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RESUMO

MIRANDA, D.F.H.M. Alteracbes na medula 6ssea de cdes com leishmaniose
visceral: um estudo clinico-patolégico. 2018. 122f.. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal). Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do
Piaui, Teresina, 2018.

A medula éssea é considerada um dos 6rgéos alvos para a deteccéo de Leishmania spp.
Estudos mostram que a presenca do parasita causa alteracdes relevantes na
hematopoiese e, por conseguinte, levando a citopenias periféricas comumente
observadas em pacientes humanos e caninos com leishmaniose visceral (LV). Diante
disso, o presente estudo teve como objetivos o estudo clinico, parasitolégico e histolégico
da medula Ossea de caes naturalmente infectados por Leishmania infantum,
classificados em assintomaticos e sintomaticos, bem como avaliar o efeito do tratamento
com alopurinol na medula éssea e na resposta clinico-laboratorial de caes naturalmente
infectados por L. infantum. Nesse contexto, foram utilizados inicialmente quarenta e seis
caes classificados de acordo com o escore clinico: assintomaticos (n=9), sintomaticos
(n=30), animais néo infectados (n=7), os quais foram submetidos a avaliacdo clinico-
laboratorial, histopatologico e andlise fenotipica por citometria de fluxo da medula 6ssea.
Em um segundo momento, seis cdes foram submetidos ao tratamento com alopurinol,
na dose de 20mg/kg, via oral, por 90 dias, os quais foram acompanhados do inicio do
tratamento (DO) a 120 dias apds o inicio do tratamento (D120). Andlise clinica,
laboratorial, parasitologica, mielograma e a analise histopatolégica da medula 6ssea
foram realizadas para investigar as modificacdes ocorridas na medula 6ssea apds o
tratamento. Dos cdes com LV, as principais alteracdes clinicas observadas foram: 89%
apresentaram linfadenomegalia (35/39), 41% lesdes cutaneas (34/39), 38,46% lesbes
oculares (15/39). Anemia foi observada em 82% (32/39) dos cées, trombocitopenia em
30,78% (12/39), hipergamaglobulinemia em 64,1% (25/39). No exame histopatolégico da
medula éssea, 0s cdes apresentaram aumento da celularidade, hiperplasia da série
mieloide, aumento da relacdo M:E e aumento de macréfagos na morfometria em animais
assintomaticos. Além disso, foi observado um aumento significativo de fibras de reticulina
nos caes com LV, sendo em maior intensidade nos animais sintomaticos. Na medula
Ossea dos caes com LV, também foi observado um aumento significante de macréfagos
correlacionados positivamente com a carga parasitaria (P=0,009). Pela citometria de
fluxo, a intensidade média de fluorescéncia de MHCII em células CD14* foi menor nos
animais sintomaticos. Nos animais submetidos ao tratamento na avaliacao clinica do DO,
100% (6/6) apresentavam linfadenomegalia, 66,7% (4/6) lesdes cutaneas e 66,7% (4/6)
mucosas hipocoradas. No D120, 100% (6/6) apresentavam linfadenomegalia e 50% (3/6)
lesbes cuténeas. Na avaliagdo laboratorial no DO, as alterag6es marcantes foram anemia
em 83,3% (6/5) dos caes e 66,7% (4/6) com hiperproteinemia. No D120, houve
recuperacdo da anemia em 83% dos animais e reducao dos niveis de IgG total e das
subclasses 1gG1 e IgG2. Na avaliacdo do mielograma no DO, observou-se reducgéo de
precursores eosinofilicos (mieldcito, metamielocitos e bastonetes) e de metamieldcitos
neutrofilos. No D120, houve reducdo de segmentado neutréfilo e aumento de
plasmaocitos. Em conclusédo, alteracdes na celularidade e fibrose da medula déssea
ocorrem em animais naturalmente infectados por L. infantum sendo mais acentuadas em
animais sintomaticos. Animais submetidos ao tratamento com alopurinol apresentam
melhora clinico-laboratorial e modificagBes na celularidade avaliada no mielograma.



Palavras-chave: leishmaniose visceral, cdo, medula 6ssea, histopatologia, mielograma,
fibrose, alopurinol.



ABSTRACT

MIRANDA, D.F.H.M. Changes in the bone marrow of dogs with visceral leishmaniasis: a
clinical-pathological study. (Thesis) 122f. Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2018.

Bone marrow is considered one of the target organs for the detection of Leishmania spp.
Studies have shown that the presence of the parasite causes relevant changes in
hematopoiesis and therefore leading to peripheral cytopenias commonly observed in
human and canine patients with visceral leishmaniasis (VL). The aim of the present study
was to study the clinical, parasitological and histological aspects of the bone marrow of
dogs naturally infected with Leishmania infantum classified as asymptomatic and
symptomatic, as well as to evaluate the effect of treatment with allopurinol in the bone
marrow and clinical- laboratory of dogs naturally infected by L. infantum. In this context,
forty-six dogs classified according to the clinical score were asymptomatic (n = 9),
symptomatic (n = 30), non-infected animals (n = 7), which were submitted to clinical-
laboratory evaluation , histopathology and phenotypic analysis by flow cytometry of the
bone marrow. In a second phase, six dogs were treated with allopurinol at a dose of 20mg
/ kg orally for 90 days, followed by treatment (DO) at 120 days after treatment (D120) .
Clinical, laboratory, parasitological, myelogram and histopathological analysis of the bone
marrow were performed to investigate the changes occurred in the bone marrow after the
treatment. Of the dogs with LV, the main clinical alterations observed were: 89% had
lymphadenomegaly (35/39), 41% had cutaneous lesions (34/39), 38.46% had eye lesions
(15/39). Anemia was observed in 82% (32/39) of dogs, thrombocytopenia in 30.78%
(12/39), hypergammaglobulinemia in 64.1% (25/39). In the histopathological examination
of the bone marrow, the dogs presented increased cellularity, myeloid series hyperplasia,
increased M: E ratio and increased macrophages in morphometry in asymptomatic
animals. In addition, a significant increase of reticulin fibers was observed in dogs with
LV, being more intense in the symptomatic animals. In the bone marrow of dogs with VL,
a significant increase of macrophages positively correlated with parasite load (P = 0.009)
was also observed. By flow cytometry, the mean MHCII fluorescence intensity in CD14 +
cells was lower in symptomatic animals. In the animals submitted to treatment in the
clinical evaluation of DO, 100% (6/6) had lymphadenomegaly, 66.7% (4/6) cutaneous
lesions and 66.7% (4/6) hypochromic mucous membranes. In D120, 100% (6/6)
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presented lymphadenomegaly and 50% (3/6) cutaneous lesions. In the laboratory
evaluation in the DO, the marked changes were anemia in 83.3% (6/5) of the dogs and
66.7% (4/6) with hyperproteinemia. In D120, anemia was recovered in 83% of the animals
and the levels of total IgG and subclasses IgG1 and 1gG2 were reduced. In the evaluation
of the myelogram at the DO, a reduction of eosinophilic precursors (myelocyte,
metamielocytes and rods) and neutrophil metamielocytes was observed. In D120, there
was a reduction of the target neutrophil and increase of plasma cells. In conclusion,
alterations in cellularity and fibrosis of the bone marrow occur in animals naturally infected
by L. infantum being more pronounced in symptomatic animals. Animals submitted to
treatment with allopurinol present clinical-laboratory improvement and modifications in

the cellularity evaluated in the myelogram.

Key words: visceral leishmaniasis, dog, bone marrow, histopathology, myelogram,

fibrosis, allopurinol.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) vem se espalhando gradualmente nos
altimos 30 anos, sendo considerada um grave problema para a saude publica
(WERNECK, 2014). No pais, epidemias de LV foram relatadas em centros urbanos como
Teresina (COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990), Natal (JERONIMO et al., 1994), S&o Luis
(SILVA et al., 2008), Boa Vista (GUERRA et al., 2004), Cuiabd (MESTRE et al., 2011),
Campo Grande (BOTELHO; NATAL, 2009) e Belo Horizonte (SILVA et al., 2001). Nesse
cenario, os canideos domésticos sdo 0s reservatorios domésticos da doenca por
apresentarem elevado parasitismo cutdneo mesmo quando clinicamente assintomaticos
(DEANE, 1956; HARHAY et al., 2011; COSTA, 2012).

