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ASSOCIACOES ENTRE AS CARGAS'PARASITARIAS ECOMO
ESTRESSE OXIDATIVO E ALTERACOES CLINICO-LABORATORIAIS NA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) canina € uma zoonose de
grande importancia epidemiolégica. Seu amplo espectro de sinais clinicos
dificultam o diagndstico na rotina clinica e laboratorial, sendo necessario a
utilizacado de técnicas mais especificas, como o qPCR, o qual possui grande
sensibilidade e especificidade. A anemia € um sinal clinico muito comum nesta
doenca, sendo que sua causa ainda € muito discutida. O estresse oxidativo &
caracterizado por desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes ,sendo que esta
alteracdo pode ser um dos fatores da presenca de anemia em caes com LV.
Considerando-se que a anemia seja causada pelo estresse oxidativo,
propusemos investigar a hipdtese de que alteragdes hematologicas,
bioquimicas e sinais clinicos de caes com LV variam com a carga parasitaria
(CP). Para tal, foram avaliados marcadores de estresse oxidativo plasmatico
(albumina, acido urico, bilirrubina, capacidade antioxidante total-TAC,
capacidade oxidante total-TOC, indice de estresse oxidativo TOC/TAC e
espécies reativas ao acido tiobarbiturico-TBARS) e eritrocitario (TBARS em
papa de hemacias). Para avaliagdo geral dos animais foram analisados perfil
bioquimico e hemograma completo e os animais foram classificados com
presenca e auséncia de sinais clinicos. A CP foi obtida através de coleta de
pele, conjuntivas, sangue e papa de leucdcito, a partir da quantificacdo dos
tecidos foi calculada a CP total, através de analise de componentes principais.
Os parametros hematoldgicos ndo se alteram conforme ocorre aumento da
carga parasitaria e nao foi observado qualquer tipo de hemalise ou ictericia nas
amostras coletadas. Ao contrario do perfil hematolégico, os sinais clinicos e
laboratoriais se alteram conforme ocorre aumento da carga parasitaria.
Conclui-ser que a anemia independe da CP e que a sua causa nao esta
associada ao metabolismo oxidativo, peroxidagao lipidica ou mecanismos
hemoliticos. Ja a linfoadenomegalia do popliteo e alteracbes dermatoldgicas
possuem forte associagdo com alto parasitismo, indicando que as
manifestacdes clinicas da doenca podem ser utilizadas como preditores da
extencao da infecgao sistémica.

Palavras-chave: Oxidantes, Antioxidantes, Reagcdo em cadeia da polimerase
em tempo real, Anemia.



ASSOCIATIONS BETWEEN PARASITE LOAD WITH OXIDATIVE STRESS
AND CLINICAL AND LABORATORY ALTERATIONS IN CANINE VISCERAL
LEISHMANIASIS

ABSTRACT - Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a zoonosis of
great epidemiological relevance. Infected dogs usually present nonspecific
clinical and laboratory alterations that hampers the diagnosis of the disease in
routine screening, and the use of techniques with higher sensitivity and
sensibility, such as the detection of the parasite by polymerase chain reaction
(PCR), are often necessary. Among the nonspecific alterations, anemia is one
of the most frequently found, but the mechanism underlying its occurrence is
still under dispute. Oxidative stress, the imbalance between oxidants and
antioxidants, has been recently incriminated as one of the possible triggers of
anemia in CVL. Here, we investigated the putative relationships between
parasite load and markers of oxidative stress and hematologic, biochemical and
clinical alterations in dogs naturally infected with Leishmania spp. Markers of
oxidative stress included albumin, uric acid, bilirubin, total antioxidant capacity
(TAC), total oxidant capacity (TOC), oxidative stress index (TOC/TAC) and
serum and packed red cells Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).
Additional laboratory analysis included complete blood count (CBC) and
biochemical profile. Observation of clinical alterations was scored as present or
absent. Quantitative PCR (qPCR) of tissue samples of skin, conjunctiva, whole
blood and packed white cells was used to estimate tissue-specific parasite load.
In order to represent the total parasite load (i.e., the parasitism across different
analyzed tissues), we applied a principal components analysis to the matrix of
tissue-specific gPCR results to create a single synthetic variable that captures
the information content present in the four different original variables. We found
no significant associations between hematologic parameters and parasite load,
and previously reported alterations such as sample hemolysis or icteric serum
were not observed. However, significant differences in average parasite load
were found between animals with presence and absence of clinical alterations,
especially popliteal lymphadenomegaly and dermatological alterations.
Therefore, we found no evidence that anemia is associated with the extent of
the parasitism, and our data do not support a possible role of the oxidative
metabolism on the occurrence of anemia. On the other hand, the presence of
popliteal lymphadenomegaly and dermatological alterations are strongly
associated with high parasitism, indicating that these clinical signs are valuable
predictors of the extent of the infection in multiple tissues.

Keywords: Oxidants, Antioxidants, Real-time polymerase chain reaction,
Anemia.
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CAPITULO 1- CONSIDERAGOES GERAIS

1 Contextualiza¢cao do Problema

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose de grande importancia
epidemioldgica, da qual o principal reservatério urbano € o cao. O protozoario é
inoculado através da picada de um vetor (fémeas de flebotomineos) e atinge
diversos tecidos, causando os mais variados sintomas clinicos. A anemia € um
sinal clinico comum em cées e pessoas infectadas com este protozoario, sendo
que sua origem ainda é considerada multifatorial e pouco compreendida. A
anemia hemolitica observada em humanos tem sido associada ao estresse
oxidativo, embora a reducéo de antioxidantes e aumento de oxidantes também
ja foi descrita em caes acometidos por esta doencga, até o momento nao foi
estabelecida a relagdo entre aumento do estresse oxidativo, a anemia e
alteragdes clinicas em caes com leishmaniose visceral canina (LVC).

O diagnostico da LVC deve ser feito através da soma de sinais clinicos,
epidemiologicos e métodos laboratoriais. Os métodos moleculares sé&o
altamente sensiveis e especificos, sendo que a carga parasitaria obtida através
de método quantitativo (QPCR) é uma alternativa muito eficaz para determinar
a infeccdo do animal. A associagao entre carga parasitaria e sinais ja foi
descritos, mas necessitam de maiores estudos para estabelecer uma avaliagao

preditiva que facilite a rotina clinica, laboratorial e epidemiolégica da doenca.

2 Pesquisa Bibliografica

Foi realizada uma revisédo de literatura sistematica sobre o tema, tendo
como base as perguntas:

O estresse oxidativo, as altera¢gdes hematoldgicas e os sinais clinicos de
caes variam conforme aumenta a carga parasitaria de caes infectados com
LVC?

As alteragdes clinicas podem predizer a carga parasitaria tecidual?
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Para tal, uma pesquisa avangada foi realizada em trés bancos de dados
do portal da pesquisa da CAPES (Pubmed, Web Science, Scielo). As
perguntas foram estruturadas com trés elementos conceituados na medicina
baseada em evidéncias, conforme preconizado por Castro (2001). Com base
na estrutura da primeira pergunta de investigagao (situagdo: Leishmaniose;
Intervengédo: estresse oxidativo; desfecho: anemia), no banco Pubmed foram
adotadas diferentes estratégias de busca: ((“leishmaniasis”) AND “oxidative
stress”) AND “anemia” (resultado= 4 artigos); ((“leishmaniasis”) AND “oxidative
stress”) AND “hemolysis” (resultado= 1 artigo); ((“leishmaniasis”) AND
“oxidative stress) AND “erythrocyte” (resultado= 3 artigo); ((“leishmaniasis”)
AND “oxidative stress”) AND RBC (resultado= 1 artigo); ((“leishmaniasis”) AND
“oxidative stress”) AND qPCR (resultado= 4 artigos); ((“leishmaniasis”) AND
“oxidative stress”) AND "parasite load" (resultado= 2 artigos), sendo excluidas
as duas publicagbes que se repetiram nas diferentes estratégias.

Com base na estrutura da segunda pergunta de investigacao (situagao:
Leishmaniose; Intervencdo: gPCR; desfecho: alteragcdes clinicas), as
estratégias de busca utilizadas foram: ((leishmaniasis) AND “gPCR” AND
“clinical” (resultado= 91 artigos); ((leishmaniasis) AND “parasite load” AND
“clinical” (resultado= 126 artigos). As repticbes de publicacdo foram excluidas.
O periodo da revisao se estendeu até o dia 02 de janeiro de 2015, ndo sido
adotados filtros quanto ao idioma e espécie, uma vez que nao foi localizado
publicagdo sobre a relagdo entre o estresse oxidativo e a carga parasitaria na
leishmaniose visceral canina. No mesmo periodo foram realizadas pesquisas

complementares no Google Académico.

3 Leishmaniose e seus Sinais Clinico- Laboratoriais

A leishmaniose é uma doenca causada por protozoario da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (LAINSON;
SHAW, 1987), sem parasita intracelular obrigatério do sistema fagocitico
mononuclear (BRASIL, 2014).
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Esta zoonose apresenta um grande potencial de letalidade na Europa,
Asia, Africa e Américas (BANETH et al., 2008). Sendo que 90% da forma
cutanea ocorrem em sete paises (Afeganistao, Algéria, Brasil, Ira, Peru, Arabia
Saudita e Siria) e 90% da forma visceral em cinco paises (Bangladesh, india,
Nepal, Suddo e Brasil) (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Esta doenca
apresentava-se em areas rurais e atualmente houve uma expansao para areas
urbanas, principalmente na regido Sudeste e Centro-oeste do Brasil (BRASIL,
2014).

Como reservatorios silvestres prevalecem as raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) e ja em centros
urbanos prevalecem os caes (Canis familiaris), sendo estes importantes para
manutengdo da doenga (BRASIL, 2014; REITHINGER et al., 2004). Como
medida de controle da LV no Brasil, os cées infectados s&o submetidos a
eutanasia, entretanto esse tipo de abordagem gera controvérsias quanto sua
eficacia. Apesar destas estratégias de controle, a mortalidade em humanos no
Brasil tem aumentado, sendo que medidas de vigilancia e controle devem ser
priorizadas, assim como o diagndstico precoce e tratamento dos infectados sao
fundamentais para reducao da letalidade (MARTINS-MELO et al., 2014).

A Organizagao Mundial de Saude (World Health Organization- WHO,
2014) reconhece a leishmaniose de humanos em quatro grupos clinicos:
cutdnea, mucocuténea, cutanea difusa e visceral, sendo a forma visceral
acompanhada de alta mortalidade quando n&o tratada. Inicialmente o parasito
se localiza na pele e depois se dissemina para outros tecidos (BRASIL, 2014).

