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RESUMO

0 obpetivo deste estudo [0l caracteriear o perfil leucoottirio ¢ proteico de cies,
maturalmente infectados por Leishmanda mfartan. Para tanto, foram realizados exame
parasitoldgico de punclio de medula ¢ PCR em amostras de pele para dentificacio de
Leishmemin spp, e avaliacko de sinas clinicos ¢ dermatologicos, para categorzar e
distribuir cées em trés grupos: grupo controle (GO grupo positive assintomatico (GA) e
grupo postivo sintomatico {GS). Amostras de sangue foram coletadas para avalingho dos
parimetros  bematologicos e bioguumicos. As  prncipas  mandfestagdes  clinicas
observadas no G5 foram alopecia. omcogrifoss, cemloconjunivie e dermatites
eritematosas, esfoliativas e ulcerativas, Os animas com a forma wvisceral (LVC)
apresentaram alieragies bematologicas significativas, compativels com descrigbes da
literatura, com leucocitose significativa (p<0.05) do GS e do GA quando comparados ao
GC, alem de anemia po G5 e GA, em relagio ap GO Também foram observadas
hiperproteinemia, hipergamablobulinemia ¢ hipoalbummemia significativas em GS.
quando comparadas aos demais grupos (p<0,05) A comagem diferencial levcocitaria
apontou para uma neutrofilia ¢ linfopenia sigmficativas do GS, quando comparadas aos
demais grupos (p<0,035), estando este resultado confirmado pels razdo neatrotihy: infbeio
aumentada (p=<0,05). Ressalta-se um aumento de peutrdlilos segmentados maduros no
Leucograma, mms sem alieragdes significativas nos newtrofilos imaiuros. Animais
maturalmente infectados por L. ifominm apresentaram leucocitose com neutrofilia e
hipoalbuminemia caracteristicas de alteraches sistémicas associadas @ um Processo
mflamatono. Contudo, fhe-se necessina uma investigacio mus aprofundada, com um
muior nimere de animais @ com acompanhamento da LVO para avaliar a pamicipacio
dos neutrofilos imaturos neste processo.

Palavras-chave: Leisionaric igfevitun, Leishmaniose Canina, leucéeitos, albumina,
milamachn.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the leukocyte and protein profile of dogs naturally

nfected by Leisfomania infantune, For that, a bone marrow parasitelogical test and PCR were

performed to identify Leishmaria spp. Evaluation of chinical and dermatological signs waz

used to categorize and distribute dogs in three groups: control group (CGl; asvmptomatic

group (AG) and symptomatic group (SG). Blood samples were collected for evaluation of
hematological and biochemical parameters, The main clmical manifestations ohserved in 5G

were alopecia, onychogryphosic, kemtoconjunetivitis and dermarinis. Leukocytosis and

anemua were observed mn 5G and AG (p=<0.05) when compared to CG. In 5G were detected

hyperprotememia with hvperglobulinemia and hypoalbuminemia when compared to the

other groups (p<0.05). The differential leukocytes count indicated neutrophils and

Ivmphopenia in 3G when compared to AG and OG (p<0.05), and this result was confirmed

by a neutrophal:lvmphocyte ratio whech was increased (p<0.05). We highlight an merease of
matire segmented neutrophils m GS. but there & no change in immanire neutrophils. Thus,

animals naturally mfected by L imfamrum presented lenkocytosis with peutrophilia and

hypoalbuminemia characteristic of svstemic changes associated to inflammatory process.

However, a more in-depth investigation with a larger mumber of animals and earber follow-

up of Canl animals is necessary to evaluate the participation of immature nextrophils in this

PrOCEss,

Kevwords: Leishmania igfamum, Canine leishmamasis; leukocytes. albumm, inflammation.

sintomatologia ainda nao seriam bem

conlecilos.

