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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo determinar as alteracGes no hemograma e no perfil eletroforético
de proteinas séricas de cdes sintomaticos e soropositivos (ELISA) para leishmaniose visceral na cidade de
Mossoré, RN. Foram coletadas amostras de sangue de 19 cdes com sorologia positiva para leishmaniose visceral,
para realizacdo do hemograma e do proteinograma. Os resultados revelaram alteracGes hematoldgicas bastante
variadas nos cdes avaliados, a maioria apresentando anemia arregenerativa; outro achado frequente foi
leucopenia. Além disto, o proteinograma de todos os cdes estudados apresentou alguma alteracdo; as mais
frequentes foram hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, hipergamaglobulinemia e reducéo na
relacdo albumina/globulinas. O perfil eletroforético revelou gamapatia policlonal. Assim, pode-se concluir que
os perfis hematologico e eletroforético de proteinas séricas sdo importantes ferramentas para auxilio ao
diagnéstico da leishmaniose visceral canina.
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ABSTRACT - The present work aimed to determine the changes in complete blood count and electrophoretic
separation of serum proteins assays in dogs seropositives to visceral leishmaniasis at Mossord city, RN, Brazil. It
was collected blood samples from 19 dogs with positive serology of visceral leishmaniasis for hemogram and
proteinogram. The results revealed that hematological changes were remarkably inconstant at evaluated dogs,
most ones presenting unregenerative anemia; another frequent finding was leucopenia. Furthermore,
proteinogram from all studied dogs presented some disturbance; the most frequent were hyperproteinemia,
hypoalbuminemia, hyperglobulinemia, hypergammaglobulinemia, and reduction on albumin/globulins ratio. The
electrophoretic profile revealed polyclonal gammopathy. Thus, it was concluded that hematologic and serum
proteins electrophoretic profiles are valuable tools for help on diagnostic of canine visceral leishmaniasis.

Keywords: Leishmania, serum proteins, proteinogram, albumin, globulins, hematology.

INTRODUCAO Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (Santos et

al., 1998; Missawa e Lima, 2006), e o carrapato

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC), também Rhipicephalus sanguineus pode albergar o parasita,
conhecida como calazar, é causada na América mas ainda ndo se sabe se pode ser um transmissor da
Latina pelo protozoario Leishmania (Leishmania) doenga (Dantas-Torres et al., 2011). O céo é
infantum chagasi, um parasita intracelular de células considerado o reservatério da doenca (Palatnik-de-
mononucleares (Mauricio et al, 1999; Camargo et Sousa et al., 2001; Dantas-Torres, 2007). Também
al., 2007; Dantas-Torres, 2007). E uma zoonose foram encontradas naturalmente parasitadas no
potencialmente fatal, de carater crénico e debilitante, Brasil outras espécies de canideos silvestres
que ja foi diagnosticada em quase todos estados do (incluindo  espécies  Chysocyan  brachyurus,
Brasil (Feitosa et al., 2000; Nunes et al, 2001; Cerdocyon  thous,  Chrysocyon  brachyurus,
Franca-Silva et al, 2003; Caminha e Soto-Blanco, Lycalopex vetulus e Spheotos venaticus), algumas
2008). A transmissdo € feita pelos mosquitos espécies de marsupiais (Didephis albiventris e
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Didelphis marsupialis) e de roedores (Cercomys
cunicularis, Dasyprocta agouti e Orysomis eliurus)
(Sherlock, 1996; Curi et al., 2006; Luppi et al.,
2008; Souza et al., 2010), além do gato doméstico
(Vides et al., 2011).

Entre as alteragBes clinicas mais frequentes da
doenga destacam-se alteracbes dermatologicas,
onicogrifose, linfadenopatia, esplenomegalia,
hiporexia e apatia. As alteracbes dermatoldgicas
ocorrem na maioria dos casos e o animal afetado
pode apresentar um quadro clinico caracterizado por
alopecia focal ou generalizada, lesBes crostosas
(principalmente no focinho, nas orelhas e nas
extremidades) e descamacéo furfuracea entre outros
sinais (Cavalcanti et al., 2005; Caminha e Soto-
Blanco, 2008). Os linfonodos que mais comumente
apresentam alteracoes sdo os popliteos (Feitosa et al,
2000; Caminha e Soto-Blanco, 2008), apesar de
outros poderem se evidenciar, principalmente na
forma de linfadenomegalia pré-escapular (Nieto et
al, 1992).