Humanos infectados com LVC podem apresentar lesdes cutdneas pelo
tropismo do protozoario pelo tecido (HANDMAN, 2001), todavia as lesdes
cutdneas mais observadas em caes com leishmaniose visceral s&o as
descamacgdes e eczema, principalmente em espelho nasal e orelha, além de
pequenas ulceras em orelhas, focinho, cauda e articulagdes e pélo opaco
(BRASIL, 2014). Estas lesdes cutdneas podem ser sutis ou ulceras severas
podem ter cura espontanea, dependendo da imunidade e resisténcia individual

(HANDMAN, 2001). Em areas endémicas a infecgao é generalizada e a fragao
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de doenca clinica é menor do que a taxa de infectados (SOLANO-GALLEGO et
al., 2001; BANETH et al., 2008). As manifestagdes clinicas e a parasitemia
dependem das interagdes entre fatores genéticos e imunocompeténcias
(HANDMAN, 2001).

Nas fases mais avangadas, observam-se onicogrifose, esplenomegalia,
linfoadenopatia, alopecia, dermatites, ulceras de pele, ceratoconjuntivites,
coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema de membros e vomito,
além da hiperqueratose. E na fase final pode ocorrer paresia de membros
pélvicos, caquexia, inanicdo e morte (BRASIL, 2014). Na revisdo feita por
Baneth et al. (2008), observaram que alteragdes dermatologicas foram as mais
prevalentes representando de 81-89%, seguidas de aumento de linfonodos
com 62-90%, alteracdes oftalmicas com 16-81%, mucosas hipocoradas com
58%, esplenomegalia com 10-48%, caquexia com 10-48%, febre com 4-36%,
epistaxe com 6-10% e onicogrifose com 20-31%.

Nos parametros laboratoriais, as alteragcbes de proteinas plasmaticas
sao comumente observadas, geralmente a hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia em cées sintomaticos e oligossintomaticos (REIS et al.,
2006), sendo que cdes com maior titulo de anticorpos podem apresentar
reducao de albumina (AMUSATEGUI et al., 2003). A anemia é também um
importante achado, sendo observado principalmente em céaes sintomaticos,
com diminuigéo de eritrocitos, hemoglobina e hematécrito (REIS et al., 2006). A
reducdo de hemoglobina ja foi descrita em cées adultos com a doenga
estabelecida, sendo que a associacdo de sinais cutaneos e viscerais podem
estar relacionados a reducdo de albumina, hemoglobina e eritrécitos
(AMUSATEGUI et al., 2003). Em relagdo aos leucécitos, a leucopenia em
animais sintomaticos tem sido associada a reducdo de eosindfilo e mondcito
(REIS et al., 2006).

4 Leishmaniose, Sinais Clinicos e Laboratoriais e suas associagées com a
Carga Parasitaria
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O diagnostico de PCR, qPCR e ELISA s&o de sensibilidades acima de
80%, sendo importantes para o diagnostico da doenga, e amostras esplénicas
s&o efetivas e sensiveis para a deteccdo da doenca (SOLCA et al., 2012). O
tecido conjuntival tem alta taxa de positividade, sensibilidade e especificidade
na PCR, sendo superior o bago e linfonodo (STRAUSS-AYALI et al., 2004). Os
testes de imunofluorescéncia indireta (IFAT) apresentam reagdes cruzadas
entre a Leishmania spp e Tripanossoma cruzi havendo necessidade de
associar esse teste a PCR (TRONCARELLI et al., 2009).

Humanos com alta carga parasitaria quantificada por qPCR poderia
estar correlacionadas com as alterac¢des clinicas (MARY et al., 2004), também
observado em cdes com LVC em carga parasitaria de linfonodos, pele
(MANNA et al.,, 2009; REIS et al., 2006; SANCHEZ et al., 2004), e bago
(SOLCA et al., 2012). Diferente dos linfonodos, n&o foi verificada associacdes
entre a quantidade de parasita no tecido adrenal e os sinais clinicos (MOMO;
ROCHA, 2014).

Caes com LV sintomaticos apresentam também maior carga parasitaria
em relacdo aos oligossintomaticos e assintomaticos (REIS et al., 2006). Em
caes, a presenca do parasita no baco foi associada aos sinais clinicos, com as
seguintes associagdes: 77% de positividade na pele, 72% linfadenomegalia,
19% alteragbes oftalmicas e 4% caquexia (BARROUIN-MELO et al., 2006).
Manna et al. (2009) observaram que a carga parasitaria em sangue e linfonodo
de caes se associam com a frequéncia de linfadenomegalia (90%), seguido de
alteracbes dermatoldgicas, lesbes oculares e perda de peso. Aléem da
importancia desta associagao entre carga parasitaria e sinais clinicos, o gPCR
€ de extrema importancia, pois consegue quantificar cargas extremamente
baixas, facilitando o diagndstico e acompanhamento em humanos (MARY et
al., 2004).

As alteracbes dermatoldgicas sdo comuns e podem ocorrer na presenca
ou auséncia de outros sinais clinicos (CARDOSO; CABRAL, 1998), sendo que
animais assintomaticos pode-se detectar a presenca de parasitas na pele

(MARZOCHI et al., 1985), demonstrando que a pele de caes infectados por LV
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possui altas taxas de parasitas (SOLANO-GALLEGO et al., 2001). Assim como
o figado de cdes com LV, também apresentam maior carga parasitaria que o
baco em céaes assintomaticos e sintomaticos (SANCHEZ et al., 2004). O
problema da quantificagdo da carga por qPCR seria a obtengdo da amostra,
que geralmente é invasiva, sendo que o aspirado de bago e medula 0ssea
possuem alta sensibilidade (MAIA; CAMPINO, 2008; SOLCA et al., 2014).
Como a distribuicdo do protozoario da Leishmania spp. € ampla e ja foi
observada até em tecidos oculares de caes (PENA et al., 2008), a utilizacéo de
swab de conjuntiva para diagnéstico molecular pode reduzir estes
procedimentos invasivos nestes animais (STRAUSS-AYALI et al., 2004), sendo
que a conjuntiva pode possuir sensibilidade semelhante a nédulos linfaticos
(LOMBARDO et al., 2012) e medula 6ssea (DE ALMEIDA FERREIRA et al.,
2012), podendo até ser util para primeiro diagnoéstico da doenga (CECCARELLI
et al., 2014) nesta espécie. O sangue apesar de ser menos invasivo para sua
obtencado ainda é considerado de pouco valor diagnostico em caes com LV
(REALE et al., 1999).

5 Relacao entre o Estresse Oxidativo e a Anemia na Leishmaniose

O estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre a producao de
substancias oxidantes e as defesas antioxidantes do organismo (PEAKE;
SUZUKI, 2004). O sistema de defesa enddgena contra agentes oxidantes é
constituido por vitaminas antioxidantes (vitamina A, C e E), acido urico,
glutationa (GSH), bilirrubina, albumina e por enzimas antioxidantes como
superéxido dismutase, catalase, glutationa redutase e glutationa peroxidase
(YU, 1994). Os antioxidantes atuam na defesa antioxidante intracelular,
eliminando o superdxido, hidroperoxidos e consequentemente prevenindo
reagcdes em cadeia de espécies reativas de oxigénio (ERO), que oxidam os
substratos celulares (JI, 1995). A producdo exagerada e continua de ERO leva
ao consumo das defesas antioxidantes organicas, de modo que 0 seu excesso

passa a reagir com componentes celulares e teciduais causando a peroxidagao
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lipidica e danos ao DNA celular que levam a apoptose (ZAMZAMI et al., 1996).
A elevacdo das ERO e as lesbdes teciduais sdo geralmente causadas por
traumas, infecgcbes, parasitas, radiagdes, hipoxia, toxinas e exercicios
extremos: conjuntos de processos que auxiliam na formacao de radicais livres,
ativagdo de fagocitose, liberagdo de ferro ou cobre ou alteragdo da cadeia
transportadora de elétrons (ROCK et al., 1996).

Os eritrocitos ndo possuem a capacidade de sintetizar novos lipideos e
proteinas para substituir os oxidados, por isso € importante a manutengao dos
antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001). A oxidacdo e seu efeito
cumulativo nos eritrocitos sdo normais no processo de envelhecimento e
destruicdo desta célula (HARVEY, 1997). As lesdes oxidativas neste tipo
celular podem causar formagdes de metahemoglobina, corpusculo de Heinz,
lesdo de membrana, excentrocitos e até mesmo morte celular (HARVEY,
1997). Eritrécitos normais possuem a capacidade de circular em capilares de
pequeno diametro (JAIN, 1993) e as alteragbes relacionadas as oxidacdes
alteram sua deformabilidade e fluidez e consequentemente estdo associadas a
destruicdo destas células (TANG et al., 2007), por reconhecimento de
macrofagos e aumento da fagocitose (CHRISTIAN, 2000).

A peroxidacao lipidica, quantificada pela presenga de espécies reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), podem ser utilizadas como indice de estresse
oxidativo (MACHADO et al., 2007). Bildik et al. (2004) observaram que a
leishmaniose esta correlacionada com o estresse oxidativo, pela reducéo de
antioxidantes e aumento de TBARS em caes. Assim como Almeida et al.
(2013), que observaram que no estagio moderado da doenga ocorre aumento
de superdxido e no estagio final reducdo de superoxido com aumento de
apoptose em neutrofilos.

O principal antioxidante responsavel pela remocao de radicais livres na
membrana de eritrécitos € a vitamina E, atuando na prevencao da hemolise e
mantendo a estabilidade da membrana (MACHADO et al.,, 2009). Quando
oxidada, a vitamina E pode ser reciclada pela vitamina C, que € um agente

redutor, tornando a vitamina E novamente ativa (HALLIWELL, 1994). Quando



22

oxidada, a vitamina E é captada e reduzida pelos eritrécitos, e este mecanismo
€ importante para a manutengdo da forma ativa da vitamina C no plasma
(BILDIK et al., 2004). Os antioxidantes eritrocitarios formam um complexo
eficiente de manutencgéo da integridade e funcionalidade durante seu periodo
de vida circulante em uma producdo normal de ERO, sendo que as lesdes
oxidativas eritrocitarias estdo presentes em inumeras enfermidades animais
(MACHADO et al., 2009).

A anemia na leishmaniose € comum e multifatorial, € em hamsters
Lafuse et al. (2013) observaram que a presenga do parasita resultou em uma
anemia severa com aumento da eritropoietina, mas com efeito negativo na
diferenciacdo de eritroblastos em bagco e medula éssea. Segundo estes
autores, este efeito ocorre devido a citocinas de eritroblastos que inibem a
eritropoiese na medula 6ssea por apoptose destas células precursoras. Outro
estudo com hamsters que também avaliou a presenga da anemia concomitante
a leishmaniose, observaram que a presenga da hemdlise foi evidente e
conjunta ao estresse oxidativo observado por aumento de peroxidagao lipidica
conforme a progressado da doencga, redugdo de eritrocitos com aumento de
carga parasitaria em bago e aumento de corpusculo de Heinz (SEN et al.,
2001).

