linfocitos T. O aumento de linfécitos B
produz uma quantidade excessiva de imunoglobulinas n&o-protetoras, que se une
aos antigenos circulantes sem, no entanto, conseguir neutraliza-lo, formando
imunocomplexos que se depositam em varios 6rgaos e tecidos. Além disso, sem o
auxilio dos linfocitos T, o macrofago nao consegue destruir e eliminar os parasitas,
permitindo a multiplicagdo das formas amastigotas, ruptura do macréfago infectado e
liberagdo das amastigotas, que ficam livres para infectar novos macrofagos
(TABOADA e MERCHANT, 1995). Esse mecanismo de resisténcia da Leishmania ao
fagolisossomos dos macrofagos parece estar ligado a producdo de substancias
como fosfolipoglicanos pelo parasita, impedindo a maturagdo do fagossomo
(BANETH, 2006).

Os imunocomplexos sao responsaveis por muitos dos sinais clinicos
observados na LVC (SLAPPENDEL e GREENE, 1990; FERRER, 1992; KOUTINAS
et al., 1993; KOUTINAS et al., 1999). Quando os imunocoplexos se depositam nas
paredes dos vasos sanguineos podem causar vasculite, além de glomerulonefrite,
no caso de deposicdo nos tubulos renais, e poliartrite, no caso de deposi¢cdo nas
capsulas articulares. Tais imunocomplexos também podem causar diminuigao da
vida média de células sanguineas ao se ligar as mesmas, causando anemia
hemolitica e trombocitopenia imunomediadas. Neste caso, pode haver o
envolvimento da produgéo de auto-anticorpos contra as células sanguineas, ja que o

estimulo humoral é muito intenso, o sistema imune acaba perdendo a regulagéo e
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produzindo anticorpo contra as células do préprio organismo (MARTINEZ-MORENO
et al., 1995; KOUTINAS et al., 1999).

Entretanto, ndo é apenas a resposta imune humoral que determina o tipo de
apresentagao clinica da doenca. A resposta imune celular também atua neste
sentido (BANETH et al., 2008). A LVC induz resposta imune celular TH1 e TH2, que
a partir do balanceamento entre as mesmas, parecem regular a replicagdo do
parasita, a progressao da doenca ou a cura. Ou seja, quando ha o favorecimento da
resposta imune celular TH1, ha o favorecimento da diminuicdo da replicacdo e
consequente eliminagdo do parasita; ja quando ha o favorecimento de resposta
imune celular TH2 ha o favorecimento da replicagdo e consequentemente da
disseminacao do parasita (STRAUSS-AYALI et al., 2007).

2.1.5. Aspectos clinicos

A LVC é uma doenga multissistémica que apresenta um quadro clinico
variado. A maioria dos caes afetados apresenta emaciacao, atrofia muscular
generalizada, linfadenopatia e intensa descamacdo cuténea. Entretanto, cées
infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo periodo de tempo
(BANETH et al, 2008).

A LVC pode se apresentar nas formas aguda, sub-clinica, ou crdnica, com
periodo de incubagdo que varia de semanas a anos (MARZOCHI et al., 1985;
BANETH, 2006). A sintomatologia varia, portanto de acordo com a forma da doenca.
Um animal com o quadro clinico tipico pode apresentar caquexia, perda progressiva
de peso, mucosas hipocoradas, linfadenopatia generalizada, febre intermitente,
hepatoesplenomegalia, onicogrifose, ceratoconjuntivite, e lesdes cutdneas, como
dermatite seca esfoliativa, ulceracdes e alopecia focal ou generalizada. Um animal
com LVC também pode apresentar poliartrite, glomerulonefrite, faléncia renal e
hepatica, sangramento intestinal, diarréia, vémito, epistaxe e hemorragia gengival
(MARZOCHI et al. 1985, CIARAMELLA et al. 1997, BREITSCHWERDT e SCHANTZ
2006).

As alteragdes cutaneas da LVC incluem dernatite exfoliativa, ulcerativa,
nodular e pustular (KOUTINAS et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2004;
PAPADOGIANNAKIS et al, 2005). As lesbdes cutaneas na LVC ndo sdo provocadas
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necessariamente pela resposta inflamatéria a presencga fisica do parasita na pele, ja
gque mesmo em animais cuja pele ndo apresenta sinais de dermatite, as formas
amastigotas do protozoario também estdo presentes em grande escala (SOLANO-
GALLEGO et al., 2004; PAPADOGIANNAKIS et al, 2005).

A intensa linfadenopatia generalizada que ocorre na LVC é causada pelo
aumento do tamanho e da quantidade dos foliculos linféides e pela hipertrofia e
hiperplasia intensas dos macrofagos medulares. A carga parasitaria presente nos
linfonodos infartados nao tem correlacdo direta com o tipo da doengca e com a
severidade das lesdes encontradas em outros o6rgaos (LIMA et al.,, 2004). A
esplenomegalia também esta relacionada com o aumento da quantidade de
macrofagos, além de ocorrer também devido a neovascularizagao formada na polpa
do baco e ao aumento das fibras reticulares esplénicas (ALEXANDRE-PIRES et al.,
2006).

LesBes oculares como uveite anterior, conjuntivite, ceratoconjuntivite seca,
blefarite podem acontecer em separado ou concomitantemente. Tais lesdes estédo
presentes como o unico sinal clinico em 16% dos cées sintomaticos (NARANJO et
al., 2005).

Aparentemente, todos os caes com LVC tém alguma alteragao renal. E, em
alguns casos, a doenga renal pode ser a unica alteragdo aparente em céaes
infectados. Costa et al. (2003) observou histopatologicamente a presenca de
glomerulonefrite em 100% dos 55 cdes com LVC avaliados, dentre os quais 13 eram
assintomaticos, 78% apresentavam nefrite intersticial e 91% apresentavam
deposigcado glomerular do antigeno do parasita. A doenga renal pode apresentar-se
apenas com proteinuria, entretanto, pode progredir para um quadro de sindrome
nefrética ou insuficiéncia renal crénica com glomerulonefrite, nefrite tubulo intersticial
e amiloidose. A glomerulonefrite pode ser associada também a deposicéo renal de
imunocomplexos. Apesar da grande prevaléncia da doencga renal, a azotemia so6 se
torna evidente quando mais de 70% dos néfrons estao afuncionais, o que acontece

quando a doenga ja alcangou estagios avancados (BANETH et al., 2008).
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2.1.6 Aspectos laboratoriais

Dentre os achados laboratoriais encontram-se anemia, trombocitopenia,
leucopenia ou leucocitose, azotemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e
proteinuria. O aumento da atividade das enzimas hepaticas pode ocorrer em casos
de lesdo ou obstrugao hepatica (BRAVO et al., 1993; KONTOS e KOUTINAS, 1993).

2.1.6.1 Alteragdes hematolégicas

A anemia esta presente na maioria dos caes sintomaticos e pode ocorrer por
varios motivos, como a anemia da doenca inflamatéria, a anemia hemolitica
imunomediada, a deficiéncia de eritropoietina em casos de caes ja em insuficiéncia
renal croénica ou as hemorragias (CIARAMELLA et al.,, 1997; KOUTINAS et al.,
1999). No caso da anemia da doenca inflamatéria, a anemia ocorre como uma
resposta do hospedeiro a um estimulo inflamatdrio, mediada pela liberacao de
citocinas durante a inflamagdo (WANER e HARRUS 2000). Estas citocinas agem
diminuindo da disponibilidade do ferro, a vida média das hemacias e a taxa de
eritropoiese com o objetivo de evitar a utilizagdo do ferro pelas bactérias culminando
em uma anemia discreta, geralmente arregenerativa normocitica e normocrémica
que pode variar em intensidade de intensa a moderada (FERRER, 1992;
CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al.,1999; MATTOS et al., 2004). Acredita-
se que esta anemia tenha como principal mecanismo a anemia da inflamacao,
embora a insuficiéncia renal, perda de sangue (epistaxe, perda gastrointestinal)
devido a trombocitopenia, e possivelmente uma alteracao medular possam contribuir
para esta sindrome (FERRER, 1992; KONTOS e KOUTINAS, 1993).

Em relagdo ao leucograma, os caes com LVC podem apresentar desde
leucometria global com valores dentro da normalidade (TRYPHONAS et al., 1977)
até leucocitose ou leucopenia (BANETH, 2006). Tryphonas et al. (1977) relataram
eosinopenia relativa, monocitose moderada em um cdo com LVC.

Sinais de hemorragia como epsitaxe, hematuria, perda de sangue pelas fezes
podem ocorrer devido a alteracbes hemostaticas, sendo a trombocitopenia uma dos
achados mais frequentes (BANETH et al., 2008). Pode haver aumento do tempo de

trombina e dos produtos de degradacao da fibrina, além de trombocitopatias com
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resposta diminuida a agregacgao plaquetaria, porém, o tempo de protrombina e o
tempo de tromboplastina parcial ativada podem estar dentro dos valores de
referéncia o que caracteriza um quadro inicial de coagulagdo intravascular
disseminada (CID) induzido pela infecgdo pela Leishmania (VALLADARES et al.
1998).

2.1.6.2 AlteracBes nas proteinas sericas

Os animais com LVC apresentam, em sua maioria (70-90%),
hiperproteinemia, isto €, aumento dos niveis de proteinas séricas totais (KOUTINAS
et al.,, 1999). A hiperproteinemia esta associada, geralmente, a hiperglobulinemia
(MEYER e HARVEY, 2004), que pode ser atribuida a gamopatia policlonal
encontrada comumente na LVC gerada pela forte resposta imune humoral causada
por esta doenga, levando a produgdo de grande quantidade de diversas
imunoglobulinas. Entretanto, alguns animais com LVC podem apresentar gamopatia
monoclonal, devido a intensa proliferacdo de plasmadcitos e producao de apenas um
clone de imunoglobulinas (FONT, 1996). A hiperglobulinemia pode ocorrer também
devido ao aumento das concentragdes séricas das proteinas de fase aguda,
observada a partir do aumento das bandas das o e P globulinas no perfil
eletroforético, ja que a LVC induz forte resposta inflamatoéria por parte do hospedeiro
(ALMEIDA et al., 2005). Entretanto, o aumento de globulinas quase sempre esta
associado a hipoalbuminemia geralmente atribuida a baixa ingestdo protéica, nos
casos de animais em anorexia ou ma-nutricdo prolongadas, a perda, nos casos de
animais com nefropatia ou a deficiéncia na produgdo, nos casos de animais com
insuficiéncia hepatica. A hipoalbuminemia pode ocorre também pela inibicdo da
producao de albumina pelo figado mediada pela liberagdo de citocinas inflamatérias,
ja que a albumina é considerada uma proteina de fase aguda negativa, processo
denominado hipoalbuminemia compensatdria e que ocorre como uma tentativa do
organismo de evitar a hiperviscosidade plasmatica ja que ha um aumento de
globulinas (KANEKO, 1997). Entretanto, alguns animais podem apresentar niveis
séricos de albumina normais. Em algumas situagdes, os valores diminuidos de

albumina compensam o aumento nos valores de globulinas, podendo acarretar em
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um valor normal de proteinas totais (WERNER et al., 2004; BINHAZIM et al., 1992;
KOUTINAS et al., 1999).

