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ABSTRACT.- Braz P.H., Lima G.L., Sartoretto M.C., Marinho C.P. & Deboleto S.G.C. 2018.
[Changes in C-reactive protein and rheumatoid factor in dogs naturally infected by
Leishmania spp.] Alteracoes da proteina C reativa e fator reumatoide em cdes naturalmente
infectados por Leishmania spp. Pesquisa Veterindria Brasileira 38(9):1829-1833. Faculdade de
Medicina Veterinaria, Centro Universitario da Grande Dourados, Cx. Postal 0000, Dourados,
MS 79824-900, Brazil. E-mail: pauloh.braz@hotmail.com

Canine visceral leishmaniasis is a zoonosis considered a priority tropical disease. The disease
affects various body systems of dogs, including viscera and skin. C-reactive protein (CRP) and
rheumatoid factor (RF) are tests performed in medicine for the detection of inflammation
and arthritis in humans, however, there are few studies aimed at dogs with leishmaniasis
that demonstrate changes in CRP and RF. This work aimed to demonstrate the changes of
CRP and RF and its correlation with hyperproteinemia and hyperalbuminemia, in addition to
the comparison with the left deviation present in the hematological examination. The work
was carried out at the Veterinary Hospital of the University Center of Grande Dourados/MS
and Zoonoses Control Center, in which 34 dogs of different breeds and ages were submitted
to venous blood collection for immuno-latex exams, Biochemistry and blood count in dogs
naturally infected with Leishmania spp. Only dogs to the DPP® rapid test for leishmaniasis
were used, together with a positive result in parasitological examination, after hematological
and biochemical tests were performed. When the test for the quantification of FR in serum
was performed, for the 34 animals studied, positivity was observed in only 1 animal, while the
dogs were PCR positive in 38.23% of the cases studied. In cases of animals with leishmaniasis
it is possible to establish inflammatory levels early, whereas the FR showed not to be a good
marker for animals seropositive for the disease.

INDEX TERMS: C-reactive protein, rheumatoid factor, dogs, Leishmania spp., leishmaniasis, anemia,
hyperproteinemia, arthritis, inflammation, parasitoses.

RESUMO.- A leishmaniose visceral canina é uma zoonose  inflamacao e artrites em seres humanos, no entanto, ha

considerada doenca tropical de prioridade. A leishmaniose
afeta varios sistemas do corpo dos caes, incluindo visceras
e pele. A proteina C reativa (PCR) e o fator reumatoide
(FR) sdo exames realizados na medicina para detecgio de
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poucos trabalhos voltados para cdes com leishmaniose
que demonstrem as alteracdes ocorridas na PCR e FR.
Este trabalho teve como objetivo demonstrar as alteracées
de PCR e FR e sua correlagdo com a hiperproteinemia e
hiperalbuminemia, além da compararagcdo com o desvio a
esquerda presente no exame hematologico. O trabalho foi
realizado no Hospital Veterinario do Centro Universitario
da Grande Dourados/MS e Centro de Controle de Zoonoses,
no qual foram avaliados 34 cdes, de diversar racas e idade e
submetidos a colheita de sangue venosa para realizagdo de
exames em imuno-latex, bioquimica sérica e hemograma,
em cdes naturalmente infectados por Leishmania spp. Foram
utilizados somente cies positivos ao teste rapido DPP® para
leishmaniose, juntamente com resultado positivo no exame
parasitolégico, depois de diagnosticados foram realizados
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exames hematoldgicos e bioquimicos. Quando realizado o
teste para quantificagcdo de FR em soro sanguineo, para os
34 animais estudados, foi observado positividade em apenas
1 animal, enquanto que os caes foram positivos para a PCR
em 38,23% dos casos estudados. Em casos de animais com
leishmaniose é possivel estabelecer niveis inflamatérios
precocemente, enquanto que o FR demonstrou ndo ser um
bom marcador para animais soropositivos para a doenga.

TERMOS DE INDEXACAO: Proteina C reativa, fator reumatoide, cies,
Leishmania spp., leishmaniose, anemia, hiperproteinemia, artrite,
inflamacdo, parasitoses.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga grave de carater
cronico e zoonotico. No Brasil, o principal agente é a Leishmania
infantum chagasi. O cdo é apontado como o principal reservatdrio
doméstico, sendo o mais importante reservatério natural
relacionado aos casos humanos (Godoy et al. 2016).