INTRODUCAO

As Leishmanioses seriam
copnoses, desencadeadas por protocodrios
do genero Leishmanio spp.. sendo de
grande pnportancia principalmente para a
saicde publica. Nas zonas urbanas, o céo
seria considerado o principal reservatorio
da afecciio (MALA e @l., 2013) ¢, quando
acomelido pela forma visceral (LVC),
poderm apresentar um amplo espectro de
respostas (FERREIRA & af, 20161
porem, o5 ftores que levarmm  ao

exacerbamento ou controbe dessa

Durante a infecgdo, as cehilas do
sistensm monocilico fagocitane sluanam
como apreseniadoras de antigenos, que
poderam  estimular uma resposta dos
Imfbcitos TCDG+ (BANETH er o, 2008),
com ativagio de macrofagos produtores de
oxido nitrico, responsavel pela destruigio
mtracelular de Leisfmrarnio spp. (IKEDA er
al., 2003). Alem dos macrofagos, os
pneutrifilos seriam  célulaz de  grande
imporiancia para o processo de mfecgho,
tanto diretamente (sendo recrutadas ao sitio
de infeccio), podendo elmunar o parasia
por tagocitose, por iheragao de espécies
reativas de oxigénio e pelas armadilhas

extracelulares neutrotilicas (NETs)
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(KRUGER & al. 2015), como
mdiretamente (nas fungdes de ativagio e
regulacio das células do sistema imune
mato e adaptativo) (MANTOVANI er al.,
2008}, Nas miecgoes por Leislmamia spp..
em geral. serlam  especialmente
imporianies, por serem as primeiras céhulas
a serem recrutadas minda nas primeimas
horas apés a nfeccdo. como no caso de
nfecgdo por L frfmuum (THALHOFER e
al,, 2011).

Estudos recentes do  perfil
neutrofilico em humanos diagnosticados
com  Lesshmanwse  Visceral (LV)
demonstraram alteragbes, tanfo pa sua
fungio, como em seu estagio de maturagio;
sendo, entio, potencialmente
determinantes na severwdade da mfecgio
(YIZENGAW & al, 2016). Tambem fo4
humanos  de

Leishmaniose Cutinea (LC), que o3

reparindo.  em  casos

neulrofilos teoam uma parl CIpacas s
mportante em  influenciar o estado
mflamatorio  sistémico  dos  pacientes,
através da  produgde  de  medsadores
mflamatorios, do gue através de destrigio
direta do parasita (CONCEICAD er al.,
2016) ¢ na nfécgio experimental de
camundonges com L. anzonense tambem
Ioi mvestigado o papel ¢ o perfil dos
neutrohilos, durante o nteccio (SOUSA o
el 2014), Nesse sentido, estwdos sobre o
perfil leucocitario/neutrofilico e

bioguonico ka milamacio sistémica

provocads em cles pa Leshmanwoss
Visceral amnda no foram relatadas. Dessa
forma, o objetive desse estudo I
caracterizar o perfil leucocitario e proteico
em cies nalurabmente infectados por L

g,

MATERIAL E METODOS

O protocolo  experimental  fol
submetido a0 Comité de Fiica em Uso de
Ammais da Unmiversidade Estadual do
Ceard, sob protocolo o® 63082638/2016.

Populagio do estudo

Amostras de sangue de 33 cles
adultos, provenientes do  Centro  de
Controle de Zoonoses em Fortaleza (Ceara,
Brasil), foram incluidas pesse estudo. O
dmgnostico  de  Leshmniose  Visceral
Canina (LVC) for haseado no teste rapido
teste sorologeo ELISA ¢ PCR pam I
irgfeminrn em amostras de pele obtidas por
bibpsin. Pungio aspmativa de meduladssea
fioi realicada, para pesquisa parasitologica.
Os cles (n = 33) naturalmente nfectados
por L ingfannm foram divididos com hase
08 presenga ou suséncm de alieragdes
clnico-dermatologicas em; um gmpo
assintomatico (GA, m = 10) e outro grupo,
sintomatico  (GS, » = 23), sendo
cotsideradas alteragdes clinwas relevanies

para a nclusio dos anumas agquelas
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caractersticas  da nfeccio, tal como:

caguexia, onicogrifise, alopecia,
dermatites,
outras. Cdes sem manifestagdes clinico-
dermatologicas ¢ qgue
resultados negativos nesses testes foram

considerados como sendo ado infectados e

ceratocoppuntiviies,  enfre

apresentaram

meluidos como o grupo controle (GO, n=
3.

