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A Leishmanios visceral canina (LVC) €é uma doenca crénica que acomete
indiscriminadamente os caes e promove lesdes graves no animal levando-o a morte. Além de
paciente, o cdo é reservatdrio doméstico do parasito. No Brasil, o tratamento da LVC é
praticado desde meados da década de 90 e diversos protocolos sdo utilizados em diferentes
partes do mundo com resultados variados. O tratamento de cées portadores de LVVC através da
imunoterapia, com a vacina recombinante Leish-Tec®, associada ao alopurinol tem sido
descrita na literatura com resultados promissores podendo induzir melhora clinica em cées
com LVC. Porém, ndo é descrito na literatura parametros laboratoriais hematoldgicos que
auxiliem o médico veterinario no acompanhamento do paciente e determinacdo de seu
progndstico. A descoberta desses parametros podem auxiliar melhor o acompanhamento dos
animais tratados o que pode ser de grande importancia na definicdo de um melhor progndstico
ou para determinar o estado clinico dos cées tratados. Sendo assim, o presente estudo buscou
identificar parametros hematoldgicos sanguineos como biomarcadores, em cées naturalmente
infectados e tratados, a fim de utilizar estes dados na predicdo de progndstico e conduta
terapéutica. Em um primeiro momento do estudo, desnominado “Estudo Retrospectivo”,
foram incluidos 45 cdes sintomaticos, naturalmente infectados por Leishmania infantum e que
foram submetidos ao protocolo de tratamento por imunoterapia e alopurinol. Foram
recolhidos dos prontuérios informacdes sobre a condicdo clinica do animal e os resultados dos
exames laboratoriais. Em segunda parte, denominada “Estudo Prospectivo”, foram incluidos
12 cdes tambem sintomaticos, naturalmente infectados por Leishmania infantum e que foram
submetidos ao protocolo de tratamento por imunoterapia e alopurinol. Os parametros
hematoldgicos e bioquimicos foram analisados. O conjunto de dados obtidos neste trabalho
indica que mondcitos e plaquetas podem representar importantes parametros de progndstico
da resolucdo da doenca e do tratamento, podendo atuar como biomarcadores, melhorando
assim a abordagem terapéutica, evitando-se riscos e custos desnecessarios e proporcionando
melhor beneficio ao animal.
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Canine visceral leishmaniasis is a chronic disease caused by L. infantum wich affects dogs
and promotes serious injury leading to death. Dogs are the main reservoir of this parasite,
having a central role in the transmission to humans. In Brazil canine visceral leishmaniasis
have been treated for more than fifteen years. There are several protocols for treatment around
the world. Recently, a new treatment protocol has been proposed using immunotherapy with
Leistech® vaccine, associated with allopurinol. However, there are no reliable parameters of
prognosis for clinical recovery in dogs. This study aimed to characterize parameters from
blood as biomarkers in dogs naturally infected and treated in order to use this data as
prognosis and therapeutic management. The study included dogs naturally infected by
Leishmania infantum, symptomatic and treated with immunotherapy and allopurinol. Medical
records containing information on the clinical status, hematological and biochemical tests
were analyzed. Our results showed improvement in some clinical parameters evaluated. The
data set obtained in this study indicates that monocytes and plateletes may represent important
parameters of disease prognosis and treatment, acting as biomarkers, thus improving the
therapeutic approach, avoiding risks and unnecessary costs and providing better animal
benefits
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1 INTRODUCAO



1.1 Leishmaniose Visceral

Presentes em quatro continentes, aproximadamente 102 paises tropicais e subtropicais, as
leishmanioses representam um conjunto de doencas com altos indices de morbidade e
mortalidade. Estima-se cerca de um milhdo de novos casos por ano, dentre esses,

aproximadamente 180 mil relatos de leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2017).

A LV, também conhecida como Kala-azar, possui ampla distribuicdo geogréafica, sendo
endémica em mais de 80 paises em todo 0 mundo. Cerca de 90% dos novos casos notificados
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2015, ocorreram em sete paises: Brasil,
Etidpia, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Suddo. E uma doengca cronica e é considerada
a forma mais alarmante, uma vez que é fatal em 95% dos casos ndo tratados adequadamente,

sendo responsavel por mais de 20 mil mortes anualmente (WHO, 2017).

O agente etiologico da LV no velho mundo (india e Leste da Africa) é a Leishmania
(Leishmania) donovani; na China, Asia Central, Sudeste da Europa e Mediterraneo é a
Leishmania (L.) infantum e na América Latina a Leishmania (L.) chagasi (Lainson; Shaw,
1987; Lukes et al., 2007). Embora diferentes no nome e localizagdo geografica, técnicas
moleculares e bioquimicas confirmaram que a L. infantum e L. chagasi sdo a mesma espécie
(Lukes et al., 2007; Mauricio & Stothard, 2000). A OMS tem empregado a denominacéo de L.
infantum para o agente etioldgico da LV nas Américas, passando entdo a considerar apenas
estas duas espécies (L. donovani e L. infantum) como agente etioldgico da LV no mundo
(WHO, 2010).

A participacdo dos cdes no ciclo epidemiologico da LV foi primeiramente observada em 1908
por Nicolle & Comte, na Tunisia, ap6s a deteccdo nestes animais do agente etioldgico da LV.
No Brasil, em 1936, Evandro Chagas descreveu o primeiro caso diagnosticado in vivo de LV,
no qual demonstrou a existéncia da doenca no homem e no cdo e a infeccdo do fleb6tomo
Lutzomyia longipalpis, classificando o parasito como Leishmania chagasi (Chagas, 1936;
Chagas et al., 1938). A partir dessa data um amplo estudo foi conduzido no estado do Ceara
evidenciando a importancia dos cées na epidemiologia da doenca (Deane & Deane, 1955). O
estudo realizado por Deane (1956) comparou a infecgdo humana e canina por L. chagasi, no
qual os autores observaram parasitos na pele de 16% dos humanos e aproximadamente 78%
dos cées estudados. Devido a urbanizagédo da doenca, o parasito L. infantum tem o cdo (Canis
familiaris) como seu principal reservatdrio, ocupando uma posicdo de destaque na cadeia
epidemioldgica devido a sua proximidade com o homem no ambiente doméstico tanto em
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areas rurais como urbanas (Dos Santos et al., 1998; Harhay et al.,, 2011). Estudos
demonstraram a correlacdo do aparecimento de casos humanos precedidos da infeccdo canina
sendo ainda mais incidente e prevalente que a doenca humana, reforcando as hipoteses de
principal fonte alimentar do vetor o que favorece a disseminacdo e manutencdo do ciclo de
transmissdo da LV (Moreno & Alvar, 2002). Além disso, no &mbito domestico, grande parte
dos cdes com sorologia reagente ndo apresenta sinais clinicos, podendo, desta forma, atuar

como fonte silenciosa e duradoura de infeccdo aos flebotomineos (Costa-Val et al., 2007).

A principal forma de transmissdo do parasito ocorre durante o repasto sanguineo de fémeas de
dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae, sendo a Lutzomyia longipalpis a
principal espécie transmissora da L. infantum no Novo Mundo, embora as infec¢bes néao
vetoriais por via transplacentaria (Rosypal et al., 2005), transfusional (Freitas et al., 2012),

venéreas (Silva et al., 2000) e por mordida (Naucke et al., 2016) tenham sido relatadas.

A LVC néo apresenta sinais clinicos patognomonicos e ainda similares aqueles observados
em outras infec¢des caninas (Cardoso et al., 1998). Ademais, a doencas e apresenta de forma
grave, com evolucdo lenta e de inicio insidioso cujas manifestacbes clinicas sdo
intrinsicamente dependentes do tipo de resposta imunoldgica expressa pelo animal infectado.
O quadro clinico do céo infectado apresenta um espectro de caracteristicas clinicas que podem
variar consideravelmente entre os animais infectado podendo apresentar aparéncia sadia,
denominados animais assintomaticos, que sdo caracterizados pela auséncia de sinais clinicos
da doenca, porém com carga parasitaria e sorologia variavel (Baneth et al., 2008; Reis et al.,
2006b; Solano-Gallego et al., 2011). Entretando, esta pode evoluir para uma forma clinica
sintomatica caracteristicamente debilitante, relacionada ao comprometimento do controle do
parasitismo ocasionado pelo exacerbado grau de imunossupressdo que conduz o animal
inevitavelmente ao Obito (Giunchetti et al., 2006; Mancianti et al., 1988; Pinelli et al., 1994;
Reis et al., 2006a, 2006b, 2009).

Alguns aspectos clinicos da LVVC assemelham-se ao da LV humana, tais quais: febre irregular,
palidez de mucosas e emagrecimento progressivo, até um estado de caquexia, em seu estagio
final (Marzochi et al.,, 1985; Genaro, 1993). Entre os sinais clinicos mais comumente
observados na LVC, ausentes na doenga humana, destacam-se a presenca de alteracOes
dermatoldgicas como opacificacdo dos pelos, alopecia, descamacéo, dermatite localizada ou
generalizada. Nas fases mais adiantadas observa-se diarreia, onicogrifose,

hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, ceratoconjuntivite, ceratite com opacificagéo de
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cornea e paresia dos membros posteriores (Genaro, 1993; Giunchetti et al., 2006). E de grande
relevancia destacar que os sinais clinicos podem ser influenciados por diversos fatores, como
0 tipo de resposta imunoldgica apresentada pelo animal, raca, estado nutricional e doencas
concomitantes, que podem afetar o curso da infeccdo (Dantas-Torres et al., 2012; Moreno &
Alvar, 2002; Solano-Gallego et al., 2009). Além disso, estudos demonstraram que 0
agravamento dos sinais clinicos no cdo apresenta relacdo direta com a carga parasitaria em
diferentes tecidos (Giunchetti et al., 2006; 2008; Reis et al., 2006a; 2006b).

As alteracOes laboratoriais como anemia normocitica e normocrdmica, leucopenia,
monocitose com relatos de presenca de grandes mondcitos ativados e trombocitopenia, em
cdes naturalmente ou experimentalmente infectados, sdo frequentes, entretanto, esses achados
hematoldgicos sdo considerados inespecificos. Alteracdes bioguimicas como elevagdo das
proteinas totais com hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, alteragdes nas enzimas
hepatocelulares (alanina amino transferase e aspartato amino transferase) e aumento dos
niveis de ureia e creatinina também séo relatadas (Abranches et al., 1991; Bourdoiseau et al.,
1997; Ciaramella et al., 1997; Greene, 2006; Reis et al., 2006a; Solano- Gallego et al., 2011).

Solano-Gallego e colaboradores (2011), a fim de classificar animais infectados em escores
clinicos, propuseram um sistema de classificacdo composto por quatro estadios clinicos:
Estadio I, doenca discreta, Estadio Il, doenca moderada, Estadio Ill, doenca grave, e Estadio
IV, doenga muito grave. Esses estadios foram classificados de acordo com os resultados
soroldgicos que variam de negativo a alto nivel de anticorpos anti-Leishmania, associado a

alteracdes de patologia clinica e sinais clinicos (Tabela 1).
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Tabela 1: Estadiamento clinico da leishmaniose visceral canina baseado no nivel de
dados laboratoriais e prognostico. (Adaptado de Solano-Gallego

anticorpos, sinais clinicos

etal.,2011).
ESTADIAMETO < ACHADOS DE z
CLINICO SOROLOGIA SINAIS CLINICOS PATOLOGIA CLINICA PROGNOSTICO
Sinais clinicos
ESTAGIO I N,ega_ltlva ou d_|scretos; _ Perflllrenal normal:
DOENCA Niveis Linfadenopatia Creatinina <1,4mg/dL e Bom
discretos de discreta; Proteina/creatinina
DISCRETA . . a2
anticorpos Dermatite; urinaria <0,5
Papula
Estagio I;
Dermatite esfoliativa
ESTAGIO II N|v§:|s de dlfgsa; ' Hlperg.]a.maglobulmemla;
anticorpos Onicogrifose; Creatinina <1,4mg/dL;
DOENCA . ~ , - Bom a Reservado
discretos a Ulceragdes; Proteina/Creatinina
MODERADA . -
elevados Anorexia; urinaria 0,5-1
Perda de peso;
Epistaxe
E:Zngspére 1L Estadio II; Creatinina 1,4-
< Nivei . 2 L; D
ESTAGIO III a:1\/t(iecIS<;:'(ac>s imunocomplexos: ren:li/ldcrénica (IoReI;gIa). Reservado a
DOENCA GRAVE P vasculites, artrites, , . ! Desfavoravel
elevados ., Proteina/Creatinina
uveite e g
a . urinaria >1 ou IRIS II
glomérulonefrite
Estadio III;
Creatinina>5mg/dL;
Creatinina sérica 2-
ESTAGIO IV g:t?clsc’);j eos Ei:gg’:gzehtiﬁsim g:;?cé?nl_e;l/c reatinina
DOENCA MurTo 2":'€O™P - otel Desfavoravel
muito pulmonar;  Sindrome urinaria>5;
GRAVE . AL
elevados nefrotica Doenga renal crénica
(IRIS III);
Sindrome nefrética com
proteinuria

O diagndstico de LVC deve ter por base uma abordagem completa, considerando a histéria
pregressa do animal, abrangendo uma avaliacéo clinica e os aspectos laboratoriais de testes
soroldgicos como a Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), imunoensaio enzimatico
(Elisa) e testes rapidos imunocromatograficos; ensaios de pesquisa parasitaria como
citopatologia, histopatologia e imuno-histoquimica (IHQ) e moleculares como a Reagdo de
Polimerase em Cadeia (PCR) que confirmam a presenca do parasito (Gramiccia, 2011; Ikeda-
Garcia et al 2003; Martinez-Moreno et al., 1993; Paltrinieri et al., 2009).