2.1.7 Diagnostico laboratorial

O diagndstico laboratorial da LVC pode ser realizado através de diagnostico
parasitologico ou de diagndstico sorologico. O diagndstico parasitoldgico,
considerado conclusivo, baseia-se na identificagdo de formas amastigotas em
aspirados de linfonodos, medula 6ssea, bacgo, ou figado corados por Giemsa ou no
isolamento do parasito em cultura de formas promastigotas no meio de Novy-
MacNeal-Nicolle a temperatura ambiente (BRAVO et al., 1993) utilizando as mesmas
amostras citadas acima. Entretanto, no caso da visualizacdo de formas amastigotas
do parasito, a técnica detecta tais formas amastigotas em apenas 60% dos animais
infectados, no caso de aspirado de medula éssea e em apenas 30% deles, no caso
de aspirado de linfonodos. Esta sensibilidade diminui mais ainda quando o cao
apresenta a LVC sub-clinica (MIRO et al, 2008). O isolamento do parasito através da
cultura de formas promastigotas é considerado prova-ouro (MADEIRA et al., 2006).
Madeira et al. (2006) confirmaram a presenca de espécies do género Leishmania
através da cultura em 80,3% dos animais sororreatores para Leishmania sp. com
titulacdo acima de 1:40 na RIFI. O parasito também pode ser evidenciado em lesbes
cutdneas através de “imprint” da lesdo (ROSYPAL et al., 2003). Nao é frequente a
visualizagdo do parasito no sangue periférico através de hemogramas de rotina
(FOGLIAMANZILLO et al., 2005). Outro método utilizado é a avaliagao histoldgica de
biopsias, porém de baixa sensibilidade. Devido a grande variabilidade dos sinais
clinicos apresentados e a baixa sensibilidade dos exames de deteccio direta do
parasita, outros testes, como a deteccdo do DNA da Leishmania por reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) também foram desenvolvidos. Ja o diagndstico
sorologico detecta a presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro. Dentre eles
estdo a aglutinacdo direta, hemaglutinacdo passiva, imunofluorescéncia indireta
(RIFl) e ELISA (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2002). Entretanto, os métodos
sorolégicos podem acarretar em resultados falso-positivos, em casos de reagao
cruzada com outros protozodrios como o Trypanossomazi cruzi ou casos de

leishmaniose tegumentar americana LTA (MADEIRA et al, 2006).
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2.1.8 Prevencéao

A prevengao baseada no controle do flebotomineo é considerada capaz de
bloquear o ciclo da Leishmania e prevenir a disseminagdo das doengas canina e
humana. O combate ao flebotomineo pode ser realizado através de compostos
repelentes ou inseticidas como os piretréides utilizados no ambiente sob a forma de
“spray” para dedetizagcdo. No céo, a deltametrina mostrou-se um componente eficaz
no combate as picadas do vetor sob a forma de coleira repelente e inseticida (MIRO
et al, 2008). Gavgani et al. (2002) mostraram que o uso da coleira impregnada por
deltametrina reduziu a soroconversdo em caes e criangas numa area endémica na
india, o que prova que diminuindo a infeccdo canina, reduz-se também a
transmissao para a populagcdo humana. A utilizacdo de inseticidas topicos a base de
piretroides nos caes e de medidas de prevencao indiretas como o uso de redes de
protecdo nas janelas e portas também podem ser usados com o objetivo de reduzir
a taxa de infecgao (MIRO et al, 2008).

Devido a grande importancia zoonédtica da LVC no Brasil o Ministério da
Saude recomenda a eutanasia dos cdes quando soropositivos para antigenos de
L.(Leishmania) chagasi a partir da metodologia da RIFI com titulagdo acima de 1:40,

medida que funciona também como profilaxia da doenca (DA SILVA et al., 2005).

2.1.9 Tratamento

O tratamento da LVC canina nado é permitido no Brasil, por se tratar de um
pais com multiplas areas endémicas que tém aumentado conforme o passar dos
anos em quantidade e em numero de casos por area, ja que ndo ha evidéncias de
que o tratamento canino resulte na diminuicdo da carga parasitaria e na retirada do
estado de portador. Ou seja, ndo ha comprovagdes de que o tratamento elimine a
capacidade do cao de, quando picado por um flebotomineo, transmitir o protozoario
ao vetor (MIRO, 2008). Recentemente, O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento publicou a Portaria Interministerial MS/MAPA N° 1.426, de 11 de

julho de 2008 que proibe o tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos
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de uso humano ou nado registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento.

Em outros paises é permitida a utilizacdo de protocolos terapéuticos
baseados em drogas unicas ou associadas como antimoniato de meglumina,
alopurinol e anfotericina B, entretanto, todos os protocolos tém um custo alto
(ALVAR et al. 1994). E importante ressaltar que, mesmo utilizando-se esquemas
terapéuticos rigidos e realizando o0 acompanhamento sistematico do animal por um
médico veterinario especialista, o tratamento ndo alcanga grande sucesso, podendo
causar, no cao, exacerbagao dos sinais clinicos e recidiva pos-tratamento. Outro
fator implicante € o risco de selecdo de cepas de Leishmania resistentes ao

medicamento a partir da utilizagcdo em caes (LUNA, 2005).

2.1.10 Correlagcédo da LVC com a Ehrliquiose

Por tratar-se de uma doencga crénica e que induz forte estimulo antigénico, a
ehrliquiose pode apresentar alguns sinais e sintomas clinicos e alteragbes
laboratoriais semelhantes aos observados na LVC. A ehrliquiose canina é uma
doenga crénica causada por bactérias do género Ehrlichia e transmitida pelo
carrapato Rhipicephalus sanguineus (GROVES et al., 1975; WOODY e HOSKINS,
1991; RIKIHISA, 1991; NEER. 1998; BREITSCHWERDT, 2000). Sua apresentagéo
clinica divide-se em aguda, subclinica e cronica de acordo com a reposta do
hospedeiro ao parasita (BREITSCHWERDT, 2000).

A sintomatologia clinica da ehrliquiose canina na fase aguda inclui febre,
anorexia, perda de peso, edema de membros, vémitos, linfadenopatia, epistaxe,
edema de membros e escroto, perda de peso acentuada, equimoses no abdomem,
petéquias em mucosas, melena e hifema (NEER e HARRUS, 2006). Ja na fase
subclinica, os animais ndo costumam apresentar sintomatologia evidente
(ALMOSNY e MASSARD, 2002). Na fase crénica os sinais e sintomas da fase aguda
podem estar presentes podendo ainda ocorrer infecgcbes secundarias como
pneumonia, glomerulonefrite, insuficiéncia renal, artrite, polimiosite e ataxia.
(ALMOSNY, 1998).

Laboratorialmente a ehrliquiose causa alteragdes hematolégicas como
anemia, trombocitopenia e hiperglobulinemia. (KUEHN e GAUNT, 1985). Monocitose
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persistente, assim como linfocitose, trombocitopenia e anemia ndo regenerativa sao
caracteristicas proeminentes (HOSKINS, 1991). Pode ocorrer pancitopenia
geralmente por hipoplasia da medula 6ssea na fase crénica acentuada (WOODY e
HOSKINS, 1991; NEER, 1998).

Os caes com ehrliquiose apresentam, em sua maioria, hiperproteinemia,
associada, geralmente, a hiperglobulinemia (MEYER e HARVEY, 2004), que pode
ser atribuida a gamopatia policlonal encontrada na ehrliquiose, que induz um forte
estimulo antigénico. Entretanto, alguns animais com ehrliquiose podem apresentar
gamopatia monoclonal, devido a intensa proliferacdo de plasmdcitos
(BREITSCHWERDT, 2000). Pode haver hipoalbuminemia geralmente atribuida a
inflamacao, ja que a albumina é uma proteina de fase aguda negativa, a baixa
ingestdo, nos casos de animais em anorexia ou a perda, nos casos de animais com
nefropatia. Entretanto, alguns animais podem apresentar niveis séricos de albumina
normais. (WERNER et al., 2004). No perfil eletroforético, além das gamopatias,
podemos observar aumento nas bandas das o e [ globulinas, devido a resposta
inflamatoria aguda induzida pela ehrliquiose (RIKIHISA et al, 1994).

Em relacdo as proteinas de fase aguda (PFA’s), Rikihisa et al. (1994)
observaram um aumento de proteina C reativa (CRP) a partir do segundo até o 22°
dia apods infeccao experimental por Ehrlichia canis. O apice deste aumento ocorreu
no quarto dia de infecgao, no qual a CRP aumentou quatro vezes acima dos valores
de referéncia. Os estudos realizados mostram que algumas PFA’s podem ser
ferramentas Uteis na caracterizacdo da ehrliquiose como clinica ou subclinica, além
de auxiliarem na determinagéo do progndstico e na avaliagao da remissao dos sinais
clinicos, quando submetidos ao tratamento. (NEER e HARRUS, 2006).

2.2 PROTEINAS SERICAS

As proteinas séricas consistem em centenas de proteinas diferentes, com
variadas fungdes e estruturas (THOMAS, 2000). Algumas delas estdo associadas a
outras substancias, formando as lipoproteinas e as glicoproteinas. A diferenga entre
as proteinas plasmaticas e as proteinas séricas encontra-se no consumo do
fibrinogénio e alguns fatores de coagulacdo de estrutura protéica durante a

coagulacao acarretando na diminuigdo destes componentes no soro (STOCKHAM e
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SCOTT, 2002). As proteinas séricas sao divididas em albumina e em «, B, € ¢
globulinas, baseado nos principios da eletroforese. Na faixa das o e B globulinas,
encontramos proteinas como o fibrinogénio e outras proteinas de fase aguda, além
de componentes do sistema complemento, fatores da coagulagao, entre outras. Ja
as y globulinas séo representadas pelas imunoglobulinas. (KANEKO, 1997). Com
excegado das imunoglobulinas que sédo produzidas nos 6rgaos linféides (THOMAS,
2000), as proteinas sao produzidas no figado. Dentre as fungdes mais importantes,
estdo a manutengdo da pressdo oncética do sangue, e o transporte de ions,
nutrientes, hormonios e produtos do metabolismo, além de realizarem um importante
papel durante as reagdes de defesa do organismo, como no caso das
imunoglobulinas e proteinas de fase aguda (MEYER e HARVEY, 2004).

2.2.1 Albumina

A albumina é a principal constituinte das proteinas séricas, por ser a proteina
presente em maior quantidade no soro. A albumina € a menor das moléculas de
proteinas e sua principal fungdo € a manutencao da pressao oncoética do sangue,
que evita o extravasamento do liquido de dentro dos vasos para os tecidos (MEYER
e HARVEY, 2004). Além disso, a albumina também é uma proteina carreadora e
possui um papel importante no transporte plasmatico de acidos graxos livres, acidos
biliares, bilirrubina indireta, calcio, hormbnios e drogas. A albumina é sintetizada
pelo figado, liberada no sangue, onde desempenha suas fungdes e é catabolizada
por varios tecidos. Sua vida-média &€ de aproximadamente oito dias nos caes
(LASSEN, 2004).

