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RESUMO. O objetivo deste estudo foi identificar as alteragdes dos marcadores
bioquimicos de danos hepaticos em cées naturalmente infectados por Leishmania sp. de
acordo com as diferentes formas clinicas apresentadas por esses animais. Sangue de 41 caes
soro-reagentes nos testes de ELISA e positivos nos testes imunocromatografico e
parasitologico de linfonodo foram colhidos por venopungéo e acondicionados em tubo sem
anticoagulante para obten¢do de soro e mensuragdo de colesterol total, triglicerideos, ureia,
fosfatase alcalina, gamma glutamiltransferase, alanina aminotransferase, proteinas totais e
albumina. Realizou-se a estratificacdo em grupos de acordo com a sintomatologia clinica,
em assintomaticos (7/41), oligossintomaticos (15/41) e sintomaticos (19/41).
Hiperglobulinemia, hiperproteinemia e diminui¢do da razdo albumina:globulina foram
constatadas em todos os grupos com diferenca estatistica para albumina (2,87 £+ 0,45 g/dL).
Colesterol, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase ¢ gamma glutamiltransferase
permaneceram dentro dos intervalos de normalidade. As alteragdes encontradas nos
marcadores bioquimicos de danos hepaticos sugerem que a leishmaniose visceral deve ser
incluida no diagnostico diferencial das hepatopatias, principalmente, nas areas endémicas
para a enfermidade.
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Behavior of biochemical markers of hepatic injury in dogs with
visceral leishmaniasis

ABSTRACT. The aim of this study was to identify the changes in biochemical markers of
liver damage in dogs naturally infected by Leishmania sp. according to different forms
presented. Blood sample of 41 dogs were seropositive in ELISA test and positive in the
immunoassay tests and lymph node parasitological were collected by venipuncture of the
jugular vein and placed in tube without anticoagulant to obtain serum and measurement of
total cholesterol, triglycerides, urea, alkaline phosphatase, gamma glutamyl transferase,
alanine aminotransferase, total protein and albumin. Stratification was held in groups,
according to clinical symptoms in asymptomatic (7/41), oligosymptomatic (15/41) and
symptomatic (19/41). Hyperglobulinemia, hyperproteinemia and decreased the ratio A:G
were observed in all groups, and no statistically significant difference between
symptomatic animals in relation to others was observed for albumin (2.87 = 0.45 g/ dL).
The average cholesterol values, alkaline phosphatase, alanine aminotransferase and gamma
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glutamyl transferase remained within normal ranges, however, elevated serum triglycerides
were observed in the symptomatic group (276.89 + 339.49) and asymptomatic (307.81 +
56.74). Common alterations in biochemical markers of liver damage suggest that visceral
leishmaniasis should be considered in the differential diagnosis of liver disease, since
hypergammaglobulinemia and hypoalbuminemia were observed regardless of the clinical
signs of disease carriers shown by dogs. Moreover, the finding hypocholesterolemia and
hypertriglyceridemia in these animals, sum up to the hepatic disorders associated with
leishmaniasis.

Keywords: Biomarkers, canine, enzymes, hepatopathy, Leishmania

RESUMEN. El objetivo de este estudio fue identificar las alteraciones de los marcadores
bioquimicos de dafios hepaticos en perros naturalmente infectados por Leishmania sp. De
acuerdo con las diferentes formas clinicas presentadas por estos animales. La sangre de 41
perros positivos en las pruecbas de ELISA y positivos en las pruebas
inmunocromatograficas y parasitologicas de ganglio, fueron recogidas por venopuncion y
acondicionadas en tubo sin anticoagulante para obtener el suero y la medicion de colesterol
total, triglicéridos, urea, fosfatasa alcalina, gamma glutamiltransferasa, alanina
Aminotransferasa, proteinas totales y albumina. Se realizo la estratificacion en grupos de
acuerdo con la sintomatologia clinica, en asintomaticos (7/41), oligosintomaticos (15/41)
y sintomaticos (19/41). Hiperglobulinemia, hiperproteinemia y disminucion de la razon
Albumina: Globulina fueron constatadas en todos los grupos con diferencia estadistica
significativa para albumina (2,87 + 0,45 g / dL). Colesterol, fosfatasa alcalina, alanina
aminotransferasa y gamma glutamiltransferasa permanecieron dentro de los intervalos de
normalidad. Las alteraciones encontradas en los marcadores bioquimicos de dafio hepatico
sugieren que la leishmaniasis visceral debe ser incluida en el diagnoéstico diferencial de las
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hepatopatias, principalmente, en las dreas endémicas para la enfermedad.