As medidas para o controle da LV inicialmente sugeridas por Deane (1956) e até hoje
adotadas pelo Ministério da Saude brasileiro, através do Programa de Vigilancia e Controle

da Leishmaniose Visceral (PVC-LV), preconiza o diagnostico e tratamento precoce dos
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humanos infectados; controle vetorial, através de aspersdes de inseticidas com efeito residual;
eutandsia dos cédes soropositivos, além de uma vigilancia sanitaria continua e sistematica
(Palatnik et al., 2001). A eutanasia compulséria de cdes soropositivos € uma medida
questionavel, visto que, esta pratica leva a diminuicdo da transmissdo da LV na area de
cobertura, com duracdo apenas em médio prazo, sendo que algum tempo apoOs sua
interrupcéo, a incidéncia e a prevaléncia da infecgdo voltam a atingir os antigos niveis (Costa,
2011; Moreno & Alvar, 2002). Além disso, outro problema relacionado a baixa efetividade
desta medida de controle é o longo intervalo de tempo, entre o diagnostico e a remoc¢édo dos
caes e a reposicdo do cdo eutanasiado por outro suscetivel, que pode tornar-se infectado
(Dantas-Torres et al., 2012; Dye et al 1996; Moreira et al., 2004). O principio basico para a
prevencdo da LVC é evitar o contato entre o vetor infectado e o cdo, dessa forma, medidas
contra o vetor devem ser adotadas no ambiente e centradas no cdo. As medidas recomendadas
aos proprietarios dos cées livres da infeccdo ou em tratamento podem ser: (1) uso do colar
impregnado com deltametrina 4%, o qual deve ser substituido a cada seis meses; em cées
alérgicos ao colar, uso de inseticidas de aplicacdo topica a base de permetrina; (2) cuidados de
limpeza do ambiente, como retirada de matéria organica excessiva; aplicacdo de inseticidas
ambientais centrados nos canis (ambientes em que o animal permanece por mais tempo),
como aqueles a base de deltametrina e cipermetrina, em aplicacdes semestrais; (3) uso de
plantas repelentes de insetos, como a citronela; (4) ndo realizagdo de passeios crespusculares
ou noturnos, horarios de maior atividade dos flebotomineos, privilegiando os passeios diurnos
(Ribeiro et al., 2007; 2013).

Os tratamentos para LVVC sdo bem variados e utilizam protocolos que combinam drogas que
podem ser reunidas em dois grupos: as que apresentam acdo direta sobre o parasito quer
seja pela acdo leishmanicida, quer seja como leishmaniostatico (impedindo sua replicacao), e
0s grupos capazes de modular o sistema imune. Os medicamentos mais comuns utilizados
para o tratamento da LVC sdo o alopurinol, domperidona e, mais recentemente no Brasil,
a miltefosina (Solano-Gallego et al., 2011). O antimoniato de meglumina teve sua
distribuicdo e uso restrito ao servico publico de saude, destinado ao tratamento humano, néo
podendo ser utilizado em nenhuma condi¢do para o tratamento de cdes com LV. Em 2008, o
ministério da Saude juntamente com o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) publicaram em Portaria Interministerial n° 1.426, Art. 1° a proibicdo, em todo o
territério nacional, do tratamento de cdes infectados com LV ou doentes com produtos de

uso humano ou nao registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
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Por se tratar de uma doenca que depende da resposta imunitaria, estudos tém demonstrado o
importante papel dos imunomoduladores no controle da Leishmaniose canina. Ribeiro
(2013) descreveu um protocolo, para cdes portadores de LVC, através da imunoterapia com
dose duplicada da vacina recombinante Leish-Tec®, aprovada pelo Ministério da Saude e
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, associada ao farmaco alopurinol que
tem mecanismo leishmaniostatico inibindo a multiplicacdo do parasito. O protocolo é
constituido de trés doses duplicadas da vacina a cada 21 dias. Resultados demonstraram que
o tratamento induziu melhora clinica e laboratorial em cdes com LVC, reducdo no
parasitismo cutaneo e da titulacdo anti-L. infantum, tornando-se uma opc¢éao de terapéutica no

protocolo de tratamento desta doenca em caes.

A resposta clinica ao tratamento de cées doentes pode variar de ineficaz a efetiva, dependendo
do estado clinico inicial geral e da resposta especifica a terapia. A grande maioria dos cées
experimenta melhora clinica no primeiro més de terapia, no entanto, um periodo de terapia
mais longo pode ser necessario para outros antes que a melhoria seja aparente (Pennisi et
al., 2005). O significado do termo tratamento bem-sucedido para a LVC é dependente da
Otica dos autores envolvidos. Para o proprietario e para o clinico veterinario, o sucesso do
tratamento se da a partir da remissdo dos sinais € melhoria da condicdo clinica apresentada
pelo animal. Para os parasitologistas, a cura significa completa eliminacdo do parasito do
hospedeiro, enquanto que para os entomologistas, 6rgaos de satde publica e epidemiologistas,
a incapacidade do animal em transmitir o parasito aos insetos vetores (quebrando o ciclo de
transmissao) € suficiente para considerar o tratamento como um sucesso (Baneth & Shaw,
2002).

O grupo LeishVet, associagdo cientifica europeia focada em pesquisa para auxilio do
clinico veterinario na gestdo da leishmaniose canina, recomenda o monitoramento dos
animais durante o tratamento através da analise de pardmetro clinico-patolégicos como
exame clinico; sorologia, que deve ser realizada ndo antes de seis meses ap0s o tratamento
inicial e testes laboratoriais de rotina como hemograma competo, perfil bioquimico e
analise completa da urina ap6s o primeiro més de tratamento e depois a cada 3-4 meses
durante o primeiro ano. Recomenda-se que o céo clinicamente recuperado realize 0os exames

a cada seis meses ou uma vez por ano (Solano-Gallego et al., 2011).

Em humanos, os critérios de eficacia do tratamento sdo baseados em sinais clinicos, auséncia

de febre e reducdo do bago e laboratorialmente na melhora hematologica com reversao da
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pancitopenia (Badaro, 1986; Pastorino et al., 2002). Além disso, durante a infeccdo em
humanos, é evidente a auséncia de citocinas como IFN-y e IL 12. Considera-se cura na LV
qguando ocorre reativacdo dessas citocinas (Bacellar et al.,, 2000). De acordo com o
Ministério da Saude (2013) os critérios de cura para LV, em humanos, sdo essencialmente
clinicos. O desaparecimento da febre acontece por volta do segundo ao quinto dia de
medicacdo especifica e a reducdo do volume do bago e do figado pode ser verificada nas
primeiras semanas. Os parametros hematologicos melhoram a partir da segunda semana. A
normalizacdo das proteinas séricas se da de forma lenta e pode levar meses. O retorno do
apetite, a melhora do estado geral e o ganho de massa sdo evidentes desde o inicio do
tratamento. Nessa situacdo, o controle parasitoldgico ao término do tratamento é dispensavel.
Ao final do tratamento, a presenca de eosinéfilos no sangue periférico € um indice de bom
prognostico. O paciente tratado deve ser acompanhado durante 12 meses. Ao final desse

periodo, se permanecer estavel, sera considerado clinicamente curado.

Na pratica veterindria, o prognéstico da LVC é baseado em alteracdes bioguimicas,
principalmente relacionadas a funcao renal, que fornecem informacGes para estabelecimento
de um prognoéstico para avaliar o estado clinico e evolugdo dos cdes em tratamento
(Solano-Gallego et al., 2011). Mesmo existindo alteragdes hematoldgicas comuns em cées
infectados essas alteracdes laboratoriais sdo inespecificas (Gradoni, 2002) caracterizadas por
disfuncdo na producdo de eritrocitos, granulécitos, monacitos, linfocitos e plaquetas. Recente
trabalho, pertencente ao nosso grupo de estudos, Martins (2016), em dados ndo publicados,
descreveu alteragBes leucocitarias em camundongos infectados por Leishmania major.
Neste estudo, foi demonstrado que ha uma intensa panleucopenia em camundongos
infectados, assim como acontece leishmaniose visceral humana, caracterizada por
anormalidades como anemia, leucopenia e trombocitopenia (Badaro e Duarte, 2005;
Baranwal et al., 2007). Martins (2016), em dados ndo publicados, observou que apesar da
diminuicdo geral na frequéncia e numero de leucocitos no sangue, ouve aumento de
mondcitos e este aumento teria correlacdo direta com o tamanho da lesdo e
consequentemente susceptibilidade a infeccdo. Barbosa (2013), dados ndo publicados,
também demonstrou resultados semelhantes estudando o sangue cdes, naturalmente
infectados por Leishmania infantum, através da analise por citometria de fluxo observando
maior frequéncia de mondcitos em cédes sintomaticos, quando comparados a assintomaticos e

ndo infectados.
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1.2 Mondcitos

Monocitos sdo células integrantes do sistema fagocitico mononuclear (SFM), originados a
partir de precursores da medula 6ssea, que correspondem a aproximadamente 10% do total de
leucdcitos circulantes no sangue periférico de humanos, 4% de camundongos e de 3-10% de
caes (Gordon & Taylor, 2005). Por serem capazes de internalizar e eliminar ampla variedade
de microrganismos patogénicos como bactérias, virus e parasitos, de apresentar antigenos e
ativar linfocitos T, monocitos vem sendo cada vez mais relacionados a defesa do
organismo aliando resposta inflamatdria e imunidade inata a imunidade adaptativa (Auffray
et al., 2009; Serbina et al., 2008; Shi et al., 2011). Além disso, estudos demonstraram a
capacidade de migracdo de mondcitos de vasos sanguineos para os tecidos, diferenciando-se
em macrofagos e células dendriticas, contribuindo assim na defesa, remodelamento e reparo
tecidual (Auffray et al., 2009; Zawada et al., 2011).

Devido a funcionalidade e a plasticidade dos mondcitos, estudos sobre sua biologia e
heterogeneidade populacional, em varias espécies, foram realizados e culminaram na diviséo
em subpopulagBes baseada em variacdes fenotipicas quanto a expressdo de receptores de

superficie.

Os monocitos classicos, CD14"CD16™ e Grl*, descritos para humanos e camundongos
respectivamente, expressam moléculas de superficie como CCR2, CD62L, baixos niveis de
CX3CR1, receptor de fractalquina, e tem sido considerados a principal fonte de citocinas
inflamatorias, tais como TNF-o e IL-1, estando assim relacionados a processos inflamatorios
(Geissmann et al., 2003; Serbina et. al., 2006; Strauss-Ayali et al., 2007; Sunderkotter et al.,
2004). Foi demonstrado, em modelo experimental, que mondcitos inflamatdrios seriam as
primeiras células a chegar ao sitio de infeccdo. Nesse estudo também foi demonstrado que o
recrutamento de mondcitos inflamatdrios para o sitio da infeccdo foi dependente de CCL2,
principal citocina apontada no recrutamento de mondcitos (Goncalves et al.,, 2011).
Camundongos deficientes em CCR2 apresentam menor migracdo de mondcitos para o sitio
da infeccdo, com consequente diminuicdo na capacidade de controle da doenca. Em 2006,
Serbina e colaboradores demonstraram a migracdo de mondcitos cldssicos para o sitio da
infeccdo e sua diferenciagdo em celulas produtoras de TNF-a e NO, na infecgdo de
camundongos com Listeria monocitogenes. Estudo envolvendo modelo experimental, com
infeccdo por Leishmania major, observou que grande parte das células recrutadas, para o

sitio da infeccdo, eram células de linhagem mielGide, especificamente mondcitos
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inflamatorios com alta expressdo de moléculas como MHC-II, ROS e iNOS (Glennie et. al.,
2017).

Estudos tem desmonstrado mondcitos inflamatérios como importantes mediadores de
protecdo contra infeccOes virais (Aldridge et al., 2009; Lim et al., 2011), bacterianas
(Moyat et al., 2015; Peters et al., 2001; Serbina et al., 2003), fungicas (Hohl et al., 2009;
Osterholzer et al., 2009) e parasitarias (Robben et al., 2005; Strauss-Ayali et al., 2007; Ledn et
al., 2007) e correlacionados com a clinica de pacientes em doencas como malaria
(Antonelli et al., 2014), doenca cronica cardiovascular infantil (Rogacev et al., 2011), na
doenga de Kawasaki (Katayama et al., 2000), na artrite reumatoide (Walter et al., 2013) e na
doenca de Crohn (Grip et al., 2007).