Coleta de amostras de sangue ¢ Analises
hematologica ¢ boguimica

Amostras de sangue (10 mlL)
foram coletados dos diferentes grupos,
atraves de venopuncio da jugular com
seringa esteéril Desse tofal, 5 mi de sanpue
foram colocados em mbo de coleta
comtendo  anticoagulante EDTA  (ackdo
etilenodiamino tetra-aceético), para serem
destinndos a uma avaliagio hematologwca e
outros 5 mL em tubo de coleta sem
antwoagukinie, para a avaliacho
bioquimica. As amostras foram  entio
ceptrifugadas, para oblengio do sono, que
foram aliquotadas e armazenadas a -20 °C
are a andlise biogquimica, O3 resuliados dos
exames hematologico e hiogquimico foram
comparados aos valores de referéncia para
3 CSpeCIe Cammna,

As amostras de sangue coletadas
em frazcos com EDTA foram conduzidos
ae laboratorw de Patelogia Clinica da

FAVET-UECE, para avaliagio dos

pardimetros hematologicos em aparelho de
automacan; contagem total de hemacias,
hematderio (HCT, %5), contagem de
Leucocttos totais (LT, mm®) e diferencial
de leucodcitos, e contagem de plaguetas
(PLT. mm*). Foram realizados esfregacos
de sangue das amostras, para contagem
diferencml dos leucocitos ¢ avaliar o perfil
neutrofilico desses ammais,

Das amostras de soro de cles
coletados: em tubo: sem EDTA. foram
avaliados os nivels de proteina total senca
(TPS, g/dL). albumma (Alb, g/dL) e
globulina (Glob, em gidl): A dosagem
serica foi realizadn  por  sislema
automatizado { Konelab 601) utilizando kits
comerciais especificos {Wiener Lab®), de

acordo com a metodologia do fabricante.

Analise estatistica

As onalises  estatisticas  foram
realizadas por meio do programa estatistico
computacional GeaphPadPrism 7.0, Os
resultados foram expressos como media +
desvio padrio (DP). Os dados foram
submetidos ao  tede de Grubbs e
Kolmogorov  para  determinar = @
homocedasticidade  dos  dados.  As
alteraches climcas observadas
eXpressas em percentagem. Pam as analises
hematoldgieas &  bioquimicas  foram
ulthzados o teste de Kruskal-Walls,

seguido de teste de Dunn. Em todos os

foram

67
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casos, sigmficincia foi  definida em
p<0.05,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Entre as prnncipais alteragoes
simtomatologicas  observadas nos  cdes
podem ser citadas: omcognfose em91,3%
dos anmmais (n=21), conjuntivile em 34, ™%
in=8), além de alguma forma de outras
lesdes dermatologicas, varando de leve a
severa, em 60,8% (n=14). Dentre essas
oulras alteracdes dermatoldgicas, pode-z=e
observar alopecw/hipotnicose em 56.5%
dos ammmis (0=13), lesdes ulcerativas em
17.3% (n=4) e dermatopatias em 43.4%
(=10}, Também foram observadas leshes
em ponta de orclha, em 21,7% dos animais

alteragdes clinicas e
dermatologicas estio de acordo com a

(n=5), [Essas

literatura que apontaria wuma evolugdo
smiomatologica, a medida que houvesse o
aprofundamento e cronicidade da mfeccdio
(SILV A ar al., 2015).

Az alteragbes hematologicas
encontram-s¢ na Tab, . Os lewcocitos
wiais (LT} sofreram aumento sigoificanivo
(p<0,05) em GA, gquando comparado a0
apontankdo
leucocitose, Por outro lado, GS manteve-se
semelhante a0 GC. Esse achado de

leucoctiose em ammais acometidos por

controle, um  quadno  de

LVC estana respaldado em  lteratura
prévia (JAFARI er al,, 2HH6), embora nem

sempre esta alteragio fosse  observada
(FREITAS er al., 2012). Venficou-s¢ uma
reducio  significativa
hematocrto (HCT), nos  grupos com
Leishmanmiose, em relagio ao controle.