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina inflamatéria
de fase aguda que se altera em casos de lesdo tecidual. Essa
proteina tem fungdes prd e antiinflamatérias e atualmente é
um biomarcador amplamente estudado, embora, na medicina
veterinaria, ainda é um exame pouco utilizado na rotina
clinica (Gabay & Kushner 1999, Rosa Neto & Carvalho 2009).

Uma das consequéncias da leishmaniose é o aparecimento
de artrites, que afetam cerca e 19% dos caes infectados.
Diversos marcadores soroldégicos vém sendo testados como
diagnosticos de artrite. O fator reumatoide (FR) é o que tem
maior eficiéncia (Renaudineau et al. 2005, Soto-Blanco 2008).

Outros parametros que se alteram em cdes com leishmaniose
sdo os padrdes hematolégicos, que demonstram uma anemia
do tipo normocitica e normocrémica, com leucocitose,
neutropenia, linfocitose, monocitopenia e trombocitopenia.
A anemia arregenerativa ocorre devido a deposicido de
imunocomplexos presentes no rim, que gera degeneragdo dos
néfrons (Reis etal. 2006, Freitas etal. 2012, Braz etal. 2015).

A Organizacdo Mundial da Sadde classifica a LV como
uma das prioridades dentre as doengas tropicais devido ao
aumento significativo do numero de casos (Gontijo & Melo
2004). 0 obejtivo desse trabalho foi avaliar a eficacia dos testes
de PCR e FR, comparados as alteragdes de proteinas totais,
albumina e hemograma, em cdes naturalmente infectados
por Leishmania spp., visto que a PCR pode ser utilizada
como biomarcador para monitorar a resposta imunolégica,
com maior sensibilidade quando comparada a albumina e
globulina (Martinez-Subiela et al. 2003)

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizados 34 caes de diversas ragas, sexo e idade,
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ, Dourados/MS),
naturalmente infectados por Leishmania spp. O projeto recebeu
aprovagcio do Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA; Parecer
01/2016).

Todos os cdes que apresentaram alteragdes clinicas compativeis
com a leishmaniose eram encaminhados ao CCZ para realizagdo
do teste rapido DPP® Leishmaniose Visceral Canina. As principais
alteragdes clinicas encontradas foram seborreia seca, onicogrifose,
alopecia generalizada e ulceragdes cutdneas.
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Os cdes positivos foram entdo submetidos a pungdo aspirativa
com agulha fina em linfonodo para confirmacdo parasitologica da
doenga. O material aspirado era colocado em uma lamina de vidro
e corado em Pandtico para posterior pesquisa de formas amastigota
de Leishmania spp. Os animais positivos foram incluidos no projeto e
submetidos a colheita de sangue venoso para a realizagdo de exame
hematolégico, bioquimica sérica, FR e PCR, realizado no Laboratdrio
de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Unigran, conforme
descrito por Lima et al. (2014).

0 sangue venoso foi acondicionado em dois tubos, sendo um
com anticoagulante do tipo EDTA-K2 para realizacdo da andlise
hematolégica, e outro tubo sem anticoagulante para exames
bioquimicos séricos de albumina e proteinas totais.

0 sangue foi processado em equipamento automatico pocH-100iv
e imediatamente apds a leitura do equipamento foi confeccionada
uma lamina de esfrega¢o sanguineo para a contagem diferencial
leucocitaria, analise morfoldgica celular e pesquisa de hemoparasitos.
Nos esfregacos sanguineos em que eram visualizados parasitos,
estas amostras eram excluidas do projeto. Os exames bioquimicos
séricos foram realizados em espectrofotdmetro semi-automatico.
Os testes de albumina e proteina total foram feitos de acordo com
recomendacdo do fabricante (GoldAnalisa®).

Para realizacdo dos exames de PCR foram utilizados 25uL de
amostra de soro, homegeneizado com 25uL de particulas de latex
revestidas com anticorpo monoclonal anti-PCR por aglutina¢ao
indireta com utilizagido de Kit comercial (Wama Diagndstica®),
considerado negativo quando havia total auséncia de aglutinagao,
indicativo de concentragdo inferior a 6mg/Litro. Quando ocorreu
aglutinacdo do soro, a concentragdo era igual ou superior a 6mg/Litro.
Quando os animais eram positivos, dilufa-se o soro do paciente em
salina (NaCl a 0,9%) nas propor¢des 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 para semi-
quantificar o resultado.