A populagio ndo classica de mondcitos humanos (CD14'°CD16™) e de camundongos (Grl),
também conhecida como ‘“Patrulhadores”, expressa altos niveis de CX3CR, entretanto ndo
expressa CCR2. Estudos tém os associados a baixa producdo de TNF-a e alta producéo de IL-
10 (Cros et al., 2010; Skrzeczyska-Moncznik et al., 2008; Strauss-Ayali et al., 2007). Auffray
e colaboradores (2009) demonstraram, em infeccdo por Listeria monocitogenes, que
mondcitos realizam o patrulhamento dos vasos e, através de quimiocinas e moléculas
como CX3CR1 e CD11a, realizam a transmigracdo pelo endotélio, chegando antes de

outras células ao local da infeccéo.

Recente trabalho do nosso grupo de pesquisa, dados ndo publicados, realizado por Barbosa
(2013), descreveu a caracterizacdo fenotipica e funcional de mondcitos do sangue periférico
de cdes ndo infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum, classificando
mondcitos caninos em subpopulagfes: uma populacdo de mondcitos, com alta expressdo de
CD14 (CD14"9", que possuem maior expressio de marcadores relacionados & mondcitos
ativados e de perfil pré-inflamatério como ja descritos em outras espécies como MHC-II,
CD11c, CD44, CD62L (Egan et al., 2013; Strauss-Ayali et al., 2007) e por isso nomeados
mondcitos classicos. E outra populacio com baixa expressio de CD14 (CD14'%v),

apresentando menor expressao desses marcadores, denominada mondcitos nao classicos.

Na defesa contra a Leishmania, 0s mondcitos e macrafagos desempenham um papel
importante na fagocitose de promastigotas, visto que, todas as espécies de Leishmania
parasitam o SFM do hospedeiro. Como primeira resposta ao contato com o protozoario,
estas células estimulam a produgdo de IL-12 (Gorak; Engwerda; Kaye, 1998) e inducdo

de IFN-y e TNF por células Thl necessario para a atividade efetora dos mondcitos
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macrofagos (Belkaid; Butcher; Sacks, 1998; D&Apos; Oliveira et al., 2002). A acdo de
IFN-y e TNF aumenta a atividade produzida dos macréfagos infectados induzindo potencial
leishmanicida por estimular a sintese de INOS (6xido nitrico sintese induzivel) e ROS
(espécies reativas de oxigénio), moléculas toxicas capazes de eliminar o parasito (Liew,
2002; Nathan et al., 1991).

1.3 MoléculasSoluveis

A maioria das proteinas do organismo possui sua forma em estado solGvel que pode ser
proveniente de sua clivagem. Moléculas solUveis sdo descritas na literatura de forma pontual
e pouco compreendida, acredita-se em seu importante papel por conferir atividade de
sinalizacdo a células que ndo expressam receptores de membrana para sua ativagdo no
combate contra patégenos. Algumas dessas moléculas tém sido estudadas sendo
correlacionadas e caracterizadas como biomarcadores sorologicos de diagndstico e
prognostico em doencas diversas. CD23 solavel (sCD23), por exemplo, tem sido empregado
no diagndstico de doencas como linfoma ndo-Hodgking cerebral, neurotoxoplasmoses,
deméncia (Bossolasco et al., 2001), malaria cerebral (Nacher et al., 2002), alergia alimentar
(Li et al.,, 2006) e artrite (Rambert et al., 2009) e no prognéstico de adenocarcinoma
pancreatico, quando associado a dosagem de IgE (Fu et al., 2008). Estudos demonstraram que
outra molécula solvel, o CD40L, é um poderoso marcador bioquimico na atividade
inflamatoria trombdtica em pacientes com sindromes coronarias agudas (Bilgir et al., 2012;
Heeschen et al., 2003), associado a doencas degenerativas como Alzheimer (Own; Tan;
Mullan, 2001) e cancer (Huang et al., 2012). Franzmann et al., 2005 avaliaram o papel da
CD44 soluvel (sCD44) na saliva e o caracterizaram como um potencial marcador molecular
para cancer de cabeca e pescogo e concluiram que o exame pode ser efetivo para detectar

esse tipo de cancer em todos 0s estagios.

Moléculas de MHC-II soluveis (sMHCII) foram observadas por Calne e colaboradores
(1967) em estudo com figado de porcos transplantados (Pfeiffer et al., 2000; Puppo et al.,
1997). sMHC-II estdo presentes em fluidos corporais de individuos saudaveis e estdo
envolvidas na manutencdo da auto-tolerdncia e também relacionadas ao funcionamento
saudavel do sistema nervoso central (Aultman et al., 1999; Schwartz; Ziv, 2008). Alteracoes
das concentracdes fisiologicas de MHC soltuvel (SMHC) tem papel fundamental e foram

registradas em numerosas condigdes patologicas, como encefalite viral, AIDS (Aultman et
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al.,, 1999), artrite reumatoide (Verbruggen et al., 2002; Wolf et al., 1998), gravidez
patologica (Pfeiffer et al., 2000; Steinborn et al., 2003), asma (Rizzo et al., 2005), hepatite

C e uveite crbnica e aguda (Heiligenhaus et al., 2004).

A molécula de CD14 soluvel (sCD14) tém sido descritas como marcador de diagndstico e
prognostico. Trabalhos tem demonstrado correlacdo entre altos indices da molécula no soro
de pacientes com periodontite (Hayashi et al., 1999), tuberculose (Hoheisel et al., 1995),
brucelose (Ayaslioglu et al., 2005), sépse (Landmann et al., 1995; Hiki et al., 1998), poli-
traumatizados (Kriger et al., 1991), em doencas autoimunes sistémicas (Nockher et al.,
1994), em condic¢des inflamatérias como na doenga de Kawasaki (Takeshita et al., 2000), na
dermatite atopica (Wadthrich et al., 1992; Thijs et al., 2017), na artrite reumatoide (Yu et
al., 1998), em doencas do figado (Oesterreicher et al., 1995), em pacientes com esclerose
maltipla (Lutterotti et al., 2006), HIV positivos (Nockher et al., 1994), em pacientes com
maléria (Wenisch et al., 1996) e pacientes com leishmaniose visceral humana (Dos Santos et
al., 2016).

CD14 ¢ uma glicoproteina de superficie celular expressa principalmente em células de
resposta imune inata, como monacitos, macrofagos, neutréfilos e células B; que reconhece
ligantes na superficie celular de bactérias gram-negativas e gram-positivas servindo como um

receptor de alta afinidade para LPS (lipopolissacarideos).

Além de presente na membrana (mCD14), CD14 também é encontrado em um estado
circulante solivel (sCD14) (Durieux et al., 1994; Bufler et al., 1995). Ha duas possiveis
origens para o sCD14, a primeira seria pela liberacdo da célula como um precursor, antes
da ancoragem na membrana, de tamanho semelhante ao de membrana (54kDa) ou entdo por
clivagem proteolitica através da acdo de enzimas que atuariam na ancora de GPI, dando
origem a uma forma menor (49kDa) (Ziegler-Heitbrock et al., 1993). A forma soluvel da
molécula pode ser encontrada no plasma, soro, sobrenadante de cultura celular inclusive.
Estudos tem demonstrado sua presenca, em altas concentragdes no leite materno, tambem
podendo proteger contra o desenvolvimento de alergias (Landmann et al., 1995; Savilahti et
al., 2005). O papel exato do CD14 em situacdes fisiologicas e patologicas ndo estd bem
definido, porém sabe-se da sua importancia em células que ndo expressam mCD14 tais
como mucosa gengival e células epiteliais da bexiga e colon (Uehara et al., 2001). Além
disso, estudo demonstrou a participacdo da molécula na inibi¢do da ativacdo dos macrofagos

diminuindo a resposta inflamatoria (Glick et al., 2001).
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2 JUSTIFICATIVA



E sabido que na LVC a alteragdo no numero de determinados tipos celulares ocorre
devido ao estimulo imune originado no local da infeccdo, além de que alteracBes podem
ocorrer também devido ao parasitismo medular que induz a diminuicdo da producdo de

algumas células.

Estudos tém demonstrado alteracBes em parametros hematoldgicos e bioguimicos de cées
com leishmaniose nos quais cdes sintomaticos, em geral, apresentam intensa leucopenia,
linfocitopenia, neutrofilia, monocitopenia e trombocitopenia em relacdo aos caes
assintométicos (Alvar et al., 2004; Amusategui et al., 2003; Baneth et al., 2008;
Ciaramella et al., 2005; Guerra et al., 2009; Reis et al., 2006a, 2006b). Também é observada
hiperproteinemia, devido a maior producdo de anticorpos especificos (Ferrer, 1992; Ikeda-
Garcia et al., 2007; Koutinas et al., 1999), além da inversdo do quociente albuminas
globulinas de acordo com a progressao clinica do animal (Keenan et al., 1984; Reis et al.,
2006b). Outros pesquisadores observaram alteracBes nas enzimas hepaticas, aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase, além dos niveis de ureia (Abreu-Silva et al.,
2008; Freitas et al., 2012).

Trabalho do nosso grupo de pesquisa Goncalves e colaboradores (2011) descreveram o
importante papel de mondcitos inflamatorios durante a infeccdo por L. major, em
camundongos, que envolve a participacdo de plaquetas e a rapida migracdo de mondcitos
para o local da infeccdo onde sdo capazes de matar os parasitos. Foi possivel observar
que durante a ativacdo destas células pela Leishmania, o nimero e frequéncia de
monocitos no sangue aumentavam. Martins (2016), dados recentes ndo publicados,
demonstraram, que o aumento da frequéncia e numero de mondcitos no sangue esta
diretamente relacionado a lesdo da pata em camundongos experimentalmente infectados
com L. major. Em 2013 Barbosa, dados ndo publicados, realizou a caracterizacdo de
monacitos caninos de cdes naturalmente infectados por L. infantum, através da citometria de
fluxo, demonstrando aumento na frequéncia destas células em cées sintomaticos, quando

comparados a caes assintomaticos ou nao infectados.

Devido a auséncia de parametros laboratoriais pouco invasivos indicativos de prognostico no
tratamento da LVC, o entendimento, a identificacdo e caracterizagdo do comportamento
de células sanguineas tanto nas fases iniciais quanto no curso da infeccdo ou durante o
tratamento, poderia ser de grande importancia para melhor acompanhamento de animais

tratados ou com recidivas. A alteragdes na frequéncia, nimero absoluto ou fendétipo das
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células leucocitérias pode representar importante método de prognéstico de evolugdo da
doenca e do seu tratamento atuando como biomarcadores a fim de melhorar a abordagem
terapéutica. Além disso, 0 uso de células sanguineas é um meio pouco invasivo, rapido,
barato, eficaz e ja realizado na conduta para acompanhamento da doenca em animais tratados

ou ndo.
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3 CAPITULO 1:

ESTUDO RETROSPECTIVO



3.1 Objetivo geral

Analisar fatores clinicos e laboratoriais para a identificacdo de parametros hematologicos,
como marcadores biolégicos, em cdes naturalmente infectados, por Leishmania infantum,
submetidos a um protocolo terapéutico a fim de utilizar estes dados na predicdo de

prognostico e conduta terapéutica.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar os prontuérios contendo os parametros clinicos descritos, antes e apo6s a

administracdo da conduta terapéutica;

3.2.2 Avaliar os prontuarios contendo exames do perfil hematoldgico: hemograma
completo com série vermelha, plaquetas e leucograma completo antes e apds a administracao

da conduta terapéutica;

3.2.3 Avaliar os prontuarios contendo exames do perfil bioquimico: Proteinas totais,
albumina, globulinas, uréia e creatinina séricas antes e ap6s a administracdo da conduta

terapéutica;

3.2.4 Correlacionar condicéo clinica e os resultados dos exames laboratoriais.
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3.3  Material e Métodos
3.3.1 Selecdo da amostra

A partir do acesso ao banco de dados do Santo Agostinho Hospital Veterinario, Software
DoctorVet®, foi realizado levantamento de prontuarios de cées soropositivos. Todos 0s
dados destes prontudrios foram consultados e entdo selecionados o0s animais que

participaram deste estudo.

3.3.2 Critério de Incluséo

Foram incluidos no estudo 45 cdes atendidos pelo Santo Agostinho Hospital Veterinario,
naturalmente infectados por L. infantum, sintomaticos, de ambos os sexos, idade e raca
variadas, que obtiveram resultado positivo para LVC em pelo menos um dos exames que
confirma a infeccdo através de métodos soroldgicos e/ou e que foram submetidos ao
protocolo terapeutico para tratamento de LVC com imunoterapia vacinal, Leish-Tec®, e que

sdo mantidos em uso constante de alopurinol, na dose de 10-20mg/kg a cada 12 horas.

3.3.3 Analise dos Prontuérios

Foram recolhidas dos prontuarios informacfes sobre a condicdo clinica; os resultados dos
exames parasitologicos .diretos, como esfregacos de aspirado de medula 6ssea, e imuno-
histoquimica de fragmento da face interna da orelha do cdo, obtida a partir de bidpsia; o
perfil sorolégico, que consistiu na diluicdo reativa final da RIFI e resultado de teste de
Elisa; e aos exames laboratoriais, como hemograma completo e o perfil renal do paciente, a
partir de dosagens de uréia e creatinina séricas e do perfil de proteinas séricas. Estes dados
foram selecionados de forma temporal considerando o estado clinico e laboratorial dos
animais no momento que precedeu o inicio da administracdo do protocolo terapeutico,
chamado de “Antes” e no periodo de 180 dias ap6s a Ultima administracdo do protocolo

terapeutico, denominado “Depois”.
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3.3.4 Analises Estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelos testes que mais se aplicaram a
cada caso com o auxilio do software GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA,
USA).

