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Honse, C. O. Alteragcdes hemostaticas em cdes naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi provenientes de inquéritos soroldgicos
realizados pela Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro;
2008. 93 f. Dissertacao [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencgas Infecciosas] —
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

Foram estudados 35 cades adultos, sem raca definida, divididos em 2 grupos: LVC
(leishmaniose visceral canina; n=11) e CNCP (caes negativos em cultura parasitologica;
n=24). Um terceiro grupo (sadio, n=18) foi utilizado como parémetro de referéncia dos
testes de coagulagdo sanguinea. O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de
alteracbes hemostaticas em caes naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)
chagasi provenientes de inquéritos sorolégicos para LVC realizados pela Secretaria
Municipal de Saude do Rio de Janeiro. A hemostasia primaria foi avaliada através da
contagem de plaquetas e mensuragdo do tempo de sangramento; a hemostasia
secundaria, através da mensuracdo dos tempos de protrombina e tromboplastina
parcial ativada; e a fibrindlise, através da deteccdo dos produtos de degradagdo da
fiborina em teste de aglutinagdo em latex. Adicionalmente, foram realizados o
hemograma e detecgdo de anticorpos contra Ehrlichia canis e Borrelia burgdorferi e
antigenos de Dirofilaria immitis de todos os animais. De acordo com os resultados
obtidos, ndo foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre o grupo LVC e o grupo
CNCP, ainda que ambos apresentassem alteracdes na hemostasia primaria, secundaria
elou fibrindlise. Em virtude da co-infec¢do de alguns animais do grupo LVC por
Ehrlichia canis, ndo foi possivel atribuir as alteracbes encontradas exclusivamente ao
agente Leishmania (Leishmania) chagasi, sendo necessaria a realizacdo de novos
estudos para melhor compreensao sobre a patogenia desta doenca.

Palavras-chave: 1. Hemostasia. 2. caes. 3. Leishmania (Leishmania) chagasi. 4. Rio
de Janeiro



Honse, C. O. Hemostatic changes in dogs naturally infected by Leishmania
(Leishmania) chagasi from serological surveys carried out by Secretaria
Municipal de Saude do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2008. 93 f. Dissertagao
[Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas.

ABSTRACT

Thirty five adult mongrel dogs were divided into two groups: CVL (canine visceral
leishmaniasis; n=11) and DNPC (dogs with negative parasitological culture; n=24). A
third group (healthy, n=18) was used as a reference in the coagulation tests. The
purpose of this study was to evaluate the occurrence of haemostatic changes in dogs
naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi from the VL serological surveys
done by Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro. The primary haemostasis
was evaluated by the platelet count and measurement of the bleeding time; the
secondary haemostasis was evaluated through the measurement of the prothrombin
time and the activated parcial thromboplastin time; and the fibrinolysis through the
detection of the fibrin degradation products by latex agglutination test. In addition to that,
the blood count and detection of antibodies against Ehrlichia canis and Borrelia
burgdorferi, as well as antigens of Dirofilaria immitis were carried out in all the animals.
According to the results, no significant difference (p>0,05) was observed among the
CVL group and DNPC group, even though both presented changes in the primary and
secondary haemostasis and/or the fibrinolysis. Due to the co-infection of some animals
from the CVL group by Ehrlichia canis, it was not possible to attribute the alterations to
agent Leishmania (Leishmania) chagasi exclusively. Hence, further studies are
necessary for a better comprehension of the pathogeny of the disease.

Key words: 1. Hemostasis. 2. dogs. 3. Leishmania (Leishmania) chagasi. 4. Rio de
Janeiro
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1 INTRODUGCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma doenca tropical de importancia médica e
veterinaria, endémica em inumeras areas dos trépicos, sub-tropicos e bacia do
mediterraneo (Michalsky et al., 2007). Caracterizada pela grande diversidade e
complexidade de seus agentes etioldgicos e transmissores (Chappuis et al., 2007), a LV
vem tornando-se uma das mais importantes doencas da atualidade. De acordo com a
Organizagao Mundial de Saude, a LV encontra-se entre as seis endemias prioritarias no
mundo (WHO, 1990).

No Brasil, a leishmaniose visceral representa um importante problema de saude
publica devido a sua elevada incidéncia, ampla distribuicdo geografica e marcante
aumento na transmissao associado a urbanizagdo da doenga (Costa-Val et al., 2007).
Canideos domésticos, considerados os principais reservatoérios da LV fora do ambiente
silvestre, desempenham um papel fundamental na transmissdo e manutencdo da
doenga no pais (Di Lorenzo et al., 2000), uma vez que a mesma pode se manter
clinicamente inaparente durante um longo periodo (Alvar et al., 2004).

Os sinais clinicos da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) variam amplamente de
um aparente estado sadio a um severo estagio final (Ciaramella et al., 1997), em
resultado de numerosos mecanismos patolégicos e imunoldgicos envolvidos na doenga

(Valladares et al., 1998).



Alteracdes hematoldgicas envolvendo eritrocitos, leucocitos e plaquetas sao
freqientemente observadas na doenga canina (Slappendel, 1988; Ciaramella et al,
1997, Kontos & Koutinas, 1993; Costa-Val et al., 2007).

Anormalidades hemostaticas como epistaxe (Ferrer, 1994; Moreno et al., 1998;
Ciaramella & Corona, 2003; Ciaramella et al., 2005), hematuria (Ferrer, 1994;
Ciaramella & Corona, 2003) e coagulacdo intravascular disseminada (CID) (Font et al.,
1994) tém sido frequentemente relatadas em cé&es naturalmente infectados por
Leishmania infantum no Velho Mundo, juntamente com suas alteragdes laboratoriais,
que incluem alteragbes na hemostasia primaria, secundaria e fibrinélise (Moreno et al.,
1998; Moreno, 1999; Juttner et al., 2001; Ciaramella et al., 2005; Cortese et al., 2006).

Face a escassez de relatos referentes as alteragdes hemostaticas em caes com
LV no Brasil, particularmente no municipio do Rio de Janeiro, o presente estudo teve
por objetivos:

= Avaliar a ocorréncia alteracbes hemostaticas em caes naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi provenientes de
inquéritos soroldgicos realizados pela Secretaria Municipal de Saude do
Rio de Janeiro.

» Descrever as possiveis alteragdes ocorridas na hemostasia primaria,
secundaria e fibrindlise de cdes com LVC.

» Descrever as alteragdes clinicas e dados epidemioldgicos observados
nos caes com LVC.

= Descrever a presenga de hemorragias durante a necropsia dos cdes com
LVC (avaliagao macroscopica).

» Descrever o hemograma dos cées com LVC.



» Comparar os resultados laboratoriais da hemostasia e hemograma entre

caes com do grupo LVC e do grupo CNCP.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sao doencgas parasitarias de importancia médica e veterinaria
causadas por protozoarios tripanossomatideos do género Leishmania, parasitos
intracelulares obrigatérios do sistema monocitico fagocitario (Slappendel & Ferrer,
2000). Sao transmitidas ao ser humano e animais através da picada de insetos
hematofagos da sub-familia Phlebotominae, denominados flebotomineos (Deane &
Deane, 1962).

Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude, as leishmanioses afetam
cerca de 14 milhdes de pessoas em 88 paises (WHO, 1990). Apresentam ampla
distribuicdo geografica (Américas, Asia, Africa e Europa), sendo comumente encontrada
em regides tropicais, sub-tropicais e na Bacia do Mediterraneo (Desjeux, 2004; Alvar et
al., 2004; Chappuis et al., 2007).

De acordo com as espécies de Leishmania envolvidas na infecgdo, as
leishmanioses podem apresentar duas grandes formas clinicas: leishmaniose
tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV) (WHO, 1990; Alvar et al., 2004), que

podem ser diagnosticadas através de métodos parasitologicos (diretos e indiretos),



sorologicos ou moleculares, associados as evidéncias clinicas e epidemiologicas (Alvar
et al., 2004; Michalsky et al., 2007).

A leishmaniose tegumentar (LT) € encontrada em 88 paises e cerca de 400
milhdes de pessoas estdo sob risco de adquirir a doenga. Ha uma estimativa de que a
incidéncia anual da LT varie de 1,5 a 2 milhdes de casos novos por ano (WHO, 1990).

Varias sao as espécies de Leishmania pertencentes aos subgéneros Leishmania
e Viannia causadoras da LT (Lainson, 1983). Os insetos vetores responsaveis pela
transmissdo da doenga incluem diferentes espécies dos géneros Lutzomyia e
Psychodopygus no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (Alvar et al., 2004). Ja
foram registrados como hospedeiros naturais da LT alguns roedores, marsupiais,
edentados e canideos silvestres (Ministério da Saude, 2007). Existem relatos da
infeccdo em animais domeésticos como caes, gatos e equinos, porém, ndo existem
evidéncias cientificas de que estes animais atuem como reservatérios do subgénero
Viannia (Ministério da Saude, 2007).

No Brasil, ja foram identificadas sete espécies de Leishmania causadoras da LT,
sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais
espécies sao: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L. amazonensis.
Recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.)
shawi foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (Grimaldi et al.,
1989; Silveira et al., 2002).

As principais espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo da LT no
pais sao: L. flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e L.

migonei. Embora ainda nao tenha sido comprovado o papel de L. neivai e L. fisheri



como vetores, estas espécies tém sido encontradas com freqliéncia em ambientes
domiciliares em areas de transmissao da doencga (Ministério da Saude, 2007).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, € endémica em
62 paises e cerca de 200 milhdes de pessoas estdo sob risco de adquirir a doenca
(WHO, 1990). A ocorréncia da LV esta estimada em 500.000 novos casos por ano em
todo mundo e cerca 50.000 mortes a cada ano (WHO, 1990; Desjeux, 2004). A maioria
dos casos (= 90%) esta concentrada em paises como Bangladesh, india, Nepal, Sudao,
Etidpia e Brasil (Desjeux, 1996; Chappuis et al., 2007).

Os agentes etiolégicos da leishmaniose visceral sdo Leishmania (Leishmania)
donovani (Suddo, india, Bangladesh, Paquistdo e Nepal), Leishmania (Leishmania)
infantum (regido do Mediterraneo, Asia, China e norte da Africa) e Leishmania
(Leishmania) chagasi (América Latina, exceto Chile e Uruguai) (Chappuis et al., 2007).
Alguns pesquisadores consideram a L. (L.) chagasi semelhante a L. (L.) infantum,
questionando sua classificacdo separadamente. Entretanto, diferencas entre estas
espécies quanto a antigenicidade e estrutura molecular foram evidenciadas, o que
reforga a discriminagao entre ambas as espécies (Shaw, 1994; Shaw, 2006).

Os vetores incriminados na transmissao da LV s&o flebotomineos pertencentes
ao género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (Slappendel &
Ferrer, 2000; Alvar et al., 2004). Animais selvagens como raposas, roedores e
marsupiais participam do ciclo silvestre da doenca. Nas areas urbanas, o cao doméstico
(Canis familiaris) € considerado o principal reservatério da LV (Ministério da Saude,
2006).

Em termos epidemioldgicos, existem dois tipos de LV que se diferem pelo modo

da transmissdo: LV zoondtica, transmitida do animal para o vetor e deste para o homem



e LV antropozoondética, transmitida do homem para o vetor e deste para o homem
(Chappuis et al., 2007). A LV zoondtica é encontrada em areas de transmissao de L (L.)
chagasi (sin. L (L.) infatum), enquanto que a LV antropozoondtica € encontrada em
areas de transmissao de L. (L.) donovani (Alvar et al., 2004; Chappuis et al., 2007).

No Brasil, a LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais
diferenciados em funcédo da sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (Monteiro, 2002). De acordo com Grimaldi et
al. (1989), 90% dos casos de LV notificados na América Latina sdo provenientes do
Brasil, particularmente da regido nordeste (Marzochi & Marzochi, 1994; Vieira & Coelho,
1998).

Inicialmente, a leishmaniose visceral no pais apresentava um carater
eminentemente rural, porém a degradacao ambiental e falta de sanitizagédo, associada a
recente migracdo das populagdes rurais para os suburbios das grandes cidades tém
contribuido para a urbanizacdo da doenca; além da adaptacdo do inseto vetor as
modificagbes ambientais, contribuindo para rapida emergéncia do foco urbano
(Marzochi & Marzochi, 1997; Costa-Val et al., 2007).

De acordo com o Ministério da Saude (2006), os dados epidemioldgicos dos
ultimos dez anos revelam a peri-urbanizagao e urbanizagdo da leishmaniose visceral,
destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG),
Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (Pl), Natal (RN), Sdo Luiz
(MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) (MS, 2003) e mais recentemente, as epidemias
ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS), Palmas (TO) e

Monte Carlos (MG) (Silva et al., 2001; Barata et al., 2004; Michalsky et al., 2007).



Leishmania (L.) chagasi € o agente etioldgico da LV no Brasil e sua transmisséo
esta associada a picada do flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912),
inseto amplamente distribuido no territério brasileiro (Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste) (MS, 2006). Recentemente, Lu. cruzi foi descrita como espécie transmissora
da LV no Estado do Mato Grosso do Sul (dos Santos et al., 1998; Palatnik-de-Sousa et
al., 2001; Ministério da Saude, 2006).

No ambiente silvestre, os reservatérios da L. (L.) chagasi sdo as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No
ambiente urbano, o cado (Canis familiaris) é considerado a principal fonte de infecgédo da
doenga (Ministério da Saude, 2006).

A importancia dos caes na manutengdo do ciclo epidemioldgico da LV no Brasil
advém do fato de que doenca é mais prevalente na populagcdo canina do que a
populacdo humana; a infecgdo no homem é normalmente precedida por casos caninos;
e porque caes apresentam maior quantidade de parasitos na pele do que o homem,

fato que favorece a infecgao dos vetores (Di Lorenzo et al., 2000, Feitosa et al., 2000).

22 A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA: ASPECTOS CLINICOS E
LABORATORIAIS

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doencga severa de evolugao lenta e
inicio insidioso. As manifesta¢des clinicas sao similares a doenga humana (Keenan et

al., 1984), mas intrinsecamente dependentes da fase e do tipo de resposta imunoldgica



expressa pelo animal infectado, variando de um aparente estado sadio a um severo
estagio final (Ciaramella et al., 1997; Ministério da Saude, 2006).