A diminuicdo da concentracdo sérica de albumina denomina-se
hipoalbuminemia e pode ocorrer devido ao excesso de hidratacdo, por perda de
albumina pelo organismo, através de hemorragias, perdas renais, enteropatias
parasitismo gastrointestinal ou exsudagao profunda como no caso de queimaduras
cutdneas extensas (MEYER e HARVEY, 2004). Outras causas de hipoalbuminemia
incluem a perda para o terceiro espago ou para o tecido subcutaneo, diminuicdo da
sintese de albumina pelo figado, em casos de insuficiéncia hepatica ou diminuigao

da ingestao, digestao ou absorgao protéicas (LASSEN, 2004).



30

Ja a hiperalbuminemia, aumento da concentracao sérica de albumina, ocorre
somente em casos de desidratacdo, quando ha diminuicdo da parte aquosa do
sangue por perdas, ha por consequéncia concentracdo de albumina (LASSEN,
2004).

2.2.2 Globulinas

As globulinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas que variam em
tamanho, sendo sempre maiores que a albumina. Neste grupo encontram-se os
diversos tipos de anticorpos, proteinas do sistema complemento, fatores de
coagulacdo, enzimas, e proteinas carreadoras de lipideos, vitaminas, horménios,
hemoglobina e ions metalicos como o cobre e o ferro (ECKERSALL, 2008).

A diminuicdo da concentracdo seérica das globulinas é denominada
hipoglobulinemia e pode ocorrer nas mesmas situagbes nas quais ocorre a
hipoalbuminemia por perda, como nas hemorragias, perdas renais, enteropatias,
parasitismo gastrointestinal ou exsudagdo cutédnea profunda. A hipoglobulinemia
sem hipoalbuminemia ocorre apenas em situagbées em que ha diminuigdo de 3 ou
v globulinas, ja que a diminui¢do das a globulinas somente ndo € capaz de diminuir a
concentracao das globulinas como um todo. As causas de diminuigdo da
concentracao de y globulinas sdo a falha na transferéncia passiva pelo colostro ou
em casos de doengas imunossupresoras (MEYER e HARVEY, 2004).

A hiperglobulinemia, ou seja, o aumento da concentragdo sérica das
globulinas ocorre por desidratacdo, normalmente acompanhada do aumento de
albumina. A hiperglobulinemia associada a concentracdo sérica de albumina normal
ou diminuida pode ocorrer por diversas causas, dependendo da faixa de globulinas
(or, B ou y) causadora do aumento. Em casos de aumento na concentragdao de
a globulinas, a causa mais comum € a presenga de um quadro inflamatério, ja que
as proteinas de fase aguda haptoglobina, ceruloplasmina e a2 macroglobulina estao
presentes nesta faixa de proteinas. As [ globulinas também costumam aumentar
seus niveis sérios em condicdes inflamatérias. Mas, também aumentam em outras
situagbes como na sindrome nefrética, na doenga hepatica aguda, e nas respostas
imunes. O aumento dos niveis séricos das y globulinas € denominado gamopatia. As

gamopatias sao classificadas em monoclonal ou policlonal, de acordo com o tipo de
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resposta imune estabelecida pelo organismo frente a cada estimulo (ECKERSALL,
2008).

As gamopatias policlonais representam um aumento heterogéneo na produgao
de anticorpos, ou seja, imunoglobulinas produzidas por uma populagdo mista de
linfocitos B e plasmdcitos. Esta alteragao € observada no tragado eletroforético como
um aumento com varios apices ou com apenas um apice de base larga na regido
das y globulinas e podem ocorrer em doengas que acarretam em forte estimulo
antigénico crénico, como piodermatite, dirofilariose, ehrliquiose, neoplasias linféides
ou disturbios imunomediados. Ja as gamopatias monoclonais representam um
aumento homogéneo da produgdo de anticorpos, ou seja, aumento de apenas um
tipo de imunoglobulinas, produzida por apenas um clone de linfécito B ou
plasmodcito. Esta alteracdo € descrita na eletroforese de proteinas através do
aumento de y globulinas com apenas um apice longo e comprido. A maioria das
gamopatias monoclonais € consequéncia de uma proliferagdo neoplasica de
linfocitos da linhagem B, como mieloma multiplo, plasmocitoma, linfoma e leucemia
linfocitica crénica (MEYER e HARVEY, 2004). Porém, ha relatos de ocorréncia de
gamopatia monoclonal em animais com afec¢gdes nao-neoplasicas que levem a
intensa proliferacdo de plasmécitos, como no caso de ehrliquiose, leishmaniose e
gastroenterocolite plasmocitaria no cao (FONT, 1996; GIRAUDEL et al., 2002;
LASSEN, 2004).

2.3 ELETROFORESE DE PROTEINAS SERICAS

A eletroforese de proteinas é a técnica mais comumente utilizada para o
fracionamento completo das proteinas séricas. Este fracionamento € importante,
pois reflete as varias mudangas que ocorrem nas proteinas séricas em cada doenca.
Poucas alteragdes no perfil eletroforético podem servir de diagndstico especifico
para algumas doencas (KANEKO, 1997), entretanto, a eletoforese de proteinas
séricas € uma informagao extremamente util na medicina veterinaria, como em
casos de aumento de proteina sérica total. Com excecdo da desidratagdo, um
aumento nos valores de proteina seérica total, geralmente, indica aumento na
concentracao de imunoglobulinas. J& que, mesmo quando as a e [ globulinas

aumentam significativamente, esse aumento ndo possui magnitude suficiente para
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aumentar a concentragédo de proteinas totais no soro. Portanto, a eletroforese € um
bom instrumento para detectar esses aumentos além de ser de grande utilidade na
classificagdo das hipergamaglobulinemias. (MEYER e HARVEY, 2004). Entretanto,
se for necessario, outros métodos de detecgao individual das diferentes proteinas
podem ser utilizados (THOMAS, 2000).

O principio da separagao de proteinas pela eletroforese é baseado na
migracdo das proteinas no gel de acordo com a sua carga elétrica durante a
aplicagao de uma diferenga de potencial elétrico. A diregao e a taxa de migragéo das
particulas baseia-se no tipo de carga da proteina (positiva ou negativa), no seu peso
molecular ou tamanho, na intensidade do campo magnético e no tipo de meio
utilizado, pelo qual as particulas protéicas sao induzidas a migrar (KANEKO, 1997).
No soro dos animais domésticos, a albumina é a proteina capaz de migrar até o
ponto mais distante, devido ao seu baixo peso molecular e sua carga extremamente
negativa (STOCKHAM e SCOTT, 2002). As globulinas sdo grupo heterogéneo de
proteinas de carga fracamente negativa. Elas migram numa taxa menor que a
albumina, e geralmente se agrupam em trés regides diferentes, das a, B, e y
globulinas. A regido das a globulinas € mais distante, a das 3 globulinas, uma regiao
intermediaria, e a das y globulinas, a regido mais proxima a origem (JAIN, 1993).

Existem varios métodos de eletroforese que se distinguem apenas pelo tipo
de meio de suporte utilizado (KANEKO, 1997). Em meados do século XX o meio
mais comumente utilizado para esta finalidade era a membrana de acetato de
celulose (KOHN, 1957). Ja nos anos 90, a técnica de eletroforese em gel de agarose
foi implementada e tornou-se mais popular junto aos laboratérios de diagndstico. Ha
ainda outra técnica baseada no gel de poliacrilamida como meio de separagao
(ECKERSALL, 2008). Com o passar dos anos, outras técnicas foram desenvolvidas.
Com o advento da eletroforese bidimensional associada as técnicas protebmicas é
possivel separar as proteinas ndo apenas em bandas ou grupos, mas, identificando
centenas delas individualmente. Entretanto, esta metodologia ainda é bastante
recente, necessitando de maior validacdo para as espécies animais. O meio mais
comumente utilizado em medicina veterinaria € o gel de agarose, derivado de algas
marinhas, ja que é relativamente facil de usar e oferece resultados confiaveis
(MATTHEWS, 1982, BAKER e VALLI, 1988). Além de sofrer interferéncia do meio de

suporte, a taxa de migracdo sofre interferéncia do pH, da osmolaridade e da
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composigao idbnica do tampao utilizado, além da forgca do campo magnético aplicado
ao tampéao onde se localiza o gel (THOMAS, 2000). A eletroforese € normalmente
realizada sob pH alcalino, no qual a maioria das proteinas adquire carga negativa.
As moléculas de maior carga negativa movem-se em dire¢cdo ao anodo (polo

positivo) quando a corrente elétrica passa através da solugao (ECKERSALL, 2008).

2.4 PROTEINAS DE FASE AGUDA

A resposta inflamatéria aguda € uma reacao inespecifica do hospedeiro que
ocorre rapidamente apés a uma injuria tecidual de causa inflamatéria, infecciosa,
imune, neoplasica ou traumatica. O propédsito desta resposta é restabelecer a
homeostase e remover a causa do disturbio presente. Compde o sistema de defesa
do organismo, sendo responsavel pela sobrevivéncia do animal nos estagios iniciais
de uma inflamagéo, ou seja, antecedendo a resposta imune. As proteinas de fase
aguda sao apenas um dos efeitos causados pela resposta inflamatéria aguda, que
incluem também febre, leucocitose, aumento do cortisol sanglineo, diminuicdo das
concentragoes de tiroxina, alteragdes metabdlicas, como lipdlise, gliconeogénese e
catabolismo muscular e diminuicdo das concentracdes séricas de ferro e zinco
(CERON et al., 2005).

A lesao tecidual leva a liberagao de citocinas inflamatérias como interleucinas 1
e 6 (IL-1 e IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interferon y (IFN-y). Estas
citocinas agem no figado estimulando a produgdo e a liberagdo das chamadas
proteinas de fase aguda (PFA) positivas, o que consequentemente, leva a um
aumento da concentracao sérica das mesmas. Outras proteinas como a albumina e
a transferrina séo consideradas PFA’s negativas, por diminuirem durante a resposta
inflamatoria aguda (THOMAS, 2000). Dentre as PFA’s positivas estao o fibrinogénio,
a haptoglobina, a ceruloplasmina, o amildide A sérico, a proteina C reativa, a a-2
macroglobulina e a glicoproteina acida a-1 (MEYER e HARVEY, 2004).

