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Resumo
O presente estudo avaliou o estresse oxidativo e a adesão de leucócitos (AL) em cães naturalmente infectados por Leishmania 
infantum. Foram utilizados cães saudáveis   (CN = 10) e cães acometidos por leishmaniose visceral na forma sintomática (CS = 10), 
submetidos previamente a exames de imunofluorescência indireta (IFI), ensaio imunoenzimático (ELISA) e pesquisa do parasito 
em aspirados de medula óssea. Soro foi utilizado para avaliação de malondialdeído (MDA) no ensaio para espécies reativas ao 
ácido tiobarbitúrico (TBARS) e AL foi determinada pelo método da coluna de náilon em sangue em EDTA, heparina e citrato. Os 
dados de AL foram expressos em porcentagem e MDA em média ± desvio padrão, submetidos ao teste T de student não pareado 
(p < 0,05). Amostras em heparina apresentaram níveis mais elevados de AL no grupo CS (55,62%, p < 0,05) quando comparadas 
com EDTA e citrato (10,46% e 5,28%). Citrato e EDTA inibiram AL em cães doentes e saudáveis, enquanto a heparina preservou 
a AL. A proporção neutrofílica se apresentou reduzida nas amostras em heparina (85% para 67%, p <0,05) quando comparadas 
com citrato e EDTA, que por sua vez mantiveram-se estáveis (83% para 80%). Os níveis de MDA apresentaram-se mais elevados 
em CS (0,0117µM ± 0,002) quando comparado com CN (0,0057µM ± 0,001) (p <0,05). Estes dados dão suporte à conclusão de 
que na LVC ocorre elevação do estresse oxidativo e aumento da expressão das moléculas de adesão nos leucócitos, evidenciando 
resposta inflamatória sistêmica. A escolha do anticoagulante é importante para a implementação do ensaio de AL.
Palavras-chave: agregação leucocitária, anticoagulantes, estresse oxidativo, leishmaniose visceral canina.

Abstract
The present study evaluated the oxidative stress and leukocyte adhesion (LA) in dogs naturally infected by Leishmania infantum. 
Healthy dogs (HD = 10) and dogs affected by canine visceral leishmaniasis (CVL) in symptomatic form (SD= 10) were previously 
submitted to indirect immunofluorescence reaction (IIF), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and detection of parasites 
in bone marrow aspirates. Serum was used to assess malondialdeid (MDA) by thiobarbituric acid reactive species (TBARS) assay 
and AL was determined by nylon column method using whole blood stored in EDTA, citrate and heparin. AL data was expressed 
as percentage and MDA data as mean ± standard deviation, both submitted to the unpaired student’s T test (p < 0.05). Heparin 
samples showed higher levels of AL in CS group (55.62 %, p < 0.05) when compared with EDTA and citrate (10.46% and 5.28%). 
Citrate and EDTA inhibit AL in healthy and sick dogs, while heparin preserved AL in both groups. Neutrophil proportion in heparin 
samples were lower (85% to 67%, p <0.05) compared with citrate and EDTA, which in turn remained practically unchanged (83% to 
80%). MDA levels were higher in SD (0.0117μM ± 0.002) when compared to HD (0.0057μM ± 0.001) (p <0.05). These data support 
the conclusion that CVL induces oxidative stress enhance and leukocyte adhesion increase, indicating systemic inflammatory 
response. The choice of anticoagulant is an important decision for implementing LA assays.
Keywords: anticoagulants, canine visceral leishmaniasis, leukocyte adhesion, oxidative stress.

Introdução
A dinâmica do processo inflamatório envolve uma série de 
eventos que inclui mecanismos celulares e moleculares 
(Engelhardt e Ransohoff, 2012). A execução desse processo 
envolve a ativação das células, liberação de mediadores e 
aumento da expressão das moléculas de adesão, receptores de 
superfície específicos que promovem a migração transendotelial 
dos leucócitos através do endotélio vascular ativado (Shalekoff 
et al., 1998, Kolaczkowska e Kubes, 2013). 