Na leishmaniose visceral canina (LVC), as manifestacdes clinicas sé&o
inespecificas e aparecem devido ao acometimento de 6rgaos ricos em células do sistema
fagocitico mononuclear como baco, figado, medula 6ssea e linfonodos. Muito embora
as lesdes histopatoldgicas sejam classicamente descritas nesses 6rgaos (XAVIER et al.,
2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011), ainda sao limitadas as informacgdes sobre o
padrdo histopatolégico e a natureza das lesdes na medula 6ssea de caes com LV
(MOMO et al., 2014), particularmente, em abordagens que visam a busca de parametros
com valor progndstico e/ou preditivo e as alteracdes ocorridas nesse 6rgao apoés
tratamento para LVC.

Assim, a medula éssea vermelha, por ser alvo para a proliferacdo de Leishmania
em cdes e humanos, gera modificacbes no funcionamento desse 6rgdo ocasionando
citopenias no sangue periférico (BOGLIOLO, 1956; DHINGRA et al., 2010;
HAZNEDAROGLU et al., 2002; KUMAR et al., 2007; MOMO et al., 2014). Alteracdes
hematoldgicas sempre estédo presentes desde os primeiros sinais da doenca (KEENAN
etal., 1984), sendo a anemia a mais frequente (em torno de 50-70% dos casos) em graus
variaveis de gravidade (FREITAS et al., 2012). No entanto, de acordo com a evolucéo
da infeccdo, a leucopenia e trombocitopenia sdo observadas em diversos casos e,
juntamente com a anemia, representam a forma hematologica mais grave, conhecida
como pancitopenia (ALVAR et al., 2004; PETANIDES et al.,2008; FREZOULIS et al.,
2017).

Com base nos principais mecanismos envolvidos nas alterac6es hematologicas

na LVC, sabe-se que parte deles estdo relacionados ao comprometimento da medula
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0ssea, que é observado por alteracdes no mielograma como hiperplasia mieloide com
aumento de precursores de neutréfilos e granuldcitos, aumento de macroéfagos,
monaocitos, plasmocitos e células de Mott, alteracdes envolvendo a série vermelha
(eritrofagocitose, hipoplasia eritréide e displasia) e displasia megacariocitica (ANOSA;
IDOWU, 1983; YAMAGUCHI et al., 1983; FOGLIA MANZILLO et al., 2006). Em poucos
relatos na literatura, as principais lesdes histopatolégicas na medula 6ssea vermelha de
cades com LV sao identificadas por presenca de granulomas, displasia megacariocitica,
hipoplasia de células brancas, infiltrado inflamatério constituido principalmente por
plasmacitos e macrofagos, presenca de hemossiderina e em casos mais graves pode
ocorrer aplasia medular (TOPLU; AYDOGAN, 2011; MOMO et al., 2014), mas sem um
estudo aprofundado sobre a repercussdo das mesmas na progressao da doenca. Em
pacientes humanos com LV, como a anemia é comprovadamente um fator de risco, tém-
se varias pesquisas refor¢cando a identificagdo de possiveis parametros na medula 6ssea
de importancia prognéstica, a saber, fibrose (KUMAR et al., 2007; TOOGEH et al., 2010).

Diante do exposto, o comprometimento da medula 6ssea é evidente nos cdes com
LV, mas a caracterizacdo morfologica das lesdes nesse 6rgao € pobremente discutida
na LVC. Assim, propusemos um estudo do padréo histopatoldgico das lesdes na medula
O0ssea em cdaes naturalmente infectados por L. infantum e o efeito do tratamento nesse

orgao.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmania e Leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas umas das doengas tropicais mais
negligenciadas do mundo. S&o relatadas como endémicas em cinco continentes, com
310 milhdes de pessoas em risco de desenvolver a doenca. Aproximadamente 90% dos
casos estdo concentrados em apenas seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india,
Nepal e Sudéo (ALVAR et al., 2012; WHO, 2017) (Figura 1).

[ Mo autochihonous cases reportad
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o

Figura 1: Status da edemicidade da leishmaniose visceral humana no mundo (WHO,
2015).

Nas leishmanioses, dependendo da espécie envolvida, tem-se a doenca cutanea
ou visceral. Nas leishmanioses cutaneas, as lesbes podem estar presentes na pele de
forma localizada ou disseminada, bem como nas mucosas. No Velho Mundo, as
principais espécies sédo Leishmania (Leishmania) aethiopica, Leishmania (Leishmania)
major, Leishmania (Leishmania) donovani e nas Américas sdo Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Leishmania) mexicana (TORRES-
GUERRERO et al., 2017). Em outros casos, disseminam-se para 6rgaos internos, tais

como, o figado, baco e medula éssea, causando a leishmaniose visceral (LV) que é fatal
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guando néo tratada (DRUZIAN et al., 2015), levando a, aproximadamente, 20.000 a
40.000 mortes por ano no mundo (WHO, 2017).

A LV é uma zoonose causada por protozoarios do género Leishmania, da ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006).
Caracteriza-se por uma doenca endémica zoonoética causada pelas espécies Leishmania
(Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) infantum (sindbnimo de L. chagasi nas
Américas) (MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000; PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001;
REITHINGER et al., 2007).

Considerando a presenca ou auséncia de reservatorios animais para
Leishmania, dois tipos basicos de ciclos epidemioldgicos sdo observados: a forma
zoondtica, geralmente causada pela L. infantum nas Américas, Oriente Médio, Asia
Central, China e Mediterraneo, sendo 0s caes 0s reservatorios domesticos, e a forma
antropozoondtica com transmissdo de humanos para humanos sem envolvimento de
reservatorio animal, causada pela L. donovani, que é prevalente na Africa Ocidental,
Bangladesh, india e Nepal (GRAMICCIA, 2011; PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011,
ROATT et al., 2014).

No ambiente silvestre, os principais reservatérios sdo também canideos,
destacando-se as raposas Cerdocyon thous (SHERLOCK, 1996; SOUZA et al., 2010),
Lycalopex vetulus , Spheotos venaticus (FIGUEIREDO et al., 2008; SOUZA et al., 2010),
Didelphis albiventris (HUMBERG et al., 2012), gambas — Didelphis marsupialis
(CORRECTOR et al., 1989; ZULUETA et al., 1999) e ratos — Rattus rattus (ZULUETA et
al., 1999).

As leishmanias sdo transmitidas entre hospedeiros humanos e animais pela
picada de fémeas de flebotomineos infectadas no ato do repasto sanguineo, sendo estas
pertencentes ao género Phlebotomus, encontrado no Velho Mundo e Lutzomyia, nas
Américas (MACHADO-COELHO et al., 1999; MAROLI et al., 2013; MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014). Aproximadamente das 900 espécies de flebotomineos conhecidas,
em torno de 70 delas tem sido implicada na transmissdo da leishmaniose (READY,
2013). No Brasil, o principal vetor envolvido na transmissao do parasito é da espécie
Lutzomyia longipalpis, mas no Estado do Mato Grosso do Sul (MS) ja se tem registrado
transmissdo por meio da espécie Lutzomyia cruzi (DE OLIVEIRA et al., 2017).

As formas infectantes das leishmanias, que sdo transmitidas aos hospedeiros

vertebrados pelos vetores, sdo as promastigotas metaciclicas. O parasita também
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apresenta as formas paramastigota e promastigota ndo metaciclicas que se multiplicam
no trato digestivo dos vetores e as formas amastigotas que sdo parasitos obrigatorios
das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado
(ALCOLEA et al., 2010).