Palabras clave: Biomarcadores, canino, enzimas, hepatopatia, Leishmania

Introduciao

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose
infecto-parasitaria, transmitida vetorialmente, por
meio do repasto sanguineo do inseto Lutzomyia
longipalpis (Killick-Kendrick, 1990). No Brasil, o
patogeno envolvido é a Leishmania (leishmania)
infantum chagasi e o cdo é o principal reservatorio
urbano para a afec¢do que apresenta caracteristica
multissistémica, desenvolvimento cronico e ampla
sintomatologia clinica (Solano-Gallego et al.,
2009, Andrade et al., 2014).

Os tecidos cutineo, renal e cardiaco sdo os
mais frequentemente acometidos (Silva et al.
2013, Godoy et al., 2016). Contudo, o
envolvimento do figado, manifestado por
hepatomegalia é considerado comum nos casos de
leishmaniose visceral com manifestagdes como
ictericia, hipoalbuminemia, fibrose, colestase
(Valladares et al., 1997, Melo et al., 2009,
Medeiros et al., 2010). Apesar disso, analises das
repercussOes da doenga no sistema hepatico que

empreguem metodologias acessiveis e de baixo
custo sdo escassas.

O conhecimento do comportamento dos
marcadores  bioquimicos nos casos de
leishmaniose visceral canina, usados
habitualmente na investigacdo de alteragdes
hepaticas, podera facilitar o diagnostico e o
acompanhamento das alteracdes causadas pela
doenga, e auxiliar no prognostico e controle da
enfermidade (Keenan et al., 1984). Por isso,
objetivou-se com este estudo identificar as
alteragOes dos marcadores bioquimicos de danos
hepaticos em caes infectados por Leishmania sp.
nas diferentes formas clinicas.

Material e Métodos

Um total de 41 caes sororreagentes para
Leishmania sp. no teste de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), positivos nos exames
imunocromatografico (DPP®) e parasitolégico de
linfonodo e negativos para FEhrlichia canis
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(imunocromatografico -  Senspert®)  foram
incluidos no estudo. Estes animais tinham idade
variando entre um e cinco anos e eram
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) de Campo Grande — MS. Estratificagao foi
realizada, apés a avaliacdo clinica, em grupos de
cdes assintomaticos (sem sinais clinicos),
oligossintomaticos (um a trés sinais clinicos) e
sintomaticos (mais de trés sinais clinicos),
seguindo o critério de classificagdo do manual de
vigilancia e controle de leishmaniose visceral do
ministério da satde. Apos implementagdo de
jejum alimentar (12h) e hidrico (2h), realizou-se
venopungdo da jugular e acondicionamento do
sangue em tubo sem  anticoagulante.
Posteriormente a retracio do coagulo e
centrifugacdo dos tubos, obteve-se as amostras de
soro que foram armazenados a -80°C até a
realizacdo dos ensaios em analisador automatico.
Utilizando-se o protocolo de kits comerciais
(Bioclin®), mensuraram-se as concentragdes
séricas de colesterol total, triglicerideos, ureia,

fosfatase alcalina (FA), gamma
glutamiltransferase (GGT), alanina
aminotransferase (ALT), proteinas totais e

albumina. Os valores de globulina e razdo
albumina:globulina (razao A:G) foram obtidos por
meio da diferenca entre as concentracdes de
proteinas totais ¢ albumina e divisdo da albumina
por globulina, respectivamente.

A normalidade dos dados foi verificada por
meio do teste Shapiro-Wilk, identificando-se
dados nao paramétricos (P > 0,05). Em seguida,
para deteccdo de diferencas entre os grupos
(assintomaticos, oligossintomaticos e
sintomaticos) em relagdo aos parametros
bioquimicos mensurados, aplicou-se o teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. As
diferengas foram consideradas significativas
quando p<0,05. Esse estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Fundag¢do Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (CEUA/UFMS) sob o protocolo de nimero
499/2013.

Resultados e Discussio

Dos 41 animais avaliados, 17,1% (7/41) eram
assintomaticos, 36,6% (15/41) oligossintomaticos
e 46,3% (19/41) sintomadticos. Entre os sinais
clinicos houve o predominio de dermatopatias,
linfadenomegalia e caquexia como, também,
descritos por Castro et al. (2012). Destaca-se a alta
frequéncia de caes assintomaticos, que caracteriza
um preocupante dado epidemioldgico para areas
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end€micas, pois, estes animais sao importantes na
transmissdo da doenga, uma vez que sdao tdo
infectantes para os flebotomineos quanto os cées
sintomaticos e pertencem a um grupo clinico de
dificil diagnostico (Laurenti et al., 2013).