Em humanos, observou-se que o conjunto de fatores, como estresse
oxidativo, fragilidade de membrana dos eritrocitos, peroxidagao lipidica,
eritrofagocitos entre outros, sugerem que o aumento da hemodlise esta
associada ao comprometimento da integridade da membrana de eritrocitos de
humanos infectados, sendo uma explicacdo em potencial para o envolvimento
da hemolise relacionada a anemia nestes pacientes (SAMANTA et al., 2012).

Na espécie canina ja foi descrito que a anemia presente na LV pode ser
decorrente da reducao de fluidez e membrana do eritrocito maior, facilitando o
sequestro esplénico pelo aumento da rigidez celular, mas pode também estar
associada a alteragdes no receptor, podendo gerar citoaderéncias, ambas
resultando na redugéo da fluidez da membrana e contribuindo para a anemia

em caes infectados por leishmaniose (DE LUNA et al.,, 2000). Da mesma
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forma, Bildik et al. (2004) descrevem que deve ocorrer aumento de peroxidagéo

lipidica na anemia hemolitica na leishmaniose de caes.

6 Objetivos

Testar a hipdtese de que a carga parasitaria total e de diversos tecidos
possuem relagdes com o estresse oxidativo e parametros hematoloégicos em
animais naturalmente infectados por LVC.

Testar a hipotese de que sinais clinicos da doenca podem ser preditivos
da carga parasitaria total e de diversos tecidos em animais naturalmente

infectados por LVC.
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CAPITULO 2 - ASSOCIAGAO ENTRE AS CARGA PARASITARIA TOTAL E
TECIDUAL COM O ESTRESSE OXIDATIVO E A ANEMIA NA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

TORRECILHA, R.B.P': ALMEIDA, B.F.M.": BOSCO, A.M.": NARCISO, L.G.":
BAPTISTIOLLI, L.": UTSUNOMIYA, Y.T.2 COURTENAY, D. A. O.3; CALVO-
BADO, L.2: DINGER, E.%; NUNES, C.M.* CIARLINI, P.C.°

RESUMO - A leishmaniose visceral canina é uma zoonose de
importancia epidemiolégica, tem o cao (Canis lupus familiaris) como principal
reservatorio urbano. O estresse oxidativo é um desequilibrio entre
antioxidantes e oxidantes no organismo que recentemente foi associado a
anemia nesta doenca. O presente estudo objetivou testar a hipotese de que ha
associagao entre a anemia e o estresse oxidativo e que tais alteragdes sao
proporcionais as cargas parasitarias (CP) total e de diversos tecidos em céaes
naturalmente infectados por Leishmania spp. Para tal, foram coletadas
amostras de sangue periférico e tecidos (pele, sangue, leucocitos e
conjuntivas) de 39 caes para a quantificacdo de marcadores de estresse
oxidativo (capacidade de antioxidante total do plasma-TAC, capacidade de
oxidante total do plasma-TOC, relagao TOC/TAC, peroxidacao lipidica-TBARS
hemacia e plasma, albumina, acido urico e bilirrubinas) e para CP (pele,
sangue, papa de leucdcitos, conjuntiva direita e esquerda). Apds a
quantificacdo das cargas dos diversos tecidos foi calculada a carga parasitaria
total. Todos os marcadores de estresse oxidativo se correlacionaram com as
CP, tendo sido observado aumento significativo (p<0,05) de antioxidantes (TAC
e Acido Urico) e reducdo de oxidantes (TOC, TOC/TAC, TBARS hemacia), e
nao houve associagcdo entre parametros hematolégicos e CP. Estes achados
sugerem que o grau de anemia e sua causa independem da CP e nao esta
associada ao estresse oxidativo ou qualquer mecanismo hemolitico na
leishmaniose visceral canina.

Palavras-chave: Oxidantes, Antioxidantes, Eritrocitos, Anemia hemolitica,
gPCR
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CHAPTER 2 — ASSOCIATIONS BETWEEN TOTAL AND TISSUE-SPECIFIC
PARASITE LOAD AND OXIDATIVE STRESS AND ANEMIA IN CANINE
VISCERAL LEISHMANIASIS

TORRECILHA, R.B.P'; ALMEIDA, B.F.M."; BOSCO, A.M."; NARCISO, L.G.%
BAPTISTIOLLI, L.*; UTSUNOMIYA, Y.T.?; COURTENAY, D. A. O.3; CALVO-
BADO, L.3; DINGER, E.?; NUNES, C.M.4; CIARLINI, P.C.5

ABSTRACT - Visceral leishmaniasis is a zoonosis of great
epidemiological relevance whose main urbain reservoir is the domestic dog
(Canis lupus familiaris). Oxidative stress, the imbalance between oxidants and
antioxidants, has been recently incriminated as one of the possible triggers of
anemia in canine visceral leishmaniasis (CVL). Here, we investigated the
putative relationship between parasite load, anemia, and markers of oxidative
stress in dogs naturally infected with Leishmania spp. We extracted DNA from
peripheral blood, skin, right and left conjunctiva, and packed white cells of 39
dogs for parasite load estimation via quantitative polymerase chain reaction
(gPCR). In order to represent the total parasite load (i.e., the parasitism across
different analyzed tissues), we applied a principal components analysis to the
matrix of tissue-specific gPCR results to create a single synthetic variable that
captures the information content present in the four different original variables.
Markers of oxidative stress included albumin, uric acid, bilirubin, total
antioxidant capacity (TAC), total oxidant capacity (TOC), oxidative stress index
(TOC/TAC) and serum and packed red cells Thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). Additional laboratory analysis included complete blood
count (CBC) and biochemical profile. We found that all markers of oxidative
stress are associated with parasite load, with significant increase (p<0.05) in
antioxidants (TAC and uric acid) and reduction in oxidants (TOC, TOC/TAC,
packed red cells TBARS) conditional on increased parasitism. However,
hematologic parameters presented no significant association with parasite load.
These findings suggest that anemia is independent of the extent of tissue
parasitism, occurrence of oxidative stress, or hemolytic mechanisms in CVL.

Keywords: Oxidants, Antioxidants, erythrocytes, hemolytic anemia, gPCR
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1 Introducgao

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenga causada por
protozoarios do género Leishmania spp, que ocorre em regides tropicais e
subtropicais. Em cées, apos a ficada da fémea do vetor, principalmente em
zonas com poucos pelos como na cabega (principalmente em regides nasal e
auricular) e nas areas inguinal e perianal. Com a inoculagdo do parasita na
derme, o protozoario se multiplica em macrofagos e se dissemina para outros
tecidos (SOLANO- GALLEGO et al., 2009). H4 uma relacdo direta entre o
quadro clinico e a carga parasitaria em de cides (RODRIGUEZ-CORTES et al.,
2007). A anemia é umas das alteragdes laboratoriais mais frequente em caes
infectados (REIS et al., 2006) e os mecanismos que causam a anemia na LVC
s&o multifatoriais e até o momento ndo estdo bem esclarecidos.

O estresse oxidativo foi recentemente descrito na LVC (ALMEIDA et al.,
2013), e Bildik et al. (2004) observaram uma relagéo entre anemia, o aumento
da peroxidacédo lipidica e a diminuicdo de antioxidantes em caes e o dano
eritrocitario pode estar associado a peroxidacao lipidica devido ao aumento de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (STOCKS; DORMANDY, 1971),
principalmente por este tipo celular ndo possuir capacidade de sintetizar novos
lipideos e proteinas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001). A perda de fluidez e
deformabilidade eritrocitaria decorrente das lesbes oxidativas na membrana
celular favorecem a fagocitose destas células por macréfagos (CHRISTIAN,
2000).

Em hamsters infectados com Leishmania spp. ja foi observada hemolise,
aumento da peroxidacao lipidica e aumento da carga parasitaria (SEN et al.,
2001), bem como alteragdes na eritropoiese da medula éssea (LAFUSE et al.,
2013). Com base nestas evidéncias, foi investigada a hipotese de que ha
associagdes entre a anemia e o0 estresse oxidativo e que tais alteragcdes sao

proporcionaais a carga parasitaria (CP) total e de diversos tecidos na LVC.
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2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido de acordo com 0s principios éticos em uso
de animais do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual Paulista (Protocolo CEUA-FOA 01984-2012).

2.1 Selegao dos Animais

Foram selecionados 39 caes adultos sem raca definida, naturalmente
infectados com Leishmania spp., todos provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses da Cidade de Aragatuba-SP e diagnosticados por meio da
identificacdo da forma amastigota ao exame citolégico de aspirado de linfonodo
popliteo. Os céaes positivos foram submetidos a eutanasia compulsoria

seguindo a legislagao vigente do pais.

2.2 Obtencao de amostras

Foram colhidos 5 mL de sangue total de cada animal por pungao da veia
jugular, dos quais 4 mL foram acondicionados em tubos heparinizados estéreis
para realizacdo de analises bioquimicas plasmaticas, 1 mL foi acondicionado
em tubo com EDTA para a realizagdo do hemograma. A carga parasitaria de
sangue e papa de leucécitos foram obtidas também através da puncéo de
jugular, a qual 10 mL foi acondicionado em tudo com EDTA para separagao de
papa de leucdcito e 2 mL para impregnagao em papel filtro Whatman® (DNA-
FTA Cards) . Para quantificagdo da CP em tecidos, imediatamente apds a
eutanasia, foram coletados "swab" conjuntival bilateral com material estéril e
armazenado em tubo plastico. As bidpsias de pele foram obtidas por punch de
ponta de orelha e armazenadas em tubo eppendorf contendo 200 uL de RNA
latter. As amostras sanguineas foram mantidas refrigeradas a -20°C até o

momento do processamento laboratorial.
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2.3 Analises Laboratoriais

As analises bioquimicas plasmaticas dos antioxidantes enddgenos foram
realizadas em espectrofotbmetro automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray
Bio-Medical Eletronics Co., Nanshan, China), previamente calibrado com
calibrador e soros controles niveis | e Il, utilizando-se reagentes comerciais
(Biosystems, Barcelona, Spain). A albumina foi determinada pelo método do
verde de bromocresol; bilirrubina pelo método sulfanilico diazotado e o acido
urico pelo método enzimatico uricase/peroxidase. A capacidade antioxidante
total plasmatica (TAC) foi determinada pelo método colorimétrico do cation
ABTS (2.2’-Azino diethyl-bezothiazoline sulfonic acid) em que antioxidantes
presentes no plasma inibem a oxidagdo dos subtratos presentes nos
reagentes, impedindo a mudanca de cor do meio, assim determinando a
capacidade antioxidante do plasma. Os resultados foram expressos em mmol
de equivalente de Trolox/L pos comparagao das amostras com curva padrao
de diversas concentragdes de Trolox (EREL, 2004). A capacidade de oxidante
total plasmatica (TOC) foi quantificada pelo método colorimétrico do laranja de
xinelol, conforme Erel (2005). Os resultados de TOC foram expressos em mmol
de peréxido de hidrogénio equivalente/L, antes da comparagdo das amostras
com a curva padrao de concentragdes variadas de peroxido de hidroxido. O
indice de estresse oxidativo foi calculada com a seguinte formula: TOC/TAC =
100 x [(TOC,H202 equivalente pmol/L)/(TAC,umol Trolox equivalente/L)], sendo
seu resultado expresso em taxa percentual (AYCICEK et al., 2005). Todas as
reacdes bioquimicas foram processadas em duplicata, a 37°C, conforme
orientacdes dos fabricantes.