No Brasil, a LV era uma doenca predominantemente rural, mas atualmente se
encontra em franca expanséo e urbanizacdo (GONTIJO; MELO, 2004; MARCONDES;
ROSSI; ROSSI, 2014). De acordo com o Ministério da Saude, dos 27 estados brasileiros,
26 estados ja notificaram casos da enfermidade em humanos, sendo que no ano de 2016
foram registrados 3.200 novos casos, distribuidos em 1.523 no Nordeste, 578 na regido
Norte, 492 na regido Sudeste, 158 na regiao Centro Oeste, 9 na Regido Sul e 340 nas
unidades federativas ignoradas, e 0s cinco estados com maior niumero de casos sdo o
Maranhdo (655), Minas Gerais (592), Pard (341) Ceard (283), e Tocantins (208)
(BRASIL, 2017).

No Piaui, foram registrados entre 1990 a 2016, 1.369 casos, com 236 Obitos
nesse periodo, a taxa de incidéncia da doenca oscilou durante os anos, sendo que em
2016 a incidéncia da LV no estado foi de 5,4% (BRASIL, 2017).

A primeira grande epidemia de LV no Brasil ocorreu em Teresina (COSTA,
PEREIRA; ARAUJO, 1990; DRUMOND; COSTA, 2011). Atualmente, os municipios do
Piaui onde ha maior nimero de casos de LV sao: Teresina (86,2%), Parnaiba (6,6%),
Miguel Alves (5,0%) e Floriano (3,6%) (SILVA et al., 2012).

2.2 Leishmaniose visceral canina (LVC)

O cao possui grande importancia epidemiologica no ciclo biolégico da LV pelo
fato de a prevaléncia canina ser alta em areas endémicas, uma vez que esse hospedeiro
€ a primeira escolha, no ambiente urbano, para o repasto sanguineo pelo flebotomineo
e mais suscetiveis a infeccdo (WERNECK, 2014). Além disso, muitos caes infectados
ndo apresentam sintomatologia da doenca, porém, podem albergar parasitos na derme
(DEANE, 1956; LAURENTI et al., 2013).

Em areas endémicas, a LVC é altamente prevalente, afetando cerca de 60% a
80% da populacdo de cdes, mas € acompanhada por uma baixa taxa de doenca clinica
(BERRAHAL et al., 1996; SOLANO-GALLEGO et al., 2011; SILVA et al., 2012). Em
Teresina, Piaui, cidade endémica para LV, entre 1999 e 2009 foram registrados 20.969
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casos de cées infectados, com prevaléncia de 19,27 casos/1000 cdes (DRUMOND;
COSTA, 2011).

Do ponto de vista imunolégico, existem duas populacdes de cées infectados:
uma que € claramente suscetivel e outra resistente. Essas duas popula¢des respondem
clinico, imunolégico e patologicamente diferente a infec¢do por L. infantum (COSTA,
2012).

As manifestacdes clinicas da LVC séo variaveis, pois as caracteristicas clinicas
de cada animal, bem como a evolucédo da doenca dependem de complexas interacdes
entre o parasito e as respostas imunolégicas e genéticas de cada hospedeiro
(MANCIANTI et al., 1988; MAIA et al., 2010; BELO et al., 2013). As lesdes cutaneas séao
as principais queixas dos proprietarios tais como: alopecia (Figura 2A), onicogrifose,
descamacdo, lesdo ulcerativa (Figura 2B), hiperqueratose, hipotricose e a presenca de
crostas localizadas ou generalizadas (SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014) mas
podem ser observados outros sinais clinicos como hepatoesplenomegalia,
linfadenopatias, cegueira, febre, hemorragia, diarreia, neuralgia, poliartrite, perda de
peso grave (Figura 3B) e ceratoconjutivite ( SOLANO-GALLEGO et al., 2011; SILVA et
al., 2017).

Figura 2: (A) Alopecia periocular, (B) lesao ulcerativa no labio, (C) perda de peso
grave (Arquivo pessoal-LIV, 2016).

2.3 Aspectos Gerais da Imunidade na LVC

O curso da LVC esta relacionado com a resposta imune do hospedeiro e com a
persisténcia e proliferacdo do parasita na pele e nos 6rgaos internos. A resposta imune
inata € responsavel pela manutencdo do parasita no organismo, ja a resposta imune
adaptativa responde pelo controle da infecgcdo (MORENO; ALVAR, 2002).
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Caes sintomaticos exibem supressédo da resposta imune do tipo T helper 1 (Th1),
estando associada com a ativacéo de células de perfil Th2 e predominio de linfécitos T
CD8 (PINELLI et al., 1994), havendo producéao de citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-
B (BARBIERI, 2006; LEAL et al., 2014). Ja a resisténcia a infeccdo estd associada com
o perfil de resposta do tipo Thl com a secrecédo de citocinas IL-12, IFN-y, IL-2 e TNF-q,
envolvidas na ativacao de macrofagos para eliminar amastigotas intracelulares (PINELLI
et al., 1995, 1999; CORREA et al., 2007; LAGE et al., 2007; MENEZES-SOUZA et al.,
2011).

Como visto, a infeccdo por Leishmania é controlada quando exibe um perfil de
resposta mediada principalmente por células T, com a ativagdo de macrofagos
(CARRILLO; MORENO, 2009). Essas células, mesmo sendo alvo da infec¢do, quando
ativadas adequadamente, sdo eficazes na eliminacdo da Leishmania intracelular (LIU;
UZONNA, 2012). No entanto, os macrofagos sdo modulados de maneira coordenada a
expressar e/ou produzir moléculas essenciais para a sua atividade leishmanicida ou ndo
(MAUEL, 1990; HANDMAN; BULLEN, 2002; LIU; UZONNA, 2012).

Estudos vém sendo conduzidos na tentativa de esclarecer os eventos iniciais que
ocorrem apos a interacdo dos macréfagos com a L. infantum, para isso sao avaliados
diversos marcadores de superficie expressos por mondcitos/macrofagos, dentre eles o
CD14 e o complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHCII) (AMORIM et
al., 2011). Amorim et al. (2011) demonstrou que a elevada expressédo de CD14*CD11b*
e MHCIlI em células no sangue periférico de caes infectados com L. infantum estava
relacionada com baixa taxa de infeccao dos flebotomineos através do xenodiagnéstico,
sugerindo que a expressao desses receptores é importante para que essas células
possam desempenhar sua atividade antiparasitaria. Outro estudo realizado por
Figueiredo et al. (2013), mostrou que o0 aumento da expressao de receptores, dentre eles
CD14* em macrofagos estava relacionado a menor carga parasitaria no jejuno de caes

infectados.
2.4 Alteracbes hematologicas na Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
Estudos vém demonstrando que o perfil hematol6gico pode servir como marcador

para a determinacdo da gravidade da LVC, em patrticular, a anemia (REIS et al., 2006).

As alteracbes hematologicas frequentemente relatadas sdo anemia, linfocitose,



25

eosinopenia, leucopenia, que pode ser moderada ou acentuada, e trombocitopenia
(FREITAS et al., 2012).

Na LVC, a anemia € normocitica normocrémica, principalmente, em animais
sintométicos (LEAL et al., 2014). As causas de anemia podem estar associadas a perdas
de sangue devido a epistaxe e ulceracBes de pele, hemolise extra e instravascular
associada com hiperesplenismo, processos inflamatérios, hipoplasia ou aplasia medular
e deficiéncia nutricional ( REIS et al., 2006; NICOLATO et al., 2013; ULCHAR; CELESKA,;
STEFANOVSKA, 2015). DE LUNA et al. (2000) demonstraram diminui¢cdo da fluidez
lipidica da membrana de eritrocitos de caes com anemia decorrente da infeccéo por L.
infantum, tendo como possivel mecanismo para tal alteracdo a ocorréncia de
modificacdes de citoaderéncia nos receptores/ligantes de eritrécitos e aumento na
rigidez celular favorecendo assim o0 sequestro esplénico das hemacias e sua
consequente destruicdo, nesses animais.