No inicio de doencas inflamatdrias e infecciosas, as PFA’s positivas se elevam
no soro, se mantém elevadas no decorrer da doenga e diminuem seus niveis em
resposta ao tratamento. Portanto, sdo bons marcadores de diagnédstico, prognostico
e de monitorizagéo do tratamento (MARTINEZ-SUBIELA, et al. 2003). Ha relatos de

aumento das PFA’s positivas também apds a vacinagdo (GRUYS et al., 2005).
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Em cada uma das espécies animais, as PFA’s positivas possuem repostas
discretas, moderadas e intensas. As PFA’'s de resposta intensa possuem
concentragdes baixas no soro de animais normais e elevam-se cerca de 100 a 1000
vezes acima deste valor quando ha algum estimulo inflamatério, alcangando seu
pico maximo de reposta em 24 a 48 horas apds o estimulo e diminuindo
rapidamente durante a convalescéncia. No cao, as PFA’s de resposta intensa sao a
proteina C reativa e o amidide A sérico. Ja as PFA’s de resposta moderada sao
aquelas que estao presentes no soro de animais normais e elevam-se cerca de 5 a
10 vezes acima deste valor quando ha algum estimulo inflamatério, alcangando seu
pico maximo de reposta em dois a trés dias apdés o estimulo e diminuindo seus
niveis de maneira mais suave do que as PFA’s de resposta intensa. Exemplos de
PFA’s de resposta moderada no cédo séo a glicoproteina acida a-1, a haptoglobina e
a ceruloplasmina. No caso das PFA’s de resposta discreta, a elevegao nos niveis
séricos frente a algum estimulo inflamatério ocorre gradualmente e a elevagao é
apenas de 50 a 100% do seu valor basal (ECKERSALL, 2008).

Vérias proteinas de fase aguda ja foram descritas nos cédes como a
ceruloplasmina, a haptoglobina, o amildide A sérico, a glicoproteina acida o 1 e a
proteina C reativa (CERON et al., 2005).

Ha varios métodos disponiveis para a determinacdo da atividade sérica das
proteinas de fase aguda (CERON et al., 2005). Algumas delas, como a haptoglobina
e a ceruloplasmina podem ser determinadas através de métodos colorimétricos por
espectrofotometria, o que facilita sua determinagao ja que ndo ha a necessidade da
utilizacdo de anticorpos espécie-especificos (SOLTER et al.,, 1991). Ja outras
proteinas de fase aguda como o amildide A sérico e a CRP nao possuem testes
colorimétricos desenvolvidos para a determinacdo de sua atividade sérica. Ha
apenas testes imunolégicos envolvendo a utilizagdo de anticorpos espécie-
especificos como o ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay), o ensaio
imunoturbidemétrico e a algutinagdo passiva em latex (ECKERSALL et al., 1991;
PARRA et al., 2006). Entretanto, ndo ha disponibilidade comercial da maioria destes
testes no Brasil e, quando existe esta disponibilidade, o custo da importagao destes
“kits” € muito alto, inviabilizando sua utilizacdo para a rotina clinica. Ha ainda,
disponiveis no Brasil, testes imunologicos variados para a determinacdo das
proteinas de fase aguda humanas, contudo, sua utilizagdo para a maioria das

espécies animais ndo é recomendada, ja que ha diferengas estruturais entre tais
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proteinas animais e humanas, causando reacoes cruzadas com outras proteinas e,

consequentemente, alterando a especificidade do teste.

2.4.1 Haptoglobina

A haptoglobina é uma glicoproteina com peso molecular de 81 kD no cdo. E
composta por quatro subunidades, duas a e duas 3, formando uma cadeia com a
seguinte conformagdo B-o—o—B. E o maior componente das oy globulinas
identificadas por eletroforese (CERON et al., 2005). Seu papel no organismo animal
€ de ligacdo com a hemoglobina livre no sangue em casos hemoliticos
intravasculares, impedindo sua acéo téxica nos tubulos renais e indisponibilizando o
ferro contido na hemoglobina para o crescimento bacteriano (EATON et al., 1982). A
haptoglobina previne também as lesdes oxidativas teciduais ao ligar-se a
hemoglobina livre, ja que a hemoglobina possui grande capacidade oxidativa (YANG
et al., 2003). O complexo formado pela haptoglobina ligada a hemoglobina é
reconhecido rapidamente pelo sistema monocitico fagocitario através do receptor
CD163 dos macrofagos, que remove o complexo da circulagdo (GRAVERSEN et al.,
2002). Além disso, inibe os processos de fagocitose e quimiotaxia dos neutrofilos,
atuando como um modulador da resposta inflamatoria (MEYER e HARVEY, 2004).
Segundo Murata e Miyamato (1993), a haptoglobina pode estar associada a efeitos
imunomodulares, inibindo a blastogénese dos linfécitos.

Em cées, o aumento dos niveis séricos de haptoglobina esta relacionado as
hepatites crénica e aguda, administracdo de cortisol exdégeno, além de doencas
inflamatdrias, neoplasicas e auto-imunes. A diminuigdo da haptoglobina no céao
ocorre em cirrose terminal, hemdlise aguda e formacédo de hematomas (THOMAS,
2000; CERON et al., 2005). A mensuracdo da haptoglobina no cdo é um parametro
mais sensivel do que a dosagem de fibrinogénio plasmatico e a contagem de
leucécitos em relagédo a avaliacao da reposta inflamatéria aguda (SOLTER et al.,
1991).

A determinacdo de haptoglobina canina pode ser realizada através de
metodologias que envolvem uma reacdo antigeno-anticorpo, como a
imunofluorometria, desenvolvida para a determinagdo da atividade sérica da

haptoglobina, mas também se aplica ao sangue total e a saliva (PARRA et al.,
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2005). Ja outras técnicas como o “immunoblotting” associado a incidéncia isoelétrica
a partir da eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida também s&o capazes
de identificar e determinar a concentracdo da haptoglobina canina (ANDERSON e
SEVELLIUS, 2001). Entretanto, o teste mais difundido e mais comumente utilizado
para a determinacdo da atividade sérica da haptoglobina, apesar da pouca
estabilidade dos reagentes e do tempo longo de realizagdo do teste, € o teste
colorimétrico ja que nao necessita de um anticorpo especifico contra a haptoglobina
canina. O principio do teste baseia-se na capacidade da haptoglobina ligar-se a
hemoglobina, formando um complexo que altera a absorbancia inicial da
hemoglobina livre na mesma propor¢cdo da quantidade de haptoglobina presente na
amostra de soro (ECKERSALL et al., 2008). A técnica foi descrita por Elson (1974)
para a determinacdao no soro de pacientes humanos e validada por Harvey (1986)

para a utilizagdo no soro de pacientes da espécie canina.

2.4.2 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina é uma glicoproteina componente das a, globulinas (MEYER
e HARVEY, 2004). Nao ha relatos de sua estrutura molecular nos caes, mas nos
seres humanos, possui um peso molecular de 151kD (CERON et al., 2005). Sua
funcao principal no organismo animal é o transporte de cobre no sangue, além disso,
a ceruloplasmina possui uma atividade de ferroxidase, facilitando a oxidagao do ferro
da forma ferrosa (Fe*?) para a forma férrica (Fe*®), importante na mobilizagdo do
ferro dos estoques teciduais (MEYER e HARVEY, 2004). A ceruloplasmina também
possui outro papel antioxidante importante em situagdes inflamatadrias, protejendo os
tecidos do oxigénio toxico liberado no metabolismo das células fagociticas durante
os quadros inflamatérios (CERON e MARTINEZ-SUBIELA, 2004).

No cdo, o aumento dos niveis séricos de ceruloplasmina esta relacionado a
inflamagcédo e ao trauma tecidual, j3 em bovinos, sua diminuicdo pode estar
associada a deficiéncia de cobre decorrente de deficiéncia nutricional (THOMAS,
2000). Em caes com diversas condicbes espontaneas, o aumento sérico da
concentracao de ceruloplasmina foi mais sensivel do que a determinagdo do

fibrinogénio plasmatico e do que a contagem de leucdcitos, porém, foi menos
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sensivel do que a mensuragao dos niveis séricos de haptoglobina na detecgédo de
doencas inflamatérias diversas (SOLTER et al., 1991).

A determinacao da ceruloplasmina pode ser realizada a partir da capacidade
de ferroxidase desta proteina (CERON e MARTINEZ-SUBIELA, 2004). Varios
substratos foram utilizados na medicina humana com esta finalidade como a
parafenilenodiamina (SUNDERMAN e NOMOTO, 1970; HENRY et al, 1960), e
dicloridrato de ortodianisidina (SCHOSINSKY et al., 1974). Entretanto, apenas a
metodologia baseada na capacidade de oxidagdo da parafenilenodiamina pela
ceruloplasmina foi modificada e adaptada a determinagcdo da ceruloplasmina em
soros de animais da espécie canina (SOLTER et al., 1991). O principio deste
metodo baseia-se na capacidade da ceruloplasmina catalisar a oxidagdo da
parafenilenodiamina formando um componente de coloracéo lilas. A intensidade da
coloracao formada é proporcional a concentracao de ceruloplasmina na amostra
(SUNDERMAN e NOMOQOTO, 1970).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas amostras sanguineas de 95 animais da espécie canina
divididos em dois grupos. O grupo | era composto por 75 caes de ragas variadas que
apresentaram anticorpos IgG para Leishmania sp., no qual foram consideradas
sororreatoras as amostras que apresentaram fluorescéncia em diluigcdes iguais ou
maiores que 1:40 pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). A RIFI foi
realizada no Servico de Parasitologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC) — da Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz), segundo as especificagbes
do fabricante (Biomanguinhos/ FIOCRUZ/MS). O grupo Il foi composto por 20
animais sadios de ragas variadas apresentando sorologia negativa para
Leishmaniose pelo método da RIFI. Como a RIFI realizada detecta anticorpos IgG
contra Leishmania, tanto animais sororreatores para L. (L.) chagasi como para L.(V.)
brasiliensis podem ser detectados. Entretanto, a regido estudada possui raros casos
de LTA (MADEIRA et al, 2006), além de ser este teste o preconizado pelo Ministério
da Saude para o diagnostico da LVC

Os caes do grupo | eram provenientes de inquérito soroldgico para
Leishmaniose Visceral realizado no municipio do Rio de Janeiro, pela Secretaria
Municipal de Saude. Os animais foram submetidos a rotina clinica no Laboratério de
Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Pequenos Animais — IPEC — Fiocruz
conforme o protocolo “Avaliacdo Parasitologica de Leishmaniose Canina”.

Os caes do grupo Il eram provenientes de um arquivo de soros de animais
doadores de sangue de um banco de sangue comercial do Rio de Janeiro. Os
animais apresentavam-se sadios ao exame clinico no momento da coleta e
apresentavam exames laboratoriais hematolégicos e bioquimicos séricos de uréia,

creatinina, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina dentro dos valores de
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normalidade, além de resultado negativo para o teste sorologico para a detec¢éo do
antigeno de Dirofilaria immitis e dos anticorpos contra Anaplasma phagocytophilum,
Borrelia burgdorferi e Ehrlichia canis, através do kit comercial Canine SNAP 4Dx
(IDEXX, Westbrook, maine USA).

O estudo foi aprovado e conduzido de acordo com as normas do Comité de
Etica no Uso de Animais em Pesquisas da Fiocruz (CEUA — Fiocruz) P.0195/03 e
aguarda o parecer do Comité de ética de Pesquisa com Animais da Universidade
Federal Fluminense (CEPA - UFF), sob o protocolo 007409.