Mancianti et al. (1988) sugerem que caes com LV sejam classificados de acordo
com sinais clinicos da doenga em: assintomaticos, com nenhum sinal clinico de
infeccao pelo protozoario Leishmania; oligossintomaticos, apresentando linfadenopatia,
ligeira perda de peso e/ou alopecia; ou sintomaticos, mostrando todos ou alguns dos
varios sintomas da doenga, como lesdes cutaneas, onicogrifose, ceratoconjuntivite e
rigidez dos membros posteriores.

Dependendo da imunocompeténcia do animal infectado, as manifestacdes
clinicas da LVC tornam-se evidentes dentro de um periodo que varia de meses a anos
(Alvar et al., 2004).

Na infecgdo por Leishmania, as células do sistema monocitico fagocitario atuam
como células apresentadoras de antigeno, estimulando o linfécito T CD4+ auxiliares
tipo 1 (Th1) ou auxiliares tipo 2 (Th2) (Liew & O’Donnell, 1993). Quando ativadas as
células Th1, ha uma producdo de citocinas tais como interferon vy, fator de necrose
tumoral e interleucina 12 (IL-12), que ativam macrofagos. Estas células por sua vez,
estimulam a ativacdo de outras células ou sua prépria proliferacdo, desta forma
eliminando a infecgdo (lkeda et al., 2003). Em contraste, quando ativadas as células
Th2, ha uma producéo de citocinas tais como IL-4, IL-6, IL-10 e uma proliferacao de
células B, com consequente produgao de anticorpos (Pinelli et al, 1994). Essa resposta,
nao protetora e deletérica, por sua vez, permite o desenvolvimento da doenca. Um
perigo potencial da regulacédo prejudicada do linfécito T e exacerbada ativagdo do
linfécito B € a geragao de grande quantidade de imunocomplexos (Makni et al., 1989).

Na infecgdo natural estdo ativados ambos os subtipos de células Th1 e Th2 e a



variedade dos sinais clinicos e gravidade da doenca dependem do equilibrio entre estes
dois sistemas (Valladares et al., 1998).

Classicamente, a LVC é caracterizada por sinais de mucosas hipocoradas,
emagrecimento, febre intermitente, linfadenopatia e lesdes cutaneas, caracterizadas por
alopecia, descamagao, eczema e pequenas ulceras rasas, geralmente localizadas nas
orelhas, focinho, cauda e articulagdes (Longstaffe & Guy, 1985; Ciaramella & Corona,
2003; Alvar et al., 2004).

Em fases mais avancadas da doenca, observa-se a presenca de hiperqueratose
e onicogrifose; esplenomegalia; hepatomegalia; colite (Ferrer et al., 1991); epistaxe
(Ferrer, 1994; Moreno et al., 1998; Ciaramella & Corona, 2003; Ciaramella et al., 2005),
hemataria (Ferrer, 1994; Ciaramella & Corona, 2003); coagulagédo intravascular
disseminada (Font et al., 1994); lesbes oculares como conjuntivite, blefarite,
ceratoconjuntivite e uveite (McConnell et al., 1970; Ciaramella et al., 1997); neuralgia;
poliartrite; polimiosite; glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite tubulo-intersticial
associadas a severa proteinuria podendo levar a sindrome nefrética e faléncia renal
(Slappendel & Ferrer, 2000); paresia dos membros posteriores, caquexia e inanigao,
levando o animal a morte (Ministério da Saude, 2006).

De acordo com inumeros autores (Kontos e Koutinas, 1993; Ciaramella et al.
1997; Ikeda et al. 2003; Costa-Val et al., 2007), a anemia normocitica normocrémica
arregenerativa € uma das mais importantes alteragdes laboratoriais presentes na LVC,
em consequliéncia de uma eritropoiese diminuida, freqiente em doencgas cronicas e
supressao medular. Anemia imunomediada também tem sido observada na LVC (Jain,

1993; Kontos & Koutinas, 1993; Ikeda et al., 2003).



Em relacdo a série leucocitaria, alguns autores relatam a ocorréncia de
leucopenia (Keenan et al., 1984; Longstaffe & Guy, 1985; Slappendel, 1988) enquanto
outros relatam a ocorréncia de leucocitose com neutrofilia como um achado ocasional
(Ciaramella et al., 1997; Bourdoiseau et al, 1997). De acordo com Bourdoiseau et al.
(1997), linfopenia pode ser observada em animais com quadro clinico grave da LV e
linfocitose em quadros clinicos mais amenos. E comum a observagdo de monocitose,
muitas vezes acompanhada de mondcitos ativados em caes infectados (Yamaguchi et
al., 1983; Ikeda et al., 2003).

A hiperproteinemia € um achado laboratorial comum e quase sempre esta
associada a hipoalbuminemia (Longstaffe & Guy, 1985; Ciaramella et al., 1997) e/ou
maior producdo de anticorpos (lkeda et al., 2003). Alguns autores relatam a existéncia
de uma relacdo entre o grau de hiperproteinemia e o aparecimento de epistaxes
espontaneas (Dhupa & Littman 1992; Juttner et al., 2001). Acredita-se que grandes
concentragdes de gamaglobulina podem estar associadas com a circulagdo de
complexos imunes (Slappendel, 1988), podendo um ou outro ser depositado na parede
vascular. Como consequéncias causam defeitos no endotélio ou disturbios na interacao
plaqueta-plaqueta ou plaquetas e sub-endotélio lesado e inibicado da degranulagao e/ou
adeséo plaquetaria (Juttner et al., 2001).

Alteracdes laboratoriais presentes na hemostasia de cdes com LV tém sido
associadas aos disturbios hemostaticos primarios, secundarios e a fibrindlise. A
presenga de trombocitopenia, prolongados tempos de protrombina (TP) e
tromboplastina parcial ativada (TTPA) e fibrindlise vém sendo relatadas (Valladares et
al., 1998; Moreno et al., 1998; Moreno, 1999, Pelagalli et al., 2004; Ciaramellha et al.,

2005; Cortese et al., 2006).



2.3 HEMOSTASIA E A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A hemostasia € o mecanismo fisiolégico responsavel por manter a fluidez do
sangue pelos vasos e controlar hemorragias decorrentes da lesdo dos mesmos (Jandl,
1987). O processo hemostatico depende da integridade do vaso, quantidade e
qualidade das plaquetas (hemostasia primaria), coagulagdo sanguinea (hemostasia
secundaria) e fibrindlise (hemostasia terciaria) (Jandl, 1987; Jain, 1993; Meyer &
Harvey, 2004).

A integridade vascular é avaliada por meio de células endoteliais e sua matriz
extracelular. Danos na parede de vasos podem resultar em hemorragia e/ou ativagéo
das plaquetas e coagulagédo sanguinea (Meyer & Harvey, 2004).

As plaquetas de mamiferos sdo pequenos fragmentos anucleados, redondos a
ovais, que se formam do citoplasma do megacariocito. Na maioria dos animais
domésticos sua meia vida é de 5-10 dias (Jain, 1993). Assim como em outras células
sanguineas, glicose € a maior fonte de energia das plaquetas (Wintrobe et al., 1981).
Sua ultra-estrutura é composta por mitocéndrias; sistema canalicular bem diferenciado,
que é continuo com a superficie da membrana; corpos densos plaquetarios; granulos a;
além de granulos de lisozima (Jain, 1993). Na sua superficie, as plaquetas expressam
varias moléculas de glicoproteinas, necessarias para que ocorra adesao (ligacdo entre
plagueta e matriz extracelular) e agregacgéao (ligagcao entre plaqueta-plaqueta) (Meyer &
Harvey, 2004). O complexo glicoproteina GPIb/IX/V é especialmente importante na
adeséao das plaquetas ao fator de von-Willebrand (VWF) ligados na matriz sub-endotelial

(Jandl, 1987). O complexo GPIlIb/llla (a;B3 integrina) é essencial para agregacéo



plaquetaria normal, que é mediada pelo fibrinogénio (Jain, 1993; Meyer & Harvey,
2004).

As plaquetas apresentam trés fungdes principais na hemostasia: (1) a formagao
do plug plaquetario no local da injuria do vaso; (2) ativagao plaquetaria que resulta na
translocagcdo de fosfolipidios carregados negativamente de superficies internas para
superficies externas das plaquetas; e finalmente (3) manter a integridade normal do
vaso de algum modo (Meyer & Harvey, 2004).

A hemostasia primaria consiste de uma fase vascular e uma fase plaquetaria
(Jain, 1993). Em resposta a injuria sofrida pela parede vascular ou exposicdo a
superficies estranhas, as plaquetas rapidamente sofrem varias etapas (que incluem
adeséo, ativagao, secrecao e agregacao), através de uma complexa série de processos
coordenados que culminam na formagdo de um preciso plug plaquetario localizado
(Jandl, 1987; Jain, 1993). Por causa das rapidas respostas intracelulares e sinergismo
entre o sistema de segundo mensageiro, ndo € possivel organizar estes processos
temporalmente, sendo dificil definir claramente esta sequéncia de eventos (Meyer &
Harvey, 2004).

Apés lesionado, o vaso sanguineo sofre uma vaso-constriccdo reflexa temporaria
que retarda o fluxo sanguineo, permitindo tempo para a formag¢ao do plug plaquetario e
coagulacado (Jandl, 1987). O dano a célula endotelial expde a matriz sub-celular
resultando na adesdo e ativacao plaquetaria. As células endoteliais e outros tecidos
lesados langam ADP e fator tecidual (FT; tromboplastina tecidual), que promovem
agregacao e coagulagao extrinseca, respectivamente (Meyer & Harvey, 2004).

Uma o6tima adesao plaquetaria requer a ligacdo das glicoproteinas de superficie

plaquetaria GPIb, do complexo GPIb/IX/V, a moléculas do VWF (Meyer & Harvey,



2004). Este complexo de glicoproteina GPIb/IX/V né&o se liga ao VWF soluvel; ele se liga
somente as moléculas de VWF imobilizadas depositadas na matriz extra-celular, onde
esta primariamente associado com microfibrilas de colageno (Wintrobe et al., 1981). O
VWF é um componente do complexo macromolecular fator VIl (Meyer & Harvey, 2004).

Apés ligar-se ao VWF e componentes da matriz extracelular, as plaquetas
ativadas reorganizam seus microtubulos e aumentam a polimerizacdo da actina,
resultando em uma expanséao plaquetaria com formagao de pseudoépodes (Jain, 1993).

A adesdo de plaquetas a matriz extracelular e ligagdo do colageno e outros
agonistas (estimuladores), assim como altas concentragbes de trombina e tromboxano
Az (TXAz), resultam na ativagdo da fosfolipase C na membrana plaquetaria, que
promove uma série de reagdes, estimulando as plaquetas em varias vias e resultando
na mudancga de forma, secregdo e agregacao (Meyer & Harvey, 2004).

A secrecado plaquetaria (langamento ou degranulagdo) requer mecanismos
contrateis energia-dependente. Corpos densos e granulos a sado fusionados juntos pela
rede circulante dos microtubulos e microfilamentos (Jain, 1993). O conteudo dos corpos
densos e granulos a sao langados dentro do sistema canalicular, que é continuo com a
superficie plaquetaria, acessando assim o meio externo (Meyer & Harvey, 2004).

Adenosina difosfato (ADP), tromboxano A2 (TxA2), trombina, fator de ativacao
plaquetaria (FAP) e serotonina (em algumas espécies) sdo importantes agonistas que
promovem agregacao plaquetaria (Jain, 1993). A ativacdo destes agonistas resulta na
exposigcao ou ativagao do GPIIb/llla, um receptor de superficie plaquetaria Bs-integrina
que se liga ao fibrinogénio. A agregacao ocorre quando moléculas simétricas de
fibrinogénio se ligam aos receptores expostos nas plaquetas adjacentes (Meyer &

Harvey, 2004).



Testes como tempo de sangramento e plaquetometria avaliam a hemostasia
primaria. O teste de tempo de sangramento (TS), que mensura o tempo necessario
para a formacao do tampao plaquetario, € dependente do niumero de plaquetas e de
sua funcao, porém de acordo com a literatura é considerado um teste pouco sensivel
de diagnéstico (Meyer & Harvey, 2004). De acordo Moreno et al. (1998), caes com LV
podem apresentar TS prolongado e atribuem este evento a possiveis trombocitopenias,
disfungdes plaquetarias e danos vasculares (Pumarola et al., 1991).

Trombocitopenia tem sido observada na LVC (Kontos e Koutinas, 1993;
Slappendel e Ferrer, 2000; Costa-Val et al., 2007) e atribuida a destruicdo
imunomediada desencadeada pela presenca de imunocomplexos, levando a formacgao
de anticorpos anti-plaquetas e vasculite acarretando numa diminuicdo plaquetaria
(Meyer & Harvey, 2004). Em alguns casos, a trombocitopenia pode ser atribuida ao
consumo acelerado de plaquetas resultante de coagulagao intravascular disseminada
(CID) (Font et al., 1994).

A hemostasia secundaria consiste da coagulacdo e consolidagdo do plug
hemostatico temporario para um tampao hemostatico definitivo (Jain, 1993). A
coagulacdo € um processo enzimatico que envolve a conversdo de pré-enzimas em
enzimas ativadas e formagao do coagulo estavel de fibrina (Wintrobe et al., 1981; Jandl,
1987).

Os fatores de coagulagdo sao glicoproteinas presentes na forma inativa ou
precursora (Jain, 1993). Eles recebem um ou mais nomes e a cada um tem sido
atribuido um numero Romano. Fibrinogénio (fator 1), protrombina (fator Il), FT (fator
tecidual; fator Ill) e Ca*? (fator V) sdo usualmente chamados pelos nomes. Outros

fatores sao frequentemente referidos pelos numeros que lhes sao atribuidos. Nao existe



o fator VI e todos os fatores, exceto o Ca*?, sdo proteinas, a maioria delas sintetizadas
no figado. Todos os fatores estdao normalmente presentes na circulagao, exceto o fator
Il (FT). A vitamina K é requerida para a sintese dos fatores Il, VII, IX e X (Meyer &
Harvey, 2004).