Os valores do eritrograma foram obtidos com auxilio de contador
automatizado de células para uso veterinario (BC-2800Vet, Shenzhen Mindray
Bio-Medical Eletronics Co., Nanshan, China). A contagem de reticulécitos foi

realizada conforme Jain (1986). Ao obter 100uL de papa de leucdcitos foi
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adicionado 1700uL de solucédo de lise de eritrocitos (Solugdo de cloreto de
amonio), centrifugado, posteriormente retirado sobrenadante e lavado com
solugdo de PBS, este ultimo procedimento repetido até cinco vezes, seguido de
armazenamento a -20°C .

A peroxidacgao lipidica de plasma sanguineo e da papa de hemacias foi
determinada pelo método TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico),
descrito por Hunter (1985), com auxilio de leitor automatico de placas de 96
pocos (Readwell Touch, Robonik PVT LTD, Thane, India), em 545 nm. Os
valores foram expressos em ymol/L apdés comparagao das amostras com uma

curva de calibragcdo com diversas concentracées de de malondialdeido (MDA).

2.4 Avaliagao da carga parasitaria por reagdao em cadeia pela polimerase

em tempo real (QPCR)

O DNA das amostras de pele foi extraido utilizando-se reagentes
comerciais (Ear Tissue-ET®, Chemagen cmg-1011, Perkin Elmer), de acordo
com as instrugdes do fabricante, exceto a lise que foi realizada utilizando-se
50-100uL dependendo do tamanho (espessura e peso) da pele da orelha.
Foram adicionados 200uL de solugcdo tampédo ao DNA e acondicionado a -
20°C. O DNA dos "swab" conjuntivais foram extraidos utilizando-se o kit
Chemagen (PerkinElmer, cmg-1211), de acordo com as recomendacdes do
fabricante, exceto para lise de células da amostra, que foi utilizado um volume
de 500uL de tampao de lise por 30 minutos,, a 56°C. O DNA foi acondicionado
em 70uL de solugcdo tampéao e armazenado a -20°C.

O DNA da amostra de sangue colhida em papel filtro Whatman® (DNA-
FTA cards) e armazenado a -4°C, foi extraido utilizando-se o kit Chemagen
(PerkinElmer®), seguindo-se as instru¢cées do fabricante, tendo sido mantido
a -20°C até o processamento. Para extracao de DNA de papa de leucécitos foi
utilizada kit Chemagen (PerkinElmer®), sendo utilizados 25uL de papa de
leucécitos adicionados a 400uL de tampéao de lise de eritrécitos (Blood Lise
SDS) e 8uL de Proteinase K, incubando-se a solugao em 56°C por 18 horas
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(overnight). Apos este periodo foram realizadas trés sucessivas lavagens com
solugbes tampdes e separadas por esferas magnéticas, em seguida o
sobrenadante foi removido e realizou-se a secagem por aproximadamente 20
minutos sendo as amostras eluidas posteriormente em 200uL de tampao.

A gPCR foi realizada utilizando-se 900nM dos oligonucleotideos
iniciadores previamente validados por Francino et al. (2006) para amplificacdo
de 120 pares de bases do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania infantum: Leish
F (5'-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3) e Leish R (5'-
ACCCCCAGTTTTCCGCC-3') e 250 nM da sonda Leish prob (5'-
AAAAATgggTgCAgAAACCCCgTTC-3'), em um volume total de 13uL com 2x
TagMan master mix (Applied Biosystems®). As reacbes foram realizadas em
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, em termociclador 7500
Fast- Real Time PCR System (Applied Biosystems®). A quantificacdo do DNA
da Leishmania spp. foi feita com base em comparagdes de valores de Ct (do
inglés- Cycle threshold) com curva padrao construida a partir de 10 séries de
diluicdes (0,01 a 10° parasitos/mL) de DNA de culturas de promastigotas de
Leishmania infantum (ITAMP-263 DD8). Todas as amostras foram realizadas
em triplicata. Considerou-se positiva a amostra que apresentasse resultado de
carga maior que zero em Ct menor ou igual a 36. Amostras de DNA de
controles negativos foram obtidos através de sangue de 30 caes saudaveis da
Inglaterra, sem histérico de viagem ao exterior (controle de area ndo endémica)
e 40 caes da cidade de S&o Paulo (controle de area endémica).

O controle enddégeno da regiao foi realizada por meio da amplificagcao de
187 pares de bases a partir do gene B - actina, usando-se os oligonucleotideos
iniciadores ACTB F 5-CCTgCggCATCCATgAAA-3', ACTB R 5'-
g999TgCgATgATCTTgATCTT-3’ e ACTB ™ 5'-
AggACCTCTATgCCAACACAQTgCTgT-3°  (FAM-labelled TagMan, TIB
MOLBIOL, Alemanha). As curvas padrdes foram preparadas utilizando-se
nimero de copias do gene B - actina (10° a 10" por reagcao) a partir de
plasmideo contendo fragmento de 187 pares de bases deste gene. O

fragmento de DNA foi previamente clonado em TOPO PCR 2.1 (Invitrogen) em
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E. coli transformada. O gene B - actina foi quantificado a partir de uma reagao
gPCR separada para ensaio TagMan Leishmania. Parasitas possuem duas
copias do gene B - actina. Para comparagdo da CP em diferentes tipos de
amostras, o valor de parasitas foi normalizado, dividindo-se este valor pelo
numero de B - actina detectado na amostra.

A avaliagcédo da carga parasitaria foi realizada na School of Live Science

da Universidade de Warwick, Inglaterra.
2.5 Analise Estatistica

As cargas parasitarias (CP) obtidas por gqPCR em diferentes tecidos sao
compostas por uma distribuicdo de mistura: amostras podem apresentar CP =
0 com probabilidade 1T, ou distribuicdo log-normal com probabilidade 1 - 1.
Deste modo, a distribuicdo resultante possui alta assimetria a direita, nao
atendendo a pressuposicdo de normalidade da maioria dos testes estatisticos
convencionais. Assim, a relagcdo entre CP e cada uma das variaveis
hematoldgicas e de estresse oxidativo foi testada a partir do ajuste do seguinte
modelo linear exponencial:

log:o(y;+1)=u+x;bte;

Onde, relativo a amostra ', i é a CP, # é a média geral, i ¢é a
variavel testada, ® é o coeficiente angular da regressdo, e ¢ é o termo

residual. O modelo pressupde €~N(0'0§) , onde Ui € a variancia residual,
sendo que a aproximagado exponencial da variavel dependente atende ao
pressuposto. Esta parametrizacdo do modelo permite uma interpretacao direta
da estimativa de » . Espera-se que o acréscimo de uma unidade em <
multiplique a carga parasitaria por um fator 10? . Além disso, o sinal da
estimativa de © indica se a associagéo é positiva ou negativa.

A fim de representar a CP total, uma variavel sintética combinando as
CP nos diferentes tecidos foi produzida por meio de uma analise de
componentes principais. De forma breve, a matriz de CP log-transformadas e
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padronizadas foi fatorizada por meio da técnica de decomposicdo em valores
singulares. As contribuigdes relativas de cada CP original para a variancia dos
componentes principais foram utilizadas como critério de escolha da nova
variavel sintética. Todas as analises apresentadas foram realizadas no

software R v3.0.2 (disponivel em: www.r-project.org/)

3 Resultados

3.1 Caracterizagcao do quadro anémico, dos marcadores de estresse
oxidativo do plasma e dos eritrécitos de caes naturalmente infectados

com leishmaniose visceral

Os valores de eritrécitos, volume globular e hemoglobina apresentaram
grande variagdo nos caes com LVC (Tabela 1), e anemia do tipo normocitica
hipocrdmica néo responsiva foi observada em 100% dos casos. Apenas um
cao apresentou leve reticulocitose (JAIN, 1986). Nenhum cao apresentou
plasma hemolisado ou ictérico, e todos apresentaram hipoalbuminemia, nao

obstante 56,41% terem apresentado hiperproteinemia (Tabela 1).

3.2 Carga parasitaria tecidual e total

A carga parasitaria apresentou alta assimetria e variou amplamente em
todos os tecidos analisados (Tabela 2), sendo que o sangue foi o material
biolégico que menos expressou a infecgdo na LVC. A pele, por sua vez,
apresentou a maior amplitude de carga parasitaria, variando de 0 a 41,31
milhdes de parasitos por mililitro. As conjuntivas apresentaram-se como o
tecido mais sensivel para deteccdo da infeccdo, uma vez que a maioria das

amostras colhidas foram positivas para Leishmania spp.

Tabela 1- Anadlise estatistica descritiva (Mediana, média + desvio-padrdo e
amplitude) do eritrograma, marcadores de estresse oxidativo
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plasmatico e eritrocitario de caes naturalmente parasitados por
Leishmania spp.

Paréametro Mediana Média Valor de
referéncia*

Volume globular (L/L) 0,25 0,26+0,06 (0,17-0,44) 0,37-0,55
Hemacias (x10'4/L) 3,78 3,70+1,13 (1,86-6,22) 5,5-8,5
Hemoglobina (g/L) 75 73,80+21,80(36,00-122,00) 120-180
VCM (fL) 68,30 68,32+4,59(61,00-78,90) 60-77
CHCM (%) 29 29,19+1,16(26,90-31,80) 32-36
Albumina (g/L) 13,08 14,11+3,56(8,83-22,31) 26-33
Proteina total (g/L) 73,49 71,55+19,19(19,99-98,92) 54-71
Acido Urico (mmol/L) 0,03 0,04+0,02 (0,008-0,14) 0-0,11
Bilirrubina Total 1,53 2,05+1,53 (0,03-4,78) 1,71-8,55
(mmol/L)
TOC (umol/L) 64,67  89,75+100,26(0,02-273,80) NE
TAC (mmol/L) 0,52 23,55154,29(0,34-231,90) NE
TOC/TAC (%) 29,18  24,13+20,00(0,0024-53,69) NE
TBARS plasmatico 29,24  33,33+19,89(13,27-111,60) NE
(mmol/L)
TBARS eritrocitario 28,16 30,0948,97(13,75-46,84) NE
(mmol/L)

VCM - Volume corpuscular médio; CHCM - Concentragdo hemoglobina
corpuscular média; TOC — Capacidade de oxidantes total plasmatica; TAC—
Capacidade de Antioxidantes total plasmatica; NE- ndo encontrado, TBARS-
Substancias reativas ao acido tiobarbiturico. * Valores de referéncia
hematoldgicos (JAIN, 1986), bioquimicos (KANEKO, 1997).