Existem basicamente trés categorias de provas
utilizadas para o diagndstico: 0s métodos
parasitoldgicos, os métodos imunoldgicos e 0s
métodos moleculares (Brasil, 2003). Tem-se como a
forma mais segura de diagndstico a observagdo
direta de formas amastigotas do parasito em
esfregacos de linfonodos, medula dssea, aspirado
esplénico, bidpsia hepatica e até esfregacos
sanguineos de leishmaniose visceral canina. As
provas sorolégicas mais utilizadas sdo a
imunofluorescéncia  indireta  (RIFI),  ensaio
imunoenzimatico (ELISA), fixacdo de complemento
e aglutinacdo direta (Brasil, 2003). Mais
recentemente, foram desenvolvidas técnicas para
determinacéo de IgG especificas para diagnostico de
leishmaniose canina utilizando citometria de fluxo
(Carvalho et al., 2006; Andrade et al., 2009). A
deteccdo molecular pode ser realizada com a técnica
de PCR utilizando amostras de sangue (Gomes et al.,
2007; Ikeda-Garcia e Marcondes, 2007) ou de swabs
conjuntivais (Leite et al., 2010).

Ha poucos trabalhos referentes aos achados de
patologia clinica em c8es no Brasil. Assim, o
presente trabalho teve por objetivo realizar avaliacéo
hematolégica e perfil eletroforético de cées
portadores de leishmaniose visceral na cidade de
Mossoro, Rio Grande do Norte.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 19 cées adultos, sem distincdo de
sexo ou raga, atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural do Semi-arido
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(UFERSA), Mossord, RN. Estes animais eram
domiciliados em casas de alvenaria, todas situadas
no perimetro urbano da cidade. Todos 0s animais
estudados apresentavam sintomatologia clinica
(alteracbes  dermatoldgicas, onicogrifose e/ou
linfadenopatia) e eram sorologicamente positivos
para leishmaniose visceral, em teste ELISA
realizado em laboratorio licenciado para esta analise
pelo Ministério da Agricultura do Brasil (laborat6rio
Hermes Pardini, Belo Horizonte, MG).

Foram coletadas amostras de sangue Vvenoso,
acondicionados em tubos com ou sem
anticoagulante (EDTA). As amostras de sangue
foram submetidas aos exames imediatamente ap0s
sua coleta. Foram realizados esfregagos sanguineos
e, apos secarem, foram corados com Pandtico
Répido. O hemograma foi realizado por meio de
técnica manual (ndo automatizada) segundo
procedimentos recomendados por Anthony e Sirois
(2007). As amostras de soro foram mantidas
refrigeradas individualmente; os exames foram
realizados no mesmo dia, ou no maximo, no dia
seguinte a cada coleta. Os niveis séricos de proteinas
totais foram determinados com o auxilio de um
refratdbmetro de uso clinico (Quimis®, S&o Paulo,
Brasil).

A migracdo eletroforética para separacgao das fracdes
protéicas do soro foi realizada segundo a técnica de
eletroforese em gel de agarose, por meio de sistema
para eletroforese (SE-250, Celm®, Barueri, SP,
Brasil). Foram colocados 80 ml de solucdo tampé&o
Tris pH 9,5 gelado em cada uma das duas cubas. Foi
aplicado 0,5ul de cada soro em cada um dos locais
de aplicacdo de amostra em filme de agarose
(Celmgel Agarose Geral, Celm® Barueri, SP,
Brasil). Em seguida, cada filme de agarose foi
colocado em um porta-filme, coincidindo os polos
especificados, colocando assim os porta-filmes nas
cubas. As cubas foram conectadas a fonte, e foi
aplicada uma voltagem de 90 volts por 20 minutos.
Terminado este periodo, foram retirados os porta-
filmes, colocando-os sobre uma folha de papel
toalha para eliminar o excesso da solugdo tampdo. O
filme foi retirado do porta-filme e mergulhado em
um recipiente contendo 200ml de corante Negro de
Amido a 0,2% em solucdo de &cido acético a 5%,
deixando por 5 minutos sem agitar. Posteriormente
foi retirado o excesso do corante com papel toalha e,
entdo, o filme foi mergulhado em outro recipiente
com 200ml de descorante acido acético a 5% por 5
minutos. O excesso do descorante foi removido com
papel toalha e o filme foi seco com o auxilio de um
secador de cabelos comum, até que ficasse
completamente seco. A identificacdo e quantificacao
das diferentes bandas eletroforéticas foram
realizadas com o auxilio de um software
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(DensitScan®), ap6s a digitalizacdo dos filmes
corados.

Com os dados obtidos, foram calculadas as
concentragdes absolutas de cada banda eletroforética
e da relacdo entre albumina e globulinas (relacédo
AJG). A seguir, foram calculados as médias e
desvios-padrbes, com auxilio do software GrapfPad
Instant® verséo 3.10.

