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RESUMO: 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil hematoldgico de cies reagentes para Leishmania
spp atendidos no Hospital Veterindrio de Uberaba — MG. Foram coletadas amostras de sangue de 15 cdes
sororreagentes nos testes de Imunofluorescéncia Indireta e ELISA para realizagdo do hemograma. Dos quinze cées,
12 (80%) eram fémeas, 53,33% (n=9) tinha idade acima de 8 anos, enquanto que a raca de maior prevaléncia foi a
sem raca definida com 6 animais (40%). O achado mais frequente no eritrograma foi a anemia (53,3%) (n=8). Destes
animais, 75% (n=6) apresentaram anemia normocitica-normocrdmica. Os niveis plasmaticos de proteinas totais
estavam aumentados em 8 dos 15 (53,33%) cées. A leucometria mostra que 03 (20%) cdes apresentaram leucopenia
e 02 (13,3%), leucocitose. A avaliacdo diferencial dos leucécitos destes animais revelou neutrofilia em 3 (20%) e
neutropenia em 02 (13,33%), desvio para a esquerda em 03 (20%), monocitose em apenas 01 (0,66%), eosinopenia
em 08 (53,33%) e linfopenia em 03 (20%). Conclui-se que no presente estudo prevaleceu o quadro de anemia,
hiperproteinenia e eosinopenia na avaliagdo do hemograma de animais soropositivos para LVC. A analise valores do
perfil hematoldgico obtidos dos animais estudados auxiliam o diagnéstico da LVC.
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HAEMATOLOGICAL PROFILE OF SEROPOSITIVE DOGS (Canis lupus familiaris)
FOR LEISHMANIA SPP SERVEDS AT THE THE VETERINARY HOSPITAL OF
UBERABA - MG

SUMMARY: The aim of the study was to characterize the hematological profile of dogs seropositive for
Leishmania spp at the Veterinary Hospital of Uberaba — MG, Brazil. Samples were collected from 15 seropositive
dogs and analyzed using indirect immunofluorescence tests and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
hematological analysis. Out of the 15 dogs, 12 (80%) were female, 9 (53.33%) were more than 8 years of age, and 6
animals (40%) were mongrels, which was the predominant breed. The most frequent finding was anemia (53.3%; n =
8). Further, out of 15 animals, 6 (75%) presented with normocytic-normochromic anemia, while the plasma total
protein levels were increased in 8 (53.33%). Analysis of the white blood cells revealed that 3 (20%) dogs had
leucopenia and 2 (13.3%) had leukocytosis. Leukocyte differential analysis revealed that 3 (20%) animals had
neutrophilia, 2 (13.33%) had neutropenia, left drift was observed in 3 (20%), monocytosis in 1 (0.66%), eosinopenia
in 8 (53.33%), and lymphopenia in 3 (20%). The results of this study reveal that anemia, hyperproteinemia, and
eosinopenia in seropositive animals are indicative of canine visceral leishmaniasis (CVL). Therefore, the
hematologic profiles obtained from animal studies aid in the diagnosis of CVL.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC), também denominada calazar, é uma
antropozoonose causada por um protozoario flagelado do género Leishmania. Tem ampla
distribuicdo geografica (GREENE, 2006) e no Brasil j& foi diagnosticada em quase todos estados
do Brasil (FRANCA-SILVA et al., 2003; CAMINHA; SOTO-BLANCO 2008).

A Leishmania (Leishmania) chagasi é responsavel pela maioria dos casos de LVC
diagnosticados no Brasil e 0 vetor responsavel pela disseminacao e transmissao da doenga com 0s
mamiferos nas Américas € um diptero, nematocera, a Lutzomyia longipalpis (IKEDA-GARCIA
et al., 2003). O cédo é considerado o reservatorio da doenca (PALATNIK-DE-SOUSA et al.,
2001; DANTAS-TORRES et al., 2006).

O quadro clinico e os tipos de lesbes apresentadas sdo variaveis, condicionada a
imunocompeténcia individual do cdo, da cepa do parasito inoculado e dos 6rgdos acometidos
(SILVA, 2011). Os animais acometidos podem apresentar manifestacdes hematoldgicas,
dermatoldgicas, oculares, locomotoras, renais, hepatoesplénicas, neuroldgicas e, menos
comumente, pulmonares e cardiacas (PAPADOPOULOU et al., 2005).