A coagulagcdo sanguinea é ativada por duas diferentes vias: a primeira,
caracterizada pela ligagao do fator VIl ao FT extraido dos tecidos (via extrinseca) e a
segunda, caracterizada pela ligagdo do fator Xl a superficies que podem incluir
membrana basal, colageno, pele e superficies estranhas, incluindo vidro (via intrinseca)
(Meyer & Harvey, 2004). Estas duas vias participam de uma via comum, que gera a
trombina. Essa por sua vez, nao s6 converte o fibrinogénio em fibrina, mas também
ativa os fatores V, VIII, Xl e XllI (Jandl, 1987).

A via extrinseca é iniciada pela tromboplastina tecidual (fator tecidual; fator Ill)
exposta nas superficies celulares, especialmente em células endoteliais ativadas ou
lesionadas (Jain, 1993). A ativacao da via intrinseca da coagulagao ocorre quando fator
XII se liga a superficies carregadas negativamente e interagem com a pré-calecreina,
que também esta ligada a superficie vascular por um cininogénio de baixo peso
molecular (Jandl, 1987; Meyer & Harvey, 2004). A ativagdo destas duas vias com suas
cascatas de reagdes resultam na ativagao da via comum, que por fim leva a conversao
da protrombina a trombina, através do complexo protrombinase (Jain, 1993). A trombina
formada converte o fibrinogénio em mondémeros de fibrina, resultando na formagao de
um coagulo instavel de fibrina. Dentro de minutos, o fator XlIl ativado promove a
estabilidade do coagulo de fibrina na presenca de Ca*?, permitindo que este alcance

maturidade (Meyer & Harvey, 2004).



Os testes laboratoriais comumente utilizados na avaliacido da via extrinseca e
intrinseca sao, respectivamente, os tempos de protrombina (TP) e de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) (Jain, 1993; Meyer & Harvey, 2004). TP e TTPA prolongados
tém sido relatados na infecgdo por Leishmania em caes (Font et al., 1993, 1994;
Moreno et al, 1998, Moreno,1999; Ciaramella et al., 2005) e atribuidos a faléncia renal,
achado comumente encontrado na LVC (Slappendel & Ferrer, 2000), podendo resultar
na formacdo de trombos ou desencadear coagulagdo intravascular disseminada
(Bernardini et al, 1980; Fonte et al., 1994) ou a doenga hepatica, manifestagéo clinica
menos comum, mas que pode resultar na deficiéncia dos fatores da coagulagao,
prejudicando sua sintese (Moreno, 1999; Ciaramella et al., 2005).

De acordo com a literatura, os valores de normalidade do TP e TTPA de caes
variam muito de acordo com o método e reagentes empregados na deteccdo do
coagulo, sendo recomendada a utilizagcdo de valores de referéncia proprios ou a
realizagcao de testes em animais normais em paralelo aos testados (Rebar & Boon,
1981; Meyer & Harvey, 2004). Segundo Meyer & Harvey (2004), o TP e TTPA dos
animais investigados sao considerados prolongados quando seus valores atingem 30%
ou mais dos valores correspondentes ao controle sadio.

A fibrindlise € a antitese da coagulagdo sanguinea (Jain, 1993). A fibrina é
continuamente depositada e removida ao longo da parede dos vasos sanguineos (Jain,
1993). O mecanismo responsavel pela lise do coagulo envolve um sistema de enzimas
proteoliticas e seus ativadores e inativadores, que incluem: pro-ativadores de
plasminogénio, ativadores de plasminogénio, plasmina, inibidores dos pro-ativadores e

ativadores de plasminogénio e anti-plasminas (Jain, 1993; Meyer & Harvey, 2004).



O plasminogénio se complexa com fibrinogénio e fibrina durante a coagulagao e
€ incorporado durante a formagado do coagulo (Meyer & Harvey, 2004). Os ativadores
de plasminogénio, que s&o langados pelo dano endotelial, ganham acesso ao coagulo
por absor¢cao e difusdo, ativando o plasminogénio (Meyer & Harvey, 2004). Por
protedlise limitada, os ativadores de plasminogénio convertem o plasminogénio a uma
protease serina ativa, a plasmina, que proteolisa a fibrina em varios fragmentos,
denominados produtos de degradagdo da fibrina (PDF) (Jain, 1993). Os PDF
apresentam propriedades anti-hemostaticas, pois possuem atividade anti-plasmina,
inibem a polimerizagado da fibrina e interferem na funcao plaquetaria (Wintrobe et al.,
1981; Meyer & Harvey, 2004). Sdo removidos da circulagao pelo figado, rins e bago
(Windrobe et al., 1981).

Testes aplicados in vivo para evidenciar a presencga de fibrindlise incluem testes
que avaliem os PDF (Meyer & Harvey, 2004). Na LVC, autores tém observado a
presenca de PDF em plasma canino e tém atribuido tal evento a perda renal de
antitrombina Ill, com subsequente estado de hipercoagulabilidade e aumento da
fibrindlise (Fonte et al., 1993), ou a coagulagao intravascular disseminada (Fonte et al.,

1994).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ETICA

Este projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais em

Pesquisas (CEUA) da FIOCRUZ — RJ, sob o protocolo de numero 0309/2006.

3.2 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo seccional no qual foram incluidos 43 caes soro reatores
para Leishmania sp., com indicagao a eutanasia, provenientes de inquéritos sorolégicos

realizados pela Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro.

O isolamento em cultura em meio bifasico e caracterizagao isoenzimatica foram
utilizados para confirmagdo do diagndstico de leishmaniose. Sendo assim, para uma

analise comparativa, os animais foram divididos em 2 grupos:

= LVC (Leishmaniose Visceral Canina; n=11): onde foi isolada e

caracterizada Leishmania (Leishmania) chagasi;



= CNCP (cdes negativos em cultura parasitolédgica; n=24): animais

negativos em cultura parasitologica para leishmaniose.

A partir da divisdo dos grupos poés-cultura parasitologica, trabalhou-se com um
total de 35 animais (LVC; n=11 e CNPC; n=24). Os cées de cujos isolados foi
caracterizado o protozoario Leishmania (Viannia) braziliensis (n=5), Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) chagasi (n=1) e cujas amostras foram

perdidas (n= 2) foram excluidos do estudo.

Um terceiro grupo (grupo sadio; n=18) foi formado para referéncia dos
parametros de hemostasia (TP e TTPA). Foram incluidos animais nao reatores para
Leishmania sp. em RIFI, clinicamente e laboratorialmente saudaveis, provenientes de
clinica veterinaria particular (Veterinaria Caigara), localizada fora de area endémica
para Leishmaniose Visceral Canina na cidade do Rio de Janeiro. Esses animais foram
negativos na detecgao de antigenos de Dirofilaria immitis e anticorpos contra Ehrlichia

canis e Borrelia burgdorferi.

Os animais dos grupos LVC e CNCP foram submetidos as mesmas avaliagdes
clinicas e provas laboratoriais, que incluiram: mensuragdo do TS, TP, TTPA, PDF,
hemograma (eritrograma, leucograma, plaquetometria e proteina plasmatica total),
deteccdo de antigenos de Dirofilaria immitis e anticorpos contra Ehrlichia canis e

Borrelia burgdorferi e cultura parasitolégica para Leishmania sp..

Os animais do grupo sadio foram submetidos a mensuragao do TS, TP, TTPA,
PDF, hemograma (eritrograma, leucograma, plaquetometria e proteina plasmatica total)

e deteccdo de antigenos de Dirofilaria immitis e anticorpos contra Ehrlichia canis e



Borrelia burgdorferi, além de provas de fungdo hepatica (ALT, FA, proteina sérica total,
albumina e globulina) e sorologia para leishmaniose. Esses animais nao foram
submetidos a cultura parasitolégica nem a detecgdo dos produtos de degradacéo da

fibrina (PDF).

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses
em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO - IPEC/Fiocruz — RJ) em colaboragéo
com a Secretaria Municipal de Saude (SMS) do Estado do Rio de Janeiro, Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) Paulo Darcoso Filho de Santa Cruz — RJ, Laboratério Vet
Analises — RJ, Veterinaria Caicara — RJ, Laboratorio de Analises Clinicas (LABCLIN —
IPEC/Fiocruz — RJ) — Secao de Hematologia (SHEM) e Laboratério de Vigilancia em

Leishmaniose (VIGILEISH — IPEC/Fiocruz — RJ).

3.3 CALCULO DA AMOSTRA

Para estimativas de tamanhos amostrais minimos necessarios, utilizou-se o teste
bicaudal para comparacdao de médias, considerando-se um erro alfa de 0,05, erro beta
de 0,20 e as médias, desvios padrdes e diferencas entre os paradmetros laboratoriais da
hemostasia primaria (plaquetas e TS), hemostasia secundaria (TP, TTPA) e fibrindlise
(Moreno, 1999; Ciaramella et al., 2005).

As comparagbes referentes as plaquetas, TP e TTPA (este ultimo em céaes

sintomaticos) seriam exequiveis, pois os tamanhos amostrais estimados giravam em



torno de 3 a 45 animais em cada grupo. Em situacdo quase ideal trabalhariamos com

50 caes saudaveis, 50 assintomaticos, 55 oligossintomaticos e 22 graves.

Devido a dificuldade de captagcéo e limitacdo de recursos, uma amostra de

conveniéncia foi utilizada.

3.4 INQUERITO SOROLOGICO PARA O CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA

Os céaes foram selecionados a partir do inquérito sorolégico para controle da
leishmaniose visceral canina no municipio do Rio de Janeiro, realizado semestralmente
em dois ciclos pela Secretaria Municipal de Saude.

Os animais foram submetidos a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl),
realizada em eluato de sangue dissecado colhido em papel filtro, para triagem dos
animais pela Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro (SMS-RJ). Os caes
positivos foram submetidos a reagédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em soro pela
SMS-RJ para confirmagao do diagnoéstico. Amostras com fluorescéncia em diluicdes =
1/40 foram consideradas positivas e os animais recolhidos pelo Centro de Controle de

Zoonoses (CCZ) Paulo Darcoso Filho de Santa Cruz — RJ (Ministério da Saude, 2006).

3.5 O RECOLHIMENTO DOS CAES PELO CCZ DE SANTA CRUZ - RJ



Os animais (n=43) recolhidos pelo CCZ — Santa Cruz/RJ foram imediatamente
encaminhados ao Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais

Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO - IPEC/Fiocruz).

3.6 PROCEDIMENTOS REALIZADOS NO LAPCLIN-DERMZOO E NA CLINICA
VETERINARIA CAICARA

3.6.1 Recepcéo dos animais

Uma vez no Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO - IPEC/Fiocruz), os animais provenientes do
inquérito soroldgico (n=43) foram submetidos a exame clinico, mensuragao do tempo
de sangramento, coleta de sangue, eutanasia, necropsia e coleta de fragmento para
isolamento de Leishmania sp. em cultura e posterior identificacdo. Na Clinica
Veterinaria Caigara, os animais do grupo sadio (n=18), foram submetidos a exame
clinico, mensuragao do tempo de sangramento e coleta de sangue.

Um prontuario foi preenchido para cada animal, contendo nome e endereco do
proprietario e dados do animal, que incluiam: nome, procedéncia, sexo, idade, espécie

e vacinacao. Na Clinica Veterinaria Caicara também foi obtido o histérico de cada céo.



Fotocdpias dos resultados da RIFI de cada animal proveniente do inquérito
sorolégico, fornecidas pelo CCZ — Santa Cruz, foram anexadas aos prontuarios

(ANEXO A).

3.6.2 Exame clinico

Para realizacdo do exame clinico, os animais foram contidos mecanicamente
com a utilizagdo de mordagas. Quando necessario, os mesmos foram contidos
quimicamente através da associagdo de cloridrato de quetamina (10mg/Kg) e
acepromazina (0,1mg/Kg) por via intramuscular (seringa agulhada 25x7mm; 3mL).

O exame clinico incluiu: pesagem, inspeg¢ao de pele e mucosas, palpacédo de
linfonodos e 6rgaos abdominais e afericdo de temperatura corporal. Enfatizou-se a

busca por sinais de hemorragia.

3.6.3 Mensuracéao do tempo de sangramento

A mensuragao do tempo de sangramento foi realizada através de uma pequena
incisdo em pele seca, limpa e livre de pélos na face interna da orelha direita dos caes,
com o auxilio de uma lanceta automatica de penetragdo 2,4mm (Unistik 2 Normal,

Owem Mumford). Aflorado o sangue, o mesmo foi removido a cada 30 segundos com



auxilio de um papel de filtro (Whatmam n°. 2) até seu desaparecimento total, quando foi
interrompida a contagem e registrado o tempo de sangramento em segundos, com

auxilio de um cronémetro (Coles, 1984; Aoki et al., 2005).

3.6.4 Coleta de sangue

Amostras de sangue total foram coletadas da veia jugular externa através de
sistema de coleta a vacuo, apods tricotomia e anti-sepsia local com alcool a 70%. Foram
utilizados agulha de coleta multipla 21G1 (25x0,8mm) e adaptador padrao (Greiner Bio-
One). Evitou-se o garroteamento prolongado e multiplas pun¢des para realizagdo dos

seguintes exames:

% Provas de hemostasia (TP, TTPA e PDF): frascos contendo como
anticoagulante o Citrato de Sédio 3,2% (Greiner Bio-One), na proporgéo
de 1 parte de solugao de citrato de sodio para 9 partes de sangue.

% Hemograma e proteina plasmatica total: frascos contendo como
anticoagulante o EDTA a 10% (K, EDTA, BD Vacutainer) na proporc¢ao de
0,1 mL para cada 5 mL de sangue.

% Sorologia (Teste SNAP 3Dx e Sorologia para Leishmaniose): frascos com
ativador de coagulo (BD Vacutainer).

% Provas de fungéo hepatica (ALT, FA, PPT, albumina e globulina): frascos

com ativador de coagulo (BD Vacutainer).



3.6.5 Eutanésia

Os animais pertencentes ao grupo LVC e CNCP foram submetidos a eutanasia
com overdose intravenosa de Tiopental Sodico 5% (seringa agulhada 25x7mm, 10mL,
veia cefalica) de acordo com as normas estabelecidas pelo Ministério da Saude,
contidas no Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (MS, 2006). A
morte dos animais foi confirmada através de parada cardio-respiratéria, aferida pela

palpacao de pulso femoral e ausculta cardiaca.