Hipoalbuminemia foi observada em 68,3%
(28/41) das amostras e os cades sintomaticos
apresentaram os menores valores desta proteina
(Tabela 1). Ao comparar os dados deste analito
entre os diferentes grupos constatou-se diferenca
estatistica  significativa entre os animais
classificados como sintomaticos e assintomaticos
(Tabela 1). A hipoalbuminemia pode estar
relacionada ao hipercatabolismo proteico, a lesdo
renal, a desnutricdo e/ou ao defeito na sintese
hepatica decorrente da inflamag¢do do figado
mediada pela resposta imune em pacientes com
leishmaniose e ja foi correlacionada a maior
frequéncia de Obitos em pacientes humanos
(Solano-Gallego et al., 2009, Silva et al., 2013).

Hiperproteinemia e hiperglobulinemia foram
observadas em 85,4% (35/41) dos cées (Tabela 1)
¢ podem estar associadas a ativacdo da resposta
imunoldgica que aumenta a producdo de
globulinas e em consequéncia elevagdo da
proteina total a despeito da redugdo da albumina.
A mudanga no comportamento dessas proteinas
levou a inversdo da razdo A:G nos trés grupos
clinicos investigados nesta pesquisa, com maior
intensidade no grupo de cdes sintomaticos
(Tabela.1), ressalta-se que, quanto maior o
numero de sinais clinicos, maior € a concentragdo
de imunoglobulina, justificando a menor razio
A:G encontrada nos animais do grupo sintomatico
do presente estudo (Alexandre-Pires et al., 2010).
Vale ressaltar que as alteragdes hepaticas podem
ajudar a distinguir a LV de outras enfermidades
imunomediadas como lapus eritematosos
sistémico em humanos.

O aumento da ALT ndo foi constatado na
maioria dos animais do presente estudo. Dessa
forma, os valores normais da atividade enzimatica
observados corroboram com Kaneko et al. (2008)
que sugerem que na leishmaniose visceral ndo
ocorre inflamagao extensa e aguda com necrose de
hepatocitos, por isso, a atividade da ALT dentro
do intervalo de normalidade nao descarta o
envolvimento do figado na enfermidade. O
aumento da enzima observado em 6,7% (1/15) dos
animais oligossintomaticos e 10,5% (2/19) dos
sintomaticos podem estar associados a evolugdo
da doenga ou com o tipo de resposta imunologica
(Tafuri et al., 1996, Vidal et al., 2009).
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Tabela 1. Média e desvio padrdo dos marcadores bioquimicos para avaliacdo de dano hepatico em caes naturalmente infectados

por Leishmania sp. distribuidos nos diferentes grupos clinicos

Grupos clinicos

Biomarcadores . Assintomatico Oligossintomatico Slnjomatlco
Referéncias n=19/41
n=(7/41) n=(15/41)
Colesterol 135-270 mg/dL* 156,30 (+ 53,18) 140,87 (+ 43,57) 206,78 (£93,37)
Ureia 21,4-59,9 mg/dL** 28,82 (+11,58) 50,93 (+26,70) 60,30 (£38,33)

20-156 UI/L**
1-10 U/L**
21-86 UI/L**

2,6-3,3 g/dL**

Fosfatase alcalina

Gama Glutamil Transferase
Alanina aminotransferase
Albumina

52,11 ( 18,87)
5,04 (+2,39)
36,09 (+ 15,41)
3,30 (+0,69) A

122,55 (+81,43)
6,44 (+3,47)
47,84 (£22,04)
2,38 (£ 0,65)®

142,79 (+£94,88)
7,74 (£ 4,32)
40,40 (+21,84)
2,03 (0,63)C

Proteina Total 5,4-7,1 g/dL** 9,53 (+ 1,43) 9,82 (+2,24) 10,67 (+ 2,60)
Globulina 2,7-4.4 g/dL** 7,37 (2,34) 7,79 (+2,10) 7,56 (+2,76)
Razio A:G 0,59 -1,11%* 0,51 (+0,17) 0,34 (+0,13) 0,28 (+0,11)

Meédias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Dunn. *Tilley et al. (2008). **Kaneko

et al. (2008).