Para confirmar os padrGes de normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Resultados que assumiram distribuicdo normal foram analisados por Teste t de Student
Pareado. Os dados foram expressos por média e as diferencas foram consideradas
significativas quando valores de p<0.05. Para resultados que assumiram distribuicdo néo

paramétrica, foi realizado o teste de Wilcoxon para comparacao entre oS grupos.

Os dados foram expressos por mediana e as diferencas foram consideradas significativas

quando valores de p<0.05.

Foram utilizados os testes de Fisher's e Qui-quadrado para andlise de contingéncia e
coeficiente de Spearman para todos os dados.
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3.4 Resultados

3.4.1 Avaliacdo dos aspectos clinicos

A andlise dos prontudrios, descrevendo aspectos clinicos antes e ap0s a conduta terapéutica,
foi realizada e os dados demonstraram as alteracdes clinicas apresentadas na Figura 1, como
esplenomegalia, palidez de mucosa, onicogrifose, dermatite, linfadenopatia, lesbes de pele e
aplopecia. Foi observada melhora dos sinais clinicos ap6s a administracdo do protocolo

terapéuti

Esplenomegalia =—Antes

0 Depois
90
80
70

Alopecia* o Palidez de Mucosa*
50
40
30
20
)

Lesbes de pele* Onicogrifose*

Linfadenopatia* Dermatite*

Figura 1: Frequéncia (%) dos sinais clinicos apresentados por cdes infectados sintomaticos,
antes e depois da administracao do protocolo terapéutico.
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3.4.2 Anélise dos Exames Laboratoriais

3.4.2.1 Analise Hematologica
3.4.2.1.1 Eritrograma

A andlise do hemograma revelou aumento significativo dos valores do hematdcrito (Figura
2A), hemoglobina (Figura 2B) e de eritrdcitos (Figura 2C) apos a ultima administracdo do

protocolo terapéutico quando comparado ao inicio do tratamento.
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-1 1%10°74
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RBC/mm?

10
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Antes Depois Antes Depois Antes Depois

p=0.0003 p=0.0097 p=0.0160

Figura 2: Par@metros eritrocitarios: (A) hematdcrito, (B) hemoglobina e (C) eritrécitos de
caes infectados sintométicos antes e depois a Gltima administracdo do protocolo terapéutico.
As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras. A érea
pontilhada representa o intervalo de referéncia, para cées, utilizada pelo Santo Agostinho
Hospital Veterinario.

3.4.2.1.2 Leucograma

A anélise dos dados do leucograma revelou diminuicdo significativa no numero de
leucocitos totais (Figura 3A), na frequéncia de linfocitos (Figura 3F) e monocitos (Figura
3H); e no nimero absoluto de neutrofilos (Figura 3C), linfécitos (Figura 3G) e mondcitos
(Figura 3I). Por outro lado, foi observado aumento significativo na frequéncia (Figura 3D)
e namero absoluto (Figura 3E) de eosindfilos e na contagem de plaquetas (Figura 3J) apés a

ultima administrag@o do protocolo terapéutico quando comparado ao inicio do tratamento.
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Figura 3: Contagem global, diferencial e da frequéncia do sangue periférico de (A)
leucdcitos, (B e C) neutréfilos, (D e E) eosindfilos, (F e G) linfocitos, (H e 1) mondcitos e (J)
plaquetas de cdes infectados sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo
terapéutico. As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras. A
area pontilhada representa o intervalo de referéncia, para cdes, utilizada pelo Santo Agostinho
Hospital Veterinario.

Ao observar diminuicdo, significativa, na frequéncia e no nimero absoluto de mondcitos,
concordando com os achados de Barbosa (2013) e Martins (2017), tragamos como objetivo
verificar se a redugdo dessas células, apos a administragdo do protocolo terapéutico, seria

proveniente dos mesmos cdes antes da administragdo do protocolo terapéutico.
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A andlise dos dados confirmou, significativamente, que os cdes que tiveram decaimento de
mondcitos obtiveram sua frequéncia (Figura 4A) e naimero absoluto (Figura 4B) maiores

anteriormente a administracdo do protocolo terapéutico.
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Figura 4: Andlise da frequéncia (A) e nimero absoluto (B) de mondcitos de cées infectados
sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo terapéutico. As diferencas
significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras. A area pontilhada representa o
intervalo de referéncia, para cées, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinario.

3.4.2.2 Analise do Perfil Bioquimico

O perfil bioguimico é considerado de grande importancia na conduta veterinaria. Valores de
globulinas, relacdo A/G (albumina e globulinas), uréia e creatinina séricas ja s&o utilizados na
pratica veterindria como pardmetros de prognostico na avaliacdo dos animais durante a

conduta terapéutica.

3.4.2.2.1 Proteinas totais, albumina, globulinas e relacdo albumina e

globulinas séricas

A avaliacdo dos resultados do perfil bioquimico dos cées, apds a administracdo do protocolo
terapeutico, ndo demonstrou alteragdes significativas na quantificacdo de proteinas totais
(Figura 5A). Entretanto, foi observado aumento significativo nos valores de albumina (Figura
5B) e diminuicéo significativa dos valores de globulinas séricas (Figura 5C) concordando

com o aumento significativo nos valores da relagdo albumina globulinas (Figura 5D).
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Figura 5: Niveis séricos de (A) proteinas totais, (B) albumina, (C) globulinas e (D) relagédo
albumina globulinas de cées infectados sintomaticos antes e depois a ultima administragdo do
protocolo terapéutico. As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas
conectoras. A area pontilhada representa o intervalo de referéncia, para cées, utilizada pelo
Santo Agostinho Hospital Veterinario.
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3.4.2.2.2 Ureia e creatinina séricas

A avaliagdo dos resultados demonstrou diminuigdo significativa dos niveis de ureia (Figura

6A) e creatinina (Figura 6B) séricas apos a administracdo do protocolo terapeutico.
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Figura 6: Niveis séricos de ureia (A) e creatinina (B) de cées infectados sintométicos antes e
depois a Gltima administracdo do protocolo terapéutico. As diferencas significativas (p<0.05)
estdo indicadas pelas linhas conectoras. A éarea pontilhada representa o intervalo de referéncia,
para cdes, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinario

Diante dos resultados obtidos verificamos se haveria correlacdo entre a alteracdo do nimero
absoluto de mondcitos e parametros de prognostico ja utilizados na pratica veterinaria. Desse
modo, a diminuicdo do numero absoluto de mondcitos foi correlacionada a fatores
hematol6gicos, como o global de leucdcitos totais e a fatores bioquimicos como proteinas

totais, albumina, globulinas, fracdo albumina globulinas, ureia e creatinina séricas.

Dentre o0s aspectos relacionados foi obervada correlacdo positiva entre o nimero de leucdcitos

totais e mondcitos (p<0.001; r=0.5413) (Figura 7A) e ureia e mondcitos (p<0.05; r=0.2845)
(Figura 7F).

41



Global de Leucécitos/mm®

5x10°*

4x10°%

3%10°%

2%10 %%

1=0.5413
p<0.0001

o
1x10044 &

Albumina (g/dL)

501

Monécitos/mm?®

m

N
2]

Albuminal/Globulinas (g/dL)

-
o

0 1x10°2 2x10°% 3x10°° 4x10°%
Monécitos/mm®
e
.
.s
PR
LA <
oo eten oo
.o Y
.
0 1x10°2 2x10°% 3x10°% 4%x10°%

Proteinas Totais (g/dL)

Globulinas (g/dL)

20
151
. .
.
.
107 o
o ee e
Ve e *
.
sede d,” .
S i I .
0 T T
0 1%x10° 2%10°2 3%10°2 4x10°3
Monécitos/mm?
10
8 ~
o

0 1x10°° 2%10°% 3%10°% 4x10°3

Monécitos/mm?®

~
)
L]

.

1=0.2845
p<0.05

1x10°%  2x10°°  3x10°°

Monécitos/mm?®

4x10°3

1%x10°  2x10°  3x10%

P 3
Monécitos/mm

G

Creatinina (mg/dL)

42

4%10°°

S ¢

0 1x10° 2x10° 3x10°% 4%10°%

Monécitos/mm?®

Figura 7: Correlacdo entre o numero absoluto de mondcitos e (A) global de leucocitos, (B)
proteinas totais, niveis sériocos de (C) albumina, (D) globulinas, (E) fracdo albumina/
globulinas, (F) ureia e (G) creatinina séricas de cdes infectados sintomaticos antes e depois a
ultima administracdo do protocolo terapéutico. As diferencas significativas p<0.05.



Mesmo que ndo tenha sido demonstrada correlagdo significativa entre o nimero absoluto de
mondcitos e os niveis de globulinas foi observado, significativamente (p<0.0001), que 100%
dos cdes que obtiveram queda no namero absoluto de mondcitos, apds a administracdo do

protocolo terapéutico, também obtiveram queda nos niveis de globulinas séricas (Tabela 2).

Tabela 2: Associacdo entre o numero absoluto de mondcitos e os niveis de gloubulinas
séricas de cdes infectados sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo
terapéutico (Fischer’s p<0.0001).

) GLOBULINAS
MONOCITOS TOTAL
AUMENTOU DIMINUIU
AUMENTOU 11 0 11
DIMINUIU 0 34 34
TOTAL 11 34 45

Verificamos se haveria correlacdo entre a alteracdo do numero absoluto de monécitos e o
status clinico do animal ap6s a administracdo do protocolo terapéutico. Nossos resultados
demonstraram, significativamente (p<0.0001), que 100% dos cdes que obtiveram melhora
clinica também demonstraram queda dos numeros absolutos de mondcitos, apds a

administracao do protocolo terapéutico, como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Associacdo do numero absoluto de mondcitos com o status clinico de cdes
infectados sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo terapéutico
(Fischer’s p<0.0001).

AVALIACAO CLINICA

MONOCITOS TOTAL
MELHOROU PIOROU
AUMENTOU 0 11 11
DIMINUIU 34 0 34
TOTAL 34 11 45
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4 CAPITULO 2:

ESTUDO PROSPECTIVO



4.1 Objetivo geral
Analisar fatores clinicos e laboratoriais para a identificacdo de pardmetros hematoldgicos,
como marcadores bioldgicos, em cédes naturalmente infectados, por Leishmania infantum,
submetidos a protocolo terapéutico a fim de utilizar estes dados na predi¢do de prognostico e

conduta terapéutica.

4.2 Obijetivos especificos

4.2.1 Avaliar parametros clinicos dos animais, descritos nos prontuarios, antes e apos a
administracdo da conduta terapéutica;

4.2.2 Avaliar o perfil hematoldgico: hemograma completo com série vermelha,
plaquetas e leucograma completo antes e ap6s a administracdo da conduta terapéutica;

4.2.3 Avaliar os prontuarios contendo exames do perfil bioquimico: Proteinas totais,
albumina, globulinas, uréia e creatinina séricas antes e apds a administracdo da conduta
terapéutica;

4.2.4 Avaliar quantitativamente e qualitativamente, por citometria de fluxo, as
subpopulacBes de monadcitos, baseados na expressao de CD14, do sangue periférico;

4.2.5 Correlacionar condi¢éo clinica com os resultados dos exames laboratoriais.

45



4.3 Material e Métodos
4.3.1 Comité de Etica

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais com protocolo 199/2013 (ANEXO A).

4.3.2 Selecdo da amostra
4.3.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo 12 cdes, naturalmente infectados por L. infantum, sintomaticos, de
sexo, idade e raga variados, que obtiveram primeiro resultado positivo para LVC em pelo
menos um dos exames que confirma a infeccdo, através de métodos soroldgicos (teste
imunocromatografico ou Elisa Idexx e RIFI) e molecular (PCR) que foram submetidos ao
primeiro tratamento com protocolo terapeutico para LVC com imunoterapia vacinal, Leish-
Tec®, e que sdo mantidos em uso constante de Alopurinol, na dose de 10-20mg/kg a cada 12

horas.

Todos os dados foram selecionados de forma temporal considerando o estado clinico e
laboratorial dos animais no momento que precedeu o inicio da administracdo do protocolo
terapeutico, chamado de “Antes” e no momento apo6s a Ultima administracdo do protocolo

terapeutico. 42 dias apds o inicio do protocolo, que foi nomeado “Depois”.

4.3.3 Anuéncia do proprietario

Apbs a avaliacdo clinica, laboratorial e confirmacdo da soropositividade dos animais foi
agendada uma entrevista com o proprietario de cada cdo selecionado. Na entrevista 0s
proprietarios foram informados dos objetivos do projeto e foi solicitada sua concordancia para
a utilizacdo dos dados dos exames clinicos e laboratoriais de cada c&o. Esta autorizagéo foi

obtida com a assinatura, do proprietario, em um termo de anuéncia (ANEXO B).