3.6.6 Coleta de fragmento para isolamento de Leishmania sp. em cultura e

posterior identificagcao

A coleta de fragmento para isolamento de Leishmania sp. em cultura e posterior
identificacdo através de caracterizacado isoenzimatica foi realizada imediatamente apés
a eutanasia dos animais.

Fragmentos de baco, pele integra (pavilhdo auricular) e lesdo cutédnea (quando
existente) foram coletados com auxilio de punch de 4mm (Kolplast Cl) (Figura 1),
acondicionados em solucao salina contendo penicilina G potassica e 5'fluorocitosina a
temperatura de 4°C e encaminhados ao Laboratério de Vigilancia em Leishmaniose

(VIGILEISH — IPEC/Fiocruz — RJ) para isolamento e posterior caracterizagao.



Antes da retirada dos fragmentos de pele e/ou lesdo, o local era devidamente
limpo com agua e sabao, sendo realizada em seguida, a anti-sepsia do mesmo com

alcool a 70%.

Figura 1. Canino, SRD, fémea. Biopsia de pele
integra realizada no pavilhdo auricular direito com
auxilio de punch de 4mm.

3.6.7 Necropsia

Os animais pertencentes ao grupo LVC e CNCP foram necropsiados de acordo
com a técnica descrita por Barros (1988) e Vasconcelos (1988), em busca de lesbes

hemorragicas durante avaliagdo macroscopica.



3.7 EXAMES LABORATORIAIS

3.7.1 Provas de hemostasia

3.7.1.1 Tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada

As amostras de sangue acondicionadas em frascos contendo Citrato de Sdédio
3,2% foram imediatamente enviadas ao Laboratério de Analises Clinicas (LABCLIN) —
Secdo de Hematologia (SHEM) — IPEC/Fiocruz, para mensuragdo dos tempos de
protrombina (TP) e tromboplastina parcial ativada (TTPA) em Sistema Automatico de
Analise da Coagulagdo Sanguinea — Sysmex Serie CA — 500 (Sysmex America, Inc.). O
plasma foi obtido apds centrifugagcdo a uma velocidade de 3500rpm durante 10 minutos
(Excelsa®ll).

O PT foi determinado pela adicdo de 100uL do reagente Thromborel® S (Dade
Behring) (37°C) em 50uL de plasma citratado, em um tubo de ensaio pré-aquecido a
37°C durante 3 minutos. O TTPA foi determinado pela adicdo de 50uL de solugao de
cloreto de calcio (37°C) em 50uL do reagente Pathromtin SL (Dade Behring) e em 50puL
de plasma citratado, em um tudo de ensaio pré-aquecido a 37°C durante um minuto.

As amostras com TP e TTPA maiores que 120 segundos e 190 segundos,
respectivamente, foram consideradas incoagulaveis, de acordo com as recomendagdes

do Manual do Sistema Automatico de Analise da Coagulagdo Sanguinea — Sysmex



Serie CA — 500 (Sysmex America, Inc.). O aparelho foi calibrado antes da realizagéo
dos exames.

O tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcial ativada dos animais
pertencentes ao grupo LVC e CNCP foram considerados aumentados quando seus
valores atingiam 30% ou mais dos valores correspondentes ao grupo sadio (Meyer &

Harvey, 2004).

3.7.1.2 Mensuragéao dos produtos de degradagao da fibrina

A mensuragao dos PDF foi realizada nos caes do grupo LVC e CNCP. Os cées
do grupo sadio nao foram testados para o referido exame.

Para detecc¢do qualitativa dos derivados circulantes dos produtos de degradacéao
da fibrina reticulada transversalmente (PDF-XL) foi utilizado o teste de aglutinagdo em
latex Dade® DIMERTEST (Dade Behring).

As amostras de sangue total foram submetidas a centrifugagéo (3500rpm por 15
minutos, +10°C) (Excelsa®) para obtencdo do plasma citratado, armazenado a -20°C
até a data do processamento, que nao ultrapassou 14 dias, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Descongeladas a 37°C e novamente centrifugadas, as amostras foram

imediatamente processadas.



Procedimento:

Foram pipetados 20uL do plasma nao diluido no campo especificado no cartdo
de teste e, em seguida, adicionada uma gota da suspensao de latex que acompanha o
kit (Figura 2). Com auxilio de uma haste agitadora descartavel, a amostra foi misturada
a suspensdo de latex de modo a manter uma distribuicdo uniforme (Figura 3).
Cuidadosamente, o cartdo de teste foi entdo movimentado de um lado a outro durante
trés minutos, quando entdo se realizou a leitura do teste sob forte fonte luminosa, de
acordo com as recomendacoes do fabricante.

Todas as amostras foram avaliadas juntamente com os controles positivo e

negativo que acompanhavam o Kkit.

Figura 2. Adigao da solucdo de latex em cartdo teste (Dade®
DIMERTEST).
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Figura 3. Homogeneizagdo da amostra e solugado de latex
com auxilio de uma haste agitadora descartavel (Dade®
DIMERTEST).

3.7.2 Hemograma e proteina plasmatica total

As amostras de sangue destinadas a realizacdo do hemograma (eritrograma,
leucograma e plaquetometria) e mensuracdo da proteina plasmatica total foram
imediatamente encaminhadas ao Laboratério Vet Analises — RJ.

A contagem total de células sanguineas, incluindo plaquetometria, foi realizada
em contador automatico de células COULTER Modelo T-890 e conferida através de

esfregagos sanguineos.



Os esfregagos sanguineos, provenientes de sangue periférico, foram
confeccionados em laminas de microscopia (tamanho 26x76mm e espessura 1,2mm)
limpas e desengorduradas em alcool a 70%. As laminas foram fixadas em metanol
durante cinco minutos e coradas pelo método de Romanowsky (Giemsa Stain Modified,
Sigma-Aldrich) por 30 minutos, para realizagdo da contagem diferencial de leucdcitos
em contador manual de células sanguineas (KACIL CCS-01), utilizando-se o padrao de

“‘grega” (Coles, 1984) e pesquisa de hemoparasitas, realizada por dois observadores.

A dosagem total de proteinas plasmaticas foi realizada por refratometria (Jain,

1993; Meyer & Harvey, 2004).

3.7.3 Deteccdo de antigenos de Dirofilaria immitis e anticorpos contra Ehrlichia

canis e Borrelia burgdorferi

Para deteccdo de antigenos de D. immitis e anticorpos contra E. canis e B.
burgdorferi foi utilizado o Teste SNAP 3Dx (IDEXX Laboratories).

Amostras de sangue total foram submetidas a centrifugacao (1500rpm por 10
minutos) (Excelsa®ll) para obtengdo do soro, armazenado & -20°C até a data do
processamento.

Descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante, as amostras foram imediatamente processadas no

LAPCLIN-DERMZOO - IPEC/Fiocruz.



Procedimento:

Trés gotas da amostra e quatro gotas do conjugado, que acompanha o kit, foram
pipetadas em um tubo tipo ependorff (Figura 4). Em seguida, o tubo foi invertido cerca
de 3 a 5 vezes para homogeneizagdo da solugéo, que foi adicionada a cavidade da
amostra. Apos fluir pela janela de resultado, a solugdo atingiu o circulo de ativagao,
permitindo, entdo, que o ativador SNAP fosse pressionado (Figura 5). Aguardou-se

cerca de 8 minutos para leitura do teste, de acordo com as recomendacgdes do

fabricante.
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Figura 4. Adicdo da amostra (seta Figura 5. Ativador SNAP. Seta preta,
vermelha) e conjugado (seta azul) cavidade da amostra; seta azul, janela de
em tubo tipo ependorff (SNAP 3Dx, resultado; seta vermelha, circulo de
Idexx). Fonte: www.idexx.com ativacao; seta lilas, ativador SNAP (SNAP

3Dx, Idexx). Fonte: www.idexx.com



3.7.4 Provas de funcéo hepética

As amostras de sangue total pertencentes aos animais do grupo sadio foram
submetidas a centrifugacdo (1500rpm durante 10 minutos) (Excelsa®ll) para obtencao
do soro, imediatamente encaminhado ao Laboratério Vet Analises — RJ para realizagcao

das seguintes provas bioquimicas:

*
2

Alanina aminotransferase (ALT): método otimizado cinético UV-IFCC

R/
°

Fosfatase alcalina (FA): Bowers e Mc Comb modificado

o

Proteina sérica total: método colorimétrico por reacao cinética com biureto

*,

°

Albumina: método colorimétrico por reagao com verde de bromocresol

7
°

Globulina: calculada pela diferenga da proteina sérica total e albumina

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram armazenados em Banco de Dados Access e analisados
com auxilio do programa de analise estatistica SPSS win v.11.

Foram descritas as frequéncias simples da classificagdo clinica dos caes
estudados e as medianas e percentis 25 e 75% das variaveis continuas dos parametros
laboratoriais de TP, TTPA, hemacias, hemoglobina, hematodcrito, VGM, CHGM,

contagem total de plaquetas, proteina plasmatica total, contagem total de leucdcitos e



contagem diferencial de basdfilos, eosindfilos, mieldcitos, metamieldcitos, segmentados,
linfécitos e mondcitos dos trés grupos do estudo, além de ALT, FA, proteina plasmatica
total, albumina e globulina nos cédes do grupo sadio.

Para efeito de comparacgao entre os resultados do grupo LVC e controle utilizou-
se a analise nao paramétrica de Mann-Whitney. Foi considerado estatisticamente

significativo o p-valor < 0,05.



4 RESULTADOS

4.1 ISOLAMENTO DE Leishmania sp. EM CULTURA E CARACTERIZAGAO
ISOENZIMATICA

Dos quarenta e trés caes recolhidos pelo CCZ — Santa Cruz/RJ, Leishmania sp.
foi isolada de 19 animais (44,9%) em diferentes sitos anatdomicos: pele integra (13/19),
baco (8/19) e lesao (7/19). Destes isolados, dois foram perdidos (um de pele integra e
outro de lesdo). Vinte e quatro animais (55,9%) foram negativos em cultura
parasitoldgica.

Leishmania (L.) chagasi foi caracterizada em 11 (25,6%) animais e Leishmania
(V.) braziliensis em 5 (11,63%) céaes. Infec¢do mista por Leishmania (L.) chagasi e
Leishmania (V.) braziliensis foi observada em um unico animal.

Os resultados do isolamento e caracterizagdo de Leishmania das amostras
cultivadas mediante os titulos soroldgicos obtidos na RIFI dos 43 cdes do estudo
encontram-se na tabela 1. Na tabela 2, pode-se observar a classificagdo, em grupos,

atribuida aos animais apos os resultados da cultura parasitologica.



Tabela 1. Resultados do isolamento e caracterizagdo de Leishmania sp. das amostras cultivadas mediante os titulos soroldgicos
obtidos na RIFI dos 43 caes do estudo no ano de 2007.

Caracterizagao lzoenzimatica
Animais Isolamento em Cultura Amostras

L. (L.) chagasi L. (V.) braziliensis L. (L.) chagasi e .
(n) Negativo Positivo *) g V) L) g _ perdidas
L. (V.) braziliensis

1:40 16 15 1 0 1 0 0
1:80 14 9 5 0 4 0 1
1:160 2 0 2 1 0 0 1
1:320 1 0 1 1 0 0 0
1:640 5 0 5 4 0 1 0
1:1280 4 0 4 4 0 0 0
1:2560 1 0 1 1 0 0 0

Total 43 24 19 11 5 1 2




Tabela 2. Classificagdo em grupos dos 43 caes do estudo de acordo com os
resultados da cultura parasitolégica para diagndstico de leishmaniose no ano

de 2007.
Animais Classificacao
L. (L.) chagasi 11 Grupo LVC
L. (V.) braziliensis 5 Excluido
() hages e () 1
Amostras negativos 24 Grupo CNCP
Amostras perdidas 2 Excluido
Total 43 -

4.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Dos quarenta e trés animais avaliados, 23 (53,5%) eram machos e 20 (46,5%)
eram fémeas. Trinta e trés caes (76,7%) nao apresentavam raga definida e 10 (23,3%)
pertenciam as ragas: Poodle (4/43), Rottweiler (2/43), Labrador (2/43), Fila Brasileiro
(1/43) e Pinscher (1/43). A idade dos animais variou entre um e 12 anos de idade.

No grupo LVC, 5 (45,4%) animais eram machos e 6 (54,5%) eram fémeas. A
idade dos animais variou entre 1 e 12 anos. No grupo CNCP, 14 (58,3%) caes eram
machos e 10 (41,7%) eram fémeas. A idade variou entre 1 e 12 anos.

Na tabela 3 pode-se observar a disposi¢cao das ragcas em relagdo ao isolamento e

caracterizacao de Leishmania sp..



Tabela 3. Disposicdo das racas em relagdo ao isolamento e caracterizacdo de
Leishmania sp. dos 43 caes do estudo no ano de 2007.

Leishmania Leishmania L. (L.) chagasi e

(L) (V) L. (V.) Negativos A TOsaS
chagasi braziliensis braziliensis P

SRD 9 4 1 17 2

Poodle 1 0 0 3 0

Rottweiler 0 1 0 1 0

Labrador 0 0 0 2 0

Fila 0 0 0 1 0
Brasileiro

Pinscher 1 0 0 0 0

Total 11 5 1 24 2

De acordo com os sinais clinicos, os animais do grupo LVC foram classificados
em assintomaticos (n=4; 36,4%), oligossintomaticos (n=4; 36,4%) e sintomaticos (n=3;
27,3%). As principais alteragdes clinicas observadas nesse grupo foram linfadenopatia
(n=7; 63,6%), acometendo os linfonodos pré-escapulares (n=1; 14,3%), pré-maxilares
(n=3; 42,8%), cervicais (n=3; 42,8%) e popliteos (n=6; 85,7%); mucosas hipocoradas
(n=7; 63,6%); lesdes cutaneas (Figuras 6 e 7), especialmente areas de alopecia (Figura
8) (n=6; 54,5%); e emagrecimento (n=5; 45,4%). Os principais sinais clinicos
encontrados nos cédes do grupo CNCP foram mucosas hipocoradas (n=13; 54,2%),
emagrecimento (n=11; 45,8%) (Figura 9) e linfadenopatia (n=10; 41,7%), acometendo
os linfonodos cervicais (n=4) e popliteos (n=7). Os demais achados clinicos observados
em ambos 0s grupos encontram-se na tabela 4.