Uma alteragio comumente relatada na LV

(p=003) no

serid  uma anemia; podendo  estar,
mclusive, relacionada com o estagw da
mfeccio (DIAS er al.. 2009). Apesar das
plaguetas encontrarem-se reduzidas emGS
e (A quando comparadas ao (GO, nestes
grupos as plaguetas encontram-se dentro
dos nives de normaldade da espécwe. Tem
sio relwtado  que, nos quadros  mais
avangados da infeccio por LV, haveria
uma lendéncia a diminuigio da contagem
plaguetaria  {contagens
1300000 mm™) (DUARTE er al., 2009).

inferiores a

Com relacio aos  parameiros
proteicos, a proteina total senca (TPS) do
OS5 (8,340,72)
significativo, quando  comparada  aos

apresentou  aumento

demais grupos (p<0,05), bem como a
globulima  esfava sigmificativamente
supenior mo G5 (6,150,060 (p=<0.05). A
glbumina  sénca nos  ammas do GS
(2,090, 60
(p=0.05) 2o GC (3,19:0,28).

encontrava-se Interwr
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Tabel 1; Andlizes hematologica e protewca em cles paturalmente infectados por L.

irgfeanituinm
Ches sororpositivos PCR+
Cies soronegativos  Assmtomaticos  Sintomaticos

Parimetros (GC, n=4) 1GA. r=8) (GS, n=215)
Leucocitos totais (x10°1) 9,140,9" 13,35:3,1° 14,242,6
HCT (%) 46,024,397 37,6643 40P 3538527
PLT (x10%L) 311,0:37.00 1 78,6124, 1" 233,341 50 0
PTS (g/dL} 7. 130,65 f, 5+0,90" 8.45+0,74*
Albumina {g/dL) 3,194, 28 2,640, 52" 2, 19:H) 60"
Globulina (g/dL) 3,930,520 3 86+1,47 6,0541,04"
AG 0674007 0,71+0, 13* 0,280, 16°

LT: Levedciios tofars; HCT: hemarberime; PLT: plagaetns; PT: Protelias fotais do sore; PCR: Beacdo em
codein da polimernse parn L fpfiontwm. Letrne diferemes on mesma linha denotam diferenca significativa

eftre o5 prupoes (p<0.03),

Dessa forma, o presente estudo observou
wm aumento dos nivels de profeina total e
globulina, associado a uma dmmuigio nos
niveis de albumina sérica, Esse aumento
das proteimas totais do plasma e presenca
de hiperglobulinemia seria conpsiderado
come uma das alteracdes mais comuns nn
LVC; estando, possivelmente, assocado
ao aumento dos niveis de anticorpos anti-
Letchpemio, principalmente em estigios
LS mfecedo
(CIARAMELLA ¢ CORONA, 2003}

Contudo. a hipoalbuminems observada

CROMNIE0E ki

nos animals se deveria, provavelmente, a

migragide da albumina para o meio
extravascular, com formacio de edema,
alleracio clinica bastante comum na LVC
(KUMAR e al. 2016)., Nossos dados
reforgam o COmpromelimento  profero,
(p<0,05) da
albumina:globuling pos anmmais do grupo

com  redugdo relagdo
sintomatico (G5} e, consequentcmente,
mdicam wm  quadro  inflamatorio. A
albuming & uma proteing transportadora
enconlrada em grande quanhdade no
plasma ¢ gue devido ao aumento da
permeabilidade  wasculnr  mduzeda por
mediadores quimicos na presenca de um

&0
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estimubo por patogenos ou danos teciduas
acumutla-se nos lecdos  provocando o
edema | MEYER ef al., 1995}, Este dado na
clinica veterindna podera ser um indicativo
de reposigao de albumma pam melhor do
guadro clinico animal.

A contagem  diferencial  dos
leucocitos  do  sangue periferico  esta
representada na Fig. 1. Os dados desse
trabalho  demonstraram  um  aumento
significativo na contagem de neutrofbos
superior em animals do G5, em relagio aos
GA e GO (p=0005). Estudos prévios
sugeririam que a coplagem diferencial

leucocitana ndo variaria significativamente

g B

E & £ 2 B

Percentual dos Lipos celulares

A

bisamrfiina

coint o estagie clinico da mfecgio
(AMUSATEGUI er al, 2003). Valeria
ressaliar que 3 neutrofilia era acompanhada
de lmnfopenia po GS, quando comparado
aos demmis grupos, Esses achados estao de
gcordo com estdos previos em quadros
Leishmaniose
(BOGDAN er al, 2001; JAFARL &f ol