As técnicas atualmente empregadas e recomendadas pelo Ministério da Saude para a deteccao
de anticorpos anti-Leishmania sdo o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). O ELISA esta sendo recomendado para o teste de triagem de
caes e a RIFI para a confirmacdo dos cdes soropositivos ao teste ELISA ou como uma técnica
diagndstica de rotina (IKEDA-GARCIA; FEITOSA 2007; SILVA, 2011).

Exames hematoldgicos em cées infectados por Leishmania spp tém sido considerados de
valor limitado no diagnostico da leishmaniose visceral por mostrar resultados inespecificos, mas
sdo importantes para avaliar o status clinico do animal e prognoéstico da evolucdo da doenca
(REIS et al., 2006; COSTA VAL, 2007).

Varias manifestacdes séo descritas nos animais com LVC, entre elas as alteracdes
laboratoriais (IKEDA-GARCIA et al., 2003; IKEDA-GARCIA et al.,, 2007). Na anélise
laboratorial, associados a LVC, podem ser observados hiperproteinemia, anemia,
trombocitopenia, leucopenia ou leucocitose (LOPEZ et al., 1996). A anemia é achado frequente
na doenca canina, sendo reportada em cerca de 50 a 70% dos pacientes, tendo como
caracteristicas marcantes a normocitica, normocrémica e nao regenerativa (REIS et al., 2006;
XAVIER et al., 2006; BRAZ et al., 2015) e trombocitopenia (CIARAMELLA et al., 1997).
Alvar et al., (2004) consideram a anemia como um achado pouco frequente.

O leucograma, de cdes portadores de LVC, apresenta leucocitose com desvio a esquerda

regenerativo enquanto outros apresentam leucopenia, ou mesmo perfil leucocitario normal
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(COSTA VAL et al., 2007). Para Xavier et al., (2006) a trombocitopenia pode ou nao estar
associada a alterag@es no perfil hemostéatico do paciente.

H& poucos trabalhos referentes aos achados de patologia clinica em cdes no Brasil e 0
diagnostico da LVC representa ainda um desafio para o0 médico veterinario devido a presenca de
animais assintomaticos, sintomatologia clinica variavel e pela dificuldade em se obter uma prova
diagndstica sensivel e especifica. Assim, neste contexto, é importante conhecer todas as
alteracOes laboratoriais que a Leishmania spp pode provocar no animal.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar o perfil hematoldgico de cées

reagentes para Leishmania spp atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba — MG.
MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado no Hospital Veterinario de Uberaba (HVU), situado em Uberaba —
MG. Foram selecionados resultados de exames de 15 cédes (Canis familiaris), sem distincao de
sexo, raca e idade que realizaram simultaneamente exames de Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e hemograma. O critério de selecdo foram
animais reagentes no IFl e ELISA para LVC. Os exames foram realizados em laboratorio
licenciado para esta analise pelo Ministério da Agricultura do Brasil (Laboratério Hermes
Pardini, Belo Horizonte, MG).

Todos os dados foram obtidos com base em levantamento das fichas clinicas dos animais
atendidos na clinica de pequenos animais do HVU.

As amostras de sangue em frasco de vidro tipo vacutainer contendo etileno-diamino-
tetracetato de sddio (EDTA) a 10% foram processadas no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria do Hospital Veterinario de Uberaba.

Os valores hematoldgicos (hemacias, leucdcitos, hemoglobina, hematocrito e plaquetas)
foram efetuados através de analisador hematoldgico veterinario automatizado (ABC Vet Horiba,
ABX Diagnostics) previamente calibrado, conforme recomendacdo do fabricante e a proteina
plasmatica por refratometria (RHC-200/ATC - Megabrix).

A contagem diferencial de leucocitos e descricdo das caracteristicas morfologicas das
células sanguineas foi realizada por avaliacdo de esfregaco sanguineo corado pelo Pandtico
Répido (Laborclin®). No esfregaco sanguineo foram diferenciados 100 leucécitos classificados,
de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e tintoriais, em neutréfilos com ndcleos
segmentados, neutrofilos com ndcleo em bastonete, linfocitos, eosinofilos e mondcitos. A partir
da contagem relativa foram obtidos os valores absolutos para cada tipo de célula leucocitaria.
Para evitar interpretacfes diferentes, os esfregacos relativos a contagem diferencial de células

sanguineas, foram analisadas por um unico técnico.
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Foram utilizados os critérios de avaliacdo e valores de referéncia estabelecidos por
Feldman et al. (2000).
Para avaliar os parametros de idade, sexo, raca e valores hematoldgicos utilizou-se

estatistica descritiva com auxilio do software Bioestat 5.3.