Nao foram observados sinais de hemorragia em nenhum dos caes tanto do

grupo LVC quanto do grupo CNCP.



Figura 6. Canino, SRD, fémea do grupo LVC. Lesao cutinea
ulcerada (seta verde) localizada em membro anterior direito e
onicogrifose.

Figura 7. Canino, Poodle, fémea do grupo LVC. Lesao
cutanea crostosa (seta vermelha) e areas de alopecia (seta
azul) localizadas no plano nasal.



Figura 8. Canino, SRD, fémea do grupo LVC. Area de
alopecia localizada na face externa da orelha direita.

Figura 9. Canino, Fila Brasileiro, macho do grupo CNCP.
Animal apresentando severo emagrecimento.



Tabela 4. Alteracbes clinicas observadas durante o atendimento dos céaes
pertencentes aos grupos LVC e CNCP no ano de 2007.

Grupo LVC Grupo CNCP
(n=11) (n=24)
Mucosas hipocoradas 7 13
Apatia 3 1
Emagrecimento 5 11
Areas de alopécia 6 1
Descamacao furfuracea 4 0
Pélo opaco 1 0
LesOes cutaneas
ulceradas 2 2
Onicogrifose 2 0
Ceratoconjuntivite 3 0
Blefarite 1 0
Linfadenopatia 7 10
Esplenomegalia 2 0
Hepatomegalia 1 0

4.3. MENSURACAO DO TEMPO DE SANGRAMENTO

Os valores da mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) da mensuracédo do
tempo de sangramento (TS) dos animais do grupo LVC, grupo CNCP e sadio
encontram-se na tabela 5, juntamente com o p-valor determinado (Teste de Mann-
Whitney). Adicionalmente, os valores individuais do TS de cada animal do grupo LVC e
CNCP encontram-se no ANEXO B. No ANEXO C observam-se os resultados individuais

do TS dos caes do grupo sadio.



De acordo com os resultados obtidos, somente um cdo do grupo LVC e um céo

do grupo CNCP apresentaram TS prolongado, ambos infectados por E. canis.

Tabela 5. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados do tempo de
sangramento dos caes pertencentes aos grupos LVC, CNCP e sadio no ano de

2007.
Grupo LVC Grupo CNCP . Grupo Sadio
(n=11) (n=24) p (N=18)***
Tempo de
Sangramento 162,0 168,0 0,85 138,0

(130,0-180,0) (137,0-175,0) (130,0-170,0)

(S)**
*p, p-valor (Mann-Whitney)
**(s), segundos
*** Parametro de referéncia proéprio.

4.4 EXAMES LABORATORIAIS

4.4.1 Provas de hemostasia

4.4.1.1 Tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada

Os valores da mediana e intervalo interquartii (25 e 75%) do tempo de
protrombina e tempo parcial de tromboplastina ativada encontram-se na tabela 6,
juntamente com o p-valor determinado (Teste de Mann-Whitney). Adicionalmente, os

valores individuais do TP e TTPA de cada animal encontram-se no ANEXO B. No



ANEXO C observam-se os resultados individuais do TP e TTPA dos caes do grupo
sadio.

No grupo LVC, TP prolongado foi observado em 45,4% (5/11) dos animais;
60,0% (3/5) co-infectados por E. canis. TTPA prolongado foi observado em 45,4%
(5/11) dos animais; 80,0% (4/5) co-infectados por E. canis.

No grupo CNCP, TP prolongado foi observado em 41,7% (10/24) dos animais;
90,0% (9/10) infectados por E. canis. TTPA prolongado foi observado em 37,5% (9/24)

dos animais; 88,9% (8/9) infectados por E. canis.

Tabela 6. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados de TP e TTPA (em
segundos) dos caes pertencentes aos grupos LVC, CNCP e sadio no ano de 2007.

Grupo LVC Grupo CNCP . Grupo Sadio
(n=11) (n=24) p (N=18)***
a 8,7 8,6 7,3
TP (7.8-120,0) (7.5-120,0) 063 (727.3)
TTPA® 46,4 38,6 0.31 37,2
(s)** (38,3-57,8) (28,8-54,3) ’ (30,0-42,7)

*p, Teste de Mann-Whitney

**(s), segundos

*** Parametro de referéncia Eréprio.

@ TP tempo de protrombina; °, TTPA tempo de tromboplastina parcial ativada.

4.1.1.2 Mensuragao dos produtos de degradacgéao da fibrina

Apenas um animal, pertencente ao grupo LVC, foi positivo para presenca de

produtos de degradagao da fibrina (Figura 10) em plasma citratado. Esse animal foi



negativo para presenca de anticorpos contra E. canis e B. burgdorferi e antigenos de D.

immitis.

Figura 10. Teste de aglutinacdo em latex Dade® DIMERTEST em
cao do grupo LVC. Seta vermelha, controle positivo; seta azul,
amostra positiva para presenca de produtos de degradacédo da
fibrina.

4.4.2 Hemograma e proteina plasmatica total

Anemia foi observada em 100% dos animais tanto do grupo LVC (n=11) quanto
do grupo CNCP (n=24).
Anemia normocitica normocrémica esteve presente em 81,8% (9/11) dos cées do

grupo LVC. Anemia normocitica hipocrémica (9,1%; n=1) e anemia microcitica



normocrémica (9,1%; n=1) também foram observadas. O grupo CNCP foi caracterizado
por uma anemia normocitica normocrémica em 83,3% (20/24), anemia normocitica
hipocrémica em 8,3% (2/24), anemia microcitica hipocromica em 4,2% (1/24) e anemia
macrocitica hipocrémica em 4,2% (1/24) dos animais.

As alteragbes observadas na hematoscopia dos caes dos grupos LVC e CNCP

encontram-se na tabela 7.

Tabela 7. Alteragcdes hematoldgicas observadas na hematoscopia dos
caes pertencentes aos grupos LVC e CNCP no ano de 2007.

Grupo LVC Grupo CNCP
(n=11) (n=24)
Anisocitose 4 (33,3%) 7 (29,2%)
Policromasia 3 (25%) 2 (8,3%)
Rouleaux 2 (16,7%) 1(4,2%)
Metarrubricitos 1(8,3%) 3 (12,5%)
Howell Jolly 2 (16,7%) 1(4,2%)
Linfécitos Reativos 5 (41,7%) 10 (41,7%)
Monécitos Ativados 8 (66,7%) 12 (50%)
Macroplaquetas 0 (0%) 5 (20,8%)
Ativacdo Plaquetéria 0 (0%) 2 (8,3%)

Durante a pesquisa de hemoparasitas, em somente um animal, pertencente ao

grupo CNCP, foram observadas morulas de Ehrlichia sp. no citoplasma de mondcitos.



Hiperproteinemia esteve presente em 63,6% (7/11) dos animais do grupo LVC;
42,8% (3/7) co-infectados por E. canis. O grupo CNCP apresentou 25,0% (6/24) dos
caes com hiperproteinemia; 66,7% (4/6) infectados por E. canis, e 12,5% (3/24) animais
com hipoproteinemia; 66,7% (2/3) infectados por E. canis.

Plaguetopenia foi observada em 63,6% (7/11) dos cédes do grupo LVC; 42,8%
(3/7) co-infectados por E. canis. No grupo CNCP, plaquetopenia foi observada em
50,0% (12/24) dos animais; 100,0% (12/12) infectados por E. canis.

O leucograma dos animais do grupo LVC apresentou-se dentro dos parametros
de normalidade (Jain, 1993) em 72,7% (8/11) dos animais; estando presente leucopenia
em 27,2% (3/11) dos caes, todos co-infectados por E. canis. O grupo CNCP também
apresentou leucometria global dentro dos parédmetros de normalidade (Jain, 1993) em
75,0% (18/24) dos animais. Leucopenia foi observada em 20,8% (5/24) dos caes;
80,0% destes (4/5) infectados por E. canis. Além de leucocitose com desvio nuclear de
neutréfilos a esquerda observada em um (4,7%) animal soro reator para anticorpos
contra E. canis.

Nas tabelas 8 e 9 observam-se os valores da mediana e intervalo interquartil (25
e 75%) dos resultados do eritrograma, plaquetometria e proteina plasmatica total, e
leucograma, respectivamente, dos cées do grupo LVC e grupo CNCP. Adicionalmente,
os valores individuais de cada animal encontram-se no ANEXO B.

No ANEXO C é possivel observar os resultados individuais, mediana e intervalo
interquartil (25 e 75%) dos resultados do hemograma e proteina plasmatica total dos

caes pertencentes ao grupo sadio.



Tabela 8. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados do eritrograma,
plaquetometria e PPT dos caes pertencentes aos grupos LVC, CNCP e sadio no ano

de 2007.
Grupo LVC  Grupo CNCP , Valores Grupo Sadio
_ _ p de (n=18)
(n=11) (n=24) Referéncia®
Eritrécitos 4,00 4,40 6,57
(x10%uL)  (314-440)  (3.67-500) 029 5585 (5,87-6,83)
Hemoglobina 8.6 10,15 15,40
(g/dL) (7,4:9.7) 762-1137) 012 120180 4385/16,20)
Hematoécrito 25,0 31,00 0.11 37.55 46,0
(%) (23,0-29,0)  (23,75.34,00) (41,0-47,2)
VGM** 68,14 68,66 70,58
(fL) (62,50-75,65)  (66,69-71,14) 0% 6077 (68,14-72,45)
CHGM** 33,10 32,66 33,67
(%) (32,07.33.45)  (3212:3351) 073 320360 33 05/33 90)
Plaquetas 142 183 273
(x10°uL) (79-238) 92-267,25) 096 200-500 544 55 368,5)
PPT* 8,6 7,10 7,1
(g/dL) (7.4:9.6) 6.20-815 002 6080 (6,6-7,4)

*p, Teste de Mann-Whitney

** VGM, volume globular médio; CHGM, concentragdo globular média de hemoglobina; PPT,

proteina plasmatica total.
@ Fonte: Jain (1993)



Tabela 9. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados do leucograma dos caes

pertencentes aos grupos LVC, CNCP e sadio no ano de 2007.

Grupo LVC Grupo CNCP . Valjo;es Grupo Sadio
(n=11) (n=24) Referéncia® (n=18)
LG 6700 8950 9450
(uL) (5200-11600)  (6175-11125) 035 8000-17000 7644 15075
Basofilo 0,00 0,00 033 ros 0,00
(ul) (0,00-0,00)  (0,00-0,00) : (0,00-0,00)
Eosindfilo 234 438 688
(uL) (39-405) (58-963) 0.14 100-1250 (339-1134)
Miel6cito 0,00 0,00 00 ] 0,00
(ul) (0,00-0,00)  (0,00-0,00) : (0,00-0,00)
Metamieldcito 0,00 0,00 1.00 ) 0,00
(ul) (0,00-0,00)  (0,00-0,00) : (0,00-0,00)
BastAo 0,00 0,00 0,00
(uL) (0,00-000) (0,000,000 222 0-300 (0,00-0,00)
Segmentado 4617 5894 6491
(ul) (4216-9520)  (4392-8235) 027 3000-11500 4544 8470)
Linfécito 1053 794 1894
(ul) (464-1541)  (338-1221) 036 1000-4800 4545 o69s5)
Monécito 434 637 603
(ul) (335-028) (410-1009) 925 150-1350 (339-764)

*p, Teste de Mann-Whitney
**LG, leucometria global

@ Fonte: Jain (1993)
-, Ausentes

4.4.3 Provas de funcéo hepatica

Na tabela 10 observam-se os resultados individuais, mediana e intervalo
interquartil (25% e 75%) das provas de fungdo hepatica realizadas nos animais

pertencentes ao grupo sadio.



Tabela 10. Valores individuais, mediana e intervalos interquartil (25 e 75%) das provas de
fungéo hepatica dos 18 caes pertencentes ao grupo sadio no ano de 2007.

ALT FA Proteina Total ~ Albumina Globulina
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)
s1 56,0 73 7.10 2,90 4,20
S2 32,0 68 5,60 2,90 2,70
S3 47,3 45 7.12 3,40 3,72
sS4 47,1 107 5,80 3,00 2,80
S5 36,6 28 6,91 2,80 411
S6 41,9 49 7.12 3,20 3,92
S7 36,6 24 6,50 3,40 3,10
S8 41,9 33 6,04 3,20 2,84
S9 36,6 22 6,40 2,80 3,60
S10 37,0 30 6,20 3,30 2,90
si1 36,6 20 6,30 3,20 3,10
S12 47,1 33 6,10 3,30 2,80
S13 62,8 38 6,90 3,30 3,60
S14 41,9 20 5,94 2,90 3,04
S15 40,7 49 6,20 3,40 2,80
S16 41,9 33 713 4,00 3,13
S17 31,4 24 6,80 2,90 3,90
S18 314 33 5,80 2,70 3,10
Mediana 41,3 33,0 6,35 3,20 3,10
'g;e_%ao}f 36,6-47,1 24,0490  6,01-6,95 2,90-332  2,80-3,76
valoresde = 5164020 2001560 540710  2,60-3,30 i

Referéncia*

* Kaneko et al.. 1997



4.4.4 Deteccao de antigenos de Dirofilaria immitis e anticorpos contra Ehrlichia
canis e Borrelia burgdorferi

Seis (54,5%) animais pertencentes ao grupo LVC foram positivos no Teste SNAP
3Dx para presenca de anticorpos contra E. canis. Destes seis animais, um apresentou
sorologia positiva para presenga de antigenos de D. immitis e anticorpos contra B.
burgdorferi. Dos animais pertencentes ao grupo CNCP, 18 (75,0%) apresentaram
sorologia positiva para anticorpos contra E. canis (Figura 11). Todos os animais
pertencentes ao grupo sadio foram negativos para presenga de anticorpos contra E.
canis e B. burgdorferi e antigenos de D. immitis no Teste SNAP 3Dx (Idexx).

O ANEXO D apresenta os resultados do Teste SNAP 3Dx de cada animal do

grupo LVC e CNCP.

Figura 11. Resultados positivos para pesquisa de anticorpos
contra Ehrlichia canis (seta vermelha) em soro canino.
Controle positivo (seta preta) (Teste SNAP 3Dx).