As moléculas de adesão coordenam as várias fases da adesão 
leucocitária (AL) ao endotélio inflamado quiescente por meio de 
um mecanismo regulado por ligação com receptores e citocinas 
(Mazzone e Ricevuti, 1995; Margadant et al., 2011). O controle 
destas interações permite que os leucócitos possam aderir à 
parede do vaso, a locomoção e a migração de leucócitos para 
os tecidos (Muller, 2009, Weninger et al., 2014).
Existem muitos fatores que afetam a AL (Adams e Nash, 1996), 
seja amplificando-a, a exemplo das toxinas bacterianas e 
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citocinas pró-inflamatórias IL-1 e TNF (Bevilacqua et al., 1994), 
ou suprimindo-a, como as doenças genéticas que levam a 
alterações na formação das moléculas de adesão (Debenham et 
al., 2002). Lidocaína (MacGregor et al., 1980), anticoagulantes 
(Dhondt et al., 1998), temperatura, tempo de armazenamento 
(Holst et al., 2011) e doenças de natureza genética (Nagahata 
et al., 2004; Kobayashi et al., 2009) ou autoimunes (Shelef 
et al., 2013). Portanto, estas situações modulam a migração 
de leucócitos, comprometendo os eventos posteriores que 
culminarão com a destruição do agente invasor, por meio da 
fagocitose e do estresse oxidativo (Andrew, 2012).
O processo que utiliza um elevado consumo de oxigênio 
plasmático conhecido como estresse oxidativo é ativado quando 
o complexo enzimático NADPH-oxidase (NOX) é formado na 
membrana do fagócito, o que resulta na geração de produtos 
microbicidas conhecidos como espécies reativas de oxigênio 
(ROS), elementos importantes na resposta do organismo frente 
a agentes infecciosos que causam doenças (Segal, 2005).
As leishmanioses são um complexo zoonótico que impõe 
sérios problemas de saúde pública (Brasil, 2014). Trata-se de 
enfermidades causadas por protozoários do gênero Leishmania, 
carreados pelo inseto vetor do gênero Lutzomyia e Phlebotomus. 
O cão doméstico e o homem são listados como principais 
hospedeiros definitivos nos centros urbanos (Gontijo e Melo, 
2004). A entrada e sobrevivência da Leishmania spp. dentro 
dos macrófagos é possível mediante infecção direta ou através 
da remoção de neutrófilos infectados e recrutados como uma 
resposta natural à picada do inseto (Zandbergen et al., 2004; 
Jochim e Teixeira, 2009). 
A resposta a Leishmania spp. pode ser medida por mediadores 
inflamatórios como proteína C reativa (Lopes-Neto, 2015), 
mediadores do estresse oxidativo e antioxidantes totais 
(Baldissera et al., 2015), por citocinas séricas (Freitas et al., 
2014), entre outros. Neste contexto, o presente estudo teve 
como objetivo avaliar a adesão leucocitária (AL) e o estresse 
oxidativo sistêmico em cães naturalmente infectados por 
Leishmania infantum.

Material e métodos

Animais
Foram utilizados cães adultos (n = 10) de ambos os sexos 
(CN: 4 machos e 6 fêmeas; CS: 5 machos e 5 fêmeas), com 
peso, idade e raças variadas. Os animais foram obtidos em 
cooperação com o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do 
município de Fortaleza. Neste estudo, os animais naturalmente 
infectados apresentavam leishmaniose visceral canina (LVC) na 
forma sintomática e compuseram o grupo cães sintomáticos / 
soropositivos (CS). Foram considerados sinais clínicos da LVC: 
alopecia moderada generalizada e/ou localizada, onicogrifose, 
perda de peso grave, lesões na pele, ceratoconjutivite e 
linfadenomegalia. Cães saudáveis   (n = 10) foram obtidos   em 
cooperação com um canil privado. Estes animais por sua vez 
eram soronegativos para L. infantum e compuseram o grupo 
cães negativos (CN). O protocolo experimental foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Uso de Animais da Universidade Estadual 
do Ceará, Brasil (CEUA / UECE), número 08622833-1 e todos 
os procedimentos seguiram as técnicas preconizadas de bem-
estar animal em experimentação científica.