As alteracdes leucocitarias sdo variaveis ndo sendo observado um padrdo
especifico para a doenca. Reis et al. (2006) demonstraram que, na evolucéo clinica da
LVC, observam-se alteracdes hematolégicas na série branca como linfocitose, em caes
assintomaticos, e leucopenia caracterizada por monocitopenia, linfocitopenia e
eosinopenia em caes sintoméaticos. A neutrofilia pode estar presente como resposta a
inflamacéo sistémica e é evidente em animais com lesdes cutaneas ulcerativas e com
infeccbes bacterianas secundarias (NICOLATO et al., 2013; VIADANNA et al., 2017). As
causas da leucopenia na LVC sao multifatoriais sendo que a disfuncdo medular e/ou
recrutamento de leucdcitos para os érgaos afetados pelo parasito sdo as mais relatadas
(NICOLATO et al., 2013).

A trombocitopenia é relatada em aproximadamente 15 a 50% dos animais
infectados (COSTA-VAL et al.,, 2007; FREITAS et al., 2012), com reducdo mais
acentuada de plaguetas em animais coinfectados com Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum ou A. platys (DE TOMMASI et al., 2014). As possiveis causas de
trombocitopenia no sangue periférico de caes com LV tém-se atribuido a alterages no
endotélio pela vasculite, esplenomegalia, alteracdes na trombocitopoiese secundaria a
alteracdes imunomediadas, aumento na destruicdo e consumo de plaquetas, e a
presenca de anticorpos antiplaquetarios (CORTESE et al., 2009; ULCHAR, CELESKA;
STEFANOVSKA, 2015). A pancitopenia é caracterizada pela anemia, leucopenia e

trombocitopenia e geralmente € observada nas fases mais avancadas da LVC. Em cées
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com LV de &reas endémicas no Mediterraneo, a pancitopenia tem sido relatada em
aproximadamente 23,5 a 33,6% dos animais (FREZOULIS et al., 2017). Dentre as
principais causas relatadas sobre essa alteracéo, a disfuncdo na hematopoiese, devido

a acao de citocinas inflamatérias, parece ser a principal causa (NICOLATO et al., 2013).

2.5 Medula 6ssea

A medula 6ssea (MO) €& um tecido viscoso composto de um complexo
microambiente que fornece suporte estrutural e nutricional essencial para a producéo,
diferenciacéo, proliferacdo, maturagéo e desenvolvimento de varias linhagens de células
sanguineas. Assim, a medula éssea é indiscutivelmente o 6rgdo mais dindmico e auto-
renovavel (ORKIN; ZON, 2008).

Histologicamente, o tecido € dividido em medula 6ssea vermelha e medula 6ssea
amarela. A medula 6ssea vermelha é preenchida por uma rede de sinusoides e por uma
camada de células endoteliais. As células hematopoiéticas e a estrutura de sustentacéo
consistem em células reticulares, mesenquimais, endoteliais, neurais e matriz
extracelular, localizados fora do espaco vascular (SHARKEY, 2010). Outra populacdo
importante sdo as células tronco hematopoiética (HSCs), que sao células progenitoras
multipotentes, extremamente raras, cuja funcdo € manter altas taxas de geracdo de
células sanguineas maduras, diferenciando-se continuamente em varios tipos de células
hematopoiéticas (KONDO et al., 2003; BUSCH et al., 2015). A medula 6ssea amarela é
constituida por células mesenquimais que acumulam lipidios e ndo apresentam mais
capacidade hematopoiética e sob certas condicbes que desencadeia 0 aumento da
necessidade hematopoiética como por exemplo perda sanguinea grave, elas perdem
lipidios e recuperam sua capacidade hematopoiética (GUREVITCH; SLAVIN;
FELDMAN, 2007).

A celularidade varia conforme a idade e localizacdo, em pacientes neonatos a
celularidade que constitui a medula 6ssea vermelha é de aproximadamente 100%,
gradativamente a medula éssea vermelha vai sendo substituida por tecido adiposo, e em
pacientes idosos a celularidade é representada por aproximadamente 20% (WILKINS,
1992). Com relacéo a localizacdo, a medula 6ssea é encontrada na cavidade de central
de ossos chatos e longos (TRAVLOS, 2006b).
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A medula 6ssea possui mecanismos de regulagdo altamente sofisticados que
operam em diferentes niveis de desenvolvimento hematopoiético sdo necessarios para
promover um equilibrio adequado entre a auto-renovacao e diferenciacdo, a fim de
assegurar que a producéo celular continua qualitativa e quantitativamente corresponda
as exiéncias do organismo (TAKIZAWA; BOETTCHER; MANZ, 2012).

InfeccBes modificam significantemente a homeostasia da medula 6ssea, levando
a profundas alteracbes na hematopoiese com disfuncdo de linhagens celulares
sanguineas, e na sua capacidade regenerativa (ZARETSKY; ENGILES; HUNTER,
2014). Esses eventos acontecem conforme o tropismo dos patdégenos pelos
componentes celulares da medula 6ssea e das respostas imunolégicas do hospedeiro,
portanto, sendo exploradas de forma individualizada (KING; GOODELL, 2011).

Em geral, a avaliacdo da medula 6ssea é realizada através do mielograma e do
exame histopatologico (COTELINGAM, 2003; STACY; HARVEY, 2017).

A avaliagdo do mielograma é indicada para diferenciar precursores
hematopoiéticos, determinar o aumento de linhagens de células potencialmente
alteradas, bem como investigar a reducéo da celularidade da medula 6éssea em relacdo
a contagem no sangue periférico. Também € utilizada para esclarecer a presenca de
células atipicas e com morfologia alterada presente na circula¢éo sanguinea (REAGAN
et al., 2011). Nos ultimos anos, alguns estudos tém focado no mielograma de cdes com
LV na tentativa de estabelecer parametros indicativos de gravidade da doenca
(NICOLATO et al., 2013; PAPARCONE et al., 2013). A histopatologia da medula 6ssea
€ uma avaliacdo subjetiva e comumente utilizada para a avaliacdo detalhada da
arquitetura in situ, sendo util para determinar a média quantitativa da celularidade,
estimar a proporcédo das séries Mieldide:Eritride, depdsito de ferro, fibrose e outras
alteracbes, como deteccdo de neoplasias e estagios de malignidade, inflamacéao,
presenca de pigmentos e agentes infecciosos (COTELINGAM, 2003; TRAVLOS, 2006a).
Na LVC, sdo poucos os relatos sobre as alteracdes histopatolégicas nesse 6rgéo
( TAFURI et al., 2001; MOMO et al., 2014; PAOLA ET AL., 2016)A puncéo aspirativa e a
biopsia da medula 0ssea sdo importantes métodos para a confirmacgéo do diagndstico
de leishmaniose visceral (LV) (BATHIA et al, 2011). A puncao aspirativa € considerada
o padrdo ouro como método de diagnostico possuindo especificidade de 100%
(SARIDOMICHELAKIS et al., 2005, PAPARCONE et al., 2013).



28

2.6 Alteragdes na medula 6ssea na LVC

Embora muitos estudos demonstrem que a medula 6ssea na LV sofra mudancas
consideraveis na sua composicao celular (NICOLATO et al., 2013; MOMO et al., 2014;
TEMIZ et al., 2014), ainda sdo poucas as pesquisas esclarecendo o mecanismo
patogénico nesse 0rgao. Anosa e ldowu (1983), reportaram alteracbes no mielograma
de um cdo com leucocitose elevada, no qual observou reducdo no numero dos
precursores eritroides e aumento de precursores neutrofilicos, resultando em elevacao
da razdo M:E de 8,12:1,00. Houve aumento, também, no numero de linfocitos,
plasmacitos, mondcito, presenca de células de Mott e foram vistos muitos macréfagos
parasitados por Leishmania.