4.3.4 Exame clinico

Todos os procedimentos foram conduzidos no Santo Agostinho Hospital Veterinario,

localizado no bairro Santo Agostinho, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
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Os animais selecionados passaram inicialmente por exame fisico e os sinais clinicos foram

registrados em ficha de avaliagéo individual.

4.3.5 Coleta de materiais biologicos

Apo6s o exame clinico, os animais foram encaminhados para coleta de materiais biol6gicos
para realizacdo de exames hematoldgicos (hemograma, niveis séricos de ureia, creatinina,
proteinas séricas totais, albumina e fracdo albumina/globulinas); soroldgicos (teste de Elisa
Idexx, RIFI e Elisa) e parasitologico (PCR de pele e medula 6ssea) com a finalidade de

confirmar a infeccédo por L. infantum.

4.3.5.1 Coleta de sangue

Amostras de sangue periférico foram coletados de cada animal, 10mL, atraves de venopuncéo
jugular apds tricotromia e antissepsia local, com o auxilio de uma seringa descartavel estéril
com agulha descartavel estéril de calibre 21G1 (0.80mm x 25mm) da marca BD®. Apds a
coleta, 2mL do sangue foram transferidos para um tubo contendo acido etilenodiamino tetra-
acetico (EDTA), o qual foi homogeneizado por meio de movimento de inversdo do frasco 10
vezes conforme indicacdo do fabricante do aparelho processador e destinado ao laboratério de
patologia clinica, do Santo Agostinho Hospital Veterinario, para realizacdo do hemograma e
de testes bioquimicos.

O restante do material utilizado para realizacdo do hemograma e analise bioquimica foi
enviado ao laboratério do Departamento de Patologia Geral, ICB/UFMG, para realizacdo das
técnicas de Citometria de Fluxo, para marcacdo de CD14 nas células do sangue e ELISA
sanduiche para deteccdo de moléculas solliveis no soro. Para a realizagdo de exames
soroldgicos de imunocromatografia, ELISA e RIFI 4mL da amostra sanguinea foram
armazenados em tubo para coleta de soro e encaminhados para o Laboratorio de

Leishhmanioses do Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG.
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4.3.5.2 Biopsia de pele

A tricotomia e antiassepsia da face interna da orelha foi realizada apos aplicacdo de 4mg/kg,
por via subcutanea, de cloridrato de lidocaina (Cloridrato de Lidocaina 1%, Hipolabor, Brasil)
sem vasoconstritor, como anestésico local, na face interna de uma das orelhas. Procedeu-se
entdo a retirada de um fragmento da pele com o auxilio de um “punch” de 5Smm de didmetro
(Punch para Bidpsia®, Kolplast ci LTDA, Brasil). O fragmento retirado foi depositado em
papel filtro estéril para remocdo do excesso de sangue. Logo apds, o material foi
acondicionado em tubos eppendorf DNAse e RNAse free para realizacdo da técnica de
gPCR no Laboratério de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.

4.3.5.3 Coleta da medula éssea

Apos tricotomia e antissepsia, a medula 6ssea foi coletada através de puncdo do aspirado
medular, na extremidade anterior do manuabrio. O conteddo medular foi aspirado com agulha
de 1,25mm x 38mm, acoplada a uma seringa de 10mL. O conteudodo aspirado foi
armazenado em tubo DNAse e RNAse free e mantidos a -20°C e enviados para a realizacdo

da qPCR no Laboratério de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.

4.3.6 Testes Soroldgicos
4.3.6.1 - ELISA (Ensaio Imunoenzimatico)

A reacdo de ELISA é o teste preconizado pelo Ministério da Saude para a triagens de caes nos
inquéritos soroldgicos do Programa Nacional de  Controle da Leishmaniose Visceral. O
Laboratorio de Leishmanioses do Departamento de Parasitologia, ICB/JUFMG  ja realiza
rotineiramente a técnica, para a deteccdo de anticorpos 1gG especificos anti-Leishmania, em

parceiria com o Santo Agostinho Hospital Veterinario.

As amostras de soro obtidas foram submetidas ao protocolo de ELISA realizado segundo
técnica descrita por Voller et al. (1976), com modificagdes. Os antigenos utilizados foram
produzidos a partir de formas promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46,
apos ruptura por ultra-som a 400 BRANSON 1510®, Branson Ultrasonics Co., EUA) e
centrifugacdo a 1360g (Centrifuga Excelsa Baby I1®, FANEM, Brasil) por 10 minutos. Foi
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dosada a quantidade de proteinas através dos metodos de Lowry (LOWRY et al. 1951), e
ajustada para 20ug por mililitro em PBS e armazenado em freezer a 20°C em aliquotas, até o
momento de uso. Foi utilizado como conjugado antiimunoglobulina de céo 1gG, marcada com
Peroxidase VI (Bethyl Lab. Inc., EUA) na diluicdo 1:2000. O bloqueio dos sitios
inespecificos presentes na microplaca foi realizado com adicdo de solucdo de PBS-Caseina
2% (Calbiochem, Alemanha) por 30 minutos. Foram utilizadas microplacas de polietileno
(Falcon®, BD Lab., EUA) de 96 orificios e fundo plano. Cada orificio foi sensibilizado com
21g de antigeno, diluidos em 100l de tampéo carbonato, constituido de 159mg de Na2CO3
(Merck, Alemanha) e 293mg de NaHCO3 (Merck, Alemanha), diluidos em 100ml de agua
destilada, durante um periodo minimo de 24 horas. Para a realizagdo do teste, 0 excesso de
antigeno foi retirado da placa pela lavagem de cada orificio por cinco vezes, com solucéo de
lavagem contendo 0,9% (p/v) de cloreto de sodio e 0,05% (v/v) de Tween 20®. A solucéo
para bloqueio de sitios inespecificos contendo 2% (p/v) de caseina (Sigma Aldrich, EUA) em
PBS foi adicionada na ordem de 150ul por orificio, seguida de incubacdo por 30 minutos a
37°C. O excesso de solucdo de bloqueio foi retirado por duas lavagens sucessivas, com a

solucdo de lavagem.

Os soros a serem testados foram diluidos em tampé&o de incubacdo contendo 0,05% (v/v) de
Tween 20® e 0,25% de caseina (p/v). Foi aplicado 100ul da solucédo diluida em cada orificio,
sendo utilizado, para isso, a diluicdo 1:400. A seguir, o material foi incubado por 45 minutos a
37°C e a retirada de excesso do soro diluido foi efetuada por uma série de cinco lavagens,
com a solugdo de lavagem. Um volume de 100pl de conjugado 70 diluido a seu titulo foi
acrescentado a cada orificio. Apds nova incubacdo por 45 minutos a 37°C, o excesso de
conjugado foi eliminado por nova série de cinco lavagens. Em seguida, 100ul de solugédo de
OPD (Sigma Aldrich, EUA) foi adicionada aos orificios. A reacdo ocorreu a 37°C, no escuro,
durante 10 minutos, e foi interrompida por adi¢do de 25ul de H2SO4 4N (Merck, Alemanha)
em cada orificio. Em qualquer etapa, ap6s as lavagens, as placas foram secadas por inversdo
sobre papel absorvente. A leitura foi efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad 2550®, EUA), a
495nm.
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4.3.6.2 RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta)

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi utilizada para detectar anticorpos anti-
Leishmania. O Laboratério de Leishmanianioses do Departamento de Parasitologia,
ICB/UFMG jé realiza rotineiramente a técnica em parceiria com o Santo Agostinho Hospital
Veterinério. A técnica de RIFI foi realizada baseada na técnica descrita por Camargo (1964),
com modificacOes. Para a obtencdo do titulo desejado, os soros a serem testados foram
diluidos na razéo dois, a partir de 1:40, em solucdo tampédo fosfato (PBS) constituida de
850mg de NaCl (Merck, Alemanha), 132mg de NaHPO4 (Merck, Alemanha), 15,6mg de
NaH2PO4.H20 (Merck, Alemanha), dissolvidos em 100ml de &gua destilada, com pH ajustado
para 7.4. Foram colocados 25ul da solugdo obtida sobre cada regido demarcada de uma
lamina, na qual foi previamente fixado o antigeno, constituido por formas integras de
promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46. Ap6s a incubacdo das laminas
em cdmara Umida por 30 minutos em estufa a 37°C, estas foram lavadas com PBS, cobertas
com o tampao por cinco minutos, lavadas em agua destilada e secadas sob ventilacdo artificial
(Ventilador Britania B20, Brasil), e a cada regido demarcada da lamina foi acrescentado 25pl
do conjugado diluido a seu titulo em PBS com Tween 2% (v/v) (Tween® 20, Merck,
Alemanha), acrescido de Azul de Evans 1% (EVANS BLUE®, Sigma Aldrich, EUA).

O conjugado, constituido por anti 1gG de cdo, marcado com Isotiocianato de Fluoresceina
(Bethyl Lab. Inc., EUA) foi diluido na proporcéo de 1:1500. Seguiram-se nova incubacao,
lavagem e secagem. A lamina foi, entdo, coberta com glicerina tamponada e laminula, e a
leitura procedida em microscopio de luz ultravioleta (Olympus BX 41®, Japdo). Soros
conhecidamente positivos e negativos foram usados na mesma lamina como controle da

reacao.

4.3.7 - Testes Parasitoldgicos
4.3.7.1 - Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

PCR especifico realizado em amostras de pele da ponta da orelha e medula foi utilizado para
confirmar a positividade dos animais para L. infantum. O Laboratério de Leishmanianioses do
Departamento de Parasitologia, ICB/UFMG ja realiza rotineiramente a técnica em parceiria

com o Santo Agostinho Hospital Veterinario.
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Apos a extracdo do DNA de cada amostra, foi realizada PCR em tempo real. Foi utilizada a
plataforma ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA), seguindo o protocolo
descrito por Nicolas et al. (2002), com algumas modificacdes nos ciclos, a reacdo ocorreu da
seguinte forma: 50° por 2min, 95° por 2min para a desnaturacdo do DNA, seguidos pela
amplificacdo utilizando 40 ciclos de 10s a 95°C, 10s a 56°C e 30s a 72°C e para finalizar o
ciclo de “melting” dado pela maquina, de 15s a 95°C, 30s a 60°C e 15s a 95°C.

4.3.8 Andlise Fenotipica por Citometria de Fluxo

A comparacdo entre a frequéncia de mondcitos classicos e ndo classicos, foi realizado antes e
ap6s a administracdo do protocolo terapéutico, baseado na expressdo de CD14"9" e CD14'W,

O experimento foi realizado de acordo com o protocolo utilizados por Barbosa et al., 2013.

Sangue periférico foi coletado em tubos a vicuo contendo K3EDTA. Amostras do sangue
foram marcadas de acordo com protocolo BD FACSTM Lysing Solution (BD Pharmingen,
#349202). Em tubos do tipo Falcon, 200ul. de sangue total foram incubados com
concentracdo de anticorpos previamente tituladas, a temperatura ambiente (20° - 22°C)
durante 15min ao abrigo da luz. O anticorpo utilizado foi anti-CD14 PerCP-Cy™5.5 (BD
Pharmingen™). As hemacias foram lisadas e os leucdcitos fixados adicionando solucéo de
lise (BD FACSTM Lysing Solution), durante 10min. a temperatura ambiente e em seguida as
amostras foram lavadas duas vezes com PBS e centrifugadas por sete minutos a 1300 rpm,
ressuspendidas em 300uL de paraformaldeido 2% e transferidas para tubos (1,2mL) para

citometria de fluxo.

As aquisicoes foram realizadas em citdmetro de fluxo BD Facs Calibur™ (BD Biosciences) e
os dados foram obtidos no programa CellQuest (BD Biosciences), em seguida analisados com
FlowJo v8.8.7 softwares (©Tree Star Inc.).

4.3.9 Deteccao de moléculas soltveis por ELISA

Moleculas, como sCD14, sCD16, sCD11b, sCD18, sCD11la, sCD11lc, sSMHC-II, sCD80,
SCD45R0O e sCD44 foram detectadas através da técnica de ELISA sanduiche usando
anticorpos especificos. Os soros dos animais infectados obtidos foram aliquotados e

armazenado em freezer -80°C até o momento dos experimentos.
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O protocolo para a analise dos niveis séricos de moléculas soluveis foi realizado, antes e apos
a administracdo do o protocolo terapéutico, de acordo com o descrito em Yang et al. (2007).
Foi dosada a quantidade de proteina através do método de Lowry (Lowry et al. 1951), e
ajustada para 10ug por mililitro em PBS e armazenado em freezer a 20°C em aliquotas, até o
momento de uso. Foram utilizadas placas de 96 pogos e fundo plano. Cada soro a ser testados
foi diluido (1:1600) em tampéo carbonato e adicionado permanecendo na placa durante um
periodo de 24 horas. O bloqueio de sitios inespecificos foi realizado por solucdo de PBS-BSA
1% por 60 minutos a 37°C. Em seguida, o material foi incubado por 120 minutos a 37°C com
anticorpo primario especifico para cada molécula. O excesso foi retirado com a solucdo de
lavagem. Logo apés, o material foi incubado por 60 minutos a 37°C com anticorpo secundario
especifico e o excesso de conjugado foi eliminado por nova série de lavagens. Em seguidas,
50ul de solucdo de OPD (Sigma Aldrich, EUA) foi adicionada aos orificios. A reacdo ocorreu
a 37°C, no escuro, durante 20 minutos, e foi interrompida por adi¢do de 50ul de H2SO4 4N
(Merck, Alemanha) em cada orificio. Em qualquer etapa, ap6s as lavagens, as placas foram

secadas por inversdo sobre papel absorvente.