3.2 COLETA DE MATERIAL

As amostras de sangue foram obtidas com os caes tranquilizados com
Tiopental Sddico na dose de 12,5mg/kg através de venopuncgao jugular utilizando
sistema de coleta a vacuo evitando-se o garroteamento prolongado e as multiplas

puncdes, para realizagao dos seguintes exames laboratoriais:

3.2.1 Hemograma e Reacao em cadeia da polimerase para Ehrlichia sp.

Foi coletado sangue total em tubos de plastico com capacidade total para
4mL contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%. Apos
o processamento do hemograma, a amostra de sangue total foi centrifugada a
1.006g por 10 minutos com o objetivo de separar o plasma do material celular
sanguineo. Ambas as parte foram transferidas para frascos tipo eppendorff® e
estocadas em temperatura de congelamento a -20°C até a o momento do

processamento.

3.2.2 Determinacdo da concentracdo sérica de proteinas totais, albumina,

globulinas, eletroforese de proteinas, haptoglobina e ceruloplasmina

Foi coletado sangue em tubos de vidro com capacidade total para 10mL sem
anticoagulante. Os tubos contendo o sangue foram mantidos a temperatura

ambiente até que ocorresse a coagulagdo sanguinea e retracdo do coagulo. Em
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seguida, os tubos foram centrifugados a 1.006g por 10 minutos para a obtengao do
soro sanguineo. O soro de cada animal foi aliquotado em quatro frascos tipo
eppendorff® de acordo com o volume necessario para a realizagdo de cada
determinagdo, evitando-se o congelamento e descongelamento consecutivos da
amostra. Em seguida, as amostras foram estocadas em temperatura de

congelamento a -20°C até a o momento do processamento.

3.3 EXAMES LABORATORIAIS
3.3.1 Hemograma

O hemograma foi realizado no Laboratério Clinico Veterinario de Universidade
Federal Fluminense utilizando o contador automatico de células Coulter® modelo T-
890. O hematdcrito foi realizado através do método do microhematdcrito, a partir do
qual também foi obtido o plasma para a determinacdo das proteinas plasmaticas
totais por refratometria. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em
esfregaco sanguineo de sangue periférico corado por Giemsa segundo técnica
descrita por Jain (1993).

3.3.2 Concentragdes séricas de proteina total, albumina e globulina

A determinacgao das concentracdes sericas das proteinas totais e da albumina
foi realizada no Laboratério Clinico Veterinario de Universidade Federal Fluminense.
A concentracdo sérica das proteinas totais foi determinada através do método
colorimétrico do Biureto, utilizando o kit da Labtest® (catalogo 99). A leitura das
absorbancias foi realizada no espectrofotbmetro semi-automatico Bio 200®,
utilizando comprimento de onda 546nm. A dosagem de albumina sérica foi realizada
através do método colorimétrico de ligagdo ao Verde de Bromocresol utilizando o kit
da Labetst® (catdlogo 19). A leitura das absorbancias foi realizada no
espectrofotdmetro semi-automatico Bio 200®, utilizando comprimento de onda
620nm. O valor das globulinas foi obtido a partir da diferenga entre as concentragdes

séricas das proteinas totais e a da albumina.
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3.3.3 Eletroforese das proteinas séricas totais

O fracionamento das proteinas séricas totais foi realizado no Setor de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) utilizando o sistema para eletroforese FEA-250
CELM® através da técnica de eletroforese em gel de agarose geral (Celmgel —
CELM®) em tampao TRIS pH 9,5. O fracionamento protéico ocorreu sob 100V em 20
minutos. Apds esta etapa, o gel foi retirado da cuba de eletroforese e foi entdo
corado em Negro de amido a 0,1% em &acido acético a 5% por 5 minutos e descorado
com 4cido acético a 5% por 5 minutos (figura 1). O gel sofreu o processo de
secagem com ar quente, permitindo sua posterior leitura por densitometria. A leitura
foi realizada utilizando o software para densitometria (SDS-60 CELM®), para realizar

a leitura, foi necessaria a utilizagao de um “scanner” de mesa Canon 3000EX.

Figura 1 — a. Aplicagdo da amostra do gel de agarose; b. Inicio do fracionameto

protéico; c. coloragao do gel; d. descoloragao do gel.



42

Para a avaliacdo dos perfis eletroforéticos quando houve aumento da banda
das vy globulinas e classificagdo das gamopatias em monoclonal ou policlonal foi
utilizado o critério proposto por Lassen (2004) que classifica o aumento de y
globulinas como gamopatia policlonal quando a base da curva de y globulinas é
maior que a base da curva de albumina ou ainda quando a altura do pico de y

globulinas € menor que o quadruplo da largura da base da curva de y globulinas.

3.3.4 Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificagdo do genoma de

Ehrlichia sp.

A PCR foi realizada no Laboratério de Bactérias Enteropatogénicas e
Microbiologia de Alimentos do Instituto Biomédico da Universidade Federal
Fluminense. A extracdao do DNA foi realizada em camara de fluxo laminar vertical
continuo (VECO-VLFS 9, Campinas, Brasil) utilizando o “kit” comercial “lllustra blood
genomicPrep Mini Spin Kit” GE Healthcare® de acordo com as instrucées de uso do
fabricante do fabricante. O DNA purificado foi congelado a temperatura de — 20°C
até o momento da utilizagdo para a PCR.

O DNA extraido de cada amostra foi testado para a presenga genética de
algumas das espécies da familia Anaplasmataceae como Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia muris, Ehrlichia ruminantium, Anaplasma phagocytophilum,
Anaplasma platys, Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, Wolbachia pipientis,
Neorickettsia sennetsu, Neorickettsia risticii, and Neorickettsia helminthoeca
utilizando os iniciadores ou “primers” EHR16SR e EHR16SD Invitrogen® que
amplificam um fragmento do gene codificador da unidade 16S do RNA ribossomal,
originando um produto de 345 pares de bases.

Para o preparo da mistura de reativos foram utilizados 0,2mM de dNTPs
(trifosfatos desoxirribonucleosideos - Amersham Biosciences, Piscataway, EUA),
3mM de MgCl;, 20mM de Tampéao Tris-HCI pH 9,0 (Amersham Biosciences,
Piscataway, EUA), 12,5pmol de cada primer, 1,25U de Taq DNA polimerase
(Amersham Biosciences, Piscataway, EUA), 100mM de KCI, 14,25uL de “UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water” (Gibco/lnvitrogen, Carlsbad, EUA) e 2,5uL da
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solugéo contendo previamente o DNA. A reagéao foi padronizada em volume final de
25ul. (BROWN et at., 2001)

As amplificacbes foram realizadas em termociclador programavel, modelo
PTC-100 (MJ Research ™, INC, Waltham, EUA). O programa consistia em: passo
inicial de desnaturagao por 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturagao
a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto. Foi utilizado um passo final de extenséo por 5 minutos a 72 °C.

Para a revelagdo dos resultados, os produtos obtidos foram acrescidos de
8uL de corante de corrida (solugéo de azul de bromofenol a 0,25% + glicerol a 60%)
e uma aliquota de 10uL desta solugéo (corante + DNA amplificado) foi adicionada
em gel de agarose a 1% e submetida a eletroforese por aproximadamente 60
minutos a 115V em cuba hotizontal (CBS Scientific Company Inc. Del mar, EUA). O
tampao de corrida era composto por uma solugao de Tris a 0,5M — Borato a 0,045M
— EDTA a 1TmM e pH 8,2 (TBE 1X). Para revelacéo, o gel foi corado em solucéo de
brometo de etideo 0,01% (Introvigen, Brasil) e visualizado em transluminador Ultra-
Violeta (Vilber Lourmat modelo TCX20 — M).

Para a determinagao dos produtos amplificados foi utilizado o marcador de
peso molecular de 1000 pares de base (1 Kb plus). Foram utilizadas amostras
controle positivo e negativo para comprovacédo da eficacia da PCR, evitando um
possivel erro por contaminacdo durante o processo. Para o controle positivo foi
utilizada amostra de DNA genémico obtido de um céo naturalmente infectado por A.
platys. Para o controle negativo foi utilizada a mistura de reativos, sem o acréscimo
final do DNA. A extragao do DNA, a amplificagdo e a corrida em gel de eletroforese

ocorreram em ambientes diferentes a fim de se evitar problemas com contaminagéo.

3.3.5 Determinacéo da concentracéo sérica da haptoglobina

A determinagdo da concentracdo sérica da haptoglobina foi realizada no
Laboratério Didatico Multidisciplinar do Hospital Anténio Pedro (HUAP) da
Universidade Federal Fluminense através da leitura por espectrofotometria do
complexo formado pela ligagdo da haptoglobina com a hemoglobina no soro
sanguineo, em pH 3,7 e comprimento de onda 407nm, conforme a técnica

padronizada por Elson (1974). As solugdes foram preparadas utilizando medidor de
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pH digital de bancada BEL Engineering® modelo W3B. Para a determinacdo das
absorbancias foi utilizado o espectrofotdmetro Instrutemp® ITUV 1000A (figura 2b)
utilizando cubetas de cristal.

A técnica de determinagcdo da haptoglobina consistiu em duas etapas que
precediam a etapa de reagdo. A primeira delas foi o preparo de uma solugdo de
cianometahemoglobina a 60mg/dL a partir de uma amostra de sangue total com
EDTA da espécie canina. Para isso, foi necessario centrifugar a 1.006g por 10
minutos cerca de 5mL do sangue com o objetivo de separar o plasma do material
celular sanguineo. O plasma e a camada de leucdcitos e plaquetas foram
descartados e a papa de hemacias foi lavada trés vezes com solugdo salina
tamponada, pH 7,4. As hemacias foram lisadas adicionando agua destilada até obter
5mL e 1mL de cloroférmio. Esta mistura foi homogeneizada vigorosamente e, em
seguida, centrifugada a 1.006g por 10 minutos para retirar restos de estroma. O
material hemolisado foi levado ao “freezer” por trés vezes, aguardando o processo de
congelamento e descongelamento. Foi realizada a dosagem de hemoglobina do
hemolisado utilizando 10mL do reagente de Drabkin ao qual foi adicionado 100uL do
hemolisado. Foi realizada a leitura por espectrofotometria a 540nm no
espectrofotdmetro semi-automatico Bio 200® e a concentragdo da hemoglobina foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo 1/4mM de 10,7 e peso molecular da
hemoglobina de 64,458. A concentracdo de hemoglobina do hemolisado foi de
61,224g/L. Desta forma, para se obter uma solugao a 60mg/dL, foi necessario diluir
0,98mL do hemolisado com agua destilada até completar 100mL. Como a dosagem
de haptoglobina foi realizada por etapas, o hemolisado foi separado em aliquotas de
0,98mL em frascos tipo eppendorﬁ‘® e estocado em temperatura de congelamento a
-20°C até a o momento da realizagdo das dosagens, quando o hemolisado foi, entao
descongelado e diluido em 4&gua destilada para fazer a solugdo de
cianometahemoglobina a 60mg/dL

A segunda etapa da técnica de determinagao da haptoglobina foi o preparo da
solucao tampao formato pH 3,5, utilizando solucao de acido férmico 1M e solucéo de
hidroxido de sédio 1M. Ajustando o pH para 3,5 com o auxilio do medidor de pH. A
solucao final manteve a molaridade do acido férmico e do hidréxido de sédio em
respectivamente 0,50 M e 0,25 M.