Foglia Manzillo et al. (2006), descreveram como alteracdes patoldgicas mais
comuns na medula déssea de cdes com LVC, a displasia megacariocitica,
eritrofagocitose, displasia eritroide e emperipolese. Os autores propuseram que a
displasia megacariocitica e eritréide provavelmente estavam correlacionadas a altos
niveis de TNF-a e IFN-y produzidos como resposta a ativacdo de macrofagos infectados.
Em outro estudo, foi demonstrado, também pelo mielograma, que as alteracdes na
leucopoiese e na eritropoiese estéo relacionadas ao estado clinico e ao parasitismo na
medula 6ssea de cdes naturalmente infectados por L. infantum (TROPIA DE ABREU et
al., 2011).

Conforme status clinico, foi observado que caes sintomaticos apresentam reducao
de precursores eritréides, aumento de precursores neutrofilicos e neutrdéfilos
segmentados, linfocitose e reducao de precursores eosinofilicos na medula 6ssea que
repercutiam em alteragdes periféricas, a citar, anemia, linfopenia e eosinopenia,
respectivamente. Enquanto, caes assintomaticos apresentam discreta alteracdo como
aumento do nimero de linfocitos na medula 6ssea (NICOLATO et al., 2013).

Em abordagens mais recentes, tém-se observado, com frequéncia, alteracdes
displasicas no mielograma, dentre elas, mitose atipica em 61,5% dos casos, seguida de
hipersegmentacdo dos granulocitos em 53,8%, metamielécitos gigantes e
megacariocitos com desorganizacédo nuclear em 23% dos animais (DE TOMMASI et al.,
2014). Na andlise histopatologica, a presenca de granulomas difusos com
formacado nodular tipica foi observada em 44,4% (4/9) dos cédes sintomaticos, em 37,5

(3/8) nos assintomaticos e 31,25% (5/16) nos caes oligossintomaticos, outras alteracoes
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observadas foram emperipolese e displasia em megacariocitos, reducdo do niumero de
linfocitos e aplasia medular observadas com maior frequéncia em animais sintomaticos.
Os autores atribuiram tais alteracGes a provavel acao de mediadores inflamatorios locais
estimulados pela presenca da Leishmania (MOMO et al., 2014). Na analise morfométrica
da medula 6ssea foi observado que animais com elevada carga parasitaria apresentam
reducao do tecido hematopoiético (PAOLA et al., 2016).

2.7 Tratamento da LVC

Diferentes protocolos de tratamento vém sendo utilizados em cdes com LV, a
maioria ja estabelecidos nos paises europeus (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Os
principais farmacos sao os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B convencional ou
encapsulada em lipossomas, o sulfato de aminosidina, o alopurinol, a pentamidina e
miltefosine (NOLI; AUXILIA, 2005; REGUERA et al., 2016). No Brasil, o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento aprovou recentemente o uso do miltefosine
(MAPA, 2016). Entretanto, as recomendacfes do Ministério da Saude mantém as
medidas de proibicdo do tratamento da LVC com produtos de uso humano ou nao
registrados (BRASIL, 2006).

A opcdao pelo tratamento € uma alternativa a eutanasia dos cées infectados, que
nao tem sido o melhor método para impedir a expanséo do parasito (WERNECK, 2014,
SEVA et al., 2016). O tratamento de cdes com LVC no visa somente ao aumento da
expectativa de vida dos animais, mas também a diminuicdo da carga parasitaria
reduzindo, assim, o risco de transmiss&o da L. infantum (MIRO et al., 2011; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Os protocolos disponiveis podem promover a cura clinica de
cédes infectados e reduzir a carga parasitaria em varios 6rgaos, dentre eles a pele (SILVA
et al., 2012; REGUERA et al.,, 2016). Antes de determinar qual a melhor opcao
terapéutica a ser estabelecida € necessario a avaliacdo dos parametros clinico-
patolégicos (Solano-Gallego et al., 2011).

Os compostos antimoniais sao utilizados ha mais de 100 anos como farmacos de
primeira linha no tratamento das leishmanioses (VIANNA, 1912). Seu mecanismo de
acado possui atividade leishmanicida induzindo a producgéo de citocinas proé-inflamatérias
e promovendo o aumento da atividade fagocitica dos macrofagos (VOULDOUKIS et al.,

2006). Em caes com LVC, os tratamentos com antimoniais normalmente induzem
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melhora com remisséo dos sinais clinicos e a reducdo da carga parasitaria na medula
0ssea, linfonodo e pele, bem como diminui¢cédo na infectividade dos vetores (RIBEIRO et
al., 2008). Outro efeito da terapia é a normalizacdo dos parametros laboratoriais. Ikeda
Garcia et al., (2008) observaram que cdes com LV apGs o tratamento com antimoniato
de meglumina, 57,1% deles tinham os indices hematologicos dentro dos valores de
normalidade. Além disso, antes do tratamento, foram observadas no mielograma
alteracdes como hipoplasia eritréide e granulocitica em 28,6% dos casos e que, apds o
tratamento, a medula 6éssea estava restabelecida.

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), outro farmaco utilizado no tratamento da
LVC, possui toxicidade direta para o parasita por agir na membrana citoplasmatica da
Leishmania induzindo a apoptose (VINCENT et al., 2014). O farmaco é administrado
sozinho mas tem sua eficacia melhorada com o uso combinado ao alopurinol (MIRO et
al., 2009). De forma similar as outras drogas antileishmanias, ha remissdo dos sinais
clinicos e laboratoriais, mas ndo é capaz de eliminar completamente o parasita em caes
infectados (ANDRADE et al., 2011). Um estudo recente no Brasil avaliou a infectividade
de cdes com LV apds tratamento com miltefosina. Apos trés meses de tratamento, houve
reducdo significativa da carga parasitaria na medula éssea, linfonodos e pele, bem como
na taxa de infectividade, em que 74% dos caes apresentaram menor risco de transmitir
0 parasita ao vetor (TRAVI et al., 2018).

O alopurinol, um andlogo estrutural da hipoxantina, é incorporado no RNA da
Leishmania causando falha na traducdo de proteinas, portanto atua como
leishmaniostatico (DENEROLLE; BOURDOISEAU, 1999; BANETH; SHAW, 2002;).
Quando administrado aos cdes como monoterapia antileishmania por um periodo de 2 a
3 meses, quase sempre leva a uma melhora clinica moderada com restauracdo parcial
dos parametros laboratoriais (CAVALIERO et al., 1999; KOUTINAS et al., 2001). No
entanto, com a interrupcdo do tratamento, na maioria dos casos, ocorre recidiva da
doenca (CAVALIERO et al., 1999). Por esse motivo, o alopurinol é, geralmente,
administrado por longo periodo de tempo e sendo descritos poucos efeitos adversos
(TORRES et al., 2011). Recentemente, foi reportada in vitro a resisténcia da L. infantum
ao alopurinol sob doses crescentes do farmaco, tal informacéo € util do ponto de vista
da saude publica e veterinaria, por aumentar o impacto da doenga no hospedeiro canino
e 0 potencial de transmissdo através dos flebotomineos para o homem (YASUR-
LANDAU et al., 2016).
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Nesse contexto, considerando que a LV pode provocar alteracdes no
microambiente da medula 6ssea e que pouco se sabe sobre as mesmas nesse 0rgao, o
presente trabalho almejou caracterizar as lesdes histopatolégicas na medula 6ssea de
caes naturalmente infectados por L. infantum e estabelecer uma avaliagcdo do impacto

do tratamento com alopurinol nesse 6rgéo.
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Os dados serao apresentados na forma de dois artigos intitulados:

1) Avaliacdo histopatoléogica da medula 6ssea de caes assintoméaticos e
sintométicos naturalmente infectados com Leishmania infantum, seguindo
as normas para publicacdo na revista International Journal of Experimental

Pathology.