Triagem sorológica e parasitológica dos animais
Todos os animais foram submetidos previamente a exames de 
imunofluorescência indireta (IFI) kit IFIcanine leishmaniose-
Bio-Manguinhos (IFI-LC) e ensaio imunoenzimático (ELISA) 
- LES-leishmaniose canina-Bio-Manguinhos (LES-LC). Foram 
considerados positivos os animais que apresentaram titulação 
≥ 1:40 em ambos os testes. O diagnóstico sorológico da LVC 
foi realizado no CCZ por meio de kits padronizados fornecidos 
pela Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil, e todos 
os procedimentos foram realizados de acordo com o manual 
técnico de instruções (Lira et al., 2006). Os animais também 
foram submetidos a exame parasitológico em aspirados de 
medula óssea para confirmar a infecção. Para tanto, os animais 
foram anestesiados com xilazina (2 mg/kg, Rompun®, Bayer 
Healthcare Brasil, Brasil) e cetamina (10 mg/kg, Dopalen®, 
Agribrands Brasil Ltda., Brasil). As amostras foram fixadas, 
coradas e examinadas por microscopia óptica para avaliar a 
presença de formas amastigotas de Leishmania spp.

Os grupos experimentais
Os animais foram divididos em dois grupos, cães saudáveis   
(CN, n = 10) e cães sintomáticos para LVC causada por infecção 
por L. infantum (CS, n = 10). Cães positivos também foram 
selecionados de acordo com a apresentação de sinais clínicos 
e soropositividade para L. infantum. Cães soronegativos para L. 
infantum, sem sinais clínicos característicos da leishmaniose e/
ou de qualquer outra doença foram incluídos no grupo CN. Todos 
os animais foram submetidos a exames de imunofluorescência 
indireta (IFI), ensaio imunoenzimático (ELISA) e pesquisa do 
parasito em aspirados de medula óssea.

Amostras de sangue
Amostras de sangue (15 mL) foram colhidas por venipunção 
jugular de cada animal em ambos os grupos por meio de seringas 
estéreis e distribuídos em tubos contendo anticoagulantes 
heparina, EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) e citrato 
(Vacutainer®, BD Franklin Lakes, NJ, EUA) e em tubo contendo gel 
ativador. As amostras de sangue coletadas em anticoagulantes 
foram utilizadas para avaliação de hemograma completo e teste 
de AL. As amostras de soro obtidas foram armazenadas a -20°C 
até uso para a análise de MDA (malondialdeído) pelo teste 
TBARS (espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico)

Avaliação hematológica
Amostras de sangue em heparina, EDTA e citrato foram 
homogeneizadas e submetidas a aparelho de contagem 
hematológica automatizada (Hema tela ® 18, HOSPITEX 
Diagnostics, Firenze, Itália) em duas fases: pré-processamento 
(PRE) e pós-processamento (POS). Os parâmetros 
hematológicos avaliados foram: leucócitos totais (LT, 103/
mL), eritrócitos totais (ET, 106/mL), hemoglobina (Hb, g/dL), 
determinação do hematócrito (Ht,%) e plaquetas (Pt, 103/
µL). A contagem diferencial (neutrófilos, eosinófilos, basófilos, 
monócitos e linfócitos) foi realizada por meio de esfregaço 
sanguíneo corado, a fim de se avaliar as mudanças resultantes 
na proporção neutrofílica induzida pelo teste de AL. Os 
esfregaços foram também cuidadosamente avaliados para 
a presença de hemoparasitas (Erlichia spp., Babesia spp., 
Dirofilaria spp.), como critério de exclusão de animais.
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Avaliação da adesão de leucócitos
A taxa de AL foi determinada pelo método da coluna de náilon 
tal como descrito por MacGregor com algumas modificações 
(MacGregor et al., 1980). Para tanto, fibra sintética mista comercial 
(náilon 84%, elastano 16%) foi utilizada em colunas de adesão 
montadas em seringas plásticas estéreis e descartáveis   de 1 ml. 
A fibra foi compactada em 17 mm de altura. As seringas foram 
mantidas em posição vertical e acopladas a tubos plástico estéreis 
na sua extremidade inferior (Labware Manufacturing Co. ®, 
China). Resumidamente, um mililitro de sangue total em heparina, 
EDTA e citrato previamente submetidos a análises hematológicas 
na fase de pré-processamento (PRE) foram adicionados 
lentamente na extremidade superior de cada coluna de adesão, 
sendo recuperado no tubo plástico estéril na porção inferior. Ao 
final do gotejamento, o sangue foi então submetido a uma nova 
análise hematológica na fase de pós-processamento (POS) e 
as contagens de LT nas duas fases foram calculadas utilizando-
se uma fórmula matemática. Os resultados correspondem à 
retenção de leucócitos (103/mL) que caracteriza a AL. A proporção 
neutrofílica das amostras também foi calculada. 