4.5. NECROPSIA

A necropsia foi realizada nos 35 caes pertencentes ao grupo LVC (n=11) e
CNCP e (n=24) e nao foi observada qualquer alteragcdo macroscopica sugestiva de
diatese hemorragica durante o procedimento. A tabela 11 apresenta os principais

achados macroscépicos presentes no grupo LVC e no grupo CNCP.

Tabela 11. Alteragdes macroscopicas observadas durante a necropsia dos caes
pertencentes aos grupos LVC e CNCP no ano de 2007.

Grupo LVC (n=11) Grupo CNCP (n=24)
Linfadenomegalia 7 5
Esplenomegalia 2 2
Hepatomegalia 1 0

Hidronefrose 3 1




5 DISCUSSAO

No presente estudo, Leishmania sp. foi isolada em 19 dos 43 animais soro
reatores para leishmaniose. Porém, 24 caes foram parasitologicamente negativos e
apresentaram baixos titulos sorolégicos de 1:40 e 1:80. Esses resultados reforcam a
possibilidade de reagdes cruzadas na RIFI para leishmaniose visceral com outros
patdgenos, porém, nao descartam a presenca de infecgdo por Leishmania sp., em
virtude da baixa sensibilidade das técnicas parasitoldgicas (Schalling et al., 2002).

Teses soroldgicos, como a RIFI, apesar de frequentemente utilizados como
triagem para diagndstico da leishmaniose canina, apresentam inumeras desvantagens
como: a necessidade de pessoas capacitadas e treinadas para leitura e interpretacao
individual das laminas, a utilizacdo de variados ponto de corte empregados em
diferentes laboratorios e as variadas respostas imunoldogicas apresentadas pelos
animais, além de nao distinguirem infecgdo passada de infeccao presente, podendo
resultar em falso-negativos ou falso-positivos (Alvar et al., 2004; Ferroglio et al., 2007).

Costa et al. (1991) relataram a presenca de reacdo cruzada na RIFI para
leishmaniose visceral quando amostras de soro obtidas de animais infectados por
Leishmania (Viannia) braziliensis e Trypanosoma cruzi, na porcentagem de 75% e 83%

respectivamente, foram analisadas. Em um estudo realizado por Ferreira et al. (2007), a



RIFI para leishmaniose visceral apresentou reagdes cruzadas com Leishmania (V.)
braziliensis, Trypanosoma cruzi e Ehrlichia canis.

De acordo com Madeira et al. (2005), caes com leishmaniose tegumentar podem
apresentar sorologia positiva na RIFI para leishmaniose, o que torna diagnéstico
diferencial com a LVC dificil. A ocorréncia de infecgcdo mista entre Leishmania (V.)
braziliensis e Leishmania (L.) chagasi em caes de areas suburbanas do Municipio do
Rio de Janeiro (Madeira et al., 2006a), indicando sobreposi¢ao da LT e LV, enfatiza a
importancia de se complementar a investigagdo dos caes soro reatores usando
métodos de diagndsticos parasitologicos e identificacdo das espécies de Leishmania
(Madeira et al., 2006b). Neste estudo relatamos mais um caso de co-infecg¢ao por L. (V.)
braziliensis e L. (L.) chagasi no Municipio do Rio de Janeiro.

Aviles et al. (1999) sugerem que a cultura parasitologica seja utilizada em
centros de referéncias para leishmaniose com a finalidade de diagnéstico e pesquisa.

Na presente dissertacdo ndo foram observadas predisposicdo sexual, etaria ou
racial nos caes com leishmaniose visceral, o que esta de acordo com diversos autores
(Abranches et al., 1991; Fisa et al. 1999; Feitosa et al., 2000). Entretanto, alguns
estudos epidemioldgicos tém demonstrado a susceptibilidade de algumas racas a
infeccdo por L. (L.) chagasi (Abranches et al., 1991; Sideris et al., 1996). Porém
diversos autores nao confirmam tal afirmagao, que pode ser atribuida ao habitat do cédo
e sua exposic¢ao ao flebotomineo (Pozio et al., 1981; Amela et al., 1995).

Com relacao a linfadenopatia observada, os linfonodos popliteos foram os mais
acometidos nos caes do grupo LVC, seguidos dos linfonodos pré-maxilares, cervicais e
pré-escapulares. Em contraste a este achado, Ciaramella et al. (1997) relatam um maior

aumento dos linfonodos pré-escapulares quando comparados aos linfonodos popliteos



e atribuem este achado a grande quantidade de lesbes cutaneas, localizadas na regido
cranial dos animais estudados. Tal fato nao foi evidenciado neste estudo, uma vez que
cdes com lesbes cutaneas localizadas na regido cranial apresentaram um maior
aumento dos linfonodos popliteos, estando de acordo os achados de Feitosa et al.
(2000), que sugerem um envolvimento visceral para tal evento. Devido a co-infec¢do de
alguns cées do grupo LVC por E. canis, é possivel que a linfadenopatia observada
esteja sendo exacerbada, ja que na ehrliquiose canina este achado é frequentemente
encontrado nas fases aguda e crbnica da doenga (Cohn, 2003; Harrus et al., 1997), o
que pode também explicar a hiperplasia dos linfonodos de caes do grupo CNCP.

Mucosas palidas, frequentemente relatadas na LVC (Kontos & Koutinas, 1993;
Ciaramella et al., 1997), foram observadas na maioria dos animais do grupo LVC e
confirmadas hematologicamente por quadros de anemia, estando de acordo com os
achados observados por lkeda et al. (2003) e Campos (2005). Aparentemente,
relacionado a este achado, a maioria dos animais apresentou emagrecimento e apatia,
estando de acordo com os relatos de Kontos & Koutinas (1993) e Alvar et al. (2004).
Considerando a presenga de anticorpos para E. canis no soro de alguns caes do grupo
LVC, é possivel supor que esses sinais clinicos estejam sendo agravados por esse
agente infeccioso (Cohn, 2003; Shipov et al., 2008), assim como nos animais do grupo
CNCP.

As alteragbes dermatoldgicas predominantemente observadas no grupo LVC
estdo de acordo com as relatadas na literatura (Longstaff & Guy, 1985; Kontos &
Koutinas, 1993; Ciaramella & Corona, 2003; Alvar et al., 2004). Onicogrifose,
comumente relatada na LVC (Ferrer 1994; Kontos & Koutinas, 1993, Feitosa et al.,

2000), foi observada em somente dois animais, concordando com Slappendel (1988) e



Ferrer & Slappendel (2000), que relatam que tal evento ocorre em pequena proporg¢ao
Porém, é possivel que neste estudo, esse achado seja atribuido a precoce retirada dos
animais soropositivos para LVC pela Secretaria Municipal de Saude. No grupo CNCP,
as alteracbes dermatoldgicas observadas podem ser explicadas por infecgoes
secundarias, em virtude da infeccao por E. canis (Cohn, 2003).

No presente estudo, lesdes oculares como ceratoconjuntivite e blefarite,
comumente relatadas na LVC (McConnell et al., 1970; Longstaffe & Guy, 1985; Kontos
& Koutinas, 1993; Ciaramella et al., 1997; Feitosa et. al, 2000; Alvar et al., 2004) foram
observadas nos caes do grupo LVC. Esplenomegalia e hepatomegalia (Slappendel &
Ferrer, 2000; Ciaramella & Corona, 2003) estiveram presentes em um reduzido numero
de animais, concordando com os achados Kontos & Koutinas (1993) e pode ser
atribuido a fase da doenca em que se encontravam os caes.

A auséncia de diatese hemorragica observada nos cdes com leishmaniose
visceral no presente estudo contradiz os achados de Ferrer (1994), Moreno et al.
(1998), Ciaramella & Corona, (2003), Ciaramella et al. (2005). Essa diferenga também
pode ser explicada pelo recolhimento precoce dos caes pela Secretaria Municipal de
Saude, minimizando a ocorréncia de sinais clinicos graves ou até mesmo, atribuida a
cepa de Leishmania (L.) chagasi envolvida na infec¢gado. Nos animais do grupo CNCP, a
tendéncia a sangramentos também n&o foi observada, inclusive nos animais infectados
por E. canis, onde esse achado é comumente relatado por outros autores (Harrus et al.,
1997; Harrus et al., 1999; Cohn, 2003; Shipov et al., 2008). Tal diferenga pode ser
atribuida aos diferentes estagios clinicos da doenga (agudo, sub-agudo ou cronico) e/ou

as cepas de E. canis envolvidas na infecgao.



Através da determinacdo do TS € possivel obter uma avaliacdo indireta da
contratilidade, contagem e funcao plaquetaria (Moreno et al., 1998). Os valores de TS,
mensurados nos animais do grupo sadio, encontraram-se dentro dos parametros de
normalidade indicados pela literatura (Coles, 1984; Meyer & Harvey, 2004), porém
diferem dos valores encontrados por Moreno et al. (1998), podendo esta diferenga ser
atribuida a metodologia utilizada.

Na maioria dos animais do grupo LVC e CNCP, o tempo de sangramento
encontrou-se dentro dos parametros de normalidade, com exce¢cdo de um unico animal
em cada grupo (LVC e CNCP), onde foi observado aumento. Esse achado, juntamente
com a plaquetopenia observada nestes dois animais, pode sugerir disturbios primarios
da hemostasia envolvendo doenga plaquetarias quantitativas e/ou qualitativas e
vasculites (Moreno et al., 1998; Jain, 1993). Porém, no animal pertencente ao grupo
LVC, essa alteracdo ndo deve ser atribuida somente ao protozoario Leishmania
(Leishmania) chagasi, uma vez que esse cado era soro-positivo para presenga de
anticorpos contra E. canis; o que pode explicar o aumento do TS no animal do grupo
CNCP.

Os valores de TP, mensurados nos caes do grupo sadio para a obtencédo de
valores de referéncia, foram semelhantes aos encontrados por Pelagalli et al. (2004) e
Ciaramella et al. (2005) e Cortese et al. (2006). Ja os valores de TTPA foram maiores
que os citados por Moreno (1999), Pelagalli et al. (2004) e Ciaramella et al. (2005) e
Cortese et al. (2006). Essas diferengas possivelmente sédo atribuidas a metodologia
utilizada e aos reagentes empregados para detecgdo do TP e TTPA, confirmando assim

a necessidade de utilizacao de valores proprios.



Em alguns animais do grupo LVC foi possivel observar prolongados tempos de
protrombina e tromboplastina parcial ativada, o que sugere alteragcdes na via extrinseca
e intrinseca da coagulagdo sanguinea, respectivamente. Porém, este achado nao deve
ser atribuido exclusivamente ao patégeno Leishmania (L.) chagasi, uma vez que o
aumento no TP e TTPA dos caes do grupo LVC foi observado, em sua maioria, em
animais soro-positivos para presenca de anticorpos contra E. canis (n=3 e n=4,
respectivamente). Cortese et al. (2006) relatam a presencga de valores normais de TP
em caes infectados por L. infantum, E. canis e co-infectados por L. infantum e E. canis e
atribuem esse fato a baixa sensibilidade dos testes comerciais de TP em plasma
canino; e a presenca de TTPA prolongado em caes infectados por L. infantum e co-
infectados por L. infantum e E. canis quando comparados aos animais infectados por E.
canis e grupo controle, sugerindo um sinergismo entre leishmaniose e ehrliquiose. De
acordo com Ciaramella et al. (2005), cdes naturalmente infectados por L. infantum
apresentam valores normais de TP, atribuindo tal fato a baixa sensibilidade dos testes
comerciais de TP em plasma canino (Cortese et al., 2006); e TTPA prolongado,
atribuindo esta alteracdo na via intrinseca da coagulagdo a possiveis danos renais,
levando a perda de anti-trombina Ill, e hepaticos que podem influenciar na sintese e
metabolismo dos fatores de coagulagdo. Recentemente, Shipov et al. (2008)
observaram TP e TTPA prolongados em cées naturalmente infectados por E. canis, o
que pode explicar os prolongados TP e TTPA dos animais infectados por este agente
no grupo CNCP do presente estudo. De acordo com a andlise estatistica empregada,
nao houve diferenga estatistica significativa (p=0,05) nos valores de TP e TTPA entre o

grupo LVC e CNCP.



A presenca de produtos de degradacgao da fibrina, juntamente com resultados de
prolongados TP e TTPA e presenga de plaquetopenia em um animal do grupo LVC
sorologicamente negativo para presenga de anticorpos contra E. canis, sugerem o
consumo de plaquetas e fatores de coagulagdo como ocorre na coagulagédo
intravascular disseminada, achado também observado por Font et al. (1994) e
Valladares et. al. (1998) na leishmaniose visceral canina. Niveis normais de PDF em
cdes com leishmaniose visceral foram observados por Moreno (1999), Juttner et al.
(1991) e Ciaramella et al. (2005).

A anemia normocitica normocrémica observada nos animais infectados por L (L.)
chagasi tem sido relatada por diversos autores (Abranches et al., 1991; Kontos &
Kountinas, 1993; Ciaramella et al., 1997; lkeda et al., 2003; Campos, 2005; Reis et al.,
2006). Embora n&o tenha sido realizada a contagem de reticulocitos, na maioria dos
caes infectados nédo foram observados sinais de regeneragao, o que sugere a presenca
de uma anemia nao-regenerativa em consequéncia de uma diminuigdo da eritropoiese
decorrente de hipoplasia ou aplasia da série eritroide, freqliientemente observada em
doengas crénicas (Jain, 1993; Ciaramella et al., 1997; Feitosa et al., 2000; Costa-Val et
al., 2007). E importante ressaltar a presenca da co-infecgéo por E. canis na maioria dos
animais, o que pode resultar no agravamento do processo, uma vez que anemia nao-
regenerativa € comumente relatada na ehrliquiose canina (Troy et al., 1980; Harrus et
al., 1997; Meyer & Harvey, 2004). A anemia normocitica hipocrdmica observada pode
ser atribuida a deficiéncia de ferro decorrente de parasitismo intestinal ou enterite
cronica, achado clinico relatado em alguns cades com LVC (Ferrer et al.,, 1991;

Ciaramella & Corona, 2003).