Tabela 2- Analise estatistica descritiva (Mediana, Média + Desvio-Padrao e
Amplitude) para carga parasitaria quantificada em diferentes
tecidos em cées naturalmente parasitados por Leishmania spp.

Tecido Mediana Média
Pele 132.400,00 2.455.000,00+7.245.184,00(0- 41.310.000,00)
Sangue 0,00 2.757,00 + 11.558,88 (0-65.940,00)
Leucdcitos 361,70 13.630,00 £ 74.610,83 (0-467.100,00)
C.D 459,80 11.980,00 £ 28.553,45 (0-320.900,00)
C.E 403,10 39.440,00 + 80.761,80 (0-320.900,00)

C.D- conjuntiva direita; C.E- conjuntiva esquerda.

A decomposicdo em valores singulares da matriz da carga parasitaria
(CP) log-transformadas e padronizadas deu origem a cinco variaveis sintéticas
ortogonais (i.e., ndo correlacionadas). Cada variavel nova (componente

principal - PC) capturou diferentes porcentagens da variancia original: PC1 =
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53,72%, PC2 = 19,27%, PC3 = 18,85%, PC4 =6,43%, e PC5 = 1,73%. Além
de capturar a maior parte da variancia inicial, a variavel PC1 apresentou
contribuicdo mais equilibrada de cada uma das variaveis originais: pele =
25,34%, sangue = 8,81%, papa de leucdcitos = 11,36%, olho direito = 26,60%
e olho esquerdo = 27,89%. Logo, PC1 foi escolhida como variavel composta

para representar a carga parasitaria total dos animais.

3.3 Associacgao entre a carga parasitaria, o estresse oxidativo e a anemia

A carga parasitaria de todos os tecidos analisados apresenta pelo
menos uma associagdo com os marcadores de estresse oxidativo (Tabela 3).
Em relacdo aos parametros eritrocitarios, apenas o CHCM apresentou
associagdo com as conjuntivas. Por outro lado, a peroxidagdo lipidica
eritrocitaria foi o marcador de estresse oxidativo que apresentou a maior
associagao com a carga parasitaria dentre todos os tecidos analisados, exceto
0 sangue.

A conjuntiva foi o tecido que menos se mostrou negativo para carga
parasitaria e também o que mais se associou aos diferentes marcadores de
estresse oxidativo analisados (Tabela 3), havendo correspondéncia entre os
resultados obtidos em ambas conjuntivas. Embora a pele tenha apresentado as
maiores cargas parasitarias (Tabela 2), este tecido demonstrou menor
associagdo com os marcadores de estresse oxidativo, seguido do sangue e
leucdcitos (Tabela 3). Acredita-se que a pele possui maiores cargas por ser a
porta de entrada da infecgéo e pelo protozoario possuir tropismo pela area.

O acido urico apresentou associagao positiva e significativa em quatro
das seis cargas parasitarias analisadas (p<0,05). Apesar de a albumina ter
apresentado associagdes sugestivas com as mesmas cargas parasitarias que o
acido urico (p<0,01), estas associagdes foram negativas. A pele e o sangue
foram os tecidos que apresentaram menor numero de variaveis associadas

nesta analise.
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Tabela 3- Niveis de significancia para associagao entre a carga parasitaria de
tecidos de caes naturamente infectados por Leishmania spp. e
parametros eritrocitarios e de estresse oxidativo.

Pele Sangue Leucocitos C.D C.E PC1
Albumina NS (-)0,0795 * NS (-)0,0359 (-)0,0249 (-)0,0622 *
Acido urico NS 0,0227 ** NS 0,0256 ** 0,0105 ** 0,0338 **
CHCM NS NS NS 0,0342 ** 0,0793 * NS
TAC NS NS 0,0055*** NS NS NS
TOC NS NS NS (-)0,0840 (-)0,0301 NS
TOC/TAC NS NS NS (-)0,0188 (-)0,0244 NS
TBARS (-) 0,0046 NS (-) (-)0,0535 (-)0,0522 (-)0,0139
eritrocitario ** 0,0050*** * * **

gPCR- Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real; C.D- conjuntiva
direita; C.E- conjuntiva esquerda; TOC — Concentracdo de oxidante total
plasmatico, TAC- Capacidade de antioxidantes plasmatica.;TBARS-
Substancias reativas ao acido tiobarbiturico; PC1: carga parasitaria total; (- )
associagdo negativa entre a variavel e a carga parasitaria; NS- ndo
significativa; * 0,05 < p < 0,10 sugestivo; ** 0,01 < p <0,05 significante; *** p <
0,01 muito significante.

4 Discussao

A difusao da Leishmania spp no organismo € ampla e ja foi observada
em diferentes tecidos oculares de caes infectados (PENA et al., 2007). As
conjuntivas foram os tecidos que mais obtiveram associagcdes com as CP,
reforcando outros estudos que igualmente demonstram que o swab da
conjuntiva € uma boa alternativa para o diagnostico molecular em LVC por
evitar procedimentos invasivos (BERRAHAL et al., 1996; STRAUSS-AYALI et
al., 2004) e possuem sensibilidade semelhante aos nddulos linfaticos
(LOMBARDO et al., 2012) e a medula 6ssea (DE ALMEIDA et al., 2012).
Recentemente, Ceccarelli et al. (2014) também observaram que a conjuntiva
ocular é util para o primeiro diagnéstico da doencga. Os resultados da qPCR do
sangue no presente estudo reforcam a observagdo de estudos anteriores de
que este tecido apresenta baixo valor diagnéstico (LACHAUD et al., 2002;
REALE et al., 1999).



44

No presente estudo a CP sistémica calculada a partir da gPCR de varios
tecidos surge como uma boa alternativa para estabelecer associagdes com
alteracbes laboratoriais. Como n&o ha outros estudos similares sobre CP
sisttmica na LVC para fins de comparagdao, outras investigacbes sé&o
necessarias para melhor avaliar o potencial analitico desse parametro.

Embora a causa da anemia na LV seja considerada multifatorial, alguns
estudos tém associado a forma hemolitica ao estresse oxidativo (BILDIK et al.,
2004; STOCKS; DORMANDY, 1971;). As anemias hemoliticas se caracterizam
pelo aumento do indice ictérico plasmatico, bilirrubina plasmatica, e por serem
do tipo responsiva, com aumento dos reticulécitos circulantes que resultam
muitas vezes em aumentos de VCM e CHCM (THRALL et al., 2006). Em
humanos com LV, o conjunto de fatores como estresse oxidativo, fragilidade de
membrana do eritrécito, peroxidagao lipidica, eritrofagocitose sugerem que a
hemolise observada esta associada com comprometimento da integridade da
membrana dos eritrocitos (SAMANTA et al., 2012). Diferentemente os caes do
presente estudo nao apresentaram sinais de hemolise. Estes e outros
mecanismo necessitam ser investigados a fim de melhor entender o
mecanismo da anemia na LVC. Ha de ser considerado ainda que o presente
estudo se limita a um pequeno numero de casos de LVC e que co-infecgdes
podem mascarar o quadro hematolégico e afetar a sua relagdo com os
marcadores de estresse oxidativo.

Reis et al. (2006), igualmente nao identificaram sinais hematologicos de
hemolise na LVC, tendo classificado a anemia como normocitica normocrémica
nao responsiva. Divergindo parcialmente de Reis et al. (2006), nao foi
observada relagédo entre a CP e o grau da anemia estimada pelo VG, assim
como todos os caes apresentaram a forma hipocrémica. A hipocromia expressa
anemia por deficiéncia de ferro de origem nutricional uma vez que todos
animais selecionados foram capturados na rua e apresentavam baixo escore
corporal. A ma condicao nutricional dos caes pode também explicar em parte a
hipoalbuminemia observada. Baixas concentragcdes de albumina plasmatica e a

hiperproteinemia também tem sido associadas a resposta humoral policlonal da
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LVC (REIS et al.,, 2006; STRAUSS- AYALI; BANETH, 2001) a nefropatia
(ALMEIDA et al.,, 2013). Além disso, o baixo escore corporal pode estar
relacionado a hiporexia, manifestacdo clinica comum em caes em fases
avancadas da doenca.

Segundo Reis et al. (2006), o grau de anemia e disproteinemia na LVC
sdo maiores em caes sintomaticos e com a maior CP na medula 6ssea, porém
0 mesmo nao ocorreu em relagdo a CP de outros tecidos. Diferentemente, no
presente estudo somente o CHCM apresentou uma associagao positiva com as
CPs conjuntivais. Ha de se ressaltar que Reis et al. (2006) estimaram a CP a
partir da contagem de formas infectantes em tecidos em diferentes estagios
clinicos da LVC fazendo associagdo a sintomatologia. Utilizando gPCR foi
possivel estabelecer uma associagao negativa entre os valores de albumina
plasmatica com a CP total, assim como uma associagao igualmente negativa
com o sangue e as conjuntivas direita e esquerda.

A albumina é o antioxidante enddgeno plasmatico mais importante e sua
diminuicdo hipoteticamente poderia contribuir para o estresse oxidativo ja
descrito na LVC (ALMEIDA et al, 2013). De modo aparentemente
compensatoério, houve uma associacado positiva e similar entre a CP total e
tecidual (sangue e conjuntivas) e outro antioxidante importante, o acido urico,
que atua também como antioxidante ndo enzimatico, protegendo o organismo
contra ERO e radicais hidroxila (BECKER et al., 1993). A interpretacdo desses
resultados e o confronto com outros deve ser feita com cautela, uma vez que
nao encontramos em nossa revisao outros estudos que tenham quantificado a
associagao entre alteracdes hematoldgicas com a CP total estimada por gPCR.

Talvez a diferenca metodoloégica empregada possa em parte justificar a
divergéncia com outro estudo no qual haviamos observado um decréscimo na
concentracdo plasmatica de acido urico proporcional ao avango da LVC,
estagios Il e IV, classificado de acordo com a sinais clinicos (ALMEIDA et al.,
2013).