Análise do MDA por espécies reativas ao ácido tiobar-
bitúrico (TBARS)
O ensaio de estresse oxidativo para dosagem de malondialdeído 
(MDA) sérico foi o método TBARS. Para tanto, 0,1 mL de soro 
foi adicionado a 0,2 mL de ácido tricloroacético 
a 30%, agitado em vortex por um minuto. Em 
seguida, foram adicionados 200 µL de tampão 
Tris-HCl, pH 7,4, 0,2 mL de ácido tiobarbitúrico 
0,73% e novamente a mistura foi agitada em 
vortex por um minuto. A mistura foi colocada 
em banho-maria por uma hora e em seguida 
foi centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos 
e o sobrenadante foi removido e analisado em 
espectrofotômetro a 535 nm. Os resultados 
foram calculados de acordo com uma curva 
padrão utilizando-se MDA a 4 mM (Colowick et 
al., 1984).

Análise estatística
Os parâmetros hematológicos foram apresen-
tados como média ± desvio padrão para 
análise descritiva e inferências. Os dados 
referentes à taxa de AL foram apresentados 
em porcentagem os dados de MDA em média e desvio padrão. 
Para a comparação dos grupos na avaliação hematológica foi 
empregado o teste não pareado e não paramétrico de Mann-
Whitney (p< 0,05). Para a comparação de grupos da análise 
de MDA e ensaio de AL empregou-se o teste t de Student não 
pareado (p <0,05). Todas as análises foram realizadas com 
auxílio de programa estatístico Graphpad Prism 5.0 (GraphPad 
Software ®, San Diego, CA, EUA). 

Resultados 

Análise de parâmetros clínicos e hematológicos 
Os dados referentes ao aparecimento de sinais clínicos 
envolvidos com a LVC estão descritos na tabela 1. Todos 
os animais no grupo CS apresentavam cinco ou mais sinais 

clínicos característicos. Os dados referentes aos hemogramas 
dos animais estão expressos na Tabela 2. Os animais do grupo 
CS apresentaram leucócitos totais (12,88 ± 3,09 x103céls/μL) 
e neutrófilos (10,69 ± 2,42 x103céls/μL) mais elevados quando 
comparados com os animais do grupo CN (p < 0,01 e p < 
0,001, respectivamente). No grupo CS os valores de eritrócitos 
totais (5,32 ± 1,14, n = 5), hemoglobina (11,66 ± 2,13, n = 6) 
e hematócrito (34,2 ± 7,22, n = 6) abaixo do valor mínimo de 
referência para a espécie canina (Thrall, 2012) e a média desses 
parâmetros se apresentou reduzida quando comparada ao grupo 
CN (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,01, respectivamente).

Tabela 2: Avaliação hematológica de cães negativos e sintomáticos para 
leishmaniose visceral canina. Letras diferentes na mesma linha 
representam diferença significativa, onde * = p < 5%, ** = p < 1% e 
*** = p <0,1%. Os valores de referência para espécie canina estão de 
acordo com Thrall (2012)

Parâmetro Cães Negativos 
(CN)

Cães Sintomáticos 
(CS)

Referência

Leucócitos Totais (LT, 103/μL) 9,07 ± 2,51a** 12,88 ± 3,09b 6 – 17

Neutrófilos (Neut, 103/μL) 5,99 ± 1,59a*** 10,69 ± 2,42b 3 – 11,5

Eritrócitos Totais (ET, 106/μL) 6,59 ± 0,79a* 5,32 ± 1,14b 5,5 – 8,5

Hemoglobina (Hb, g/dL) 15,46 ± 1,76a** 11,66 ± 2,13b 12 – 18

Hematócrito (Ht, %) 45,7 ± 5,01a** 34,2 ± 7,22b 37 – 55

Plaquetas (Pt, 103/µL) 238,5 ± 47,3 180,1 ± 70,3 150 – 900

Sinais clínicos fortemente 
associados

Nº de animais acometidos 
(total)

Alopecia localizada/generalizada 7 (10)

Severa perda de peso 5 (10)

Lesões cutâneas 7 (10)