A anemia da doenga inflamatéria (ADI), que frequentemente acompanha
doengas inflamatérias crbnicas (Jain, 1993 & Meyer & Harvey, 2004), também pode ter
contribuido para a anemia observada nos caes do grupo LVC. Anormalidades como a
indisponibilidade de ferro apreendido por macrofagos, producdao de mediadores
inflamatérios que inibem a eritropoiese e redugcdo da meia vida dos eritrécitos
associados a danos de membrana, causados por oxidantes enddgenos gerados
durante a inflamagdo podem ser responsaveis por este processo. De acordo com
Kontos & Koutinas (1993) e Campos (2005), ADI pode ser um dos principais
mecanismos envolvidos na hipoplasia eritréide e anemia observadas nos animais com
leishmaniose visceral.

Causas como perda de sangue e diminuicdo da meia-vida das hemacias
associada a producao de auto-anticorpos, levando ao sequestro esplénico também nao
devem ser excluidas (Keenan et al, 1984; De Luna et al., 2000). Em estudos realizados
por Slappendel (1988) e Kontos & Koutinas (1993), um mecanismo imunomediado foi
descrito em alguns cdes com LVC, que apresentaram teste de “Coombs” positivo e
presenca de titulo para anticorpo antinuclear (ANA). De acordo com Bildik et al. (2004),
a lesdo oxidativa dos eritrocitos causa uma diminuicdo da meia-vida e subsequente
hemdlise, contribuindo para anemia observada na leishmaniose visceral.

No presente estudo, a presencga de policromasia, metarrubricitos e corpusculos
de Howell Jolly observados em alguns animais do grupo LVC e CNCP, foram
insuficientes para classificar a anemia encontrada como uma anemia regenerativa, ja
relatada na LVC (Longstaffe & Guy, 1985 e lkeda et al., 2003).

A anemia observada no grupo CNCP foi em sua maioria normocitica

normocrOmica. A auséncia de sinais de regeneragdo sugere a existéncia de um



processo nao-regenerativo, que pode ser explicado nestes animais pela infecgao por E.
canis, levando a diminuicdo da eritropoiese decorrente de hipoplasia ou aplasia da série
eritréide comumente observada em doengas cronicas (Harrus et al., 1999; Meyer &
Harvey (2004) ou devido a ADI. A presenga de anemia normocitica hipocrémica e
microcitica hipocrdmica em alguns cédes pode ser explicada pela deficiéncia de ferro
decorrente de enterites crénicas (Cohn, 2003; Meyer & Harvey, 2004) ou atribuida a
ADI (Meyer & Harvey, 2004).

A hiperproteinemia presente nos caes do grupo LVC confirma os achados de
outros autores (Slappendel, 1988; Kontos & Koutinas, 1993; Ciaramella et al. 1997;
Ciaramella & Corona, 2003) sendo atribuida a ativagao policlonal de linfécitos B e
consequente producdo de anticorpos, freqientemente observados na leishmnaiose
canina (Koutinas et al.,, 1999). Em alguns animais, co-infectados por E. canis, este
achado pode estar sendo exacerbado. No grupo CNCP, os valores de proteina
plasmatica total encontraram-se dentro dos parametros de normalidade (Jain, 1993) na
maioria dos animais. A hiperproteinemia observada em alguns caes deste grupo (n=2)
pode ser atribuida a desidratacdo ou aumento da sintese de globulinas ou explicada
pela infecgdo por E. canis (n=4), onde comumente & observada hiperglobulinemia
(Harrus et al.,, 1997; Frank & Breitschwerdt, 1999). Baixos valores de proteina
plasmatica total podem ser atribuidos a diminuicdo da ingestdo de alimento, perda renal
e gastrintestinal e diminuigdo na produgao de albumina por lesdo hepatica (Harrus et
al., 1999; Meyer & Harvey, 2004). Caes com ehrliquiose em fase crénica podem sofrer
complicagdes como glomerulonefrite associada a sindrome nefrética ou enteropatias,

levando a perda de proteinas, principalmente albumina (Cohn, 2003; Meyer & Harvey,



2004), o que pode justificar os baixos valores de PPT de dois cdes do grupo CNCP,
soro-positivos para presenca de anticorpos contra E. canis.

No presente estudo, a plaquetopenia observada nos caes do grupo LVC esta de
acordo com o relato de outros autores (Longstaffe & Guy, 1985; Ciaramella et al., 1997;
Ciaramella & Corona, 2003; Costa-Val et al, 2007) e pode ser atribuida a mecanismos
imunomediados, levando a formacgdo de anticorpos anti-plaquetas e diminuicao por
consumo, explicada pela esplenomegalia e vasculite (Slappendel & Greene, 1990).
Neste estudo, € importante considerar a presenga da co-infecgdo por E. canis (n=3)
exacerbando o quadro trombocitopénico, uma vez que este é o achado laboratorial
mais comum e consistente encontrado em caes com ehrliquiose naturalmente e
experimentalmente infectados (Waner et al., 1995; Harrus et al., 1999).

Nos animais do grupo LVC e CNCP, soro-positivos para presenca de anticorpos
contra E. canis, além dos mecanismos imunomediados e destruicdo por consumo,
comumente observados na fase aguda da ehrliquiose canina, uma diminuicdo na
produgdo plaquetaria devido a hipoplasia megacariocitica (Woody & Hoskins, 1991) é
considerada a principal razdo da trombocitopenia observada em animais em fase
cronica severa.

Uma grande variedade de resultados referentes a contagem total de leucécitos €
relatada na LVC (Longstaff & Guy, 1985; Slappendel, 1988; Koutinas et al., 1999; |keda
et al., 2003; Ciaramella & Corona, 2003; Campos, 2004). Neste estudo, a maioria dos
animais do grupo LVC apresentou resultados de leucometria global dentro dos
parametros de normalidade descritos por Jain (1993), estando de acordo com os
achados de Campos (2004) e Costa-Val et al. (2007). A leucopenia observada nestes

animais (n=3), ja descrita por alguns autores na LVC (Longstaffe & Guy, 1985,



Slappendel, 1988), pode ser atribuida a co-infeccéo por E. canis (Harrus 1997; Cohn,
2003). Linfopenia, observada em alguns animais, tem sido relatada por alguns autores
na LVC (Bourdoiseau et al., 1997; Reis et al., 2006) e conferida a natureza
imunossupressora da doenga. Em contraste com os relatos de Yamaguchi et al. (1983)
e lkeda et al. (2003), monocitose foi observada em somente dois animais do grupo LVC
e pode ser atribuida a uma possivel migragdo de mondcitos ao tecido. No grupo CNCP,
a leucopenia e leucocitose com neutrofilia e desvio nuclear de neutréfilos a esquerda
observadas podem estar associados a infecgdo por E. canis (Harrus et al., 1997) e
atribuidas a fase de infeccdo ao qual se encontravam os animais.

Neste estudo, nenhuma alteragdo macroscopica sugestiva de diateses
hemorragicas foi observada no grupo LVC, estando de acordo com Slappendel & Ferrer
(2000). Entretanto, Pumarola et al. (1991) relataram severos quadros de hemorragia
durante a necropsia de caes com LVC. Os resultados do presente estudo podem estar
relacionados com o recolhimento precoce dos caes pela Secretaria Municipal de Saude,
minimizando a ocorréncia de alteragbes macroscopicas graves ou a cepa de
Leishmania (L.) chagasi envolvida na infecgdo. Nos animais do grupo CNCP, também
nao foram observadas alteragbes macroscopicas hemorragicas, até mesmo nos
animais soro-positivos para presenca de anticorpos contra E. canis, o que pode ser
atribuido a fase da doencga (aguda, sub-aguda ou crdnica) em que se encontravam 0s

caes.



6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste estudo foi possivel chegar as seguintes

conclusoes:

1. Em virtude da presenga de anticorpos contra Ehrlichia canis no soro de alguns
caes do grupo LVC, nao foi possivel atribuir as alteragcbes encontradas na
hemostasia primaria e secundaria desse grupo, exclusivamente ao agente

Leishmania (Leishmania) chagasi.

2. A leishmaniose visceral canina pode induzir a coagulagdo intravascular

disseminada.

3. Os cées com leishmaniose visceral ndo apresentaram predisposi¢des etarias,

sexuais e raciais.

4. Os principais sinais clinicos observados nos caes com leishmaniose foram

linfadenopatia, mucosas hipocoradas, emagrecimento e areas de alopecia.

5. Os linfonodos popliteos foram os mais acometidos nos caes com leishmaniose

visceral.



Os caes com leishmaniose visceral ndao apresentaram sinais clinicos de

hemorragia.

Os caes com leishmaniose visceral apresentaram anemia, trombocitopenia e

hiperproteinemia.

Os caes com leishmaniose visceral ndo apresentaram alteragdes macroscopicas

hemorragicas durante procedimento de necropsia.

Nenhuma diferenga significativa (p>0,05) foi observada entre o grupo LVC e o

grupo CNCP mediante os resultados laboratoriais de hemostasia e hemograma.
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ANEXOS



ANEXO A — Resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta

(RIFI) dos 43 caes provenientes do inquérito soroldgico realizado pela

Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro no ano de 2007.

Tabela 1. Dados sorolégicos da RIFI dos 43 cdes do estudo
provenientes do inquérito soroldgico realizado pela Secretaria
Municipal de Saude do Rio de Janeiro no de 2007.

Animais

(n)

1:40 16
1:80 14
1:160 2
1:320 1
1:640 5
1:1280 4
1:2560 1
Total 43




ANEXO B - Resultados individuais, mediana e intervalo interquartil
(25 e 75%) das provas de hemostasia, eritrograma, leucograma,
plaguetometria e proteinas plasmaéaticas totais dos cées pertencentes

ao grupo LVC e grupo CNCP utilizados neste estudo.

Tabela 1. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) das provas
de hemostasia dos 11 caes pertencentes ao grupo LVC no ano de 2007.

TS? (s)* TP® (s)* TTPA® (s)*
Al 162 7,9 42,7
A2 180 7.8 46,4
A3 130 120,0 95,1
A4 263 120,0 38,1
A5 150 120,0 48,7
A6 178 7.1 128,0
A7 120 7,9 21,8
A8 171 8,7 38,3
A9 135 120,0 39,4
A10 210 7,6 20,7
A1l 121 120,0 57,8

Mediana 162 8,7 46,4

'g?%’j‘;oo 130,0-180,0 7,8-120,0 38,3-57,8

2 TS, tempo de sangramento; ® TP, tempo de protrombina; ° TTPA, tempo de tromboplastina parcial
ativada
* (s), segundos



Tabela 2. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) do eritrograma dos
11 caes pertencentes ao grupo LVC no ano de 2007.

Eritrécitos  Hemoglobina Ht? VGM® CHGM®
(x10°/uL) (9/dL) (%) (fL) (%)
Al 3,68 7,40 23 62,50 32,17
A2 4,99 11,3 34 68,14 33,24
A3 3,14 7,60 23 73,25 33,04
A4 3,99 9,60 29 72,68 33,10
A5 4,30 9,30 29 67,44 32,07
A6 4,23 10,6 32 75,65 33,13
A7 5,37 8,60 25 46,55 34,40
A8 4,40 9,70 29 65,91 33,45
A9 3,26 7,90 25 76,69 31,60
A10 1,81 4,70 14 77,35 33,57
A1l 2,28 4,20 14 61,40 30,00
Mediana 4,00 8,60 25 68,14 33,10
";;?;"5""0}00 3,14-4,40 7,40-9,70 23-29 62,50-75,65  32,07-33,45
valoresde = g5 g5 12,0-18,0 37,0-550  60,0-77,0  32,0-36,0

Referéncia*

* Jain, 1993
2 Ht, hematacrito; ° VGM, volume globular médio; © CHMG, concentragéo de hemoglobina globular média



Tabela 3. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) do leucograma dos 11 cées pertencentes ao grupo LVC no ano de

2007.
LG? Bas. Eos.° Miel.? Metam.® Bast.' Seg.? Linf." Mon.
(/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL)
Al 11600 0 0 0 0 0 10208 464 928
A2 7700 0 770 0 0 0 4466 2079 385
A3 5200 0 0 0 0 0 4316 364 520
A4 2600 0 52 0 0 0 2236 156 156
A5 6200 0 248 0 0 0 4216 1302 434
AB 6700 0 402 0 0 0 5226 938 134
A7 11700 0 234 0 0 0 9594 468 1404
A8 8100 0 405 0 0 0 4617 2592 486
A9 13600 0 1088 0 0 0 9520 1224 1768
A10 3900 0 39 0 0 0 2457 1053 351
A1l 6700 0 67 0 0 0 4757 1541 335
Mediana 6700 0,0 234 0,00 0,00 0,00 4617 1053 434
'gtse;‘gao}oo 5200-11600  0,0-0,0  39-405 00-00 0000 0000  4216-9520 464-1541 335-928
valores de 500 17000 raros 100-1250 0 0 0-300 3000-11500  1000-4800  150-1350

Referéncia*

? LG, leucometria global; ® Bas., basdfilo; © Eos., eosindfilo; ¢ Miel., mieldcito; © Metam., metamieldcito; ' Bast., bastao; ° Seg., segmentado; P Linf., linfocito; ' Mon., mondcito.

* Jain, 1993



Tabela 4. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos
resultados da plaguetometria e proteina plasmatica total dos 11 caes
pertencentes ao grupo LVC no ano de 2007.

Plaquetometria Proteina Plasmatica Total

(/uL) (9/dL)
Al 343000 11,4
A2 79000 8,6
A3 238000 9,6
A4 46000 6,2
A5 97000 8,8
A6 206000 8,6
A7 192000 9.4
A8 334000 6.8
A9 142000 7,4
A10 20000 10,0
A1l 121000 74
Mediana 142000 8,6

";ge_%ao}oo 79000-238000 7,40-9,6

X‘Z"f‘éiii gz 200000-500000 6,0-8,0

*Jain, 1993



Tabela 5. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%)
das provas de hemostasia dos 24 caes pertencentes ao grupo CNCP no
ano de 2007.