RESULTADO

Dentre os 15 animais reagentes, 20% (n=3) eram do sexo masculino e 80% (n=12) do
sexo feminino. No tocante a faixa etéaria, 40% (n=6) dos animais tinham idade de O a 4 anos,
6,66% (n=1) de 5 a 8 anos e 53,33% (n=9) acima de 8 anos.

Dentre os 15 cdes com LVC, observou-se um total de 10 diferentes racas. Dentre elas,
destacaram-se a Sem Raca Definida (SRD) (n=6) e outra ragcas uma da cada (Pastor aleméo,
Rotweiller, Poodle, Labrador, Cocker, Pitbull, American Staffordshire, Blue Heeler).

Os valores médios dos hemogramas e concentracao de proteina plasmatica dos cdes com
leishmaniose estdo apresentados na Tabela 1. Assim, dos 15 animais 08 (53,33%) cdes
apresentaram anemia. Destes animais, 06 (75%) apresentaram anemia normocitica, 1 (12,5%)
tinha anemia macrocitica, e 1 (12,5%), anemia microcitica. O CHCM estava aumentado
(hipercromia) em 04 (50%) e os demais cdes avaliados estavam normais. Os niveis plasmaticos
de proteinas totais estavam aumentados em 8 dos 15 (53,33%) cdes. A contagem do nimero de
plaquetas revelou trombocitopenia em 05 (33,3%) e trombocitose em apenas 1 (0,66%). O
nimero e as alteracbes morfologicas observadas no hemograma de cdes reagentes para

Leishmania spp no Hospital Veterinario de Uberaba estdo representados na Tabela 2.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo (x+s) do hemograma e proteina plasmaética total de
15 cées de cées reagentes para Leishmania spp no Hospital Veterinario de Uberaba, MG.

Parametros Valores obtidos Valores de referéncia*
Hem (x10°/mm°) 4,9+1,89 5,5-8,5
Ht (%) 32,4+12,2 37-55
Hb (g%) 10,9+4,0 12-18
VGM (1) 66,2+7,1 60-77
CHGM (%) 34,242,1 33-34
PP (g/dI) 8,2+2,1 6-8
Plaquetas (células/mm?®) 222370+125389 180.000-400.000

(Hem) hemacias, (Hb) hemoglobina, (Ht) hematocrito, (VGM) volume globular médio, (CHCM) concentragdo de
hemoglobina globular média, (PP) proteina plasmatica. *Feldman et al. (2000).
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Tabela 2. Alteragdes morfoldgicas e/ou numéricas observadas no hemograma de cées reagentes
para Leishmania spp no Hospital Veterinario de Uberaba, MG.

Tipo de alteracédo namero %
Anemia 08 53,33
Leucopenia 03 20,00
Leucocitose 02 13,33
Linfopenia 03 20,00
Neutrofilia 03 20,00
Eosinopenia 08 53,33
Trombocitopenia 05 33,33
Trombocitose 01 06,66
Monocitose 01 06,66
Desvio a esquerda 03 20,00

Os valores obtidos no leucograma visualizados na Tabela 3 mostram que 03 (20%) cées
apresentaram leucopenia e 02 (13,3%), leucocitose. A avaliagdo diferencial dos leucdcitos destes
animais revelou neutrofilia em 03 (20%) e neutropenia em 02 (13,33%), desvio para a esquerda
em 03 (20%), monocitose em apenas 01 (0,66%), eusinopenia em 08 (53,33%) e linfopenia em
03 (20%).

Tabela 3 — Valores médios e desvio padrdo (xxs) do leucograma de 15 de cdes reagentes para
Leishmania spp no Hospital Veterinario de Uberaba, MG.

Parametros (células/mm®) Valores obtidos Valores de referéncia*
Leucadcitos totais 11273,3 £ 6147,7 6000-18000/ mm3
Neutrofilos Segmentados 8410,9 £5977,5 3600-13800
Linfdcitos 2029,1 £ 2702,4 720-5400
Mondcitos 523,9 + 548,5 180-1800
Eosinofilo 247,3 +272,8 120-1800
Bastonete 62,1 + 240,6 0-500

*Feldman et al., (2000).