Neste ultimo estudo, com o avanco clinico da LVC foi observada uma

diminuicdo de albumina, somada a uma queda de acido urico e consequente
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aumento do TBARS plasmatico, caracterizando um tipico quadro de estresse
oxidativo por decréscimo dos valores de TAC. Comparado ao estudo de
Almeida et al. (2013), o TOC foi superior e os antioxidantes plasmaticos
(albumina, acido urico e TAC) inferiores, entretanto ndo houve associagao
entre a CP e TBARS plasmatico. Ja as associagdes negativas da CP com
TOC, positiva em relagédo ao TAC e o indice de estresse oxidativo (TOC/TAC)
sugerem que nos caes com LVC investigados o estresse oxidativo ndao esta
associado a CP. Considerando a similaridade entre métodos analiticos e
equipamentos empregados no estudo de Almeida et al. (2013), é provavel que
aparente contradicdo entre este dois estudos seja resultante da diferenga de
abordagem do tema de investigacdo, sendo que neste estudo nao houve
classificagdo do grau de infecgao dos caes com leishmaniose. Paltrinieri et al.
(2010) também n&o observaram diferenga entre substancias derivadas de ERO
em cées com leishmaniose, enquanto que Almeida et al. (2013) observaram no
estagio mais severo da LVC uma diminuicdo de superdxido e aumento de
apoptose de neutrdfilos.

Diferentemente de relatos em humanos e animais de laboratorio, com
base no conjunto dos resultados obtidos, n&o foi possivel estebelecer em caes
com LV uma relagdo entre o estresse oxidativo, a peroxidagao lipidica e
anemia hemolitica. O fato de nao ter sido observado qualquer alteracéo
hematoldgica compativel com hemolise e oxidagdo no presente estudo, assim
como a observagdo de que ha uma associagdo negativa entre a TBARS
eritrocitario e a CP total e tecidual (pele, leucécitos e conjuntivas) sugerem que

este tema merece ser melhor investigado.

5 Conclusao

O grau de anemia independe da CP e a sua causa nao esta associada

ao estresse oxidativo, a peroxidacao lipidica ou qualquer outro mecanismo

hemolitico.
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CAPITULO 3- ASSOCIAGOES ENTRE AS ALTERAGOES CLIiNICO-
LABORATORIAIS E CARGA PARASITARIA TOTAL NA LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

TORRECILHA, R. B. P'; UTSUNOMIYA, Y. T.3, COURTENAY, D. A. 0.3
CALVO-BADO, L.3; DINGER, E.3; NUNES, C. M.%; CIARLINI, P.C.°

RESUMO- A leishmaniose visceral € uma antropozoonose cujo
principal reservatorio urbano € o cdo doméstico. O numero e a intensidade das
manifestagcdes clinicas sao variaveis, sendo sua relagdo com a extensao do
acometimento sistémico ainda pouco caracterizada. Este estudo teve como
objetivo avaliar associagbes entre as principais alteragdes clinicas e
laboratoriais encontradas na doenga com a carga parasitaria (CP) quantificada
por meio da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR) de diversos tecidos, incluindo sangue, papa de leucécitos, pele e
conjuntivas. Aditivamente, foi realizada uma analise de componentes principais
da variancia do parasitimos em diferentes tecidos em uma unica variavel
representativa da CP total. Foram realizados exame fisico completo,
hemograma e perfil bioquimico de 39 animais naturalmente infectados. Exceto
pelo sangue, as associagbes entre as alteragdes clinico-laboratoriais e a CP
dos diferentes tecidos e a CP total foram semelhantes. Os resultados obtidos
sugerem que a presencga de caquexia, onicogrifose, linfadenomegalia poplitea
e alteragdes dermatoldgicas sdo as alteragdes que melhor se associaram com
0 grau de parasitismo. A variavel mais significativa foi a linfadenomegalia do
popliteo (p = 2,99 x 10°), seguida das alteragdes dermatoldgicas (p = 5,45 x
107). O conjunto dos resultados permitem concluir que algumas das alteracdes
clinicas comuns e de facil avaliagao refletem a extensdo do parasitismo na
leishmaniose visceral canina.

Palavras-chave: Sinais clinicos, parasitismo, qPCR, Leishmania spp., Canis
lupus familiaris
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CHAPTER 3- ASSOCIATIONS BETWEEN CLINICAL AND LABORATORY
ALTERATIONS AND PARASITE LOAD IN VISCERAL LEISHMANIASIS

TORRECILHA, R. B. P'; UTSUNOMIYA, Y. T.2; COURTENAY, D. A. O3
CALVO-BADO, L.3; DINGER, E.3; NUNES, C. M.%; CIARLINI, P.C.°

ABSTRACT- The number and intensity of clinical alterations in canine
visceral leishmanisis (CVL) are widely variable, and the relationship between
these alterations and the extent of parasitism across tissues is still poorly
characterized. We aimed at assessing associations between major clinical and
laboratory alterations and parasite load across different tissues in naturally
infected dogs. Parasitism in peripheral blood, skin, right and left conjunctiva,
and packed white cells was estimated by quantitative polymerase chain reaction
(gPCR). Additionally, we used the principal components analysis techinique to
summarize the parasite load observed in multiple tissues into a single variable.
Complete physical examination, blood cell count, and biochemical profile were
performed in a total of 39 animals. Except for the peripheral blood, associations
between clinical and laboratory alterations and parasitism was similarly
significant across tissues. Significant differences in the average parasite load
was detected between the groups of animals with presence or absence of
cachexy, onychogryphosis, popliteal lymphadenomegaly, and dermatological
alterations. The most significant variable was popliteal lymphadenomegaly (p =
2.99 x 10, followed by dermatological alterations (p = 5.45 x 10°). These
findings indicate that common clinical alterations of effortless measurement,
reflect the extension of the parasitism across tissues in CVL.

Keywords: Clinical signs, parasitism , qPCR , Leishmania spp , Canis lupus
familiaris
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1 Introducgao

A leishmaniose visceral € uma enfermidade parasitaria endémica em
regides tropicais e subtropicais, causada por protozoarios do género
Leishmania spp. Distribuida em 21 estados brasileiros, a doenga é
responsavel por uma média de 3.500 casos humanos e 277 mortes anuais
(MARTINS-MELO et al., 2014). Somente no estado de Sao Paulo, entre 1999 a
2013, foram registrados 192 6bitos e 2.204 casos (SAO PAULO, 2014). Nas
areas urbanas, o cdo é o principal reservatorio da forma visceral, e s6 na
cidade de Aracgatuba, entre 1999 e 2004, 41.774 animais foram submetidos a
eutanasia pelo Centro de Controle de Zoonoses, de forma que a prevaléncia da
doenca na cidade é de cerca de 9% (ANDRADE et al., 2007).

Em céaes, apds a ficada da fémea do vetor, principalmente em zonas
com poucos pelos como na cabega (principalmente em regides nasal e
auricular) e nas areas inguinal e perianal. Com a inoculagdo do parasita na
derme, o protozoario se multiplica em macrofagos e se dissemina para outros
tecidos (SOLANO- GALLEGO et al., 2009). Molina (1997) observou que o
aumento de flebotomineos infectados esta associado aos sinais clinicos mais
severos em caes, provavelmente pelo aumento do parasitismo.

As alteragdes clinicas na leishmaniose visceral canina (LVC) sdo amplas
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009), e as mais comuns incluem lesdes de pele,
onicogrifose, linfadenomegalias, perda de peso, atrofia muscular, intolerancia a
exercicios, hiporexia, letargia, hepatoesplenomegalia, poliuria e polidipsia,
lesbes oftalmicas, epistaxe, claudicagdo, vomito e diarréia (BANETH et al.,
2008; CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; SOLANO-GALLEGO
et al., 2009).

Entre as varias alteragdes hematoldgicas encontradas em caes
naturalmente ou experimentalmente infectados estdo a anemia normocitica

normocrébmica, a leucopenia por eosinopenia e/ou linfopenia, e a
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hiperproteinemia. Nas alteragdes bioquimicas destacam-se o aumento de
globulinas e a hipoalbuminemia (REIS et al., 2006).

A LVC pode ser diagnosticada por meio de exames parasitologicos,
soroldgicos, ou métodos moleculares associados a parametros clinicos e
epidemiologicos (MIRO et al., 2008). Os testes sorologicos para o diagnostico
da LVC s&o os procedimentos mais utilizados (GOMES et al.,, 2008), no
entanto, o diagndstico da doenca se torna dificil quando os animais apresentam
baixos titulos de anticorpos ou ha reatividade cruzada (COURA-VITAL et al.;
2011; FERREIRA et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2001;
TRONCARELLI et al., 2009). O diagndstico molecular de Leishmania spp.
proporciona alta sensibilidade e especificidade (GRAMICCIA, 2005; SOLCA et
al., 2012), sendo a utilizagdo da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction
— Reacdo em Cadeia da Polimerase) quantitativo em tempo real (QPCR)
altamente sensivel até em pequenas cargas parasitarias (FRANCINO et al.,
2006; MANNA et al., 2009; MARY et al., 2004). As amostras mais utilizadas
para este diagnostico molecular sdo: bago, medula éssea, linfonodos e pele
(MAIA et al., 2008; MIRO et al., 2008; SOLCA et al., 2012).

Apesar da caracterizagdo da extensao da infec¢ao por Leishmania spp.
em diferentes tecidos ser possivel por meio de qPCR, relatos de associag¢des
entre carga parasitaria e ocorréncia de sinais clinicos ou alteragdes
hematoldgicas e bioquimicas ainda se restringem a poucos estudos (MANNA et
al., 2009; REIS et al., 2006). Assim, o presente trabalho objetivou investigar
associagdes entre a carga parasitaria na pele, conjuntiva, sangue e papa de
leucdcitos, com alteragbes clinicas em caes naturalmente infectados.
Adicionalmente foi realizada as mesmas associagdes com CP total calculada a

partir de diferentes tecidos.
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2 Material e Métodos

2.1 Selegao dos Animais

O estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos em uso de
animais do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual Paulista (Protocolo CEUA-FOA 01984-2012).

Foram selecionados 39 caes naturalmente infectados por Leishmania
spp., provenientes do Centro de Controle de Zoonose da Cidade de
Aracgatuba-SP. O diagndstico de infecgao foi realizado por exame citolégico de
aspirado de linfonodo popliteo. Foi realizada a coleta de sangue seguida de
eutanasia e coleta de amostras de tecidos. As amostras sanguineas foram
mantidas a -4°C até o momento do processamento laboratorial. Animais

negativos ao exame citologico nao foram utilizados.