J4, 0 FR é um teste de Imuno-Latex bastante sensivel, que utiliza
particulas de latex revestidas com IgG humana altamente purificada,
estabilizada e suspensa em tampao glicina pH 8,2 em Kit comercial
(Wama Diagnostica®). Foram pipetados 25pul do soro e diluido em
25ul do reagente em cada area do cartdo-teste. Foi misturado o soro
com o latex, espalhando-se com uma vareta plastica. Foi observada a
formacdo de aglutinagio. O titulo da amostra correspondeu a maior
diluicdo em que ocorreu a aglutinagdo

Os resultados do PCR dos cdes foram comparados aos testes
bioquimicos de albumina, proteinas totais e do hemograma utilizando-
se o teste de Exato de Fischer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ainda ndo hd um consenso cientifico quando a etiopatogenia
das lesdes na LV. Alguns pesquisadores acreditam que a
poliartrite induzida por Leishmania spp. ocorra devido a reagdo
inflamatéria granulomatosa causada pela presenca de parasitos
ou por uma resposta celular e humoral (McConkey et al. 2002,
Reis et al. 2009), enquanto outros acreditam ser devido
ao deposito de imunocomplexos circulantes na sindvia
(Cucinotta etal. 1991). A maioria das alteracdes radiograficas
articulares de caes acometidos por LV ndo estdo associadas a
presenca do parasito na sinévia, sugerindo que a etiopatogenia
daslesdes articulares ndo é devida exclusivamente a presenca
do parasito (Silva et al. 2009).

Quando realizado o teste para quantificacdo de FR em
soro sanguineo, para os 34 animais estudados, foi observado
positividade em apenas 1 animal, com valor de 8 mg/Litro.
Apesar darelacdo entre a positividade para o FR e o aparecimento
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da artrite reumatoide (AR) ndo estar elucidado, ambos estio
relacionados (Goeldner et al. 2011).

A presenca de agregados de imunoglobulina do tipo G (IgG)
ou de complexos de IgG-FR ativa o sistema complemento e
resulta em diversos fendmenos inflamatorios. A ativacao do
sistema complemento pelos imunocomplexos pode ainda
iniciar uma inflamagdo vascular com depdsitos de FR em
arteriolas, originando vasculites (Turesson & Matteson 2009).

Arespostainflamatdria e a participacdo da respostaimune
adaptativa nas alteracdes observadas em pacientes com LV é
reforgada por diversas evidéncias, dentre elas a hiperproteinemia
(Mahajan & Marwaha 2007). A resposta humoral que se
segue a infeccdo é caracterizada por estimulagdo policlonal
das células B e producdo de anticorpos anti-Leishmania,
responsavel pela hiperproteinemia em pacientes com LV
(Costa-Val et al. 2007).

Dentre os animais examinados, a PCR foi positiva em 38,23%
(n=13). Utilizando-se o teste de Fisher para comparagio entre
o aumento dos neutrofilos bastonados, a hiperalbuminemia
e a hiperproteinemia correlacionando com o aumento da
PCR, em p<0,05, foi possivel notar que nio ha relacdo de
dependéncia entre os testes.

A PCR tem como principal caracteristica ser considerada
uma proteina de fase aguda. ] foi demonstrada ser um bom
marcador imune em estudos experimentais e em algumas
doencas caninas (Eckersall 2000). Os primeiros exemplos
do aumento da concentragdo de PCR em caes foi descrito em
pacientes com leptospirose (Caspi et al. 1987), tripanossomiase
(Ndung'u et al. 1991) e erliquiose (Rikihisa et al. 1994).

Osvalores médios de PCR podem auxiliar na diferenciacao
entre cdes infectados que apresentam e ndo apresentam sinais
clinicos. No entanto, as especificidades clinicas e os valores
preditivos do teste precisam ser determinados. Pode ocorrer
alta taxa de animais falso-positivo no teste da PCR, devido a
outras condi¢des que sdo significativas para o aumento da
proteina no organismo (Martinez-Subiela et al. 2002)

Ahiperalbuminemia e a hiperproteinemia ja foram descritas
como aumentadas em cdes com LV (Rosa Neto & Carvalho
20009, Freitas et al. 2012), no entanto, o aumento da PCR é
independente do aumento das proteinas, visto que a PCR tem

por proposta ser um marcador precoce inflamatério. Em geral,
inflamacdes leves e infecgdes virais conduzem elevacdes na
faixa de 10 a 40mg/L, enquanto inflamag¢des mais graves e
infeccdo bacteriana tém concentragdes séricas entre 40-200mg/L
(Aguiar et al. 2013). Desta forma, é observado que a LV tem
como caracteristica desenvolver uma inflamacdo leve, ja que
dentre os 34 cies estudados, 35,2% (n=12) apresentaram
PCR variando entre 6 e 24mg/Litro e apenas em um caso a
PCR chegou a 48mg/litro.

