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Avaliacédo do proteinograma sérico de cdes com e sem sintomas
neurolégicos, naturalmente infectados por Leishmania chagasi

Evaluation of serum proteinogram of dogs naturally infected with
Leishmania chagasi with and without neurological symptoms
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Resumo

A leishmaniose visceral € uma antropozoonose causada por um protozoario do género Leishmania. A infecgédo no cédo usualmente
causa uma doenga sistémica crdnica, que, clinicamente, é similar a humana. No Brasil, o Ministério da Saude exige a
eutanasia de animais portadores de leishmaniose visceral e ndo recomenda o tratamento dos mesmos. Entretanto, em
muitos paises esses animais sdo tratados, e a avaliacdo da resposta a terapia baseia-se nos titulos de anticorpos anti-
leishmania e no proteinograma sérico. O presente trabalho teve como objetivos determinar a concentragao de proteina total e
suas fragOes eletroforéticas correlacionando-as com a presenc¢a de imunoglobulinas no soro de caes com leishmaniose
visceral, com e sem acometimento neurolégico. Foram utilizados dois grupos de animais, sendo o primeiro constituido de 18
caes portadores de leishmaniose visceral, sem evidéncias clinicas de envolvimento neuroldgico, e o segundo formado por 21
cdes portadores de leishmaniose visceral com quadro neurolégico. A proteina sérica total foi determinada através do método
de biureto e em seguida realizou-se a migracao eletroforética para separacdo das fracdes protéicas do soro sanguineo.
Ambos os grupos apresentaram uma intensa gamaglobulinemia, uma hipoalbuminemia e uma diminui¢do da fragéo
alfaglobulina. A elevacéo dos niveis de gamaglobulina no grupo controle apresentou uma correlagdo com uma maior positividade
no teste de ELISA no soro destes animais; 88,9% dos cdes do grupo controle, contra apenas 28% de positivos no grupo com
sintomatologia neuroldgica.
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Abstract

Visceral leishmaniasis is an antropozoonosis caused by a protozoan of the genus Leishmania. The infection in dogs usually
cause a chronic systemic disease, that, clinically, is similar to human disease. In Brazil, Ministry of Health demands the
euthanasia of infected animals and it doesn’'t recommend the treatment of the same ones, however, in many countries those
animals are treated, and the evaluation of the answer to the therapy bases on the titles of antibodies and in serum proteinogram.
The present study aimed to determine the total protein concentration, and their electrophoretic fractions, correlating them to the
presence of immunoglobulin in the serum of dogs with visceral leishmaniasis, with and without neurological symptoms. Two
groups of animals were used: the first was composed of 18 dogs with visceral leishmaniasis without clinical evidence of
neurological involvement, and the second, composed of 21 dogs with visceral leishmaniasis and neurological symptoms. The
total serum protein was done through biuret method and soon afterwards took place the electrophoretic separation. Both
groups presented intense gammaglobulinemia, hypoalbuminemia, and decrease in the alpha globulin fraction. The increase
in the gamma globulin levels in the control group showed correlation with the higher positive results for the ELISA test of sera of
those dogs: 88.9% of dogs in the control group, as compared to only 28% positive results in the group with neurological
symptoms.

Keywords: visceral leishmaniasis, dogs, electrophoresis, serum IgG.

Introducéo causa uma doenca sistémica cronica, que, clinicamente, é

. . . , . _ similar a humana. Em ambos os casos ocorrem febre
A leishmaniose visceral, também conhecida como Calazar, é irregular por longos periodos, anemia, perda progressiva de

uma antro.pozo_onose: causada por um prqtozoério do género peso e caguexia no estagio final da doenca (Ferrer, 1992;
Leishmania. A infecco por L. (L.) chagasino cdo usualmente  perer et al., 1995; Ribeiro, 1997; Santa Rosa e Oliveira, 1997;
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Slappendel e Ferrer, 1998; Noli, 1999). Os animais acometidos
por leishmaniose visceral podem apresentar anemia,
emaciacdo, alteragcfes dermatoldgicas, onicogrifose,
pneumonia, miocardite, distirbios locomotores, diateses
hemorragicas e alteraces oculares (Keenan et al., 1984; Ferrer,
1992; Ferrer et al., 1995; Ciaramella et al., 1997; Ribeiro, 1997;
Santa Rosa e Oliveira, 1997; Slappendel e Ferrer, 1998; Noli,
1999). Nos rins pode ocorrer deposicdo de imunocomplexos
levando a glomerulonefrites, nefrites e insuficiéncia renal e, no
figado, os parasitas podem se multiplicar nos macréfagos
hepaticos, produzindo uma hepatite ativa cronica e insuficiéncia
hepatica (Ferrer, 1992; Noli, 1999).