2000) Por fim, a analise neatrofilica,

caracteristicos de

realizada em todos os grupos testados. ndo

resufton  em aberaghes sigmificativas
quanto ao estagio de maturagio dos
neutréfilos, estando wodos o3 grupos com
resuftados semelhantes, quanto 4 contagem

de neutrofiles maduros,

simaoim Maas oo

Frgura 1 Contagem diferencial entre os leucdeitos, ostndilos, Hnfdciies & mondcitos nos grupos
comtrode (GO, assintomitico (GA) e sintomdtico (G5
Latras dhfecentes (ab & (b)) denolain diferen e signifcativa entre o5 grupos avaliados (p=-{0.05).

Oz peutrdofilos  imamuiros  eram
rares ¢ encontravam-se  dentro  da
nommalidade para a espécie e sem
dilerengas entre o5 grupos (Fig. 2). Fm
observada, no enfanto, unm fendéncia aum

aumento na conlagem de neutrofilos

segmentados e lipersegmentados  em
amimais do G5, mas sem diferenca
significativa. Para se verificar a influéncia
da newtroliha sobre a linfopenia, 1
analisada a relagdo newtrofilos:linfocitos
(Fig. 3). a qual estava elevada (p<0.05) no
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G5 em relacio a GC ¢ GAL Estes dados
reforcam um  quadro  inflamatorio  na
Leishmamiose, ak¥m de apontar para a
importancia desta celula neste quadro

Mg trdlibs imaturos (%)
L

o

mieccioso, as quas a0 apontadas no sito
da mfecgio como “cavalo de Troa™
(JOCHIM & TEIXEIRA, 2009).

&

Figura 2: Percentagem de neutrdfilos imatwros nos grupos controle (GC), assintomitico
(GA) e smtomatico (GS) para Leishmamose canina,
Mo foram observadas diferencas significativns entre os grepos avalindos .05 ),

De um modo geral. a lifemtura
sempre apontou a existéncia de wma
alteragdo do  perfil leucocitinio em
pacienies com Leishmamose Visceral
(MUSUMECI e o, 1978} Alem de ter
seus mimeros lotas comprometidos, seria
argumentado que os neatrofilos podenam
na  infecgho  por
Leishmsaniose diminuida, devide a um

fer  sua  fungdo

blogueio no CD10, presente ma superficie

dos neutrafikos e que regulariam seus

processos inflamaténes ¢ quimueotiicos
(ELGHETANY, 2002). Estudos recentes
em hmanos aponianam a LV associada
com quadro de sumento na ativagdo
neutrofilica, alem de um auwmento na
frequéncia de peutrdfilos maturos e uma
diminuio na efetividade de suas fungies,
0 que poderia caracterizar a mporancia
nevirofilica na severidade da infeccdo
(YIZENGAW er al. 2016).

i |
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Figura 3; Razio entre neutrofilos ¢ linfocitos nos grupoes controle (GO, assintomatico

(GA) e smtomatico (GS).

Letras diferentes denotam daferenca sipmficafvva entre cs prupoes avmlindes {p,05]

Em resumo, foram observados
neutrofilia e linfopenia significativa do GS
quando  comparado ao GA. em cdes
maturalmente infectados por L. infavum,
No entante, nde foram encontradas
diferencas  signmificativas no  tocanle ao
estagio de maturacho enire 08 grupos. Vale
ressaltar que, no presente estudo, os
amimais oo tnham hstorice prévie de
exames, 0 que dificulta o acompanhamento
dessas

por  estadmamento alteragies

leucocitanas.

CONCLUSAOQ

Ammais paturalmente mfectados
por L infanton apresentam alteragdes

sistérmcas manifestadas por leucocitose

com neutrofiln ¢ lupoalbununenua
caracteristicas de  alteraghes sIstémicas
associadas a um processo  inflamardrio.
Contudo, [as-se NECESSArta Lma
mvestiga¢io mais aprofundada. com um
mEor  nomero de  animals ¢ com
sgoompanhamento da LVC, para avaliar a
participagdo dos neatrofilos maturos neste

PIOCE3S0,
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