Para a realizagao da reacgdo, foi necessario utilizar também solugao salina

fisiologica (NaCl 0,9%). Para cada amostra a ser dosada, foi necessario utilizar dois
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tubos de ensaio, um identificado como “Amostra” (A) e o outro como “Branco” (B).
No tubo A foi adicionado 900uL de solugao salina fisiolégica e 100uL da amostra de
soro. No tubo B apenas foi adicionado 900uL de solugéo salina fisiolégica. Ambos os
tubos foram homogeneizados e colocados em banho-maria a 37°C por 5 minutos.
Aos dois tubos foram, entdo, adicionados 500uL de solugdo de
cianometahemoglobina a 60mg/dL. Ambos os tubos foram novamente
homogeneizados e recolocados em banho-maria a 37°C por mais 10 minutos. Foi
adicionado 1000uL de tampéo formato pH 3,7 em ambos os tubos, no tubo B foi,
ainda, adicionado 100uL da amostra de soro. Ambos o0s tubos foram
homogeneizados e retirados do banho-maria, aguardando a temperatura ambiente
por uma hora até o momento da leitura das absorbancias (figura 2a).

|

ula

Figura 2 — a. Tubos Branco (esquerda) e Amostra (direita) da Haptoglobina no

momento da realizacido da leitura dos comprimentos de onda; b. Espectrofotdbmetro
Instrutemp® ITUV 10002.

Para determinar os comprimentos de onda da leitura, foi necessario realizar a
varredura das solu¢des Branco e Amostra. Para realizar tal varredura foi executada
toda a técnica descrita acima utilizando como amostra de soro um “pool” de soros de
cinco animais da espécie canina sadios. A leitura foi realizada no espectrofotémetro,
determinando a absorbancia do branco e da amostra desde o comprimento de onda
350nm até o 410nm, com intervalos de 2nm. O comprimento de onda no qual foi
realizada a primeira leitura foi o comprimento de onda de maior absorbéancia de

ambas as solugdes (branco e amostra). O ponto onde as curvas das duas solugcbes
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se cruzaram é o ponto isosbético, comprimento de onda da segunda leitura. A partir
desta varredura, obteve-se o comprimento de onda de 404nm para a primeira leitura
e de 384nm para a segunda leitura.

Foi realizada a leitura da absorbancia dos dois tubos em 404nm e em 384nm
contra um branco de agua destilada. O valor da concentragdo de haptoglobina é
expresso em miligramas de capacidade de ligagdo da cianometahemoglobina por
decilitro (mgHBC/dL). Para converter os valores de absorbancia em mgHBC/dL foi
necessario multiplicar a diferenga das absorbancias da amostra pelo branco em
404nm diminuida pela diferenca das absorbancias da amostra pelo branco em
384nm pelo fator de correcao de 455. O fator de corregcdo € utilizado devido a
auséncia de um padrao de haptoglobina canina de concentragdo conhecida. O fator
€ calculado utilizando-se o coeficiente de extincdo diferencial da

cianometahemoglobina de 0,011.

Haptoglobina (mgHBC/dL)= 455 X (AA4o4nm - AA3ganm),
onde: AAsoanm= Absorbancia da amostra - Absorbancia do branco em 404nm

AAsssnm= Absorbancia da amostra - Absorbancia do branco em 384nm

3.3.6 Determinacéo da concentracéo serica da ceruloplasmina

A determinacao da concentracao sérica da ceruloplasmina foi realizada no
Laboratério Didatico Multidisciplinar do Hospital Anténio Pedro (HUAP) da
Universidade Federal Fluminense através da determinacdo da taxa de oxidacado do
p-fenilenodiamino a 37°C em pH 6,0 sob espectrofotometria a 530nm, conforme a
técnica padronizada por Sunderman e Nomoto (1970) e modificada para a espécie
canina por Solter et al. (1991). As solugdes foram preparadas utilizando medidor de
pH digital de bancada BEL Engineering® modelo W3B. Para a determinagdo das
absorbancias foi utilizado o espectrofotdmetro Instrutemp® ITUV 1000A, utilizando
cubetas de cristal.

A técnica de determinacdo da ceruloplasmina consistiu em trés etapas que
precediam a etapa de reacdo. A primeira delas foi o preparo de uma solugido tampao
acetato 0,1M, pH 5,7 a partir de 28mL de solucéo de acido acético 0,1M e 172mL de

solucao de acetato de sddio 0,1M.
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A segunda foi o preparo de uma solug¢ao de azida sédica 0,2mol/L em tampao
acetato, adicionando 0,975g de azida sodica em 10mL de tampao acetato. A solugao
foi estocada em frasco ambar em temperatura de refrigeragéo a 4°C.

A terceira etapa consistiu no preparo de uma solugdo de p-
Fenilenodiamina.2HCI 0,25% em tampao acetato, dissolvendo 0,5g de p-
Fenilenodiamina em 75,0mL de tampdo acetato. O pH foi ajustado para 5,7

adicionando NaOH 1N gota a gota com auxilio do medidor de pH. A solugao foi

estocada em frasco ambar e utilizada em até 3 horas apds o preparo.

Figura 3 — a. Preparagdo da protegdo contra a luz nos tubos utilizados para a
determinacao da ceruloplasmina; b. Tubos Branco (esquerda) e Amostra (direita) da

Ceruloplasmina no momento da realizagao da leitura dos comprimentos de onda.

Para a realizagéo da reacéo, foi necessario utilizar tubos de ensaio protegidos
da luz e para isso, cada tubo foi envolvido individualmente em papel laminado (figura
3a). Para cada amostra a ser dosada, foi necessario utilizar 2 tubos de ensaio, um
identificado como “Amostra” (A) e o outro como “Branco” (B). Primeiramente, foi
adicionado em ambos os tubos 1000uL de tampé&o acetato 0,2mol/L pH 5,7 e 50uL
de amostra de soro. Os tubos foram homogeneizados e colocados em banho-maria a
37°C por 5 minutos. A seguir, foram adicionados 500uL de solugdo de p-
Fenilenodiamina.2HCI 0,25% em tamp&o acetato em ambos os tubos que foram
novamente homogeneizados e colocados em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Ao

tubo B foram, entdo, adicionados 25uL de solugdo de azida sddica 0,2mol/L em
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tampéo acetato. Ambos os tubos foram novamente homogeneizados e recolocados
no banho-maria por 30 minutos. Na etapa final, foram adicionados 25uL de solugao
de azida sdédica 0,2mol/L em tampdo acetato no tubo A. Ambos os tubos foram
homogeneizados e levados ao espectrofotbmetro para a determinagdo das
absorbancias a 530nm contra um branco de agua destilada. A reacdo produz uma
cor purpura mais fraca no tubo Branco e mais intensa no tubo Amostra (figura 3b)

O valor da concentracdo de ceruloplasmina é expresso em unidades
internacionais por litro (UI/L). Para converter os valores de absorbancia em Ul foi
necessario multiplicar a diferenga das absorbancias da amostra pelo branco pelo

fator de correcéo de 87,17.

Ceruloplasmina (Ul/L)= 87,17 x AA,

onde: AA= Absorbancia da Amostra — Absorbancia do Branco em 530nm

O fator de correcdo é utilizado devido a auséncia de um padrao de
ceruloplasmina canina de concentragao conhecida. O fator é calculado utilizando-se
um composto denominado base de Bandrowiski de espectro de absorgao idéntico ao
do composto formado pela oxidagdo da parafenilenodiamina de acordo com a

técnica proposta por Rice (1962).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio do programa SAS® (SAS Institute
Inc., North Carolina, EUA, 1985).

Foram calculados as médias e os desvios-padrao para todas as variaveis no
grupo | e no Il quando possivel: Eritrograma, leucograma, plaquetometria, proteinas
séricas totais, pré-albumina, albumina, a1 globulina, a2 globulina, § globulina, y
globulina, haptoglobina e ceruloplasmina.

As variaveis do eritrograma, plaquetometria, haptoglobina e ceruloplasmina
foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA) com significancia estatistica ao
nivel de 5 % entre os grupos | e Il.

A associacdo entre as variaveis leucdcitos, segmentados, haptoglobina e

ceruloplasmina foi observada através do coeficiente de correlagdo de Pearson r.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados a seguir referem-se apenas a 71 animais
sororreatores para Leishmania sp., ja que quatro animais apresentaram PCR positiva
para Ehrlichia sp. Os resultados das variaveis dos animais coinfectados por Ehrlichia

sp serao apresentados no item 4.4 apenas sob a forma descritiva.

4.1 HEMOGRAMA

Os resultados do hemograma foram divididos em eritrograma, leucograma e
plaguetometria. Dos 71 animais do grupo |, apenas 67 animais tém resultados de
hemograma, ja que nestes quatro animais restantes ndo foi possivel utilizar a

amostra de sangue total devido a coagulagao da mesma.

4.1.1 Eritrograma

As médias dos valores da contagem de hemacias, hemoglobina e hematdcrito
mostraram diferenca significativa (p<0,05) entre os animais do grupo | e Il como
mostra a tabela 1. Além disso, 47 (70%) dos 67 animais apresentavam valores
abaixo dos valores de referéncia propostos por Jain (1993). A partir da analise destes
dados, €& possivel concluir que uma elevada porcentagem desses animais
apresentava anemia.

As médias dos indices hematimétricos volume globular médio (VGM) e
concentracao de hemoglobina globular média (CHGM) nos animais do grupo | foram
respectivamente 76,32fL e 29,78%. Ja no grupo Il, estes valores foram 70,29fL e

34,10%. Nao foi observada diferenga significativa (p>0,05) entre estes valores,
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entretanto, quando comparados aos valores de referéncia propostos por Jain (1993),
observamos que o valor da média do VGM do grupo | encontra-se proxima ao valor
maximo de normalidade de 77fL, ja o CHGM encontra-se abaixo do minimo de
normalidade de 32%. A partir destes dados pode-se concluir que a anemia
apresentada é do tipo normocitica e hipocrédmica. Dentre as causas de hipocromia,
podemos citar a deficiéncia de ferro como a principal que pode ocorrer devido a
alguma deficiéncia nutricional, presenca de endoparasitas ou deficiéncia na
absorgao intestinal (WASTON e CANFIELD, 2000). Entretanto, ndo se pode
descartar outras hipéteses como a anemia da doencga inflamatéria; a anemia devido
a perda por sangramento gastrointestinal ou epistaxe que pode ocorrer em casos de
trombocitopenia intensa; a anemia por supressdo da medula 6ssea e a anemia por
deficiéncia de eritropoietina na insuficiéncia renal (KONTOS e KOUTINAS, 1993).
Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por Ciaramella et al. (1997) que
observaram anemia arregenerativa normocitica e normocrémica em 60% de 150
caes positivos para L. (L.) infantum pelo método da RIFI num experimento realizado
na ltalia. Ja Koutinas et al. (2001) num estudo na realizado na Grécia que avaliava o
tratamento com alopurinol encontraram anemia em 68,9% dos 45 cées positivos
para L. (L.) infantum pelo método da RIFlI e por PCR de medula 6ssea para o

mesmo agente, no momento anterior ao tratamento.