Onicogrifose 7 (10)

Ceratoconjutivite 7 (10)

Linfadenomegalia 5 (10)

Tabela 1: Sinais clínicos associados à leishmaniose visceral 
canina em cães sintomáticos e naturalmente infectados

Tabela 3: Avaliação da adesão leucocitária em cães negativos 
e sintomáticos para leishmaniose visceral canina 

Adesão Leucocitária 

Anticoagulantes CN (n = 10) CS (n = 10)

Heparina 43,45% 55,62%

Citrato 13,84% 5,28%

EDTA 9,04% 10,46%

Análise de adesão leucocitária
As taxas de adesão leucocitária (AL) nos diferentes anticoa-
gulantes estão apresentadas na Tabela 3. No filtrado a contagem 
de neutrófílos foi reduzida (p < 0,05) nas amostras em heparina 
quando comparadas com citrato e EDTA (Figuras 1).



51

        R. bras. Ci. Vet., v. 23, n. 1-2, p. 48-54, jan./jun. 2016

Análise de TBARS
Os níveis séricos de malondialdeído (MDA) foram estimados 
pelo método TBARS. Os resultados mostraram um aumento 
dos níveis séricos de MDA (p <0,05) no grupo CS (0,0117µM ± 
0,002) quando comparado com CN (0,0057±0,001) (Figura 2).

Discussão
Os anticoagulantes são substâncias utilizadas 
para preservação de amostras de sangue, 
uma vez que evitam a formação de coágulos 
e trombos e preservam estruturas celulares e 
moleculares (Tecles et al., 2004). Sabe-se que 
os anticoagulantes têm diferentes mecanismos 
de ação sobre as plaquetas e sobre a cascata 
de coagulação em si, que por sua vez podem 
interferir na funcionalidade dos leucócitos e 
sobre a AL (Rashid et al., 2012). O uso de 
conservantes para a preservação, refrigeração 
e a estocagem de sangue canino para a análise 
da expressão de CD11b e da atividade da 
explosão respiratória foram avaliados;  contudo, 
para estudos funcionais de neutrófilos não 
foram recomendadas (Ruaux e Williams, 2000).

O EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) é o 
anticoagulante de escolha para hemograma 
devido a sua praticidade, baixo custo e 
segurança na preservação da amostra, 
sobretudo por não alterar a morfologia 
celular (Guzera et al., 2012). Está disponível 
comercialmente na forma de sal sódico ou 
potássico e impede a coagulação em virtude 
da formação de um complexo insolúvel com o 
cálcio, necessário para a formação do trombo 

(Hendrix, 2006). O Citrato também é um quelante de cálcio e, 
por conseguinte, exerce efeitos semelhantes ao EDTA (Erb 
et al., 2007). Uma vez que o cálcio é sequestrado, não há 
substrato para a ativação de leucócitos, e com isso, diversos 
processos, incluindo a AL, são suprimidos (Dhondt et al., 1998). 
A heparina é um anticoagulante disponível comercialmente sob a 

forma de sal de sódio, potássio, lítio ou amônio 
(Hendrix, 2006). O seu mecanismo de ação 
é caracterizado pelo bloqueio da conversão 
da protrombina em trombina, evitando assim 
a formação de trombos e a coagulação 
propriamente dita (Jackson, 1990). 
No presente estudo, foi observada uma redução 
significativa na proporção de neutrófilos no 
sangue filtrado de amostras em heparina 
quando comparada com os outros dois 
anticoagulantes (figuras 1A e 1B) em ambos 
os grupos CS e CN (p <0,05). A redução da 
proporção de neutrófilos no sangue filtrado é 
interpretada como ativação dessas células, 
as quais ficam retidas na malha da coluna de 
náilon. Os neutrófilos compreendem o principal 
grupo de células fagocíticas que migram através 
do endotélio vascular por meio da expressão 
de moléculas de adesão ao foco infeccioso 
(Weninger et al., 2014). De forma geral, a taxa 
de AL é aumentada em animais enfermos, o 
que sugere uma resposta imunitária associada 
à ocorrência de inflamação com consequente 
migração celular (Muller, 2012). O modelo de 
adesão utilizado em nosso experimento tem 
uma relevância na sua aplicação junto à clínica 

Figura 1: Proporção neutrofílica nos diferentes anticoagulantes (heparina, citrato e EDTA) (A) e 
nas diferentes formas clínicas (CN e CS) (B) de cães naturalmente infectados por Leishmania 
infantum. * = p < 0,05, ** = p < 0,01 e *** = p < 0,001. 