RESULTADOS

Os valores médios dos hemogramas dos cées com
leishmaniose estdo apresentados na Tabela 1. Assim,
17 (89,5%) cdes apresentaram anemia. Destes
animais, 12 (63,2%) apresentaram anemia
normocitica, quatro (21,1%) tinham anemia
macrocitica, e um (8,3%), anemia microcitica. O
CHCM estava reduzido (hipocromia) em trés
(15,8%) e aumentado em 12 (63,2%) dos cées
avaliados. Com relacdo ao leucograma, sete (36,8%)
cdes apresentaram leucopenia e cinco (26,3%),
leucocitose. A avaliacdo diferencial dos leucécitos
destes animais revelou neutrofilia em cinco (26,3%)
e neutropenia em um (5,3%), desvio a esquerda em
cinco (26,3%), monocitose em seis (31,6%),
eosinopenia e linfopenia em quatro (21,1%). A
contagem do numero de plaguetas revelou
trombocitopenia em 6 (31,6%) cdes e trombocitose
em outros trés (15,8%).

Os valores obtidos no proteinograma estdo
apresentados na Tabela 2. Os niveis plasmaticos de

proteinas totais estavam aumentados em 18 dos 19
(94,7%) cées, enquanto os de albumina estavam
aumentados em um (5,3%) e reduzidos em 12
(63,2%) e de globulinas aumentados em todos
(100%), sendo alfa-1-globulinas aumentados em sete
(36,8%) e reduzidos em dois (10,5%), beta-
globulinas aumentados em sete (36,8%) e reduzidos
em cinco (26,3%), gama-1 aumentados em 14
(73,7%) e gama-2-globulinas aumentados em 16
(84,2%), mas todos os animais apresentaram niveis
normais de alfa-2-globulinas. A relacdo média entre
albumina e globulinas foi de 0,30£0,17 (referéncia
0,50 — 1,11), sendo que 18 dos 19 (94,7%) caes
apresentaram reducdo nesta relacdo em decorréncia
do aumento dos niveis plasmaticos das globulinas.

DISCUSSAO

A maioria dos casos aqui observados apresentou
anemia normocitica normocrémica. Este tipo de
anemia é caracterizada por reducdo na eritropoiese, e
suas causas incluem baixos niveis séricos de
eritropoetina, presenca de doenca inflamatoria
(primariamente crénica), hipoplasia ou aplasia da
medula  Ossea, deficiéncias  nutricionais e
insuficiéncias endécrinas (Fighera, 2001; Stockham
e Scott, 2002). A anemia normocitica ocorre
frequentemente na leishmaniose (Pocai et al, 1998;
Fighera et al, 2001; Caminha e Soto-Blanco, 2004),
em decorréncia do processo inflamatério. A anemia
induzida pela inflamag8o possui trés mecanismos
fisiopatoldgicos: (1) redugdo no tempo de vida dos
eritrécitos, em decorréncia de aumento nos niveis de

Tabela 1. Valores médios do hemograma de 19 cdes com leishmaniose visceral no municipio de Mossor6, RN. S&o

apresentadas as médias seguidas pelo respectivo desvio-padrao.

Parametro Valores obtidos Referéncia
Hemacias 4,05+0,33 x 108/mm® 55-8,5x 109mm®
Hematdcrito 28,1+2,26 % 37-55%
Hemoglobina 10,6+0,89 g% 12 -18 g%
Volume corpuscular médio (VCM) 69,7+1,78 fl 60 — 77 fl
Concentragdo de hemoglobina 44,0+3,32 % 32-36%
corpuscular média (CHCM)
Leucdcitos 13.547+2.973 /mm? 6.000 — 17.000 /mm?
Neutréfilos segmentados 10.738+2.552 /mm° 3.000 — 11.500 /mm?
Neutréfilos bastonetes 3054219 /mm? 0 —300 /mm®
Eosinéfilos 457+102 /mm® 100 — 1.250 /mm®
Linfécitos 1.388+223 /mm® 1.000 — 4.800 /mm®
Monécitos 1.226+249 /mm® 150 — 1.350 /mm®
Plaguetas 2774451 x 10%/mm?® 200 — 500 /mm®

Valores de referéncia segundo Meinkoth e Clinkenbeard (2006)
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Tabela 2. Niveis médios de proteinas séricas em 19 cdes com leishmaniose visceral no municipio de Mossor6, RN.