A leishmaniose canina pode ser considerada uma doenca
imunomediada devido a capacidade do parasita em modificar
0 sistema imunoldgico do hospedeiro. A resposta imune
humoral na leishmaniose canina é muito exuberante,
entretanto, ela é deletéria e ndo protetora. Como a leishmania
€ um parasita intracelular obrigatério, as defesas do
hospedeiro sédo altamente dependentes da imunidade celular
(Ferrer et al., 1995; Slappendel e Ferrer, 1998; Noli, 1999).

De acordo com grande parte dos autores, a maioria dos
animais portadores de leishmaniose visceral apresenta
hiperglobulinemia associada a hipoalbuminemia (Keenan et
al., 1984; Ferrer, 1992; Ciaramella et al., 1997; Santa Rosa e
Oliveira, 1997; Slappendel e Ferrer, 1998; Noli, 1999). As
betaglobulinas aumentam na fase inicial da enfermidade
seguidas pelas gamaglobulinas (Noli, 1999). A hiperglobu-
linemia é deletéria e ndo protetora, uma vez que a eliminacéo
da infecgdo ocorre por ativagdo da imunidade celular e ndo
humoral. Esse aumento no nivel de globulinas séricas ocorre
por uma inducéo de linfécitos T auxiliar do tipo 2 (Ta2), com
consequente proliferacéo de linfécitos B e produgdo exacerbada
de anticorpos. Um perigo potencial da regulacéo de linfocitos T
prejudicada e da atividade exuberante de linfocitos B é a geracéo
de uma grande quantidade de imunocomplexos circulantes,
causando danos em varios 6rgdos (Ferrer et al., 1995;
Slappendel e Ferrer, 1998; Noli, 1999).

Para estabelecer o diagnéstico correto de leishmaniose
visceral, & essencial conhecer a base dos testes diagnosticos,
suas limitagbes e sua interpretagdo clinica (Ferrer, 1999).
Existem basicamente trés categorias de provas utilizadas para
o diagndstico: os métodos parasitoldgicos, onde se identifica
a forma amastigota do parasita, os métodos sorologicos e,
mais recentemente, os métodos moleculares (Ferrer, 1999).

No Brasil, o Ministério da Salde exige a eutanasia de animais
portadores de leishmaniose visceral e ndo recomenda o
tratamento dos mesmos, uma vez que, apesar de ocorrer
cura clinica, ndo existe comprovacao de cura parasitolégica e
os animais, além de apresentarem recidiva do quadro clinico
apo6s alguns meses do término do tratamento, permanecem
reservatorios da doenga (Brasil, 2003). Entretanto, em muitos
paises esses animais sdo tratados, e a avaliagcao da resposta
a terapia baseia-se nos titulos de anticorpos anti-leishmania
e no proteinograma sérico. A normalizagdo do proteinograma
e a diminuigao dos titulos sdo indicadores de boa resposta e
prognostico favoravel (Ferrer, 2002).

Existem contradi¢es na literatura quanto a patogénese da
leishmaniose visceral no sistema nervoso central. Enquanto
alguns autores relataram a observagéo de parasitas em todas
as partes do corpo, exceto no sistema nervoso central (Noli,
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1999), outros observaram intensa deposi¢cdo de antigenos
de leishmania e imunoglobulinas nos espacos intersticial e
intravascular do plexo cordéide de cdes com leishmaniose
visceral, levando a uma coroidite (Garcia-Alonso et al., 1996;
Nieto et al., 1996; Slappendel e Ferrer, 1998). A origem dos
anticorpos no liquor de animais com leishmaniose ainda néao
esta totalmente esclarecida, mas acredita-se que eles
provenham do sangue, devido a lesdo da barreira hematoen-
cefélica. No entanto, ndo se pode excluir a possibilidade de
que os antigenos de leishmanias induzam a formacao
intratecal de anticorpos (Garcia-Alonso et al., 1996; Nieto et
al., 1996; Slappendel e Ferrer, 1998; Noli, 1999). As manifes-
tagdes neurologicas descritas em animais portadores de
leishmaniose visceral incluem convulsées, alteragfes visuais,
paralisia de nervos cranianos e alteragdes locomotoras,
sintomas que devem incluir em seu diagnoéstico diferencial
outras enfermidades infecciosas, tais como toxoplasmose,
neosporose, erliquiose, babesiose e cinomose (Feitosa et
al., 2005).

Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram determinar a
concentragdo de proteina total, e suas fracOes eletroforéticas
correlacionando-as com a presenca de imunoglobulinas no
soro de cdes com leishmaniose visceral, com e sem
envolvimento neurolégico.