Figura 2: Níveis de Malondialdeído (MDA) sérico nas diferentes formas clínicas (CN e CS). * = 
p < 0,05 ** = p < 0,01 e *** = p < 0,001. 
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veterinária, sobretudo na avaliação de animais imunodeficientes 
de expressão de moléculas de adesão, como nos casos de 
deficiência de adesão leucocitária canina ou CLAD (Creevy et 
al., 2003; Jobling et al., 2003; Kobayashi et al., 2009).

A fim de se analisar a influência da heparina sobre AL, especifica-
mente em células mononucleares, resultados conflitantes foram 
encontrados, pois tanto inibição quanto amplificação da adesão 
foram obtidos (Smailbegovic et al., 2001). Outros dados reforçam 
a utilização da heparina para avaliar a funcionalidade leucocitária, 
a qual deve ser realizada durante um período de até 48 horas 
após a coleta, de modo que a deterioração celular não interfira 
com os resultados (Branum et al., 1988). 

ROS são metabólitos derivados do processo de estresse 
oxidativo que podem ser desencadeados em quadros 
patológicos (Abdalla e Lima, 2001).  A ação dos ROS sobre 
lipídios induz o fenômeno da peroxidação, levando a destruição 
de membranas celulares (Abdalla e Lima, 2001). O produto 
final do processo peroxidativo é o malondialdeído (MDA), um 
reconhecido marcador do estresse oxidativo (Gadjeva et al., 
2005). O aumento da produção de MDA sérico já foi evidenciado 
em cães acometidos por cânceres malignos, como carcinoma 
mamário, osteosarcoma, melanoma e fibrosarcoma (Boonsiri et 
al., 2013) e animais infectados por patógenos. 
Hepatozoon canis, um parasito intracelular, provoca aumento da 
produção de glutationa e de óxido nítrico (NO) como resposta 
do hospedeiro a infecção do parasita dentro do contexto do 
estresse oxidativo (Kiral et al., 2005). A doença de Lyme, 
causada pela espiroqueta Borrelia burgdorferi, induz aumento 
da expressão de óxido nítrico, evidenciado pelo aumento da 

expressão do gene codificador da iNOS em animais infectados 
(Harter et al., 1999). Na osteoartrite canina, a produção de NO é 
um fator que influencia a degradação tecidual na (Spreng et al., 
2001). A dirofilariose, doença causada pelo parasito Dirofilaria 
immitis, induz aumento de IL-4, Il-10 e iNOS em cães infectados 
(Morchón et al., 2007). 
No presente estudo, evidenciou-se que o grupo de cães 
infectados por Leishmania infantum apresentam níveis elevados 
de MDA quando comparados ao grupo de cães negativos (Figura 
2). Resultados semelhantes foram encontrados por Heidarpour 
et al. (2012). Cães acometidos por sarna demodécica (Demodex 
canis) (Khan et al., 2013), sarna sarcóptica (Sarcoptes scabiei 
var. Canis) (Singh et al., 2011) e dermatofitoses (Beigh et al., 
2014) também apresentam níveis séricos de MDA elevados. 
A babesiose (Babesia canis) também induz aumento dos 
níveis de MDA séricos em cães, embora não haja diferença 
significativa entre as formas complicada e não complicada dessa 
enfermidade (Crnogaj et al., 2010). 
Com relação à adesão leucocitária, em função dos anticoagulantes 
utilizados, pode-se demonstrar que o citrato e o EDTA inibem 
a AL tanto em cães doentes quanto saudáveis  , enquanto a 
heparina mantém a AL em um nível elevado. Sendo assim, a 
heparina é mais apropriada para ensaios de AL. Além disso, os 
dados paralelos revelam um aumento dos níveis de MDA em 
animais afetados por LVC, podendo estar associados a uma 
resposta imunitária à infecção. 
Conclui-se que os animais afetados pela LVC apresentam 
alterações nos parâmetros de adesão leucocitária e no estresse 
oxidativo, demonstrando a importância destes mecanismos na 
evolução da doença e auxiliando no diagnóstico da LVC.
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