No hemograma, as altera¢gdes mais encontradas foram
trombocitopenia (82,3%), seguido de leucocitose (82,3%),
anemia (79,4%), eosinopenia (52,9%), neutrofilia (29,4%),
desvio a esquerda (26,4%), monocitose (23,5%) e linfopenia
(20,5%). Dados que corroboram os apresentados por
Ikedagarcia et al. (2008), Freitas et al. (2012) e Braz et al.
(2015, 2017). As alteragdes hematolédgicas dos cdes com LV
podem ser visualizadas no Quadro 1.

Ahipoplaquetemia, embora tenha sido o achado mais comum,
vem em desacordo com diversos autores (Reis et al. 2006,
Costa-Val et al. 2007, Braz et al. 2015). A hipoplaquetemia
acontece principalmente por deposi¢do de imunocomplexos
em medula 6ssea. Isso faz com que o animal desenvolva
hipoplasia ou aplasia medular, com consequente falha na
producdo de plaquetas, podendo ocorrer também aumento
na destruicdo plaquetaria ou presenca de imunoglobulinas
anti-plaquetas (Costa-Val et al. 2007)

Neste estudo foram encontradas alteracdes hematolégicas
referentes as anemias do tipo normocitica e normocrdmica.
Anemia em cdes naturalmente infectados com Leishmania
spp. € um dos achados laboratoriais mais comuns, como
relatado por Reis et al. (2006), Medeiros et al. (2008) e
Braz et al. (2015), e os fatores envolvidos na sua patogénese
sdo complexas e diversos, podendo ser relacionada com
hemorragia, hemolise, inflamagao, insuficiéncia renal, doenga
cronica, e aplasia ou hipoplasia medular (Koutinas etal. 1999,
Krauspenhar et al. 2003).

No que diz respeito a contagem de células brancas do
sangue, aleucocitose, apresentada como a segunda alteragao
mais comum entra em desacordo com Abranches etal. (1991)

Quadro 1. Altera¢oes hematolégicas dos 34 cies, naturalmente infectados por Leishmania spp.

Indice Média Desvio padrao Valores de referéncia*
Leucoécitos (x103/pL) 15,48 9,4 6.000 - 17.000
Hemécias (milhoes/mm3) 4,47 1,05 55-8,0
Hemglobina (g/dL) 9,42 2,35 10,0 - 18,0
Hematocrito (%) 29,34 6,56 35-55
VCM (fl) 64,9 2,76 60-77
CHCM (%) 32,5 2,11 32-36
RDW-SV (%) 38,4 2,07 32,01+7,56
RDW-CV (%) 14,9 0,46 10,74 +£1,53
Neutroéfilos (células/pl) 10696,56 7671,1 3.000-11.500
Linfécitos (células/pl) 2499,47 17118 1.000 - 4.800
Eosinofilos (células/ul) 360,44 424,26 150 -1.250
Mondcitos (células/ul) 761,82 605,76 150-1.350
Neutroéfilos bastonados (células/pl) 672,29 1627,33 0-300
Plaquetas (/mm) 134,2 222,03 180.000 - 400.000

* Meinkoth & Clinkenbeard (2000).
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e Ikedagarcia et al. (2008), que relatam que a leucocitose é
considerada rara em cdes com LV.

A linfopenia ocorrida nos cades com LV ocorre devido ao
confinamento temporario esplénico dos linfécitos ou nos
linfonodos, enquanto respondem ao agente infeccioso, ou até
mesmo pela destrui¢do dos linfocitos causada pelos protozoarios.
Os casos de eosinopenia sdo marcados pela falha na producdo
medular ou confinamento no bago (Braz et al. 2015).

CONCLUSOES

A Proteina C reativa (PCR) é usada para estabelecer
progndstico e para monitorar a evolucio de doengas infecciosas.
Em casos de cdes com leishmaniose é possivel estabelecer
niveis inflamatoérios precocemente. Ja o fator reumatoide
(FR) demonstrou nido ser um bom marcador para animais
soropositivos, ja que a prevaléncia de alteragio deste exame
foi pouco significativa.

Os valores hematolégicos mais frequentes foram
trombocitopenia e a anemia. Embora estas manifestagdes
ndo sejam patognomonicas a doenga, em areas endémicas
para leishmaniose, o hemograma pode ser considerado de
grande importancia para a conducdo do diagndstico.
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