Tabela 1 — Valores de média e desvio-padrao do eritrograma dos animais do grupo |

(sororreatores para Leishmania sp.) e do grupo Il (animais sadios).

Grupo | (n=67) Grupo Il (n=20) Valores de
Variaveis Média (desvio-padrdo) Média (desvio-padrdo) Referéncia
Hemacias (x 10%uL) 4,21 (1,03)° 6,27 (0,54) ° 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 9,56 (2,59) @ 15,04 (1,61)° 12-18
Hematécrito (%) 31,97 (8,14) @ 44 15 (4,39) ° 37 - 55

* Letras diferentes mostram significancia a 5%

4.1.2 Leucograma

As médias e desvios-padrdo dos valores da leucometria global, e da
leucometria especifica dos animais do grupo | e Il estdo representados na tabela 2.
N&o foram observadas variagdes das médias dos valores da leucometria global, e da

leucometria especifica do grupo | em relagdo aos valores de referéncia descritos por
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Jain (1993). Entretanto, foi observada leucocitose em nove (13,4%) dos animais do
grupo | e leucopenia em quatro (5,9%) dos animais do mesmo grupo. Na leucometria
especifica, o achado mais consistente foi a linfopenia observada em 37 (55,2%) dos
animais do grupo I. A neutrofilia foi observada em 17 (25,4%) dos animais do mesmo
grupo. Outros achados ocasionais foram eosinofilia (14,9%), eosinopenia (10,4%),

monocitose (11,9%) e monocitopenia (4,5%).

Tabela 2 — Valores de média e desvio-padrao do leucograma dos animais do grupo |

(sororreatores para Leishmania sp.) e do grupo |l (animais sadios).

Grupo | (n=67) Grupo Il (n=20) Valores de
Variaveis Média (desvio-padrdo) Média (desvio-padrao) Referéncia
Leucdcitos (/uL) 12.292,5 (4.463,4) 11.990 (3.099,6) 6-17
Basofilos (/ul) 1,8 (14,78) 0 (0) 0
Eosindfilos (/ul) 693,8 (625,0) 1.205,5 (635,2) 100 - 1250
Bastdes (/uL) 43,65 (96,0) 0 (0) 0-300
Segmentados (/ulL) 9.631,0 (3715,5) 7.170,2 (1.880,2) 3000 - 11500
Linfocitos (/ul) 1.151,9 (805,2) 2989,1 (1.449,5) 1000 - 4800
Monacitos (/uL) 770,4 (547,45) 625,2 (435,0) 150 - 1350

Estes resultados s&o em parte semelhantes aos descritos por Koutinas et al.
(2001) que availando um total de 45 animais com LVC observou leucocitose em
6,7%, leucopenia em 35,6%, neutrofilia em 8,9%, neutropenia em 17,8%, linfopenia
em 44,4% e monocitose em 6,7% dos animais avaliados. Ciaramella et al. (1997)
também observou neutrofilia em 24% dos 150 animais avaliados. Tryphonas et al.
(1977) avaliando um animal com LVC observou leucometria global dentro dos
valores de normalidade, linfopenia discreta e monocitose moderada. Como a LVC é
uma doencga sistémica, de patogenia abrangente, é capaz de induzir respostas
diferentes no leucograma dos diversos animais com a doenca. Sendo assim, os
valores relatados na literatura disponivel sdo variaveis, mostrando que o leucograma
nao é um teste sensivel como exame de triagem para a LVC. Como a LVC pode se
apresentar nas formas aguda, sub-clinica, ou cronica, a variacao nos resultados da
leucometria pode estar relacionada ao grau de inflamacao existente em cada uma
destas fases. Na fase aguda da doenca, os caes acometidos podem apresentar um
quadro inflamatério mais intenso do que nas outras duas fases exacerbando os
sinais clinicos e acarretando em alteracbes no leucograma como leucocitose
neutrofilia e linfopenia (BANETH, 2006; MARZOCHI et al., 1985).
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4.1.3 Plaquetometria

As médias dos valores da plagquetometria nos animais do grupo | e I
mostraram diferenga significativa (p<0,05) como mostra a tabela 3. Comparando os
valores obtidos no grupo | com os valores de normalidade descritos por Jain (1993),
foi observado trombocitopenia em 41 (61,2%) dos 67 animais avaliados.

A trombocitopenia € um achado comum na LVC, como descrito por Tryphonas
et al. (1977), Ciaramella et al. (1997), Valladares et al. (1998) e Koutinas et al.
(2001); e pode ocorrer devido a diminuicdo da produgcdo medular por hipoplasia
megacariocitica, aumento do consumo de plaquetas por vasculite ou destruicdo
imunomediada das mesmas (RUSSEL e GRINDEM, 2000). A trombocitopenia na
LVC pode ser decorrente ainda de perda de sangue ou de sequestro esplénico
(VALLADARES et al., 1998). Entretanto, no estado do Rio de Janeiro, ndo ha relatos
de trombocitopenia causada por infecgao por L. (L.) chagasi em caes. No presente
estudo, o tempo de processamento das amostras foi superior a duas horas, tempo
recomendado para a contagem de plaquetas. Sendo assim, a demora no
processamento das amostras de sangue pode ter influenciado nos resultados da

plaquetometria.

Tabela 3 — Valores de média e desvio-padrao da plaquetometria dos animais do

grupo | (sororreatores para Leishmania sp.) e do grupo Il (animais sadios).

Grupo | (n=67) Grupo Il (n=20) Valores de
Variaveis Média (desvio-padrdo) Meédia (desvio-padrdo) Referéncia

Plaquetas (x 10%/uL) 184.044,8 (88.106,8)® 376.450,0 (86.675.6)° 200 - 700

* Letras diferentes mostram significancia a 5%

4.2 PROTEINOGRAMA

4.2.1 Concentragcdes séricas de proteina total, albumina e globulinas por

espectrofotometria

As médias e desvios-padrao das variaveis: proteina sérica total, albumina e

globulinas determinadas pela metodologia colorimétrica dos animais do grupo |
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encontram-se representados na tabela 4. Os animais do grupo Il ndo possuem tais
determinagdes devido a menor quantidade de soro disponivel destes animais. Os
valores das médias encontram-se abaixo dos valores de normalidade descritos por
Kaneko et al. (2008). A partir destes dados, € possivel concluir que os animais em
questao apresentavam hiperproteinemia com hipoalbuminemia e hiperglobulinemia.
Avaliando os animais individualmente, foi possivel observar hiperproteinemia
em 49 (69,0%), hipoalbuminemia em 50 (70,4%) e hiperglobulinemia em 52 (73,2%)
dos 71 animais avaliados. A hiperalbuminemia foi observada em quatro (5,6%) dos
71 animais avaliados, sempre associada a hiperproteinemia, e pode ser atribuida a
um possivel grau de desidratacdo dos animais avaliados. Estes dados estdo de
acordo com os observados por Tryphonas et al. (1977) onde ao avaliar o curso da
LVC em um cao observaram hiperproteinemia com hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. J& Ciaramella et al. (1997) avaliaram 150 cées positivos para L.
(L.) infantum e observaram hiperproteinemia em 63,3% dos animais,
hipoalbuminemia em 68% e hiperglobulinemia em 70,6%. Koutinas et al (2001)
avaliando o tratamento com alopurinol em 45 cées positivos para L. (L.) infantum
encontraram no momento anterior ao tratamento hiperproteinemia em 60,0% dos
animais, hipoalbuminemia em 28,8% e hiperglobulinemia em 77,8%. Em um
experimento realizado no nordeste do Brasil, Almeida et al. (2005) avaliando dois
grupos de caes, um contendo cdes com LVC comprovada através da visualizagao de
formas amastigotas em aspirados de medula 6ssea e outro contendo cées
sintomaticos com RIFI positiva observaram intensas hiperproteinemia com

hipoalbuminemia e hiperglobulinemia em ambos os grupos.

Tabela 4 — Valores de média e desvio-padrao das concentragdes séricas de proteina
total, albumina e globulinas por espectrofotometria dos animais do grupo |

(sororreatores para Leishmania sp.)..

Grupo | (n=71) Valores de Referéncia
Variaveis Média (desvio-padréo)
Proteinas Totais (g/dL) 8,01 (1,61) 57-71
Albumina (g/dL) 2,22 (0,74) 26-3,3
Globulinas (g/dL) 5,79 (1,72) 27-44

* Fonte: KANEKO et al., 2008
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4.2.2 Eletroforese de proteinas séricas

As médias e desvios-padrdo das variaveis: pré-albumina, albumina, o1
globulina, a2 globulina, B globulina e y globulina determinadas pelo fracionamento
eletroforético em gel de agarose dos animais do grupo | encontram-se representados
na tabela 4. Os animais do grupo Il ndo possuem tais determinag¢des devido a menor

quantidade de soro disponivel destes animais.

Tabela 4 — Valores de média e desvio-padrao das concentracbes séricas de pré-
albumina, albumina, a1 globulina, o2 globulina, B globulina e y globulina
determinadas pela metodologia da eletroforese em gel de agarose dos animais do

grupo | (sororreatores para Leishmania sp.).

Grupo | (n=71)

Valores de Referéncia *

Variaveis Média (desvio-padréo) Média (desvio-padréo)
Pré-albumina (g/dL) 0,05 (0,04) -

Albumina (g/dL) 2,35(0,78) 3,23 (0,29)

a1 globulina (g/dL) 0,56 (0,20) 0,77 (0,15)

a2 globulina (g/dL) 0,60 (0,25) 0,54 (0,17)

B globulina (g/dL) 2,48 (1,05) 1,38 (0,25)

y globulina (g/dL) 1,99 (1,34) 0,62 (0,19)

* Fonte: ABATE et al., 2000

Analisando individualmente estes resultados dos animais do grupo I, os
achados mais consistentes foram hipoalbuminemia em 52 (73,2%), diminuigcdo da
fragdo a1 globulina em 43 (60,6%), aumento da fracdo a2 globulina em 17 (23,9%),
aumento da fragao B globulina em 59 (83,1%) e aumento da fragéo y globulina em 57
(80,3%) dos 71 animais analisados. Ao analisar os tragados eletroforéticos dos 57
animais que apresentaram aumento da fragdo y globulina, foi observado que todos
os 57 animais apresentavam gamopatias policlonais. Almeida et al. (2005) utilizando
a mesma metodologia deste estudo observou hiperproteinemia, associada a
hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia, com valores normais da fracdo o1
globulina, e aumento das fragdes a2 globulina, B globulina e y globulina.