Materiais e métodos

Animais utilizados

Foram utilizados dois grupos de animais. O primeiro, constituido
de 18 caes portadores de leishmaniose visceral, sem
evidéncias clinicas de envolvimento neurolégico, e o segundo
formado por 21 cédes portadores de leishmaniose visceral com
quadro neurolégico, encaminhados ao Hospital Veterinario do
Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual
Paulista “Jilio de Mesquita Filho"— UNESP — Campus
Aragatuba, durante o periodo de junho de 2000 a maio de 2002.

O diagnéstico de leishmaniose visceral foi realizado através
do exame citoldgico de pungéo bidpsia aspirativa de linfonodo
elou através de sorologia pelo método de ELISA. Todos os
animais foram submetidos a um exame fisico e neurolégico
completo, e os dados anotados em fichas individuais. Nos
animais com sintomas neurolégicos, foi pesquisada a
presenca de anticorpos contra Babesia sp., Ehrlichia sp.,
Toxoplasma gondii e Neospora sp., além da presenca de
corpusculos de inclusdo do virus da cinomose.

Colheita de sangue total

A colheita de sangue foi realizada apoés assepsia local por
puncao da veia jugular, utilizando-se, para tanto, agulhas 25 x
8mm, acopladas a tubos vacutainer siliconizados. O sangue,
em um volume total de 20mL, foi mantido a temperatura
ambiente até a coagulagédo e retracdo visivel do codgulo. Em
seguida, sofreu centrifugagéo a 960g, durante cinco minutos,
para melhor separacdo do soro. Este, por sua vez, foi
transferido para frascos de plasticos apropriados com o auxilio
de pipeta automatica e congelado imediatamente a -20°C,
até o momento do seu processamento.
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Proteina sérica total e fragbes eletroforéticas: a proteina sérica
total foi determinada pelo método de biureto preconizado por
Gornal et al. (1949) utilizando-se, para tanto, um espec-
trofotdmetro digital SB-190, marca CELM. A migragéo eletro-
forética para separacdo das fragdes protéicas do soro
sangliineo foi efetuada segundo as técnicas descritas por
Friedman (1961) e Kremers et al. (1967), com as seguintes
modificacdes: em cubas para eletroforese Colab, foram
estendidas fitas de acetato de celulose (Cellogel) de 2,5 x
14,0cm, umedecidas com solugdo tampé&o; sobre as mesmas
foi colocado, na extremidade correspondente ao anodo, 1
microlitro da amostra de soro. Ao sistema preparado com
tampéo barbital (Colab), de pH 8,6 e forca ibnica correspon-
dente a 0,05, aplicou-se uma corrente de 220 volts para cada
corrida eletroforética, durante 35 minutos. ApGs a separacao
das fragBes protéicas, fez-se a coloragdo das tiras, com
Ponceau “S” (corante de Ponceau em solucdo a 0,2% em
acido tricloroacético a 3%), durante 15 minutos, seguida da
lavagem com solugdo de acido acético a 5% em agua
destilada e posterior desidratagéo, durante dois minutos, com
metanol. Na fase seguinte, as tiras foram diafanizadas,
durante dois minutos, com a seguinte solugdo: 83 partes de
metanol, 16 partes de acido acético glacial e uma parte de
glicerina p.a. As tiras, posteriormente, foram estendidas entre
as placas de vidro, e mantidas aquecidas em estufa a 80 - 90°
C, até a sua completa transparentizacdo. A separagédo e
quantificacdo das diferentes fragdes protéicas foram
realizadas por fracionamento manual em um aparelho de
densitometria, (Densitbmetro modelo BTS 325, Biosystems).

Imunoglobulina G sérica: A presenca de IgG no soro foi
determinada pela técnica de ELISA. As microplacas foram
cobertas com antigeno total de parasita numa concentracéo
de 20 nmg/ml em tamp@&o carbonato 0,05 M, pH 9,6 e incubadas
overnight a 4°C. ApGs a lavagem com PBS-tween por trés
vezes, as placas foram bloqueadas com 200n de PBS-BSA
1% e incubadas a temperatura ambiente durante duas horas.
Apds nova lavagem com PBS-tween por trés vezes, 100m do
soro controle positivo, do soro controle negativo (animal de
area nao endémica saudavel) e das amostras dos soros dos
animais portadores de leishmaniose visceral com e sem
quadro neuroldgico diluidas 1:400 em PBS contendo 0,05%
de tween 20 e 1% de BSA foram adicionadas a cada pogo e
incubadas por trés horas a temperatura ambiente. Apds quatro
lavagens com PBS-tween 20, foram adicionados a placa 100m
de anticorpo anti-lgG de cdo, marcado com peroxidase
previamente titulado. Apos a incubagdo por uma hora
em temperatura ambiente, a placa foi novamente
lavada quatro vezes com PBS-tween 20 e foram
adicionados 100m de uma solugdo contendo subs-
trato OPD (0,4 mg/ml) em diluente apropriado. A reagao
foi parada adicionando-se a cada pogo 50ni de H,SO,

descritiva (média, mediana e desvio-padrdo) e realizando-se
a comparagao entre variaveis.