A leitura foi efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad 2550®, EUA), a 492nm.

4.3.10 Anélises Estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelos testes que mais se aplicaram a cada
caso com o auxilio do software GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA). Para

confirmar os padrdes de normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.

Resultados que assumiram distribuicdo paramétrica foram analisados por Teste t de Student
Pareado. Os dados foram expressos por média e as diferencas foram consideradas
significativas quando valores de p<0.05. Para resultados que assumiram distribuicdo néo
paramétrica, foi realizado o teste de Wilcoxon para comparagdo entre os grupos. Os dados
foram expressos por mediana e as diferencas foram consideradas significativas quando
valores de p<0.05. Foi utilizado teste de Fisher's para analise de contingéncia e coeficiente de

Spearman para a analise das correlaces.
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4.4 Resultados
4.4.1 Avaliacdo dos aspectos clinicos

Como no estudo retrospectivo, 0s aspectos clinicos foram avaliados antes e apds a conduta
terapéutica. A analise dos prontuérios demonstrou alteragdes clinicas, apresentadas na Figura
9, como perda de massa corporal, esplenomegalia, palidez de mucosa, onicogrifose,
dermatite, linfadenopatia, lesGes de pele e alopecia.
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Figura 8: Frequéncia (%) dos sinais clinicos apresentados por cées infectados sintomaticos,
antes e depois da administracao do protocolo terapéutico.
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4.4.2 Andlise dos exames boratorias

4.4.2.1 Anélise hematoldgica

4.4.2.1.1 Eritrograma

A anélise dos dados do eritrograma nédo revelou diferencas significativas para os valores de

hematdcrito (Figura 9A), hemoglobina (Figura 9B) e eritrocitos (Figura 9C) ap6s a ultima

administracdo do protocolo terapéutico.
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Figura 9: Pardmetros eritrocitarios: (A) hematocrito, (B) hemoglobina e (C) eritrécitos de
cées infectados sintométicos antes e depois a Gltima administracdo do protocolo terapéutico.
As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras. A area
pontilhada representa o intervalo de referéncia, para cées, utilizada pelo Santo Agostinho

Hospital Veterinario.

4.4.2.1.2 Leucograma

A analise dos dados do leucograma revelou diminuicdo significativa no numero de

leucdcitos totais (Figura 10A), no numero absoluto de neutrofilos (Figura 10C) e na

frequéncia e numero absoluto de mondcitos (Figuras 10H e 101). Também foi observado

aumento significativo na contagem de plaquetas (Figura 10J) apos a ultima administracdo do

protocolo terapéutico.
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Figura 10: Contagem global, diferencial e da frequéncia do sangue periférico de (A)
leucdcitos, (B e C) neutréfilos, (D e E) eosindfilos, (F e G) linfocitos, (H e 1) mondcitos e (J)
plaquetas de cées infectados sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo
terapéutico. As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras. A
area pontilhada representa o intervalo de referéncia, para cées, utilizada pelo Santo Agostinho
Hospital Veterinario.

No estudo retrospectivo também foi observada diminuicdo significativa na frequéncia e
numero absoluto de mondcitos. Dessa forma, seguindo o0 mesmo perfil do estudo retrospectico
verificamos se o decrescimento de mondcitos, apos a administracdo do protocolo terapéutico,
seria referente aos mesmos cdes no tempo anterior ao tratamento. A analise dos dados
confirmou, significativamente, que o decaimento da frequéncia e ndmero absoluto de

monacitos provinha dos mesmos cdes que obtiveram sua frequéncia e nimero absoluto de
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mondcitos maior anteriormente a administracdo do protocolo terapéutico, como demonstrado

na Figura 11.
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Figura 11: Andlise da frequéncia (A) e numero absoluto (B) de mondcitos de cdes infectados
sintométicos antes e depois a ultima administracdo do protocolo terapéutico. As diferencas
significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras. A area pontilhada representa o
intervalo de referéncia, para cdes, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinario.

4.4.2.2 Andlise do perfil bioquimico

4.4.2.2.1 Proteinas totais, albumina, globulinas e relacdo albumina e globulinas

séricas

A avaliacdo do perfil bioquimico dos cées, apds a administracao do protocolo terapéutico, ndo
demonstrou alteragdes significativas na quantificacdo de proteinas totais (Figura 12A),
albumina (Figura 12B), globulinas (Figura 12C) e da relagdo albuminaglobulinas (Figura
12D).
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Figura 12: Niveis séricos de (A) proteinas totais, (B) albumina, (C) globulinas e (D)
relagdo albumina globulinas de cdes infectados sintomaticos antes e depois a Ultima
administracdo do protocolo terapéutico. As diferencas significativas (p<0.05) estéo
indicadas pelas linhas conectoras. A area pontilhada representa o intervalo de referéncia,
para caes, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinario
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4.4.2.2.2 Ureia e creatinina séricas

A avaliacdo dos parametros bioquimicos ndo demonstrou alteragdes significativas para niveis
de ureia (Figura 14A) e creatinina (Figura 14B) séricas apds a administracdo do protocolo

terapéutico.
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Figura 13: Niveis séricos de ureia (A) e creatinina (B) de cées infectados sintomaticos antes e
depois a Gltima administracdo do protocolo terapéutico. As diferencas significativas (p<0.05)
estdo indicadas pelas linhas conectoras. A area pontilhada representa o intervalo de referéncia,
para caes, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital Veterinario

Como foi realizado no estudo retrospectivo, verificamos se haveria correlacdo entre a
alteracdo do numero absoluto de mondcitos e de parametros de melhora clinica ja
estabelecidos na pratica veterindria. Desse modo, a diminuicdo do numero absoluto de
mondcitos foi correlacionada a fatores hematoldgicos, como a global de leucécitos totais e a
fatores bioquimicos como proteinas totais, albumina, globulinas, fracdo albumina globulinas,
ureia e creatinina séricas. Dentre os aspectos relacionados somente foi obervada correlacéo

positiva entre 0 nimero de leucdcitos totais e monacitos (p<0.05; r=0.6504) (Figura 14A).

59



4%10°4 20
ggggg
£ —~
E 3x10°% 2 151
8 E
k) @
o =
S s
2 2x10° 2 104 °
h ) ° - .
s .

o c _r’:’—o-”“—'
= > ¢ . M . .
s 2 e ol .
a 04 = 4
o 1x10 i s
o

0 0 T T

0 5.0%10°2 1.0x10°° 1.5%10°° 0 5.0%10°2 1.0x10°% 1.5x10°2

. 3
Moné6citos/mm

Monécitos/mm®

4.0 10
8
3.59
- -
3
3 = .o .
=) . . . . 2 6 .
2 .
. o
©
S %0 ¢ v e ee— E /
3 3 .
s . . . a2 4 - . .
= ° . . .
< o
2.59
2
2.0 4 T 0 4 T
0 5.0X10°2 1.0x10°? 1.5x10°%? 0 5.0x10°? 1.0x10% 1.5%10°%2
Monécitos/mm® Monécitos/mm®
1.5
>
2
2
g 1.0 ] ]
£ oo .
2 o o .
°
0]
F ] . . .
c
= 05 . . e o
£
> .
=2
< .
0.0
0 5.0%x10°7 1.0%10°% 1.5%10°°
. 3
Monécitos/mm
100 3
80 2
n
~ s
3 2
)
s ]
s 90 . E? o .
£ * . ¢ © .. .
~ c
© * e = %
a0 T . S 11 . . . .
> . s . .
. i
. . . °
-
d
20 14
0 T v 0 T T
0 5.0X10°2 1.0x10°% 1.5%10° 0 5.0%x10°2 1.0x10° 1.5x10°°

Monécitos/mm®

Monécitos/mm?

Figura 14: Correlacdo entre o numero absoluto de mondcitos e (A) global de leucdcitos, (B)
proteinas totais, (C) albumina, (D) globulinas, (E) fragdo albuminas globulinas, (F) ureia e (G)
creatinina séricas de cées infectados sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do
protocolo terapéutico. Diferengas significativas (p<0.05).
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Do mesmo modo, como no estudo retrospectivo, foi observado cées que obtiveram queda nos
nameros absolutos de mondcitos, apos a administracdo do protocolo terapéutico, também

obtiveram queda nos niveis de globulinas séricas (Tabela 4).

Tabela 4: Associacdo entre o nimero absoluto de mondcitos e resultados de gloubulinas
séricas de cées infectados sintométicos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo
terapéutico (Fischer’s p<0.05).

p GLOBULINAS
MONOCITOS TOTAL
AUMENTOU DIMINUIU
AUMENTOU 3 0 3
DIMINUIU 0 9 9
TOTAL 3 9 12

Em relacdo a alteracdo no nimero absoluto de monadcitos e o status clinico dos animais, ap6s

administracdo do protocolo terapéutico, nossos resultados demonstraram, assim como no
estudo retrospectivo, que os caes que obtiveram melhora clinica também demonstraram queda
nos nimeros absolutos de mondcitos ap6s a administracdo do protocolo terapéutico, como

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Associacdo entre 0 numero absoluto de mondcitos com o status clinico de cées
infectados sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo terapéutico
(Fischer’s p<0.05).

AVALIAGCAO CLINICA

MONOCITOS ETHOROU SIOROU TOTAL
AUMENTOU 0 3 3
DIMINUIU 9 0 9
TOTAL 9 3 12
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4.4.3 Citometria de Fluxo

A andlise da frequéncia de células CD14" em cées infectados com L. infantum, antes e ap6s a
conduta terapéutica, ndo demonstrou diferenca significativa (Figura 15A).

A verificacdo individual de cada cdo demonstrou apenas um caso de aumento da frequéncia
de mondcitos (Figura 15B). Entretanto ndo houve alteracdo na frequéncia de cada populagéo,
permanecendo cerca de 80% CD14" e 20% CD14".
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Figura 15: Frequéncia de monadcitos, expressdo de CD14 sobre o total de leucdcitos de caes
infectados sintomaticos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo terapéutico. As
diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras. A area pontilhada

representa o intervalo de referéncia, para cées, utilizada pelo Santo Agostinho Hospital
Veterinario.

4.4.4 Deteccdo de Moléculas Soluveis

Com o intuito de caracterizar novos marcadores bioldgicos de evolugdo clinica da LVC,
avaliamos a presenca de moléculas solliveis no soro dos cdes, antes e ap0s a conduta
terapéutica, pela técnica de ELISA.

Os resultados obtidos ndo demonstraram presenca das moléculas sCD16, sCD11b, sCD18,
sCD11a, sCD11c, sCD80, sCD45R0 e sCD44 detectaveis no soro dos cdes antes e apés a
conduta terapéutica. Porém, foi detectado e observado significativamente, menor absorbancia
na mensuracdo de sCD14 (Figura 16) e SMHCII (Figura 17) no soro dos cées ap0s o protocolo

terapeutico quando comparado aos niveis obtidos anteriormente ao inicio da conduta.
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Figura 16: Absorbancia referente aos niveis de CD14 soluvel (sCD14) presente no soro de
cées infectados sintomaticos antes e depois a ultima administragdo do protocolo terapéutico.
As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras.
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Figura 17: Absorbéancia referente aos niveis de MHC de classe Il soluvel (SMHCII) presente
no soro de cées infectados sintomaticos antes e depois a Gltima administracdo do protocolo
terapéutico. As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras.

Devido aos resultados obtidos, correlacionamos os niveis de sCD14 e SMHCII com o nimero
absoluto de mondcitos, globulinas fracdo albumina/globulinas, ureia e creatinina, parametros

ja utilizados na pratica veterinaria para avaliacdo prognostica. Nossos resultados
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demonstraram correlagdo, significativa, positiva entre 0 nimero absoluto de mondcitos e

moléculas CD14 soluveis (r=0.5111) demonstrado na Figura 18A.
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Figura 18: Correlacdo entre os niveis de absorbancia da molécula CD14 soluvel (sCD14)
com (A) numero absoluto de monacitos, (B) niveis séricos de globulinas, (C) fragdo A/G, (D)
niveis séricos de ureia e (E) creatinina de cdes infectados sintomaticos antes e depois a ultima
administracdo do protocolo terapéutico. Diferencas significativas p<0.05
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Em relagdo as moléculas MHCII solaveis, foi observado correlacdo positiva entre os niveis de

globulinas séricas (r=0.0454) e correlafracdo negativa (r=-0.4751) entre os niveis da relacdo

albumina/globulina como demonstrado na Figura 19B e Figura 19C, respectivamente.
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Figura 19: Correlacdo entre os niveis de absorbancia da molécula MHCII solavel (SMHCII)
com (A) numero absoluto de monacitos, (B) niveis séricos de globulinas, (C) fracdo A/G, (D)
niveis séricos de ureia e (E) niveis séricos de creatinina de cdes infectados sintomaticos antes
e depois a ultima administracao do protocolo terapéutico. Diferencas significativas p<0.05.
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Em relagdo ao status clinico do animal, ap6s a administragdo do protocolo terapéutico, nossos
resultados demonstraram que os cées que obtiveram melhora clinica também demonstraram
queda na absorbancia de sCD14 (Tabela 6) e SMHCII (Tabela 7).