2) Andlise citoldgica e histopatoldégica da medula 6ssea de céaes naturalmente
infectados com Leishmania infantum tratados com Alopurinol, seguindo as

normas para publicagdo na revista Veterinary Parasitology.
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3 OBJETIVOS:

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo das alteracdes histopatoldgicas da medula 6ssea de cdes com
LVC e avaliacdo da influéncia da terapia com alopurinol nos parametros citologicos e

histopatologicos da medula 6ssea de caes naturalmente infectados por L. infantum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em cdes com LV e em cades nao infectados:

As alteracdes nos exames hematol6gicos e bioquimicos;
Carga parasitaria na medula éssea;

Alteracdes histopatolégicas na medula 0ssea;

Depésito de ferro na medula 6ssea;

A fibrose na medula 6ssea,;

A expressao de MHCII em macréfagos/mondcitos CD14* por citometria de fluxo;

N o g bk~ wDbdRE

A celularidade e as alteracBes histopatoldgicas da medula 6ssea e a titulagéo de
IgG total, IgG1 e IgG2 em caes antes do inicio do tratamento e aos 120 dias apos

o inicio do tratamento com alopurinol.
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Resumo

Na leishmaniose visceral canina sdo observadas alteracGes importantes na medula 0ssea
que levam a citopenias periféricas em graus varidveis. Nesse contexto, objetivou-se
caracterizar o padrdo das lesdes hispatologicas de cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum oriundos de &rea endémica Teresina-PI. Para tanto, foram avaliados
sete cdes ndo infectados e 39 cdes com LV. Assim, a medula 6ssea foi obtida para analise
histopatoldgica, parasitoldgica, e identificacdo de células CD14" e expressdo de MHC 11
por citometria de fluxo. Os cdes infectados foram classificados em assintomaticos (N=
9) e sintomaticos (N=30). No exame histopatoldgico da medula 6ssea, os cées infectados
apresentaram aumento da celularidade, hiperplasia da série mieldide e aumento
significante de fibras de reticulina quando comparados aos animais controles. A analise
do estoque de ferro na medula 6ssea revelou depésito em quantidades variaveis entre 0s
animais. Havia também um aumento significante de macréfagos (P=0,0014)
correlacionados positivamente com a carga parasitaria (r= 0,3846, P=0,0094). Pela
citometria de fluxo, a intensidade média de fluorescéncia do MHC Il em células CD14*
foi menor nos animais sintomaticos. Em conclusdo, a presenca da L. infantum repercute
em alteracGes na medula 6ssea como hiperplasia mieldide, fibrose e expressao reduzida
de MHC Il em células CD14", sendo que tais alteragdes ocorrem de forma mais acentuada
em animais sintomaticos.

Palavras-chaves: cées, histopatologia, medula éssea, CD14, MHC II.
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Introducéo

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose com elevado impacto na saude
pablica em paises do Mediterraneo e das Americas (Alvar et al. 2004; Otranto & Dantas-
Torres 2013), sendo causada pelo protozoario Leishmania infantum (Dantas-Torres et al.
2012) e transmitida pelos insetos vetores do género Lutzomyia, entre os hospedeiros
mamiferos (Lainson et al. 1987). No ambiente peri-urbano e urbano, o cdo é considerado
o principal reservatdrio, por ser suscetivel e apresentar intenso parasitismo cutaneo (Lima
et al. 2010; Werneck 2014).

Os cdes, quando infectados, podem ndo desenvolver sinais clinicos, mas uma
populagdo suscetivel evolui para um quadro clinico grave sendo letal na maioria dos casos
(Leal et al. 2014; Vasconcelos et al. 2017). No curso da infeccdo, o parasito tem tropismo
por 6rgdos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) como baco, figado,
medula éssea e linfonodos, mas pode atingir outros 6rgaos como rins, intestino, pulmdes
e coracdo (Alvar et al. 2004; Xavier et al. 2006; Silva et al. 2017). Como consequéncia,
sinais clinicos ndo especificos como lesGes de pele, linfadenomegalia generalizada,
emagrecimento, esplenomegalia, mucosas palidas, febre e diarreia podem ocorrer
(Solano-Gallego et al. 2011).

Na LVC, as lesbes histopatoldgicas em diferentes 6rgdos sdo classicamente
documentadas e muitas delas tém sido consideradas a base para o entendimento da
interacdo parasito-hospedeiro e como pardmetro para definir o perfil suscetivel ou
resistente do animal acometido pela infeccdo por L. infantum (Xavier et al. 2006;
Koutinas & Koutinas 2014). Apesar disso, informacOes sobre a patologia e
imunopatogénese na medula 0ssea de cdes com leishmaniose visceral (LV) ainda séo

pouco discutidas, mesmo sabendo que a infeccdo causa perturbacGes na homeostasia
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desse 6rgdo culminando com alteragfes hematologicas, particularmente, a anemia que
atinge em torno de 50-70% dos pacientes caninos com LV (Freitas et al. 2012; Ulchar et
al. 2015; Reis et al. 2006a).

Estudos vém demonstrando alteracbes patoldgicas no mielograma de cées
sintométicos com LV, como uma marcada reducdo da série eritroide, particularmente, dos
eritroblastos ortocromaticos em associacdo com a anemia (Nicolato et al. 2013). Em
contrapartida, a caracterizacdo das lesdes histopatoldgicas na medula dssea foram
descritas em poucos relatos na literatura como presenca de granulomas, displasia
megacariocitica, aplasia medular, infiltrado inflamatério constituido principalmente por
plasmocitos e macrofagos, hipoplasia de células brancas, bem como a presenca de
hemossiderina (Toplu & Aydogan 2011; Momo et al. 2014). Em pacientes humanos com
LV, como a anemia é comprovadamente um fator de risco, existem véarias pesquisas
reforcando a identificacdo de possiveis parametros na medula éssea de importancia
prognostica, a saber, fibrose e necrose (Rocha Filho et al. 2000; Kumar et al. 2007).

Com base no exposto, o comprometimento da medula dssea é evidente nos cdes com
LV, mas a caracterizacdo morfoldgica das lesdes nesse 6rgao e os possiveis marcadores
prognosticos sdo pobremente discutidos na LVC. Assim, foi proposto, neste estudo, uma
andlise do padrdo das lesBes histopatoldgicas da medula 6ssea de cédes assintomaticos e
sintomaticos naturalmente infectados por L. infantum provenientes de areas endémica de

Teresina-Pl.
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Material e métodos
Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPI
(CEUA/UFPI) sob parecer de n°® 101/15 (ANEXO A). Os procedimentos envolvendo os
animais foram conduzidos de acordo com o que preconiza o Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

Local e periodo de execucéo

A pesquisa foi desenvolvida no Canil de Experimentacdo e no laboratério de
Doencas Infecciosas, localizados no Centro de Ciéncias Agréarias (CCA/UFPI) da UFPI,
no periodo de dezembro de 2015 a outubro de 2017.

Populacéo do estudo

A populacdo do estudo foi composta por sete cdes ndo infectados e 39 cdes
naturalmente infectados por L. infantum com idade variando de 6 meses a 9 anos, machos
e fémeas, de diferentes ragas e sem raca definida. Os animais envolvidos no experimento,
originarios da cidade de Teresina (Piaui, Brasil, zona endémica de LV), eram
provenientes da Geréncia de Zoonoses da Fundagdo Municipal de Saide de Teresina/PI
ou do Hospital Veterinario Universitario da UFPI, mediante esclarecimento ao tutor sobre
0s objetivos do experimento e assinatura do termo de doacdo (Apéndice).