As comparacgfes entre os dois grupos foram efetuadas de
duas maneiras, dependendo do tipo de variavel analisada.
Teste t para duas amostras independentes (ZAR, 1998) usado
no caso de variaveis cuja tendéncia central pode ser
adequadamente representada pela média (x). Inicialmente
foi realizado o teste de homogeneidade de variancias dos
dois grupos, para, a seguir, ser calculada a estatistica t,
utilizando a variancia comum dos dois grupos (no caso de
homogeneidade de variancias) ou ndo (no caso de
heterogeneidade das variancias). Neste caso os graus de
liberdade foram corrigidos. Prova ndo-paramétrica de Mann
Whitney (ZAR, 1998) usada para variaveis cuja tendéncia
central foi mais adequadamente representada pela mediana
(md) do grupo. Teste do X, ou teste exato de Fisher (ZAR,
1998) quando ocorreram freqiiéncias esperadas inferiores a
5, para verificar associagdo entre as variaveis classificatorias.
As estatisticas calculadas foram consideradas significativas
quando p < 0,05.

Resultados

As principais alteragcdes neuroldgicas observadas foram
convulsBes generalizadas em varios animais; alteragdes
visuais tais como cegueira, anisocoria e midriase bilateral;
paralisia de nervos cranianos; sinais de envolvimento
vestibular e cerebelar (inclinagdo da cabeca, nistagmo,
incoordenagdo motora, quedas, tremor de intenc¢ao);
tetraparesia e tetraplegia; vocalizagdo; andar em circulos e
episddios de perseguigdo a cauda. Os sinais observados
denotam um envolvimento central generalizado, atingindo
cortex cerebral, tronco encefélico, cerebelo e medula. Nenhum
animal avaliado apresentou presenca de anticorpos contra
Babesia sp., Ehrlichia sp., Toxoplasma gondii, Neospora sp. e
nem presenca de corpusculos de inclusdo do virus da
cinomose, descartando a possibilidade da participacdo
destas enfermidades no desenvolvimento dos sintomas
neurolégicos.

As determinacdes da concentracdo de proteina sérica total,
bem como seu respectivo fracionamento eletroforético, dos
cées com leishmaniose visceral sem e com sintomatologia
neuroldgica, encontram-se apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Média (X ), desvio-padrao (s) e mediana (md) para proteina
total, aloumina (ALB), alfaglobulina (ALFA), betaglobulina (BETA) e
gamaglobulina (GAMA) de caes portadores de leishmaniose visceral
sem sintomatologia neurolégica (controle) e com sintomatologia
neuroldgica (neuroldgico).

1M e a densidade 6ptica (D.O.) foi avaliada a 492nm,

Vi _ ] ] CONTROLE NEUROLOGICO
utilizando o leitor de ELISA (Labsystems Multiskan EX). VARIAVEL — — p
Os resultados foram expressos pela média da Xz*s Md Xts Md
densidade 6ptica obtida dos soros em triplicata. PT (g/dL) 842+155 8185 660+146 627 00011 %
. .y ALB (g/dL) 1,92+059 1,895 203+065 178 05775%
Andalise estatistica ALFA (g/dL) 062+043 039 064034 062 0,6558?
. . . BETA(g/dL) 1,11+067 0,835 124%071 136 0,6204®
Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a GAMA(g/dl) 477+229 483 269+187 198  0,0043 @

andlise estatistica, apresentando-se a estatistica

@ nivel descritivo do teste t
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Imunoglobulina G sérica

Os resultados da pesquisa de imunoglobulina G sérica dos
animais portadores de leishmaniose visceral, sem e com
sintomatologia nervosa, sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Determinac¢@o de imunoglobulina G no soro de caes portadores
de leishmaniose visceral com e sem sintomatologia neuroldégica. Numero,
percentagem de animais e estatistica calculada. (Aragatuba — SP, 2003)
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concentracdo de albumina sérica pode ser resultante de
disturbio da sintese hepatica, acompanhando doencgas
hepaticas cronicas (Ciaramella et al., 1997), da perda renal
em casos de doenga glomerular, ou, até, associada a uma
série de doencas cronicas que se fazem acompanhar por
caguexia, como no caso da leishmaniose visceral
(Ciaramella et al., 1997; Ferrer, 1992)