DISCUSSAO

Embora diversos trabalhos relatarem que a condi¢cdo de macho ou fémea, para os cdes, nao
favorece, nem beneficia a susceptibilidade a infeccdo por leishmaniose visceral (FRANCA-
SILVA et al., 2003), os dados encontrados neste estudo considerando o sexo dos animais, a maior
prevaléncia foi em fémeas com 80% (n=12) e machos 20% (n=3) estdo de acordo com o0s
achados de Randon, (2007) que encontrou maior prevaléncia para as fémeas (26,3%) e menores

para 0s machos (13,6%).
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A correlagdo da variavel idade com a aquisicdo da infeccdo é contraditdria, apesar de
muitos autores relatarem uma tendéncia de aumento da prevaléncia de infeccdo a medida que a
idade progride (PAPADOPOULOU et al., 2005), enquanto que Rondon (2007) relata que
animais na faixa etaria de trés anos sao mais susceptiveis em areas endémicas e que a prevaléncia
diminui em animais com sete a oito anos de idade. Nesta pesquisa os dados empregados
corroboram com a literatura com maior prevaléncia nos extremos da faixa etaria com 53,33%
(n=9) acima de 8 anos, seguido de 40% (n=6) dos animais tinham idade de 0 a 4 anos.

Embora néo tenha sido descrita predisposi¢édo racial para leishmaniose, Dantas-Torres et
al., (2006) citam que a raca Boxer possivelmente tem predisposi¢cdo genética. No presente estudo,
apenas 6,6% (n=10) dos cdes reagentes pertencia a esta raca. A maior prevaléncia foi para a SRD
com 40% (n=6), possivelmente devido a raca de maior nimero atendido no Hospital Veterinario
de Uberaba.

Dos 15 cées reagentes avaliados, 53,3% apresentaram anemia, sendo a forma normocitica
e normocrbmica e normocitica e hipercromica distribuidas de maneira igualitaria em
porcentagem. Os resultados da avaliacdo hematoldgica corroboram descritos pela literatura (REIS
et al., 2006; XAVIER et al., 2006; COSTA-VAL et al., 2007; BRAZ et al., 2015). A anemia
normocitica ocorre frequentemente na leishmaniose (CAMINHA; SOTO-BLANCO, 2004), em
decorréncia do processo inflamatério. Segundo Ikeda-Garcia et al., (2003), na LVC a anemia
pode ocorrer por diferentes mecanismos como a eritropoese diminuida pelo carater crénico, perda
de sangue, lise de hemécias e diminuicéo eritrocitaria por producdo de auto-anticorpos que levam
ao sequestro esplénico.

O valor médio de proteina total plasmatica observado em cdes reagentes (8,2+2,1g/dL)
evidencia a presenca de hiperproteinemia e confirma os dados da literatura (Bush, 2004). Esta
alteracdo bioquimica na LVC é uma caracteristica marcante provocada pela marcada resposta
imune humoral que ocorre apés a infeccdo, assim ha o aumento das proteinas séricas totais
(hiperproteinemia) devido ao ligeiro aumento das fracdes o e P-globulinas e ao aumento
significativo da fragdo gama-globulina (hipergamaglobulinemia) o que eleva a valores que podem
exceder 10g/dL. mesmo nos casos em que ha hipoalbuminemia (FELDMAN et al., 2000; IKEDA-
GARCIA et al., 2003).

No presente estudo foi encontrado 33,3% (n=5) animais com trombocitopenia, embora o
valor médio de contagem de plaquetas para cdes reagentes estejam dentro de normalidade. Estes
dados estdo semelhantes com Medeiros et al.,, 2008. Para Ciaramella et al., (1997) a
trombocitopenia € um achado frequente em cées reagentes para LV decorre de alteracdo da

parede vascular por vasculite devido aos imunocomplexos circulantes (FELDMAN et al., 2000),
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além de alteracdes no perfil hemostatico do paciente (XAVIER et al., 2006). Outro mecanismo
na diminuicdo do ndmero de plaquetas na LV pode estar associado a presenca de
imunoglobulinas anti-plaquetas (TERRAZANO et al., 2006)

A leucometria dos cdes reagentes avaliados variou de 5.200/mm® a 25.300/mm°, com
valor médio dentro da normalidade (11.273,3 /mm?), o que est& de acordo com estudos anteriores
de Ikeda-Garcia et al., (2003); Costa-Val et al., (2007). Por se tratar de um processo cronico, a
resposta leucocitéria se modifica de acordo com a evolugdo da doenca (MEDEIROS et al., 2008).