Com relagdo a ureia, niveis séricos elevados
foram observados em 20% (3/15) e 20,1% (4/19)
dos cdes dos grupos oligossintomatico e
sintomatico, respectivamente (Tabela 1). Essa
alteracao pode acontecer devido ao dano hepatica
associada a lesdo renal presentes em doengas
infecciosas, por meio do aumento do catabolismo
de proteinas (Migliano, 1953). A proteolise gera
mais Aménio (NH4" que por sua vez aumenta a
sintese de nitrogénio ureico pelos hepatdcitos.
Quando a velocidade de producdo excede a de
excrecdo, a concentracdo sérica de ureia aumenta
(Stockham and Scott, 2011). A desidratacdo,
decorrente do jejum hidrico, também poderia
justificar a elevagdo na concentragdo desse
analito. A hipovolemia induz a redu¢do da taxa de
filtracdo glomerular (TFG), promovendo a
diminui¢do da excregdo renal da ureia. A lesdo

renal observada em pacientes leishmaniose
visceral, associada a deposicdo de
imunocomplexos, também reduz a TFG,

contribuindo no desenvolvimento de azotemia
(Klosterman and Pressler, 2011, Stockham and
Scott, 2011).

Aumento da atividade sérica de FA e GGT,
tanto nos cades oligossintomaticos (26,7% e
20,0%) quanto sintomaticos (31,6% e 20,1%)
sugere que, embora a alteracdo desses marcadores
ndo seja exclusiva dos quadros de leishmaniose
visceral, sua elevagdo indica a presenga de um
importante comprometimento hepato-biliar (Vidal
et al., 2009). A auséncia de alteragoes destas
enzimas em cdes assintomaticos (Tabela 1) em
comparagdo aos grupos oligossintomaticos e
sintomaticos pode estar associada ao aumento do
dano a esse 6rgdo em caes que desenvolvem maior
sintomatologia clinica decorrente da enfermidade.

O figado ¢ a principal fonte de biossintese do
colesterol em mamiferos ¢ a disfungdo hepatica
pode levar a alteragdes nas suas concentracdes
séricas (Ghosh et al., 2011). Hipercolesterolemia
foi detectada em 9,7% (4/41) dos cées estudados e
pode estar relacionada secundariamente a
desregulagdo hepatica causada pela
hipoalbuminemia (Klosterman and Pressler,
2011). Entretanto, hipocolesterolemia foi descrita
em 57,1% (4/7) dos cédes assintomaticos, 46,7%
(07/15) dos oligossintomaticos e 31,6% (06/19)
dos sintomaticos e também foi relatada em
pacientes humanos com leishmaniose visceral
(Liberopoulos et al., 2002, Medeiros et al., 2010).
Essa alteragdo pode estar associada a um
mecanismo imunoldgico resultante da interagdo
entre o parasito e metabolismo lipidico.

Conforme descrito por Liberopoulos et al.
(2002) pode ocorrer a formacdo de complexos
imunologicos entre HDL (lipoproteina de alta
densidade) e auto-anticorpos que aceleram a
degradacdo do HDL, ou interferéncia na
depuragdo  mediada  pelo  receptor de
quilomicrons-remanescentes, IDL (lipoproteina
de densidade baixa), e LDL(lipoproteina de baixa
densidade), ou ainda interferéncias na atividade da
lipoproteina lipase. Além disso, a ligacdo entre
HDL e o parasita pode refletir o sequestro de HDL
nos tecidos em que o parasita se acumula,
reduzindo a concentra¢do do colesterol sérico.

A hipertrigliceridemia foi observada em todos
os grupos clinicos (8/41); contudo a maior
frequéncia (5/41) foi nos caes sintomaticos. Para
Lal et al. (2016) existe uma provavel associacdo
entre hipertrigliceridemia e gravidade da LV. O
aumento da concentragdo sérica de triglicérides
pode ser decorrente da diminuigdo da lipoproteina
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lipase e redugdo da atividade da lipase hepatica,
que resultam no atraso do metabolismo lipidico. O
fator de necrose tumoral alfa (TNF-0), que se

encontra elevado em infecgdes parasitarias
cronicas, tem sido considerado um dos
responsaveis pela indugdo da atividade

prejudicada da lipase (Liberopoulos et al., 2002).
Outro fato a ser considerado ¢ o aumento das
concentragdes de apoproteina E, estimulado por
macrofagos infectados com o patégeno, que eleva
a taxa de secrecao sérica dos triglicerideos em
animais com leishmaniose visceral (Liberopoulos
et al., 2002, Mohapatra et al., 2014).

Conclusao

As alteracdes encontradas nos marcadores
bioquimicos de injlria hepatica indicam que a
leishmaniose visceral deve ser considerada no
diagnostico  diferencial de  hepatopatias,
principalmente, nas regides endémicas para a
enfermidade, uma vez que, hipoalbuminemia,
hiperproteinemia, hipertrigliceridemia e
hipocolesterolemia foram observadas nesses
animais.
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