Ja no grupo de animais que apresentaram sinais
neuroldgicos, apesar da proteina sérica total
encontrar-se dentro da faixa de normalidade na

Controle Neurolégico Total maioria dos caes, quando do fracionamento

g . ot @  eletroforético observou-se também uma
Variavel Categoria p S ~ .

diminuicdo das fracdes albumina, alfa e beta e

N % N % N % uma hipergamaglo-bulinemia. A elevag¢édo dos

niveis de gamaglobulina no grupo controle

Negativo 5 111 10 714 12 375 apresentou uma correlacdo com uma maior

positividade no teste de ELISA no soro destes

IgG no Soro pysitivo 16 889 4 286 14 625 0,001 animais; 88,9% dos caes do grupo controle, contra

apenas 28% de positivos no grupo com

Total 18 1000 14 1000 26 1000 sintomatologia neurolégica. O fato de os animais

@ nivel descritivo do teste Qui-quadrado.

Discussao e conclusao

Verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre
os valores médios de proteina sérica total dos dois grupos de
animais, sendo que os cdes do grupo com sintomatologia
neurolégica apresentaram valores inferiores aos do grupo
controle, mas, dentro da faixa de normalidade descrita por
Coles (1984) e Kaneko (1997). A elevagdo dos niveis de
proteina sérica total nos animais do grupo controle se deu
devido a um aumento dos niveis de gamaglobulina, fato que
foi evidenciado pela diferenca estatisticamente significativa
entre os dois grupos para essa fragao eletroforética. Entretanto,
apesar da diferenca entre os dois grupos, ambos apre-
sentavam uma intensa gamaglobulinemia, quando compa-
rados aos valores de referéncia descritos por Coles (1984),
cujos valores médios séo de 0,8 g/dL. Nao foram constatadas
diferengas estatisticamente significativas entre os dois grupos
de animais no que diz respeito as outras fragdes eletroforéticas
(albumina, alfaglobulina e betaglobulina). Nos dois grupos
de cédes observou-se uma hipoalbuminemia e uma
diminuicdo da frac@o alfaglobulina, segundo os valores de
referéncia citados por Coles (1984). Ja os valores de betaglo-
bulina encontravam-se dentro da faixa de normalidade descrita
pelos referidos autores, discordando dos relatos de Noli
(1999), os quais afirmaram que essa fragdo eletroforética
encontra-se elevada em animais com leishmaniose visceral.

No presente experimento os valores de proteina sérica total e
seu fracionamento eletroforético na maioria dos animais do
grupo controle corroboram os dados da literatura (Keenan et
al., 1984; Ferrer, 1992; Ciaramella et al., 1997; Santa Rosa e
Oliveira, 1997; Slappendel e Ferrer, 1998; Noli, 1999), os quais
afirmaram que cé@es com leishmaniose visceral apresentam
uma hiperproteinemia acompanhada de uma hipoalbumine-
mia, com discreta diminuicdo das fragfes alfa e beta e uma
marcante gamaglobulinemia (Figura 1). A diminuicao da

do grupo neurolégico apresentarem menor
positividade ao ELISA pode ser explicado pela
menor gamaglobulinemia observada nos
mesmos. Grande parte dos animais com
sintomatologia neurolégica ndo apresentava envolvimento
sistémico da doenca. Isto poderia justificar o fato desses cées
possuirem sorologia negativa, por ainda nao terem realizado
soroconversdo devido a uma fase mais precoce da doenca
em relagdo aos do grupo controle, que apresentavam uma
evolucéo mais longa. Apesar de muitos animais apresentarem
resultado negativo na avaliagdo sorolégica através de ELISA,
estes caes foram positivos quando da punc¢ao bidépsia
aspirativa de linfonodos e/ou medula 6ssea, apresentando
formas amastigotas de Leishmania sp. no esfregaco.
Segundo a literatura, alguns animais apresentam-se
soronegativos por toda a evolugdo da doenca (Ferrer et al.,
1995), apesar de se esperar que 0s mesmos tenham altos
titulos de anticorpos, uma vez que a imunidade celular
encontra-se diminuida, enquanto a humoral encontra-se
exacerbada em caes portadores de leishmaniose visceral
com sintomas clinicos.

L00j

Figura 1: Fracionamento eletroforético de cdo naturalmente infectado
por Leishmania chagasi.
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