A hiperproteinemia acompanhada de hiperglobulinemia pode ser atribuida a
gamopatia policlonal observadas no presente estudo e encontrada freqlientemente
na LVC (MEYER e HARVEY, 2004). A gamopatia policlonal ocorre devido a forte
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resposta imune humoral causada por esta doenga, levando a produgdo de grande
quantidade de diversos anticorpos que muitas vezes fazem um papel nao-protetor
(FONT, 1996). Entretanto, Font (1996) considera a LVC como um diagnéstico
diferencial para as gamopatias monoclonais, que ocorrem mais comumente em
neoplasias de plasmacitos e linfocitos B (MEYER e HARVEY, 2004). O aumento das
fragbes a2 e B globulinas no perfil eletroforético, pode ser explicado pela forte
resposta inflamatéria induzida pela LVC por parte do hospedeiro (ALMEIDA et al.,
2005), ja que nesta faixa de proteinas localizam-se proteinas de fase aguda
importantes. O aumento da banda das a2 globulinas em apenas 23,9% dos animais
analisados pode ser explicado pelo tipo de PFA presente nesta faixa de proteinas
como a haptoglobina e a ceruloplasmina que séo PFA’s de resposta moderada no
cao, e aumentam seus niveis séricos em quadros inflamatérios em apenas 5 a 10
vezes o valor basal (ECKERSALL, 2008). A hipoalbuminemia associada ao aumento
de globulinas na LVC pode ser atribuida a inibicdo da producao de albumina pelo
figado mediada pela liberacdo de citocinas inflamatérias, ja que a albumina é
considerada uma proteina de fase aguda negativa, processo denominado
hipoalbuminemia compensatéria e que ocorre como uma tentativa do organismo de
evitar a hiperviscosidade plasmatica ja que ha um aumento de globulinas (KANEKO,
1997). Entretanto, ndo podemos deixar de considerar outros fatores concomitantes
que contribuem para a hipoalbuminemia como a baixa ingestdo protéica, nos casos
de animais em anorexia ou ma-nutricdo prolongadas, a perda, nos casos de animais
com nefropatia ou a deficiéncia na producao, nos casos de animais com insuficiéncia
hepatica (ECKERSALL, 2008).

4.3 HAPTOGLOBINA E CERULOPLASMINA

Os valores médios das concentracbes séricas de haptoglobina e
ceruloplasmina mostraram diferenca significativa (p<0,05) entre os animais do grupo
| e Il como mostra a tabela 5. Dos 71 animais do grupo I, apenas 68 animais tém
resultados da determinagdo sérica de haptoglobina, ja que nestes trés animais
restantes ndo havia volume suficiente de soro para a determinagao da haptoglobina.

Os valores médios da haptoglobina no grupo | foram 2,14 vezes maiores do

que no grupo ll; ja no caso da ceruloplasmina, os valores médios no grupo | foram
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3,10 vezes maiores do que no grupo Il. As figuras 4 e 5 mostram a distribuicdo dos
valores das concentragdes séricas de haptoglobina e ceruloplasmina dos animais
dos grupos | e Il respectivamente. Ao analisar as figuras, é possivel observar que os
valores do grupo Il tanto no caso da haptoglobina, quanto da ceruloplasmina
mantiveram-se em uma faixa de valores anterior a do grupo |, mostrando que os
valores de haptoglobina e ceruloplasmina aumentam nos animais sororreatores para

Leishmania sp. em relagdo aos animais sadios.

Tabela 5 — Valores de média e desvios-padrdao das concentracbes séricas de
haptoglobina e ceruloplasmina dos animais do grupo | (sororreatores para

Leishmania sp.) e do grupo Il (animais sadios).

Grupo | Grupo I
Variaveis Média (desvios-padrao) Média (desvios-padrao)
Haptoglobina (mgHBC/dL) 93,56 (55,98)® n =68 43,52 (28,31)®  n=20
Ceruloplasmina (Ul/l) 6,02 (3,09) @ n=71 1,95 (1,56) ° n =20

* Letras diferentes mostram significancia a 5%

O aumento das concentragdes séricas de haptoglobina e ceruloplasmina tem
sido relatado em diversas condi¢des inflamatodrias e infecciosas em caes, como em
situacbes pos-operatérias (CONNER et al., 1988), em caes com poliartrite
(ECKERSALL et al., 1999) e com gatroenterite hemorragica (KOGIKA et al., 2003).
Em cdes com babesiose, apenas a ceruloplasmina mostrou-se elevada, ja que a
haptoglobina mostrou-se diminuida devido ao quadro hemolitico que ocorre
frequentemente nesta doenga (ULUTAS, et al., 2005). Os resultados apresentados
no presente estudo estdo de acordo com os osbervados por Matinez-Subiela et al.
(2002) que, avaliando 30 caes com ELISA positivo para L. (L.) infantum na Espanha,
observaram que os valores médios da concentragdo sérica de haptoglobina em
animais com LVC foi 5 vezes maior do valor determinado para os animais sadios. Ja
a concentracdo sérica de ceruloplasmina mostrou-se 3,85 vezes acima nos animais
com LVC em relagcdo aos animais sadios do mesmo experimento. Para os
pesquisadores espanhdis, o aumento dos valores de haptoglobina e ceruloplasmina
em animais com LVC indica que o parasito desencadeia uma resposta inflamatéria

aguda no hospedeiro.
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B Grupo| B Grupo ll

Quantidade de Animais

Haptoglobina Sérica (mgHBC/dL)

Figura 4. Distribuicdo em classes dos valores de concentracdo sérica de

haptoglobina nos grupos | e Il.

Entretanto, em outro experimento, realizado por Bildik et al. (2004) os valores
da concentracao sérica de ceruloplasmina em animais com LVC foram menores do
que aqueles obtidos em animais sadios. Neste estudo, os pesquisadores defendem a
teoria de que por ser uma substancia com capacidade antioxidante, a ceruloplasmina
€ consumida em caes com LVC durante o processo de lesao oxidativa os eritrécitos,
com o objetivo de impedir a formagao de radicais livres. Assim como o encontrado
por Matinez-Subiela et al. (2002), os resultados deste estudo sugerem que as
proteinas de fase aguda haptoglobina e ceruloplasmina sao sensiveis marcadores de
inflamacao em caes sororreatores para Leishmania sp.

A correlagdo entre as variaveis leucometria global (LG), neutrdfilos
segmentados, haptoglobina e ceruloplasmina esta representada na tabela 6 e mostra
que a haptoglobina e a ceruloplasmina tém correlacéo positiva entre si. O mesmo
ocorre entre as variaveis leucometria global e neutréfilos segmentados. Entretanto,
quando cruzamos os dados da leucometria global e neutréfilos segmentados com
haptoglobina e ceruloplasmina, ndo foi observada qualquer correlagdo entre essas
variaveis. A partir destes dados, podemos observar que as PFA’s haptoglobina e
ceruloplasmina aumentam paralelamente em animais sororreatores para Leishmania

sp., ou seja, conforme ocorre 0 aumento da haptoglobina, a ceruloplasmina também
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aumenta. Da mesma maneira, as variaveis LG e neutréfilos segmentados aumentam
paralelamente, ou seja, na maioria das vezes, quando ha leucocitose, ha neutrofilia
nos animais sororreatores para Leishmania sp. Como ndo ha correlacdo positiva
entre os dados da leucometria global e neutréfilos segmentados com os dados
haptoglobina e ceruloplasmina, podemos verificar que o aumento das proteinas de
fase aguda ndo é acompanhado de leucocitose por neutrofilia, sugerindo uma maior
sensibilidade das PFA’s haptoglobina e ceruloplasmina em relagdo a leucometria
global e a contagem de neutrofilos segmentados para determinar a reagéo

inflamatodria existente em animais sororreatores para Leishmania sp.

Tabela 6 — Correlagdo entre as variaveis leucometria global (LG), neutréfilos
segmentados, haptoglobina e ceruloplasmina dos animais do grupo | (sororreatores

para Leishmania sp.) e do grupo Il (animais sadios).

Variaveis LG Segmentados Haptoglobina Ceruloplasmina
LG 1 - - -
Segmentados 0,91 1 - -
Haptoglobina 0,05 "° 0,16 "° 1 -
Ceruloplasmina -0,18 "° -0,07™° 0,22 1

S Correlacado nao-significativa; * Correlagdo positiva

B Grupo!l ®Grupoll

Quantidade de Animais

Ceruloplasmina Sérica (UI/L)

Figura 5. Distribuicdo em classes dos valores de concentragdo sérica de

ceruloplasmina nos grupos | e .
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4.4 PCR para Ehrlichia sp.

Por ser a ehrliquiose uma doenga de ocorréncia relativamente alta na regido
sudeste — 20,9% (LABARTHE et al., 2003), de sintomatologia clinica e alteragbes
laboratoriais semelhantes a leishmaniose, foi realizado um teste para o diagndstico
da ehrlichiose canina nos caes do presente estudo, com o objetivo de descartar que
as possiveis alteracdes encontradas fossem causadas pela ehrlichiose.

A PCR para a amplificagdo do genoma de Ehrlichia sp. revelou que dos 75
animais sororreatores para Leishmania sp., quatro apresentavam ehrliquiose
concomitantemente. Como esta quantidade de individuos n&o foi suficiente para
formar um grupo estatisticamente significativo, ndo foi possivel comparar estes
valores com os valores dos animais.

Nestes quatro animais sororreatores para Leishmania sp. e que também
apresentaram ehrliquiose concomitantemente as alteragées mais encontradas no
hemograma foram anemia em dois animais e trombocitopenia em todos os animais.
Um animal apresentou leucocitose e dois neutrofilia. Um animal apresentou
linfopenia e outro, linfocitose. Monocitose foi observada em apenas um céo.

Quanto ao proteinograma destes mesmos quatro animais, dois céaes
apresentaram hiperproteinemia e todos apresentaram hipoalbuminemia com
hiperglobulinemia atribuida principalmente ao aumento das fragdes a2 globulina e
globulina observadas em todos os individuos e da fragdo y globulina observada em
trés dos quatro animais. Ao analisar o tracado eletroforético dos animais com
hipergamaglobulinemia, foi constatado gamopatia policlonal nos trés animais.

Em relacdo a determinagdo das concentragdes séricas de haptoglobina e
ceruloplasmina, o valor das médias de ambas as proteinas foi 3,95 vezes maior para
a haptoglobina e 4,59 vezes para a ceruloplasmina do que o valor das médias do
grupo Il que continha animais sadios. A dosagem de haptoglobina foi realizada em
apenas trés destes animais ja que um deles n&o possuia volume de soro suficiente

para a realizacido desta dosagem.



5 CONCLUSOES

1 - Animais da espécie canina sororreatores para Leishmania sp. apresentam como

principais alteracbées no hemograma anemia normocitica e hipocrémica e linfopenia.

2 — Os caes sororreatores para Leishmania sp. apresentam hiperproteinemia com

hipoalbuminemia e hiperglobulinemia.

3 — Em caes sororreatores para Leishmania sp. a hiperglobulinemia pode ser
ocasionada por aumento induvidual das fragdes o2 globulina, B globulina ou
v globulina ou por uma combinag&o destas, sendo a gamopatia policlonal a principal

alteragao dentre os animais que apresentaram hipergamaglobulinemia.

4 — Em caes sororreatores para Leishmania sp. 0s niveis séricos de haptoglobina
elevam-se cerca de duas vezes e os de ceruloplasmina cerca de trés vezes.em

relagcdo aos niveis séricos dessas proteinas em animais sadios.
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