Tabela 6: Associacdo entre os niveis de CD14 sollveis e o status clinico de cées infectados
sintométicos antes e depois a Ultima administracdo do protocolo terapéutico (Fisher’s p<0.05).

AVALIACAO CLINICA

schid MELHOROU PIOROU TOTAL
AUMENTOU 0 3 3
DIMINUIU 9 0 9
TOTAL 9 3 12

Tabela 7: Associacdo entre os niiveis de MHCII sollveis e o status clinico de cées infectados
sintomaticos antes e depois a Gltima administracdo do protocolo terapéutico (Fisher’s p<0.05).

AVALIACAO CLINICA

sMHCl MELHOROU PIOROU TOTAL
AUMENTOU 0 3 3
DIMINUIU 9 0 9
TOTAL 9 3 12
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5 CAPITULO 3:

MOLECULAS SOLUVEIS



5.1 Objetivo geral

Verificar a diferenca dos niveis de absorbancia de moléculas solUveis, entre as formas
clinicas da LVC, com finalidade de confirmar tais moléculas como possiveis marcadores
bioldgicos para a doenga.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Avaliar a presenga de sCD14 e sMHCIlI no soro de cées negativos,

assintomaticos e sintomaticos.
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53 Material e Métodos
5.3.1 Amostras

Amostras de soro de cdes negativos para LVC (n=5) foram gentilmente cedidos pelo Santo
Agostinho Hospital Veterinario e pelo Laboratério de Patologia da Leishmanioses da
Universidade Federal de Minas Gerais. As mostras de soro de cdes positivos, assintomaticos
(n=5) e sintomaticos (n=5), para LVC foram cedidos gentilmente pelo professor Sydnei

Magno da Silva da Universidade Federal de Uberlandia.

5.3.2 Deteccao de moléculas soltveis por ELISA

sCD14 e sMHC-IlI foram detectadas atraveés da técnica de ELISA sanduiche usando
anticorpos especificos. Os soros dos animais infectados obtidos foram aliquotados e

armazenado em freezer -80°C até o0 momento dos experimentos.

O protocolo para a analise dos niveis séricos de moléculas soltveis foi realizado, antes e apds
a administracdo do o protocolo terapéutico. Cada soro a ser testado foi diluido (1:1600) em
tampdo carbonato e adicionado pogo permanecendo na placa durante um periodo de 24 horas.
O bloqueio de sitios inespecificos foi realizado por solucdo de PBS-BSA 1% por 60 minutos a
37°C. Em seguida, o material foi incubado por 120 minutos a 37°C com anticorpo primario
especifico para cada molécula. O excesso foi retirado com a solugédo de lavagem. Logo apds,
o material foi incubado por 60 minutos a 37°C com anticorpo secundario especifico e o
excesso de conjugado foi eliminado por nova série de lavagens. Em seguida, 50ul de solucao
de OPD (Sigma Aldrich, EUA) foi adicionada aos orificios. A reacdo ocorreu a 37°C, no
escuro, durante 20 minutos, e foi interrompida por adicdo de 50ul de H.SO4 4N (Merck,
Alemanha) em cada orificio. Em qualquer etapa, apés as lavagens, as placas foram secadas
por inversdo sobre papel absorvente. A leitura foi efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad
2550®, EUA), a 492nm.
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5.3.3 Andlises Estatisticas

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelos testes que mais se aplicaram a cada
caso com o auxilio do software GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA). Para
confirmar os padrdes de normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Nesse
estudo os resultados que assumiram distribuicdo ndo paramétrica foram analisados por
ANOVA com teste de Kruskal-Wallis e pds teste de Dunns, para comparagao entre 0s grupos,
os dados foram expressos por mediana e as diferencas foram consideradas significativas

quando valores de p<0.05.

70



5.4 Resultados

De acordo com os resultados obtidos na analise da mensuracdo, atraves da absorbancia, de
moléculas sollUveis obtidas no estudo prospectivo, tragamos como objetivo de o
trabalho verificar se haveria diferenca de absorbancia das moléculas sollveis

sCD14 e sMHCII em animais negativos, assintomaticos e sintomaticos.

5.4.1 CD14 soluvel (sCD14)

Foi observada maior absorbancia nos niveis de sCD14 em cées infectados em relacdo aos cdes
controle, apresentando maior evidéncia nos cdes sintomaticos, que apresentam maior

absorbéancia dos niveis de SCD14 em relacdo aos cdes assintomaticos (Figura 21).
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Figura 20: Absobancia dos niveis de moléculas CD14 soluveis (sCD14) presentes no soro de
cdes negativos, assintomaticos e sintomaticos soropositivos para leishmaniose visceral canina.
Diferencas significativas p<0.05.

a - Diferenca significativa entre o grupo negativo e grupo assintomatico.

b - Diferenca significativa entre o grupo negativo e grupo sintomatico.

c - Diferenga significativa entre o grupo assintomatico e o grupo sintomatico.
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5.4.2 MHCII soltvel (sMHCII)

Foi observada maior absorbancia nos niveis de SMHCII em cdes infectados em relacdo aos

cées controle (Figura 22).
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Figura 21: Absobancia dos niveis de molécilas MHCII soltveis (sSMHCII) presentes no soro
de cdes negativos, assintomaticos e sintomaticos soropositivos para leishmaniose visceral
canina. As diferencas significativas (p<0.05) estdo indicadas pelas linhas conectoras.
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6 DISCUSSAO



No presente estudo, os sinais clinicos mais relatados, nos prontuarios analisados, encontram-
se entre os achados mais frequentes em cdes acometidos por LV: alopecia, presenca de
ulceras, linfoadenopatia, lesdes dermatologicas, onicogrifose, perda de peso, anemia,
hiperglobulinemia e hepatoesplenomegalia (Alvar et al., 2004; Amusategui et al., 2003; Costa
Val et al., 2007; Ferrer, 2002).

Estudos das alteracbes hematoldgicas em cées infectados por L. infantum sdo importantes na
avaliacdo do estado clinico do animal e de seu prognostico. Relatos na literatura abordam
alteracOes dos parametros hematoldgicos, associados ao quadro clinico da LVC (Ikeda-Garcia
et al., 2007; Reis et al., 2006b). Nosso trabalho demonstrou no estudo retrospectivo aumento
significativo do hematocrito, de hemoglobina e de eritrocitos apds a conduta terapéutica.
Porém, no estudo prospectivo ndo houve alteracdo significativa, para esses valores, entre 0s
tempos observados. Isso talvez se deva em fungédo dos diferentes tempos dos estudos, visto
que o estudo retrospectivo foi realizado através da analise dos pardmetros apos seis meses do
inicio da coduta terapéutica, enquanto o estudo prospectivo foi realizado ap6s apenas 42 dias

do inicio da conduta.

Pesquisadores consideram a anemia como um achado pouco frequente na LVC (Alvar et al.,
2004; Amusategui et al., 2003; Moreno et al., 1999), o que se repetiu no nosso estudo, visto
gue tanto no estudo retrospectivo quanto na analise prospectiva 0s animais se mantiveram
dentro dos valores de referéncia. Porém, ao compararmos os tempos antes e depois da
conduta terapéutica observa-se aumento significativo dos valores de hemoglobina e do
eritrograma, o que pode significar um reflexo de melhora clinica dos animais. Apesar de ser
considerado um achado pouco frequente, a anemia tem importancia clinica na leishmaniose
canina visto que alguns animais podem apresentar quadros anémicos graves. A causa da
anemia na LVC é pouco conhecida e acredita-se que esteseja associada a perda sanguinea por
epistaxe e ulceracBes na pele, eritrolise, inflamacdo generalizada ou insuficiéncia renal
cronica (Slappendel & Greene, 1990; Koutinas et al., 1999). Além disso, é observada uma
diminuicdo intensa da eritropoiese devido a hipoplasia ou aplasia medular (De Luna et al.,
1999; Koutinas et al., 1999; Tropia de Abreu et al., 2011).

De Luna et al. (1999), estudando cées naturalmente infectados por L. infantum observaram
uma reducdo da fluidez da membrana dos eritrécitos, 0 que aumentaria sua rigidez e alteraria
0 mecanismo de citoaderéncia, que favoreceria o sequestro esplénico das células, sua retirada

da circulacdo, determinando, consequentemente, a anemia. Esta também é responséavel por
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alguns dos sinais clinicos da LVC, como apatia, fraqueza e emaciacdo, embora o quadro
clinico seja também a soma de distlrbios causados pela presenca do parasito e da resposta
inflamatdria produzida (Feitosa et al., 2000; Costa Val et al., 2007).

O tratamento visa principalmente eliminar o parasito e desta forma, sua influéncia na medula
0ssea e no sistema imunologico diminui, fazendo com o 6rgao volte ao seu funcionamento
normal na producdo celular. Nesse trabalho, mesmo os resultados do estudo prospectivo nao
apresentando diferencas significativas, acreditamos que estes parametros associados a outros,
discutidos a seguir, podem formar um “pacote” de informagdes a serem consideradas durante
a avalicdo clinica do animal tratado. Ressaltando que estes sdo considerados parametros mais
tardios qual a recuperacdo costuma surgir algumas semanas ou meses ap0s 0 término do

tratamento, concordando com os resultados observados no estudo retrospectivo.

De um modo geral, a LVC, assim como a LVH, caracteriza-se por uma inabilidade
significativa da imunidade celular em nivel sistémico e compartimentalizado. Cabe ressaltar
que diversos autores consideram esta imunossupressdo, 0 ponto chave para 0
desencadeamento das formas graves e fatais na LV. A imunossupressdo na LVC é observada
tanto no contexto ex vivo, com uma pancitopenia, como no contexto in vitro quais células
mononucleares caninas ndo respondem ao estimulo antigeno-especifico do parasito,
apresentando baixissima atividade linfoproliferativa (Pinelli et al., 1994; Reis et al., 2009).
Alguns autores acreditam que esta inabilidade de ativacdo celular, também ocorre in vivo,
como mostram Cardoso et al. (2007) e Cabral et al., (1992) em suas avaliacOes pelo teste de
intradermorreacdo, no qual cdes assintomaticos apresentam maior capacidade responsiva do

que cées sintomaticos.

Discrepacias podem ser encontradas na literatura sobre leucograma de cdes com LVC. Apesar
de alguns autores considerarem que as mudancgas na concentracdo de leucocitos (WBC) sédo
infrequentes (Amusategui et al., 2003; Costa Val et al., 2007; Ribeiro et al., 2013) trabalhos
relatam alteragdes no leucograma que incluem neutrofilia (Ciaramella et al., 1997) e
leucocitose neutrofilica e monocitica com linfopenia e eosinopenia (Ciaramella et al., 1997;
Koutinas et al., 1999). Nesse trabalho, a avaliagdo do leucograma de cées do estudo
retrospectivo ndo evidenciou leucocitose ou leucopenia, porém, alguns animais apresentaram
eosinopenia e trombocitopenia anteriormente ao tratamento. Foi observado aumento
significativo de plaquetas e eosindfilos e diminui¢do significativa de leucocitos totais, no

namero absoluto de neutréfilos, na frequéncia e nimero absoluto de linfécitos e mondcitos
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apos a conduta terapeutica. Esses resultados se basearam somente na comparacdo dos dados
antes e depois do tratamento, a avaliagdo dos dados baseados em valores de referéncia néo
mostraram alteracbes em praticamente nenhum analito, o que é cabivel ser analisado na
pratica clinica veterinaria pois os parametros de referéncia sdo em geral, muito amplos, 0 que
dificulta a representacdo da real situagdo clinica do animal. O acompanhamento
individualizado de cdes tratados talvez seja a melhor forma de analise evolugdo clinica

independentemente dos valores de referéncia hematoldgicos.

No estudo prospectivo foi observado que, anteriormente ao tratamento, alguns cées
apresentavam leucocitose, neutrofilia, eosinopenia e trombocitopenia. Da mesma forma, a
mediana de todos os parametros analisados ainda se encontrava dentro dos valores normais de
referéncia. Quando realizamos a comparacdo antes e depois da administracdo do protocolo
terapeutico foi observada diminuicdo significativa de leucdcitos totais, no nimero absoluto de
neutréfilos e na frequéncia e nimero absoluto de mondcitos. Mais uma vez, o tempo de
abordagem aqui deve ser ressaltado, no qual o estudo retrospectivo avaliou 0s cées seis meses
apos o inicio da primeira dose de imunoterapia, enquanto a avaliacdo prospectiva avaliou 0s
animais muito mais cedo. Esse achado pode demonstrar mondcitos e plaguetas como

parametros mais precoces de evolucgdo clinica em resposta ao tratamento.