Os animais do grupo com LVC foram selecionados com base no exame
parasitolégico positivo para L. infantum em aspirados de linfonodo, e/ou medula 6ssea e
pele; os animais classificados como nédo infectados apresentavam exame parasitologico
em aspirado negativo para Leishmania. Como critério de exclusdo, animais soro-

reagentes diagnosticados por testes soroldgicos rapidos para Ehrlichia canis (Alere
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Erliquiose Ac test KIT®) e para cinomose canina (Alere cinomose Ag test KIT®) foram
excluidos da analise.
Avaliacao clinica dos animais

Todos os cées inseridos na pesquisa foram avaliados clinicamente de acordo com
0s seguintes parametros clinicos: estado nutricional, linfonodos, colora¢do das mucosas,
onicogrifose, alteragdes cutaneas (pelagem, alopecia, dermatite, lesdes e despigmentagéo
de pele), alteracdes oftalmoldgicas (secrecdo ocular e blefarite) e sangramentos. Apés a
avaliacdo, foram atribuidos escores aos sinais clinicos, conforme Silva et al. (2017).
Animais com escore igual 3 ou >3 foram considerados assintomaticos e sintomaticos,
respectivamente (Abbehusen et al. 2017). Assim, os cdes foram divididos nos seguintes
grupos: Cées infectados assintomaticos (N=9); Cées infectados sintomaticos (N= 30); e
Caes ndo infectados (N= 7).
Coleta de material

Amostras de sangue total foram coletadas para realizacdo dos exames laboratoriais
como hemograma e bioquimico. Amostras de medula 6ssea foram obtidas para
quantificacdo da carga parasitaria, identificacao de células CD14" e expressdo de MHC |1
por citometria de fluxo, bem como avaliagdo histopatologica.
Analise laboratorial

Para a realizagdo dos exames laboratoriais foi utilizada uma amostra de 4 ml de
sangue total, obtida através de venopuncdo, na veia jugular em tubo a vacuo contendo
EDTA (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para exame hematolégico e 4 ml de sangue em
tubo seco (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para avaliacdo bioquimica. Os parametros
hematoldgicos foram quantificados através de analisador hematologico automatico
(Modelo: hematoclin 2.8 Vet, Bioclin) e incluiam: contagem de leucocitos totais

(10%/mm?), hemacias (He/mm?), dosagem de hemoglobina (Hb g/dL) e a determinacio
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do hematdcrito (Ht%), além da contagem total de plaquetas. A contagem diferencial de
leucacitos foi realizada por anélise de pelo menos 100 leucécitos em esfregacos de sangue
corados com corante hematoldgico rapido e a leitura realizada por microscopia de luz.

Para a contagem de reticuldcitos foi utilizada a técnica que preconiza a adicao de
quantidades iguais de sangue e do corante azul de cresil brilhante na concentracéo de 1%.
Ap0s, seguiu com a incubacdo da amostra em banho-maria a 37°C por 20 minutos. Em
seguida, foram confeccionados esfregacos sanguineos e contracorados com corante
hematoldgico rapido. As contagens foram realizadas utilizando-se microscopio éptico de
luz em aumento de 1000x, no qual foi realizada a contagem de reticuldcitos em um total
de 1000 hemécias.

As amostras de soros foram analisadas através de equipamento semi-automatico
(Modelo: D-250, Doles) em que se dosou as concentracdes séricas de proteinas totais e
suas fragBes (albumina e globulina) alanina aminotransferase-ALT, uréia e creatinina,
utilizando kits LABTEST (Labtest Diagnostica SA).

Obtencao de amostras da medula 6ssea

Para a realizacdo do aspirado e bidpsia da medula éssea, os animais foram sedados
com cloridrato de xilazina (1mg/kg) e cloridrato de cetamina (10mg/kg), por via IM. Apds
10 minutos, foi administrado anestésico geral, Tiopental Sodico 2,5%, na dose de 0,5
mL/kg de peso pela via intravenosa. Apds atingir o plano anestésico adequado, foi
realizada a tricotomia e antissepsia local. A coleta de medula éssea foi realizada conforme
adaptacdo do protocolo proposto por Raskin & Messick (2012).

O procedimento foi realizado na crista iliaca utilizando-se agulha de 19 G
acoplada a seringa de 20 mL para a puncédo aspirativa de medula éssea. Os cdes foram
mantidos em decubito lateral esquerdo com 0s membros anteriores e posteriores

préximos, de modo a flexionar-se a coluna e facilitar o acesso a crista iliaca.
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Para a obtencdo de amostra de bidpsia de medula 6ssea, foram coletados também
fragmentos da regido da crista iliaca, de aproximadamente 1,5 cm com o auxilio de agulha
para bidpsia do modelo Jamshidi.

Histopatologia da medula 6ssea
Coloracéo de Hematoxilina-eosina (H-E)

Os fragmentos de medula 6ssea foram inicialmente fixados overnight em solucao
contendo Lisina 75 mM, Paraformaldeido (PFA) 4% e Periodato de S6dio 10 mM, em
seguida, descalcificados em solucéo de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10%,
pH 7,0 por 72hrs. As amostras foram processadas por técnica de rotina, cortadas com 3 a
4 um de espessura, e coradas com H-E. Os resultados dos exames histopatoldgicos foram
analisados de forma quantitativa e semi-quantitativa em trés espacos intertrabeculares
(Jubb & Kennedy 2007). A andlise da celularidade foi estimada conforme a idade de cada
animal (Weiss 1986). As lesbes foram avaliadas em uma escala de O a 4, adaptada de
Elmore (2006) onde: 0= normal, 1 = minima, 2 = média, 3= moderada, 4= grave. As
lesBes observadas foram descritas quanto a distribuicdo em focal ou difusa, avaliando, no
minimo, trés espagos intertrabeculares. As Iaminas confeccionadas foram avaliadas por
dois patologistas para conferéncias dos achados histopatoldgicos.

Coloracéo de Perls (Azul da Prussia)

A avaliacdo dos estoques de ferro foi realizada a partir do esfregaco da medula
Ossea em laminas de microscopia, posteriormente fixados em alcool metilico por 5
minutos, como também nos fragmentos de medula 6ssea, ambos corados pelo método de
Perls (Azul da Prussia), que consistia em acondicionamento das laminas em cubas de
vidro contendo volumes iguais da solucdo de ferrocianeto de potéssio a 3,0% e acido
cloridrico a 3,0% por 30 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua

destilada e contracoradas com safranina 0,1% por 5 minutos.
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A quantificagdo do ferro na medula 6ssea foi baseada na escala modificada de
Cotelingam (2003) cujos escores variavam de 0 a 3, onde 0= ausente, 1=diminuido,
2=adequado e 3=aumentado.

Coloracéo de prata amoniacal (Gomori)

A avaliacdo do colageno reticular (provavelmente tipo Ill), foi realizada em
fragmentos de medula 6ssea, utilizando corantes do Kit de coloragdo de Reticulina
(Easypath, cod n°® EP-12-20021), seguindo as recomendac6es do fabricante. A graduacao
do coléageno reticular na medula dssea foi baseada na escala de Bauermeister (1971), que
varia de 0 a 4, onde: 0= ausente, grau 1= presenca de fibras delgadas dispersas ou
localizadas focalmente no tecido, sem continuidade; grau 2= presenca de depoésitos de
fibras delgadas com auséncia de fibras densas distribuidas difusamente no tecido, com
continuidade; grau 3= presenca de fibras delgadas e densas, distribuidas difusamente com
auséncia de colagenizacdo; grau 4= presenca de depdsitos de fibras densas de distribuicao
difusa com colagenizacéo.

Analise histomorfométrica

A andlise morfométrica dos cortes histologicos de medula 6ssea coradas com H-E
de todos os cées foi realizada utilizando o software LeicaQwin D-1000, versdo 4.1, por
meio de captura de imagens e contagem manual de células da série eritroide,
mieldide/granulocitica e macréfagos, em quinze campos aleatorios, sendo cinco campos
selecionados por espaco intertrabecular 6ssea. A area quantificada correspondia a
1250pm?/campo. Os resultados das contagens de cada série foram tabulados em planilhas
do programa Excel e os valores de cada linhagem quantificada por animal foram
expressos em termos da média do numero de células por area.