Parametro % g/dl Referéncia
Proteinas totais - 9,64+1,27 54-71
Albumina 22,0+9,22 2,07+0,79 2,6-33
Globulinas (total) 78,0+9,22 7,57+1,69 2,7-44
Alfa-1 globulinas 4,86+2,07 0,45+0,16 0,2-05
Alfa-2 globulinas 6,60+3,00 0,63+0,29 03-11
Beta globulinas 23,4+13,.3 2,20+1,19 1,3-27
Gama-1 globulinas 23,5+10,0 2,34+1,24 05-13
Gama-2 globulinas 19,648,75 1,94+1,04 0,4-0,9

Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008)

inteleucina-1 (IL-1); (2) distarbios no metabolism do
ferro por interferéncia na producdo de ferritina e
alteragBes nos receptors de transferrina, reduzindo os
estoques de ferro no organism, mediado por
citocinas da inflamacdo, incluindo IL-1, fator de
necrose tumoral (TNF) e interferon (INF); e (3)
inibicdo da eritropoiese por a¢do de citocinas (IL-1,
INF e TNF) sobre precursores da eritropoietina
(Stockham e Scott, 2002). Os demais achados do
hemograma sdo bastante variaveis, como observado
no presente trabalho, e podem incluir leucopenia e
trombocitopenia (Pocai et al, 1998; Fighera, 2001;
Caminha e Soto-Blanco, 2004).

O perfil eletroforético das proteinas séricas obtido
no presente trabalho também apresentou alteragéo,
caracterizado por aumento amplo na faixa das gama-
globulinas. Este tipo de aumento € caracterizado
como gamapatia policlonal, sendo diferenciado da
gamapatia monoclonal, que apresenta aumento das
gama-globulinas de base estreita (Eckersall, 2008).

Os valores obtidos para o proteinograma foram
bastante proximos aos descritos por Almeida e
colaboradores (2005a), que utilizaram um sistema
semelhante para a realizagdo da separagdo
eletroforética das proteinas séricas em cdes com
leishmaniose, procedentes dos estados da Bahia e de
Pernambuco. Estes autores encontraram
hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia e reducéo
da relacdo albumina e globulinas, semelhante ao
aqui apresentado. No entanto, os dados sobre
globulinas totais ndo foram calculados, mas a soma
das médias apresentadas para as diferentes
globulinas revelou um valor préximo ao do presente
trabalho. O aumento das gama-globulinas observado
nos caes com leishmaniose se deve principalmente a
producdo policlonal de anticorpos IgE, IgG, 1gG1l e
IgG2, resultando em uma resposta imune
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caracterizada como Th2 (Almeida et al, 2005b).
Também ja foi evidenciada altas titulagdes séricas de
IgM (Margarito et al., 1998; Martinez-Subiela et al.,
2011) e IgA em cées com leishmaniose (Margarito
et al., 1998). Assim, o aumento na producdo de
anticorpos anti-Leishmania sp deve ter sido o
responsavel  pela  hipergamaglobulinemia e
contribuido para a reducdo na relacdo entre albumina
e globulinas.

A hipoalbuminemia foi um achado frequente (63,2%
dos casos) na avaliacdo do perfil eletroforético das
proteinas séricas dos cdes com leishmaniose. A
reducdo dos niveis séricos de albumina pode ser
atribuido a perda desta proteina do organismo, a
reducdo na producdo ou a uma combinacdo destes
fatores (Eckersall, 2008). A perda seletiva da
albumina pode ocorrer pela urina em decorréncia a
lesdo renal (Grauer, 2005). A reducdo na producédo
pode ser decorrente de lesdo hepatica cronica, pois o
figado é o sitio de sintese da albumina (Sevelius e
Andersson, 1995). Além disto, a hipoalbuminemia
pode ser causada pelo processo inflamatério crénico,
pois a albumina é uma proteina de fase aguda
negativa (Eckersall, 2008). Todos estes fatores
devem ter contribuido para a hipoalbuminemia, pois
a leishmaniose é responséavel por lesBes renais e
hepéticas, além de promover processo inflamatério
crénico.

Também foi frequente (36,8% dos casos) a
ocorréncia de aumento nos niveis séricos de alfa-1- e
beta-globulinas. Os aumentos das fragdes alfa- e
beta-globulinas podem ser atribuidos a inflamacéo
(Thomas, 2006). De fato, foi determinado que cdes
com leishmaniose apresentam na aumento da
concentracdo sérica das proteinas de fase aguda
haptoglobulina, amildide sérico A e proteina C
reativa (Martinez-Subiela et al., 2011). Na separacao
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eletroforética, as duas primeiras proteinas aparecem
na fracdo alfa-globulinas, enquanto a proteina C
reativa é uma beta-globulina (Thomas, 2006).

CONCLUSAO

As alteracdes hematoldgicas foram bastante
variaveis nos cées avaliados, sendo que a maioria
destes apresentou anemia arregenerativa; outro
achado frequente foi leucopenia. O proteinograma
de todos os cdes estudados apresentou alguma
alteracéo; as mais frequentes foram
hiperproteinemia, hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia, hipergamaglobulinemia e
reducdo na relacdo albumina e globulinas. O perfil
eletroforético revelou gamapatia policlonal.
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