Mondcitos sdo células de grande relevancia na LVC. Gongalves e colaboradores (2011)
descreveram a migracdo de mondcitos inflamatorios, atraidos por plaquetas ativadas, para 0s
sitios de infeccdo na pele aonde auxiliam no controle do parasito. Uma vez no tecido, ja
diferenciados em macréfagos e células dendriticas (DC), tornam-se alvos preferenciais do
protozoario Leishmania além de desempenharem papel importante na producdo de ROS
e NO, responsaveis pelo controle da infeccdo (Diaz-Gandarilla et al., 2013; Kavoosi et al.,
2009; Tafuri et al., 1996). A presenca e participacdo dos mondcitos no controle da infeccéo
tardia, apos ativacdo de linfécitos TCD4+ de memoria, também foi demonstrada (Glennie et
al., 2017). Além disso, j& no local da infec¢do, mondcitos estdo envolvidos no mecanismo de
reparo tecidual através da diferenciacdo dos mesmos em macrofagos e células dendriticas com
a elevada producédo de citocinas e quimiocinas pro e anti-inflamatdrias durante o processo

inflamatdrio e resolutivo respectivamente (Auffray et al., 2009; Gordon et al., 2005).

Dados dos nossos estudos, retrospectivo e prospectivo, demonstraram que 0S animais
apresentavam, em mediana, frequéncia e numeros absolutos maiores de mondcitos no sangue

antes do tratamento. Apo6s o tratamento estes numeros foram significativamente menores.
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Esse resultado corrobora com trabalho do nosso grupo de pesquisa no qual Martins (2016),
em sua tese demonstrou, com avaliacdo atraves da técnica de citometria de fluxo e contagem
diferencial no sangue, que durante a infeccdo com L. major, camundongos infectados
apresentaram aumento na frequéncia e numero absoluto de monadcitos no sangue. Além disso,
neste trabalho, foi demonstrado que durante o tratamento com Anfotericina B, 0s
camundongos controlaram a lesdo na pata e isso repercutiu também na diminuicdo da
frequéncia e numero absoluto de mondcitos no sangue periférico. Esta diminuicdo foi
detectada imediatamente apds o tratamento, que, quando interrompido, apresentou alteracdes
com retomada no aumento do nimero de monGcitos com apenas uma semana pos-interrupcéo.
Barbosa (2013), em sua dissertacdo, também observou aumento na frequéncia de monaocitos
de cédes naturalmente infectados quando comparados a cdes controle ou assintomaticos, em
estudo com citometria de fluxo. Esses dados somados aos observados no presente trabalho

reforcam a importancia dessa célula na participacdo da inflamacéo e controle da doenca.

Mondcitos sdo células da resposta imune inata, que respondem rapidamente a sinais de perigo
e rapidamente acessam os locais de infec¢do ou agressao, vindos do sangue (Goncalves et al.,
2011; Landmann et al., 1995; Robben et al., 2005). Para isso, em geral, aumentam em nimero
no sangue periférico, capacidade que pode estar relacionada a um comportamento peculiar
destas células. Em 2009, Swirski e colaboradores demonstraram que o bagco é um reservatério
de mondcitos, que ficam alojados nos corddes esplénicos e subcapsulares, prontos para cair na
circulacdo, caso requisitados (Swirski et al., 2009). Esta reserva é muito maior do que o
namero encontrado de monacitos circulantes. Dese modo, acreditamos que durante a doenca o
intenso parasitismo e inflamacdo crénica contribuam para o constante recrutamento de
monocitos para os tecidos afetados, que precisam migrar pelo sangue, provavelmente

originados do baco e da medula 6ssea.

Os monacitos sdo as principais células progenitoras de macréfagos teciduais, o que justificaria
0 aumento observado no sangue dos animais infectados. Apesar de ndo ser possivel considerar
gue o0s animais antes do tratamento apresentavam monocitose, visto que 0s numeros de
referéncia para cdes variam muito, pudemos constatar significativamente que grande parte
dos animais apresentou menor nimero de mondcitos apds o tratamento e que esses animais
melhoraram seu status clinico. Ou seja, as informagdes de hemogramas antes e durante a
conduta terapéutica podem ser utilizadas para se determinar se ha alteracGes na populacéo de
monocitos, e desta forma, utilizar estes dados como uma referéncia para o sucesso ou nao do

tratamento. O mais importante é que esse parametro ndo se trataria de um exame adicional ao
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acompanhamento do tratamento, mas sim, observacdo a ser realizada em um exame ja
rotineiro, beneficiando a economia com outros exames poucos conclusivos ou que SO

demonstram resultado positivo tardiamente.

Outra alteracdo que chamou atengdo nas nossas analises foram as plaquetas. Anteriormente ao
tratamento foi observado, em ambos os estudos, cdes com numero de plaquetas abaixo da
faixa de normalidade. Apos o tratamento, foi significante 0 aumento do nimero de plaquetas,
em ambos o0s estudos. Esses achados corroboram com a literatura que evidencia
trombocitopenia em cées com LVC (Alvar et al., 2004; Amusategui et al., 2003; Ciaramella
et al., 2005; Costa Val et al., 2007; Foglia Manzillo et al., 2013; Freitas et al., 2012; Rizzo et
al., 2005). A ocorréncia de trombocitopenia em cdes reagentes para LV pode decorrer da
alteracdo da parede vascular por vasculite devido aos imunocomplexos circulantes (Feldman
et al., 2000), além de distarbios de trombocitopoese aumento na destruicdo plaquetaria e apos
o comprometimento do funcionamento renal e/ou hepéatico (Slappendel & Ferrer, 1998).
Outro mecanismo na diminuicdo do nuimero de plaquetas na LV pode estar associado a
presenca de imunoglobulinas anti-plaquetas (Terrazano et al., 2006), descrita em 63,3% dos
caes naturalmente infectados por L. infantum (Ciaramella et al., 2005). Além disso, trabalhos
descreveram que plaquetas podem ser rapidamente mobilizadas para locais de infecgdo onde
modulam processos imunitarios e inflamatorios secretanto citocinas, quimiocinas e outros
mediadores inflamatdrios (Semple et al., 2010; Smyth et al., 2009; Yeaman, 2010). O papel
das plaquetas tem sido descrito as infecgdes bacterianas (Yeaman, 2010) e parasitarias (Van
Der Heyde et al., 2005). Goncalves et al., (2011) descreveram a importante participacdo das
plaquetas na ativacdo de mondcitos inflamatérios em camundongos experimentalmente
infectados por Leishmania major, demonstrando que plaquetas podem ser mobilizadas,

ativadas e consumidas no curso desta doenga.

A dosagem de globulinas e relacdo A/G sdo parametros de progndstico ja utilizados na prética
veterinaria. A producdo de anticorpos em cdes com LVC ¢é aferida pelos niveis de globulinas
séricas e é apontada como causadora da hiperproteinemia (Ikeda-Garcia et al., 2007; Koutinas
et al.,, 1999; Reis et al., 2006a). A inversdo do quociente albuminas/globulinas esta
correlacionada com progressao clinica do animal com LVC (Keenan et al., 1984; Reis et al.,
2006a). O aumento significativo dessa relacdo indica melhora na capacidade responsiva do
animal aos parasitos. A literatura indica que esta relacdo tende a ser baixa em cées
sintomaticos, devido a hipergamaglobulinemia, que em alguns casos pode estar associada a

proteindria decorrentes da LVC (Amusategui et al., Costa Val, 2004, Reis et al., 2006a,
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Ribeiro et al., 2007). No estudo retrospectivo, ndo foi evidenciada alteracdo na dosagem de
proteinas séricas. Porém, foi observado aumento significativo na dosagem de albumina sérica
e da relacdo A/G e diminuicdo significativa na dosagem de globulinas dos cées apds a conduta
terapéutica. No estudo prospectivo, ndo foram observadas diferencas significativas desses
mesmos parametros antes e apds a conduta. Parametros bioquimicos costumam alterar
tardiamente, algumas semanas ou meses apos o término do protocolo, o que explica a ndo
alteracdo dos mesmos no estudo prospectivo, concordando com os resultados observados no
estudo retrospectivo que teve maior tempo entre 0s exames realizados. Mesmo ndo havendo
correlacdo entre a frequéncia e nimero absoluto de mondcitos com a dosagem bioquimica no
soro dos animais, durante o protocolo terapéutico, acreditamos que esses parametros devem
ser avaliados de forma conjunta ja que em nosso trabalho, tanto no estudo retrospectivo
guanto no prospectivo, foi observado paralelismo de cdes com decaimento de mondcitos e

globulinas.

Dentre os parametros utilizados como marcadores de prognoéstico para LVC, esté a avaliacao
da funcéo renal. No estudo retrospectivo, foi observada diminuicao significativa nas dosagens
séricas de uréia e creatinina ap6s o protocolo. Ndo foram observadas diferengas
significativas no estudo retrospectivo. Como na dosagem bioquimica, 0s parametros para
avaliacdo renal alteram-se apds semanas ou meses ap0os o término do protocolo, o que explica
a falta de variacdo dos mesmos no estudo prospectivo e a mudancga no perfil dos resultados
observados no estudo retrospectivo que teve maior tempo entre as analises. Provavelmente, 0s
rins dos animais do estudo prospectivo, ainda que competentes para filtrar e eliminar toda a
creatinina estdo sofrendo injarias gradativas pela acdo dos imunocomplexos e pela
proteindria, consequentes da LVC. A associacdo concomitante da doenca renal com a
evolucdo da LVC ja foi relatada por varios autores (Bonfanti & Zatelli, 2004, Costa Val,
2004). Nossos resultados demonstraram, no estudo retrospectivo, correlacdo entre alteracdo
do numero absoluto de mondcito e a dosagem sérica de ureia, sugerindo que essas células,
juntamente a parametros avaliados para fungdo renal podem ser de grande utilidade na préatica
veterinaria para o prognostico da doenca. S&o necessarios mais estudos complementares para
esclarecer a entender os mecanismos envolvendo sCD14 e sMHCII e sua influéncia na

imunopatogénese da LVC.

Moléculas soltveis tém sido estudadas, correlacionadas e caracterizadas como biomarcadores

soroldgicos de diagnostico e prognostico em doencas diversas.
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Nosso interesse por essas moléculas partiu do trabalho de Dos Santos et al. (2016), que
avaliaram a alteracdo dos niveis de CD14 sollveis em pacientes portadores de LV. No estudo,
0s autores desassociaram altos niveis de sCD14 com niveis elevados de LPS no soro dos
pacientes infectados correlacionado a molécula com manifestacdes clinicas e laboratoriais de
LV e a estimulagdo da producdo das citocinas IL-27, IL-10 e IL-6. Também foi observada
diminuicdo dos niveis dessa molécula ap6s o tratamento. Em nosso estudo foi observado que
0s animais que melhoraram clinicamente obtiveram niveis de CD14 soltveis diminuidos apés
0 tratamento, corroborando com o0s dados obtidos no estudo com LV humana. Além disso, 0s
niveis de MHC-II sollveis também mostraram alteracdo apds o tratamento dos cdes
infectados. Na comparagdo entre as formas clinicas da leishmaniose visceral canina, foi
possivel verificar-se também uma diferenca significativa entre animais sintomaticos,

assintomaticos e ndo infectados, tanto de sCD14 quanto de MHCII.

Sa0 necessarios estudos complementares para esclarecer a entender 0s mecanismos
envolvendo sCD14 e sMHCII e suas influéncias na imunopatogénese daLVVC. Porém, podem
os considerar estas moléculas como marcadores de evolucao clinica durante o tratamento de
animais com leishmaniose visceral, visto que a importancia da mélecula de sCD14 ja foi
descrita na LV humana (Dos Santos et al., 2016) e trabalhos sugerem que a molécula de
SMHCII poderia competir com o MHCII de membrana (mMHCII) para a ligagdo em TCR
(receptor de células T) e assim modular as respostas imunes celulares e humorais (Marios-
Frankiskos et al., 2010), além de estar envolvida na indugdo de apoptose de células TCD4+
(Nag et al., 1996), na ativacao de células TCD8+ (Ge et al., 2002) e reducdo da atividade de
células NK (natural killer) (Webb et al., 1994). Trabalho em modelo experimental demonstrou
gue moléculas de sSMHCII ndo apenas promovem a expressdo de marcadores supressivo em
células TCD4+, como também podem suprimir a producdo de IL-2 e induzir a producdo IL-
10, na auséncia de células apresentadoras de antigeno, reduzindo a sinalizacdo de ativacdo de

células T, atuando como potentes reguladores da resposta imune (BAKELA et al., 2015).
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7 CONCLUSAO



O conjunto de dados obtidos nesse trabalho sugere que o hemograma completo, durante o
acompanhamento de cdes em tratamento para a leishmaniose visceral, pode ser considerado
um bom biomarcador de progndéstico para o acompanhamento da evolucdo clinica e sucesso

do tratamento. Sendo monacitos e plaquetas os melhores parametros a serem considerados.

Esses dados associados aos resultados de globulinemia e relagdo albumina globulinas,
parametros ja utilizados na pratica veterinaria, poderiam melhor auxiliar na analise da

evolucdo do estado clinico dos animais tratados.

A andlise das moléculas sCD14 e SMHC-II pode ser também utilizadas como parametros de
status clinico de cdes com leishmaniose visceral, além de servirem como maradores de

acompanhamento da evolucdo clinica de animais tratados.
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