2.2 Alteragoes clinicas e avaliagdes laboratoriais

Foram realizados exames fisicos completos e os animais foram
classificados de acordo com presenga ou auséncia de sinais clinicos
caracteristicos da LVC. As alteragdes dermatoldgicas foram consideradas na
presenga de alopecia, descamacdo cutdnea, hiperpigmentacédo e
hiperqueratose. Por representar uma alteracdo dermatologica de maior
gravidade, a presenca de ulceragdes na pele foi tratada como uma variavel
independente. De forma semelhante, alteragdes oftalmicas foram definidas
como presenga de uveites e/ou conjuntivites. Os animais foram classificados
quanto ao aspecto nutricional como caquético, normal e obeso.

Considerou-se portador de lesdao hepatica caes com niveis plasmaticos
de aspartato aminotransferase (AST) e alanino aminotransferase (ALT) acima
de 66 U/L e 102 U/L, respectivamente. Caes com valores de creatinina e ureia,

acima de 132,6 mmol/L e 8,33 mmol/L, respectivamente foram classificados
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como nefropatas. No presente estudo foram adotados os valores de referéncia
de normalidade para perfil bioquimmico e hematoldgico de caes considerados
por Kaneko et al. (1997) e Jain, (1986).

Para analises laboratoriais foram colhidos cinco mililitros de sangue total
de cada animal, por pung¢do jugular, dos quais quatro mililitros foram
acondicionados em tubos heparinizados estéreis para realizacédo de analises
bioquimicas, apds obtencdo do plasma. O restante do sangue foi
acondicionado em tubo com EDTA para realizagdo do hemograma em contador
automatizado de células veterinario (BC-2800 Vet, Shenzhen Mindray Bio-
Medical Eletronics Co., Nanshan, China).

Amostras de urina foram obtidas por cistocentese para realizagdo do
exame de urina tipo |, sendo a densidade urinaria obtida por refratometria, € o
exame quimico realizado utilizando-se tiras reagentes comerciais (Combur10
test®, Roche, Mannheim, Germany). A analise do sedimento foi feita segundo
recomendagdes de Osborne et al.(1995).

As analises bioquimicas plasmaticas foram realizadas em
espectrofotdbmetro automatizado (BS 200, Biosystems, Barcelona, Espain)
previamente calibrado com calibrador e soros controles niveis | e Il, utilizando-
se reagentes comerciais (Biosystems, Barcelona, Espain). Foi determinado o
teor de ureia (método enzimatico UV urease/glutamato desidrogenase);
creatinina (método cinético do picrato alcalino); albumina (método do verde de
bromocresol); colesterol (método enzimatico oxidase/peroxidase); triglicerideos
(método de glicerol fosfato oxidase/peroxidase); proteina plasmatica total
(método do biureto); bilirrubina total (método sulfanilico diazotado); acido urico
(método enzimatico uricase/peroxidase); aspartato aminotrasferase e alanina
aminotrasferase (ambas pelo método cinético UV segundo IFCC); os niveis de
globulina foram determinados pela diferenga entre proteina total e albumina.
Todas as reagdes bioquimicas foram processadas a 37°C, conforme

orientagdes dos fabricantes.
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2.3 Avaliagao da carga parasitaria por qPCR

O DNA das amostras de pele foi extraido utilizando-se reagentes
comerciais (Ear Tissue-ET®, Chemagen cmg-1011, Perkin Elmer), de acordo
com as instrugdes do fabricante, exceto a lise que foi realizada utilizando-se
50-100uL dependendo do tamanho (espessura e peso) da pele da orelha.
Foram adicionados 200uL de solugcdo tampédo ao DNA e acondicionado a -
20°C. O DNA dos "swab" conjuntivais foram extraidos utilizando-se o kit
Chemagen (PerkinElmer, cmg-1211), de acordo com as recomendacdes do
fabricante, exceto para lise de células da amostra, que foi utilizado um volume
de 500uL de tampéao de lise por 30 minutos,, a 56°C. O DNA foi acondicionado
em 70uL de solugcédo tampao e armazenado a -20°C.

O DNA da amostra de sangue colhida em papel filtro Whatman® (DNA-
FTA cards) e armazenado a -4°C, foi extraido utilizando-se o kit Chemagen
(PerkinElmer®), seguindo-se as instru¢ées do fabricante, tendo sido mantido
a -20°C até o processamento. Para extracdo de DNA de papa de leucdcitos foi
utilizada kit Chemagen (PerkinElmer®), sendo utilizados 25uL de papa de
leucdcitos adicionados a 400uL de tampéao de lise de eritrécitos (Blood Lise
SDS) e 8uL de Proteinase K, incubando-se a solugdo em 56°C por 18 horas
(overnight). Apos este periodo foram realizadas trés sucessivas lavagens com
solugdes tampdes e separadas por esferas magnéticas, em seguida o
sobrenadante foi removido e realizou-se a secagem por aproximadamente 20
minutos sendo as amostras eluidas posteriormente em 200uL de tampéao.

A gPCR foi realizada utilizando-se 900nM dos oligonucleotideos
iniciadores previamente validados por Francino et al. (2006) para amplificagéo
de 120 pares de bases do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania infantum: Leish
F (5'-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3') e Leish R (5'-
ACCCCCAGTTTTCCGCC-3') e 250 nM da sonda Leish prob (5'-
AAAAATgggTgCAgAAACCCCgTTC-3"), em um volume total de 13uL com 2x
TagMan master mix (Applied Biosystems®). As reagdes foram realizadas em
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, em termociclador 7500
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Fast- Real Time PCR System (Applied Biosystems®). A quantificagdo do DNA
da Leishmania spp. foi feita com base em comparagdes de valores de Ct (do
inglés- Cycle threshold) com curva padrao construida a partir de 10 séries de
diluicdes (0,01 a 10° parasitos/mL) de DNA de culturas de promastigotas de
Leishmania infantum (ITAMP-263 DD8). Todas as amostras foram realizadas
em triplicata. Considerou-se positiva a amostra que apresentasse resultado de
carga maior que zero em Ct menor ou igual a 36. Amostras de DNA de
controles negativos foram obtidos através de sangue de 30 caes saudaveis da
Inglaterra, sem histérico de viagem ao exterior (controle de area ndo endémica)
e 40 caes da cidade de S&o Paulo (controle de area endémica).

O controle enddégeno da regiao foi realizada por meio da amplificacéo de
187 pares de bases a partir do gene B - actina, usando-se os oligonucleotideos
iniciadores ACTB F 5-CCTgCggCATCCATgAAA-3', ACTB R 5'-
g99gTgCgATgATCTTgATCTT-3’ e ACTB ™ 5-
AggACCTCTATgCCAACACAQTgCTgT-3  (FAM-labelled TagMan, TIB
MOLBIOL, Alemanha). As curvas padrbes foram preparadas utilizando-se
nimero de copias do gene B - actina (10° a 10" por reagdo) a partir de
plasmideo contendo fragmento de 187 pares de bases deste gene. O
fragmento de DNA foi previamente clonado em TOPO PCR 2.1 (Invitrogen) em
E. coli transformada. O gene B - actina foi quantificado a partir de uma reagao
gPCR separada para ensaio TagMan Leishmania. Parasitas possuem duas
copias do gene B - actina. Para comparagdo da CP em diferentes tipos de
amostras, o valor de parasitas foi normalizado, dividindo-se este valor pelo
numero de B - actina detectado na amostra.

A avaliagéo da carga parasitaria foi realizada na School of Live Science

da Universidade de Warwick, Inglaterra.
2.4 Analise Estatistica

As cargas parasitarias (CP) obtidas por meio da qPCR em diferentes

tecidos sdo compostas por uma distribuicdo de mistura: amostras podem
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apresentar CP = 0 com probabilidade 11, ou distribuicdo log-normal com
probabilidade 1 - 1. Deste modo, a distribuicdo resultante possui alta assimetria
a direita, ndo atendendo a pressuposi¢cdo de normalidade da maioria dos testes
estatisticos convencionais. Assim, a fim de obter uma melhor aderéncia dos

dados aos requisitos dos procedimentos de inferéncia estatistica, as CP foram

transformadas por meio da fungao logaritmica logyo(y+1) ,onde V representa
a CP.

A seguir, diferencas na distribuicdo das CP log-transformadas entre
animais com presencga ou auséncia de cada uma das alteragdes clinicas foram
testadas a partir do teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney. Apesar de
menos robusto do que o test t ndo pareado em dados que aderem a
normalidade, o teste U ndo possui pressuposicdes distribucionais explicitas,
sendo apropriado ao teste dos dados log-transformados.

A fim de representar a CP total, uma variavel sintética combinando as
CP nos diferentes tecidos foi produzida por meio de uma analise de
componentes principais. De forma breve, a matriz de CP log-transformadas e
padronizadas foi fatorizada por meio da técnica de decomposi¢do em valores
singulares. As contribui¢des relativas de cada CP original para a variancia dos
componentes principais foram utilizadas como critério de escolha da nova
variavel sintética. Todas as analises apresentadas foram realizadas no

software R v3.0.2 (disponivel em: www.r-project.org/).
3 Resultados

3.1 Alteragdes de sinais clinicos, hematolégicas e do perfil bioquimico de

caes naturalmente infectados com leishmaniose visceral.

As alteragdes clinicas caracteristicas da doenga foram observadas na
maioria dos animais (Figura 1). Foram realizadas 17 analises hematoldgicas,
sendo anemia a alteragcdo mais frequente. Todos os animais apresentaram

anemia normocitica hipocrdmica. Somente trés animais ndo apresentaram
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alteragbes no numero de plaquetas, os demais (82,35%) apresentaram
trombocitopenia. Trés dos caes apresentaram leucopenia e dois apresentaram
leucocitose por neutrofilia, sendo que um desses animais apresentava lesao

ulcerativa purulenta em membro pélvico.

Hipoalbuminemia
Anemia
Trombocitopenia
Hiperglobulinemia
Onicogrifose
Dermatoldgicas
Oftalmicas
Linfadenomegalia
Proteina total
Caquexia

Ulceras na pele
Renal

Hepatica
Leucopenia
Leucocitose

0 20 40 60 80 100

Presencga de alteracdes (%)

Figura 1- Frequéncia de alteragbes clinicas e laboratoriais de caes
naturalmente infectados por Leishmania spp.

Em relagdo as alteragdes bioquimicas, todos os animais (n=39)
apresentaram hipoalbuminemia, 71,74% hiperglobulinemia e 56,41%
hiperproteinemia. Somente 12,82% dos animais apresentaram aumento de ALT
e 17,94% aumento de AST. Apenas 7,69% dos animais apresentaram aumento

de creatinina e 23,07% aumento de ureia.
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Tabela 1- Resumo da estatistica descritiva dos valores hematoldgicos e perfil

bioquimico de caes naturalmente parasitados por Leishmania spp.