Leucocitose com neutrofilia com desvio a esquerda € comum em cdes com leishmaniose
visceral (SCHULTZE, 2000). Desta forma, pode-se observar em alguns animais com LVC,
leucocitose por neutrofilia 13,3% (n=2). Nestes casos pode estar associado desvio a esquerda
(20%), quando um quadro de infeccdo bacteriana secundaria ocorre concomitantemente, o que
tem sido descrito na literatura (MATTOS JR et al., 2004).

A leucopenia branda associada a LVC é uma alteracdo frequente relatada no leucograma
(BUSH, 2004; SILVA et al., 2011). Ela pode ser devido a um mecanismo multifatorial, na qual
ocorre disfuncdo medular com hematopoese diminuida, afetada pelo intenso parasitismo na
medula 6ssea, como também o recrutamento de leucdcito e distribuicdo para os diversos 6rgaos
(ALVAR et al., 2004). Os resultados do presente estudo mostra a ocorréncia de leucopenia de
20% (n=3) caracterizada por linfocitopenia e eosinopenia. Este evento pode ser explicado pela
presenca de quimiocinas induzidas em resposta a Leishmania que sé@o conhecidas por recrutar
monacitos/macréfagos, neutrofilos e eosindfilos (MATTE; OLIVIER, 2002; TEIXEIRA et al.,
2006).

Em relacdo a contagem diferencial de leucécitos, deve-se considerar que o
comportamento leucocitario varia com diversos fatores, como: status imunoldgico, severidade
dos sinais clinicos, presenca de quadros infecciosos e/ou parasitarios associados, dentre outros
(IKEDA-GARCIA et al., 2007).

Neste contexto, a alteracdo leucocitaria mais presente foi eosinopenia 53,3% (n=8)
igualmente referida por Medeiros et al., 2008. A eosinopenia em cées soropositovos para LVC
nas diferentes formas clinicas pode estar relacionada a migracéo preferencial de eosindfilos para
0s tecidos e envolvimento dos mesmos em um mecanismo leishmanicida adicional (ABREU,
2008).

Linfocitopenia 20% (n=3) foi a segunda alteragdo leucocitaria presente nos animais com
LVC. Resultados semelhantes foram encontrados por Reis et al., (2006). Bush (2004) afirma que
na LV a linfocitopenia ocorre devido ao confinamento temporario dos linfécitos no baco e/ou
linfonodos enquanto respondem ao agente infeccioso ou pela destruicdo linfocitéria diretamente

pelas leishmanias.
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Linfocitose também tem sido descrita (FELDMAN et al., 2000; IKEDA-GARCIA et al.,
2003), mas em nosso estudo foi observada em apenas 6,6% dos cées reagentes. Embora nesse
estudo, os valores encontrados para monicitose seja pequeno (6,6%), Mattos Jr et al., (2004)
explicam que na LV ocorre monocitose compensatdria a presenga de linfopenia.

A neutropenia (13,3%) encontrado nesse estudo esta em desacordo com a literatura
consultada (MEDEIROS et al., 2008; ALVES et al., 2015) que nao foi observada neutropenia em
animais soropositivos para LVC. A neutropenia encontrada em dois caes podera ter-se devido a
existéncia de processo inflamatdrio secundario com um consumo de neutrofilos superior a sua
producdo.

Na avaliacdo dos esfregacos sanguineos ndo foram encontrados formas amastigotas de
Leishmania spp ou outra espécie de parasita em localizacdo intra ou extracelular, o que esta de
acordo com a bibliografia existente, segundo a qual o sangue periférico ndo é o tecido de eleicdo
para a visualizagéo de leishméanias (SCHULTZE, 2000).

CONCLUSAO

Cées soropositivos para Leishmania spp apresentam como principais alteragdes no
hemograma anemia normocitica — normocrémica, eosinopenia e hiperproteinemia. A anélise
valores do perfil hematoldgico obtidos dos animais estudados ndo permite estabelecer o
diagndstico de LVC, mas reveste de importancia clinica quanto a resposta organica e a indicacao

de exames complementares especificos como parasitologicos, sorolégicos ou moleculares.
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