TS? (s)* TP (s)* TTPA® (s)*
c1 169 7.5 70,0
c2 360 120,0 21,4
c3 150 120,0 27,8
c4 200 120,0 24,3
C5 187 120,0 82,3
C6 171 8,1 35,9
c7 165 7.4 50,7
c8 139 7.3 30,6
co 139 120,0 28,2
C10 120 120,0 37,5
c11 174 7,6 54,7
c12 175 7.8 53,3
c13 173 7.5 18,0
C14 208 7,1 35,0
C15 124 8,3 49,4
C16 167 120,0 27,9
c17 169 120,0 33,5
c18 163 7,2 133,0
C19 137 7.3 42,3
C20 130 120,0 190,0
c21 120 120,0 60,9
c22 130 7.6 48,0
c23 229 8,9 39,7
C24 174 9,1 34,3
Mediana 168,0 8,6 38,6
'ggfr?‘gao}oo 137,0-175,0 7,5-120,0 28,8-54,3

4TS, tempo de sangramento; ® TP, tempo de protrombina; ® TTPA, tempo de tromboplastina
parcial ativada
* (s), segundos



Tabela 6. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) do eritrograma dos
24 caes pertencentes ao grupo CNCP no ano de 2007.

Eritr6citos  Hemoglobina Ht? VGMP CHGM®
(x10%/uL) (g/dL) (%) (fL) (%)
c1 3,76 8,30 28 74,47 29,64
C2 3,70 8,40 26 70,27 32,31
c3 4,36 9,80 30 68,81 32,67
c4 4,85 11,4 34 70,10 33,53
cs 4,88 11,5 35 71,72 32,86
C6 3,66 7,40 23 62,84 32,17
c7 5,03 11,3 35 69,58 32,29
c8 4,99 11,5 34 68,14 33,82
C9 5,12 11,3 35 68,36 32,29
C10 4,13 9,40 29 70,22 32,41
c11 2,11 4,50 13 61,61 34,62
c12 2,40 4,00 14 58,33 28,57
c13 1,18 2,70 8 67,80 33,75
cl4 1,23 3,20 11 89,43 29,09
c15 5,11 11,3 34 66,54 33,24
C16 4,42 11,5 33 74,66 34,85
c17 3,80 9,70 29 76,32 33,45
c18 3,23 6,30 20 61,92 31,50
C19 5,32 12,2 38 71,43 32,11
C20 4,92 11,1 34 69,11 32,65
c21 5,00 10,9 34 68,00 32,06
c22 4,32 9,80 29 67,13 33,79
c23 4,67 10,5 32 68,52 32,81
C24 5,49 11,8 36 65,57 32,78
Média 4,40 10,15 31,0 68,66 32,66
'gge_%ao}oo 3,67-500  7,62-11,37 23,7-340  66,69-71,14  32,12-33,51
Valores de 5,5-8,5 12,0-18,0 37,0-55,0 60,0-77,0 32,0-36,0

Referéncia*

* Jain, 1993
2 Ht, hematacrito; ° VGM, volume globular médio; © CHMG, concentragéo de hemoglobina globular média



Tabela 7. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) do leucograma dos 24 caes pertencentes ao grupo CNCP no ano de
2007.

LG? Bas. Eos.c Miel .4 Metam.® Bast.' Seg.’ Linf." Mon.'
(fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fpL)
C1 9000 0 1530 0 0 0 4320 2070 1080
Cc2 33000 0 0 0 0 990 24750 330 6930
C3 6900 0 0 0 0 0 6003 276 621
c4 7200 0 432 0 0 0 5760 288 720
C5 13400 0 0 0 0 0 10720 1608 1072
C6 4500 0 45 0 0 0 2790 1260 405
Cc7 16100 161 805 0 0 0 10143 4186 805
C8 14300 0 429 0 0 0 12441 1287 143
C9 9900 0 2079 0 0 0 6039 297 1485
C10 5100 0 51 0 0 0 4284 561 204
Cl1 7900 0 158 0 0 0 5688 948 1106
C12 3200 0 32 0 0 0 2400 192 576
C13 3100 0 527 0 0 0 2232 217 124
Cil4 2600 0 78 0 0 52 1872 364 234
C15 9000 0 900 0 0 0 7470 540 a0
Cl6 13800 0 552 0 0 138 10350 1104 1656
C17 6100 0 366 0 0 0 4636 671 427
C18 11200 0 336 0 0 0 8400 1008 1456




C19 10000 0 1000 0 0 0 7500 900 600
C20 9500 0 1425 0 0 0 6175 1425 570
c21 8900 0 445 0 0 0 5785 890 1780
C22 8200 0 984 0 0 0 5494 820 902
Cc23 6400 0 576 0 0 0 4608 768 448
Cc24 10900 10 1853 0 0 0 7739 545 654

Média 8950 0,0 438 0,0 0,0 0,0 5894 794,00 637,00
'gge_;‘gaojoo 6175-11125  0,0-0,0 58-963 00-00 0000 0000  4392-8235  338-1221 410-1099
valores de 550017000 raros 100-1250 0 0 0-300  3000-11500  1000-4800  150-1350

Referéncia*

LG, leucometria global; b Bas., basdfilo; ¢ Eos., eosindfilo; ¢ Miel., mieldcito; © Metam., metamieldcito; Bast., bastao; ¢ Seg., segmentado; M Linf., linfocito; ' Mon., mondcito.

* Jain, 1993



Tabela 8. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos
resultados da plaguetometria e proteina plasmatica total dos 24 caes
pertencentes ao grupo CNCP no ano de 2007.

Plaquetometria Proteina Plasmatica Total
(/uL) (g/dL)
c1 61000 10,0
C2 26000 54
C3 81000 9,0
ca 268000 7,0
c5 315000 8,2
C6 80000 9,2
Cc7 241000 8,2
c8 461000 9,4
C9 95000 7.4
C10 121000 7.4
ci1 112000 6,8
C12 200000 54
c13 213000 7,0
Cl14 7000 6,2
C15 166000 6,0
C16 361000 7,6
c17 339000 6,4
C18 91000 7.8
C19 265000 6,2
C20 220000 7.0
c21 140000 7,2
c22 258000 8,0
c23 132000 6,2
C24 279000 5,8
Mediana 183000 7,10
";Ei%%}f 92000-267250 6,20-8,15
Valores de 200000-500000 6,0-8,0

Referéncia*

* Jain, 1993



ANEXO C - Resultados individuais, mediana e intervalo interquartil
(25% e 75%) das provas de hemostasia, eritrograma, leucograma,
plaguetometria, proteinas plasmaticas totais e provas de funcéo
hepatica dos cdes pertencentes ao grupo sadio utilizados neste

estudo.

Tabela 1. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) das provas de
hemostasia dos 18 caes pertencentes ao grupo sadio no ano de 2007.

TS? (s)* TP® (s)* TTPA® (s)*
S1 125 7.4 30,8
S2 180 7,1 30,4
S3 134 7.3 36,0
S4 130 7.2 44,6
S5 190 7.3 37,9
S6 140 7.2 41,0
S7 170 7.3 34,7
S8 139 7.4 43,1
S9 128 7.3 454
S10 150 7.4 41,5
S11 137 7.3 28,7
S12 131 7.1 426
S13 123 7.3 44.4
S14 135 7.1 41,3
S15 170 7.2 26,0
S16 192 7,1 36,6
S17 144 7.2 26,7
S18 130 7.4 28,5
Mediana 138,0 7,3 37,2
eyl 130,0-170,0 7,273 30,0-42,7

TS, tempo de sangramento; ® TP, tempo de protrombina; ® TTPA, tempo de tromboplastina parcial ativada
* (s), segundos



Tabela 2. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) do eritrograma dos
18 caes pertencentes ao grupo sadio no ano de 2007.

Eritrocitos  Hemoglobina Ht? VGMP CHGM®
(x10°/uL) (9/dL) (%) (fL) (%)
s1 5,93 14,10 42 70,83 33,57
S2 6,76 15,60 46 68,05 33,91
s3 5,83 13,30 41 70,33 32,44
sS4 6,60 15,20 45 68,18 33,78
S5 7,08 17,20 51 72,03 33,73
S6 6,30 16,30 47 74,60 34,68
s7 5,57 13,30 41 74,95 32,44
S8 6,72 15,70 46 68,45 34,13
S9 6,64 16,20 49 73,80 33,06
S10 7,59 16,00 46 60,61 34,78
s11 5,58 12,90 38 70,04 33,06
S12 7,09 17,20 51 71,93 33,73
S13 5,58 15,80 47 71,21 33,62
S14 7,06 16,20 48 67,99 33,75
s15 6,39 13,50 41 64,16 32,93
S16 5,89 14,10 42 71,55 33,57
s17 5,56 13,90 41 73,74 33,90
s18 6,55 15,20 46 70,23 33,04
Mediana 6,57 15,40 46,0 70,58 33,67
'2‘56_;‘;/'00 587-6,83  13,80-1620  41,047,2  68,14-72,45  33,05-33,90
Valores de

Referéncia* 5,56-8,5 12,0-18,0 37,0-55,0 60,0-77,0 32,0-36,0

* Jain, 1993
2 Ht, hematdcrito; ® VGM, volume globular médio; © CHMG, concentragédo de hemoglobina globular
média



Tabela 3. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) do leucograma (contagem absoluta) dos 18 caes do grupo sadio no
ano de 2007.

LG? Basofilo Eosinéfilo Miel . Metam.© Bastéo Segmentado Linfocito Monécito

(/uL) (/uL) (/L) (/L) (/L) (/uL) (/uL) (/uL) (/pL)

s1 10300 0 103 0 0 0 8755 618 824
s2 6700 0 102 0 0 0 4188 1846 564
s3 6100 0 305 0 0 0 4270 1220 305
S4 9900 0 990 0 0 0 5148 3168 594
S5 9400 0 1786 0 0 0 6486 846 282
S6 7400 0 666 0 0 0 4440 1998 296
s7 16900 0 1064 0 0 0 11200 3290 1346
S8 9600 0 1344 0 0 0 5088 2208 960
S9 12900 0 903 0 0 0 8901 1935 1161
S10 7000 0 350 0 0 0 3640 2660 350
S11 14200 0 710 0 0 0 9372 3692 426
S12 9500 0 380 0 0 0 6650 1900 570
S13 13200 0 3432 0 0 0 7920 1188 660
S14 7000 0 420 0 0 0 3500 2800 280
s15 6800 0 1428 0 0 0 3536 1224 612
S16 11800 0 826 0 0 0 8378 1888 708
s17 8900 0 178 0 0 0 6497 1513 712
s18 9300 0 372 0 0 0 7812 372 744
Mediana 9450 0,0 688 0 0 0 6491 1894 603

"2“5”7"5%2’ 7000-12075 0,0-0,0 339-1134  0,0-00 0,000  0,0-0,0 4249-8472 1212-2695 339-764
Valores de 544 17000 raros 100-1250 0 0 0-300 3000-11500 1000-4800 150-1350

Referéncia*

2 LG, leucometria global; ° Miel., mielécito; ® Metam., metamieldcito
* Jain, 1993



Tabela 4. Valores individuais, mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos
resultados de proteina plasmatica total e plaquetometria dos 18 cdes do grupo sadio
no ano de 2007.

Plaquetometria Proteina Plasmética Total

(/uL) (9/dL)
s1 469000 7.4
s2 373000 6,4
s3 273000 7.2
S4 322000 7.6
S5 210000 7.2
S6 259000 7.4
s7 237000 6,8
S8 367000 6,6
S9 364000 6,6
S10 339000 6,6
s11 200000 7.4
S12 273000 6,8
S13 264000 7,6
S14 239000 7,0
S15 244000 7.2
S16 242000 7.6
S17 421000 7,0
S18 453000 6,6
Mediana 273000 7.1

'gge_;"s?,}oo 241250-368500 6,6-7.,4

Valores de 200000-500000 6,0-8,0

Referéncia*

* Jain, 1993



Tabela 5. Valores individuais, mediana e intervalos interquartil (25 e 75%) das provas de
fungéo hepatica dos 18 cées pertencentes ao grupo sadio no ano de 2007.

ALT? FAP Proteina Total Albumina  Globulina
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL)
s1 56,0 73 7,10 2,90 4,20
S2 32,0 68 5,60 2,90 2,70
S3 47,3 45 7.12 3,40 3,72
sS4 47,1 107 5,80 3,00 2,80
S5 36,6 28 6,91 2,80 4,11
S6 41,9 49 7.12 3,20 3,92
S7 36,6 24 6,50 3,40 3,10
S8 41,9 33 6,04 3,20 2,84
S9 36,6 22 6,40 2,80 3,60
S10 37,0 30 6,20 3,30 2,90
s11 36,6 20 6,30 3,20 3,10
S12 47,1 33 6,10 3,30 2,80
S13 62,8 38 6,90 3,30 3,60
S14 41,9 20 5,94 2,90 3,04
S15 40,7 49 6,20 3,40 2,80
S16 41,9 33 7.13 4,00 3,13
S17 31,4 24 6,80 2,90 3,90
s18 31,4 33 5,80 2,70 3,10
Mediana 41,3 33,0 6,35 3,20 3,10
'rz‘?_;‘gaojoo 36,6-47,1 24,0490  6,01-6,95 2,90-332  2,80-3,76
Valoresde - 5144020  20,0-156,0  5,40-7,10 2,60-3,30 -

Referéncia*

* Kaneko et al., 1997
@ ALT, Alanima aminotransferase; b FA, fosfatase alcalina



ANEXO D - Resultado do Teste SNAP 3Dx (ldexx) dos caes

pertencentes ao grupo LVC e grupo CNCP utilizados neste estudo.

Tabela 1. Resultado do Teste SNAP 3DX (Idexx) dos 11 caes pertencentes
ao grupo LVC no ano de 2007.

Ehrlichia canis  Dirofilariaimmitis  Borrelia burgdorferi

Al - - -
A2 - - -
A3 + - -
A4 + - -
A5 - - -
A6 + - -
A7 - - -
A8 + + +
A9 - - -
Al10 + - -
All + - -
-, Negativo

+, positivo



Tabela 2. Resultado do Teste SNAP 3DX (Idexx) dos 24 caes pertencentes
ao grupo CNCP no ano de 2007.

Borrelia

Ehrlichia canis  Dirofilaria immitis .
burgdorferi

C1
c2
C3
C4
C5
C6
C7 - - -
Cc8 - - -
C9
C10
Cl1
C12
C13 - - -
Cl4
C15 + - -
Cl6 + - -
C17 - - -
C18 + - -
C19 - - -
C20 +
Cc21 + - -
+
+

+ o+ o+ o+ o+ o+

+ 4+ + +
1

+
1

c22
c23
C24 - - -

-, hegativo
+, positivo
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