Exame . . Parametro n Minimo Maximo Mediana Média Desv~|o
Laboratorial padrao
Hemograma E/L‘?'L“)me globularyz 617 044 025 026 006
Hemacias
(1012”_) 17 1,86 6,22 3,78 3,70 1,13
gﬁ[‘;ogbbma 17 3600 122,00 7500 73.80 21,80
VCM (fL) 17 61,00 78,90 68,30 68,32 4,59
CHCM (%) 17 26,90 31,80 29,00 29,19 1,16

Leucdcitos totais17 340 18,90 11,10 10,63 4,69

(109/L)
Plaquetas
(ogun) 17 17 247 52,00 87,65 72,98
FB’.erf",. Albumina (g/L) 39 8,83 2231 13,08 14,11 356
ioquimico
ALT (UIIL) 39 926 266,00 3240 5187 5973
AST (UIIL) 39 1222 200,00 3857 51.02 3625
Colesterol 39 097 835 435 452 1,60
(mmol/L)
Creatinina 39 4331 36244 7956 9724 62,76
(mmol/L)
g/oLt)e'”a otalyg 1999 9892 7349 7155 19,19
Ureia (mmol/l) 39 251 4614 549 10,25 10,98
Globulinas (g/L) 39 12,79 85.95 60,67 5802 17.04
Bilirubina  Totalyy 934 478 153 205 1,53
(mmol/L)
Triglicerideos 39 33 156 073 075 0,27
(mmol/L)
Urindlise  Densidade 17 1,013 1,049 1,025 1,030 12,08
N- Numero de observagdes; VCM — Volume corpuscular médio; CHCM —
Concentragao hemoglobinica corpuscular media; AST-Aspartato

Aminotransferase; ALT-Alanino Aminotransferase.

3.2 Anadlise de componentes principais

A decomposicdo em valores singulares da matriz de CP log-
transformadas e padronizadas deu origem a cinco variaveis sintéticas

ortogonais (i.e., ndo correlacionadas). Cada variavel nova (componente
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principal - PC) capturou diferentes porcentagens da variancia original: PC1 =
53,72%, PC2 = 19,27%, PC3 = 18,85%, PC4 = 6,43%, e PC5 = 1,73%. Além
de capturar a maior parte da variancia inicial, a variavel PC1 apresentou
contribuicdo mais equilibrada de cada uma das variaveis originais: pele =
25,34%, sangue = 8,81%, papa de leucocitos = 11,36%, conjuntiva direita =
26,60% e conjuntiva esquerda = 27,89%. Logo, PC1 foi escolhida como

variavel composta para representar a carga parasitaria total.
3.3 Associacao entre alteragoes clinicas e parasitismo

O teste U de associacdo entre carga parasitaria e cada uma das
alteragdes clinicas foi realizado condicional ao tamanho amostral minimo de 5
animais em cada grupo (alteragdo presente ou ausente). Desta forma, as
variaveis anemia, trombocitopenia, leucocitose e leucopenia nao foram
avaliadas estatisticamente.

O sangue foi o unico tecido onde o parasitismo nao apresentou
associagdes com alteragbes clinicas (Figura 2). Em contraste, a pele e as
conjuntivas apresentaram o maior numero de associagdes. O sinal clinico que
apresentou o maior nimero de associagoes foi a linfadenomegalia do linfonodo
popliteo, seguido das alteracbes dermatoldgicas. As alteragdes renais e
hepaticas ndo apresentaram associagbes com a carga parasitaria.

De maneira geral, as associa¢gdes apontadas condizem com o consenso
dos resultados das cargas nos diferentes tecidos, e sugerem a presenca de
caquexia, onicogrifose, linfadenomegalia poplitea e alteracbes dermatoldgicas
como preditoras do alto parasitismo sistémico (Figura 3). A variavel mais
significativa foi a linfadenomegalia do popliteo (p=2,99 x 107°), seguida das

alteracdes dermatoldgicas (p=5,45 x 107).
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leucdcitos (C), conjuntiva direita (D) e conjuntiva esquerda (E) de
acordo com a presencga ou auséncia de caquexia, hiperglobulinemia,
linfadenomegalia do linfonodo popliteo, onicogrifose, ulceras na pele,
e alteragcdes hepatica, renal, dermatologica e oftalmica. Barras de
erro representam o erro padrao da média. Os niveis de significancia
considerados foram: sugestiva * (0,05 < p < 0,10), moderada ** (0,01
<p =0,05), alta *** (0,01 < p =<0,001), € muito alta **** (p < 0,001).

Carga parasitaria sistémica
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Figura 3- Grafico de barras da média do primeiro componente principal (PC1)

de acordo com a presenga oOu auséncia de caquexia,
hiperglobulinemia, linfadenomegalia do linfonodo popliteo,
onicogrifose, Uulceras na pele, e alteragdes hepatica, renal,
dermatoldgica e oftalmica. O PC1 deriva da decomposi¢cdo em
valores singulares da matriz de cargas parasitarias log-
transformadas e padronizadas, capturando 53,72% da variancia
total. Portanto, PC1 é uma variavel sintética que representa a
variagao na carga parasitaria sistémica. As contribuicdes relativas de
cada tecido para o PC1 sao: pele = 25,34%, sangue = 8,81%, papa
de leucdcitos = 11,36%, conjuntiva direita = 26,60% e conjuntiva
esquerda = 27,89%. Barras de erro representam o erro padrao da
média. Os niveis de significancia considerados foram: sugestiva *
(0,05 < p £0,10), moderada ** (0,01 < p < 0,05), alta *** (0,01 <p <
0,001), e muito alta **** (p < 0,001).

4 Discussao

Por ndo apresentarem suficiente variabilidade no presente estudo, as

variaveis anemia, leucopenia, leucocitose e trombocitopenia nao foram

avaliadas estatisticamente. No entanto, o grande numero de animais
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apresentando anemia e trombocitopenia sugerem que estas alteragdes
hematoldgicas sdo comuns na doenca e independem da CP. Ha de se
considerar que estas alteracbes podem também serem devidas a doengas
concomitantes. Por outro lado, o pequeno numero de animais apresentando
alteracgdes leucocitarias sugere que estas possuem baixa incidéncia ou estéo
associadas a diferentes fases da infeccdo. Estudos mais amplos sao
necessarios para melhor avaliar sua associagdo com a CP.

Os resultados obtidos no presente estudo colaboram com o conceito de
que o sangue e a papa de leucdcitos sdo de menor valor diagnéstico (REALE
et al.,, 1999), mas possui a vantagem de ser menos invasivo que a medula
Ossea e bidpsias. Ceccarelli et al. (2014) observaram que os valores de
globulina e hemoglobina estdo fortemente associadas a conjuntiva, enquanto
que neste trabalho a hiperglobulinemia somente foi associada com CP de papa
de leucdcito.

A maioria dos estudos encontrados demonstram a positiva relagao entre
os sinais clinicos e a CP em diversos tecidos, sendo que Solca et al. (2014)
demonstraram correlagao positiva entre a CP no bacgo e sinais clinicos em
cées. Além do baco, essa associacdo ja foi descrita em pele e linfonodo
(MANNA et al., 2009; REIS et al., 2006; SANCHEZ et al., 2004), corroborando
com este estudo. Reis et al. (2006) observaram que caes sintomaticos
apresentam maior CP em relagdo aos oligossintomaticos e assintomaticos.
Barrouin-Melo (2006) associou a presengca de parasita no bago com os
achados clinicos de caes, onde obteve positividade de 77% em lesao de pele,
72% na linfadenopatia, 19% nas altera¢des oculares e 4% na caquexia, sendo
que estes sinais clinicos também foram os que mais se associaram com as
cargas parasitarias deste estudo.

Cardoso e Cabral (1998) relatam que alteragdes dermatoldgicas sao
frequentes em animais com LVC e podem ocorrer na auséncia de outros sinais
clinicos. Solano-Gallego et al. (2001) observaram um grande numero de
animais assintomaticos, e afirma que a pele € um tecido com altas taxas de

parasitas. Controversamente, animais assintomaticos em areas endémicas
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podem ser identificados a partir da presenga de parasitas na pele (MARZOCHI
et al.,, 1985), sendo que no presente estudo a pele ndo foi o tecido mais
sensivel para a presenga de parasita, mas foi um sinal clinico com forte
associacdo com a CP.

Manna et al. (2009) observaram que 90% dos caes apresentaram
linfadenomegalia, seguido de alteragcdes dermatologicas, lesdes oculares e
perda de peso, corroborando com os achados do presente estudo. Mary et al.,
(2004) também relata correlagao entre carga parasitaria e ocorréncia de sinais
clinicos, mesmo em tecidos distintos a presenca de sinais clinicos e de
parasitas estdo altamente relacionadas. Ainda que ha discordancia sobre a
amostra a ser analisada, a maioria dos trabalhos utilizam tecidos linféides,nao
obstante algumas vezes o figado apresenta maior CP que o bago em caes
assintomaticos e sintomaticos (SANCHEZ et al., 2004). Estes achados
sugerem que a presenga de sinais clinicos podem estar associadas a diversos
tecidos e devem ser melhores estudadas.

No presente estudo, nem todas alteragbes clinicas apresentaram
associagao positiva com as CP, porém algumas alteragdes clinicas comuns e
de facil observagcdo como a linfadenomegalia do popliteo, as alteragdes
dermatoldgicas e a ocorréncia de onicogrifose mostraram-se uma maior
associagdao com a alta CP. Estes achados sugerem que a manifestacao de
sinais clinicos da doenca representa a extensao da infecgao.

O aspirado de baco e medula Oéssea, apesar de invasivos, sao
constantemente utilizados e possuem alta sensibilidade (SOLCA et al., 2014;
MAIA, 2008). A difusdo da Leishmania spp no organismo € ampla e ja foi
observada em diferentes tecidos oculares de caes infectados (PENA et al.,
2008). A utilizagao de swab na conjuntiva para diagndstico molecular em LVC
foi introduzida e reduz a necessidade de procedimentos invasivos (STRAUSS-
AYALI et al.,, 2004), no presente estudo as conjuntivas apresentam
sensibilidade semelhante a nodulos linfaticos (LOMBARDO et al.,, 2012) e

medula 6ssea (De ALMEIDA et al., 2012). Mais recentemente, Ceccarelli et al.
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(2014) também observaram que a conjuntiva ocular € util para o primeiro

diagnostico da doenca.

5 Conclusao

O aumento da carga parasitaria estabelece forte associagdo com alguns
sinais clinicos em caes com leishmaniose visceral, sendo que a
linfoadenomegalia do popliteo e as alteragbes dermatoldgicas sao fortes
indicadores de alto parasitismo. A presenca de uma ou mais manifestacoes
clinicas da doenca potencialmente podem ser utilizados como preditoras da

extensdo da infecgao sistémica na LVC.
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