Carga Parasitaria
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Para a extracdo de DNA de células da medula 6ssea utilizamos o0 QlAamp DNA
mini kit (Qiagen) conforme recomendagdes do fabricante. Como alvo de deteccdo do
parasito, os iniciadores utilizados foram baseados nos minicirculos de kKDNA de L. (L.)
infantum (NUmero de acesso no GenBank AF169140) de acordo com Roldo (2004) sendo
eles: sense — 5 - GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3" ¢ anti-sense — 5° -
GCTATATCATATGTCCAAGCACTTACCT-3' e sonda TagMan (5 -
ACCACCTAAGGTCAACCC - 3°). Para a reagdo de PCR quantitativo (QPCR), 5 uL de
amostra de DNA (100ng) foram adicionados em uma solugdo contendo 12,5uL de 2x
TagMan Universal PCR Master Mix, no AmpErase UNG (Applied Biosystems), 1,25 pL
de cada iniciador e 1,0 pL de sonda TagMan MGB (FAM™ dye-labeled, Applied
Biosystems), para um volume final de 25 pL de reacdo. As amostras foram submetidas a
amplificacdo de DNA em termociclador (Applied Biosystem StepOne Plus Real Time
PCR System) com os seguintes ciclos: 95° por 10 minutos; 95°C por 15 segundos; 60°C
por 1 minuto submetidos a 40 ciclos. A curva padrédo para determinacdo da carga
parasitaria de L. infantum foi realizada por meio de dilui¢des seriadas na razéo de 1:10,
partindo-se de 10°até 1 parasito.

Anélise fenotipica por citometria de fluxo

Combinagdes especificas de anticorpos monoclonais comerciais foram utilizadas
para deteccdo da glicoproteina de superficie de cdo CD14 (Mouse Anti-Human CD14,
Serotec, clone MCA156A700), expressa por mondcitos e macréfagos e expressao da
Molécula Principal de Histocompatibilidade de classe 11 (MHC I1) de cdo (MHC class II,
Ebioscience, clone YKIX334.2), expressa na superficie de macrdfagos, células
dendriticas e linfécitos B. Apo0s a coleta do aspirado de medula 6ssea, as hemécias foram
lisadas com ACK Lysing Buffer (Life Technologies) e, posteriormente, as células foram

lavadas com PBS 1x com SFB 1%. Ap0s essa etapa, procedeu-se com incubacgdo com a
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solugdo de anticorpos por 30 minutos a 4°C no escuro. Posteriormente, foram
centrifugadas e lavadas novamente com PBS 1x, SFB 1% para serem fixadas com PFA
2%, estando prontas para a anélise morfométrica e fenotipica por citometria de fluxo.

As amostras foram processadas no equipamento FACS CANTO Il (BD
Biosciences), avaliando 20.000 eventos. Os dados foram analisados no software FlowJo
Versdo VX (EUA). Apos a selecdo da populacdo de interesse, foi realizada a selecéo das
células CD14" para determinacdo da intensidade média de fluorescéncia (IMF) da
expressdo de MHC 11 nesse perfil celular.

A avaliacdo dos dados obtidos seguiu como base a estratégia de gate utilizada para

a contagem dos mondcitos/macrofagos (Figura 1).
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Figura 1 Estratégia de gate utilizada para a selecdo de células CD14" e a expressdo de

MHC Il em medula 6ssea.
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Analise estatistica

Os testes estatisticos utilizados foram baseados no tipo de distribuicdo das
variaveis, verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a andlise estatistica de
dados ndo paramétricos tais como: ocorréncia dos sinais clinicos, alteracdes
histopatologicas, analise morfométrica e intensidade de fibrose na MO de cdes com
diferentes status clinicos foram aplicados os testes Mann-Whitney ou Kruskal Wallis com
0 pos-teste de Dunns e os resultados apresentados como mediana e percentis de 25% e
75%. Para os dados paramétricos tais como: parametros laboratoriais e parasitoldgico,
foram aplicados os testes t ou ANOVA e testes de comparagdes multiplas de Tukey e 0s
resultados apresentados como média e desvio padréo. O teste de Spearman foi a medida
de correlacéo linear adotada para verificar a existéncia de associagao entre o estogque de
ferro no aspirado e na bidpsia e entre a carga parasitaria e os macrofagos na medula
Ossea. As analises foram realizadas por meio do programa estatistico computacional

GraphPad Prism 5.0 e o nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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Resultados
Perfil clinico e laboratorial de cdes com LV

Trinta e nove animais com LVC foram avaliados e classificados em cées
infectados assintomaticos e sintomaticos. As principais manifestacdes clinicas
observadas foram: emagrecimento, onicogrifose, linfadenomegalia, mucosas
hipocoradas, alteragdes cutaneas (pelo opaco, despigmentacdo de labio e/ou focinho,
hiperqueratose de focinho, ulceras de labio e/ou focinho, alopecia e dermatite esfoliativa)
e leses oculares (conjuntivite, opacidade de cornea e blefarite) (Tabela 1).
Tabela 1 Ocorréncia de sinais clinicos em cdes assintomaticos e sintomaticos

naturalmente infectados por L. infantum

Sinais clinicos Assintomaticos Sintomaticos
(n=9) (n=30)
Emagrecimento 2 (22%) 10 (33%)
Onicogrifose 0 13 (43%)
Linfadenomegalia 5 (56%) 30 (100%)
Mucosas hipocoradas 0 6 (20%)
Lesdes cutaneas 6 (67%) 28 (93%)
LesGes oculares 0 15 (50%)
Escore clinico 2 (2-3)* 7,0 (5-9)?

*Mediana (percentis 25 — 75).

4P< 0,0001 (teste Mann-Whitney).

As alteracdes hematologicas nos cdes com LV mais relevantes foram: anemia em

32/39 (82,05%) dos cées infectados; destes animais, 16/39 (41,02%) apresentaram
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anemia normocitica normocrdémica, 12/39 (30,77%) anemia normocitica hipocrdmica,
3/39 (7,69%) anemia microcitica normocromica e 1/39 (3,12%) anemia macrocitica
hipocromica. Os cdes assintomaticos e sintomaticos apresentaram anemia acentuada
quando comparados aos cdes ndo infectados (Tabela 2). A contagem absoluta dos
reticuldcitos mostrou que 24/39 (61,54%) dos animais infectados apresentavam anemia
arregenerativa, e 8/39 (20,51%) anemia regenerativa. O leucograma revelou leucopenia
em 3/39 (7,69%) e leucocitose por neutrofilia em 8/39 (20,51%) dos animais.
Trombocitopenia estava presente em 12/39 (30,8%) e trombocitose em 1/39 (2,56%) dos
cées (Tabela 2).

Em relagdo aos exames bioquimicos, a hiperglobulinemia foi observada em 25/39
(64,1%) dos cées infectados; hipoalbuminemia em 18/39 (46,1%); elevacdo da
aminotransferase (ALT) em 10/39 (25,64%); aumento de creatinina em 7/39 (17,9%) e

ureia elevada em 3/39 (7,7%) dos animais (Tabela 2).
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Tabela 2 Avaliacdo dos parametros laboratoriais” e parasitoldgico (molecular) de cdes

assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados por L. infantum e animais néo

infectados

Parametros

Grupos clinicos

laboratoriais e

Assintomaticos

Sintomaticos

Cées nao infectados

parasitologico (n=9) (n=30) (n=7)
Hemacias (x10%/uL) 4,9 (£2,14)? 4,5 (+1,13)? 6,4 (+1,40)
Hemoglobina (g/dL) 10,2 (£4,47)? 9,4 (£2,76)? 13,40 (£2,28)
Hematdcrito (%) 31,8 (+13,74) 29,0 (+7,99)? 41,5 (+6,77)
Reticuldcitos (uL) 7078 (+10703) 3580 (£6473) 6010 (+2360)
Leu. totais(10¥mm3) 12,2 (+4,44) 12,1 (+7,18) 11,4 (+4,57)
Plaguetas (x10¥/mm?) 207,9 (+86,15) 215,6 (+157,9) 235,1 (+124,6)
ALT (U/L) 39,7 (+28,87) 33,9 (+27,24) 28,7 (£9,70)
Ureia (mg/dL) 37,7 (+16,54) 47,1 (£71,32) 34,7 (£9,39)
Creatinina (mg/dL) 1,1 (x0,31) 2,4 (£5,01) 1,0 (x0,11)
Proteina total (g/dL) 7,6 (£1,75) 8,4 (£1,95) 8,1 (x0,67)
Albumina (g/dL) 3,0 (1,22) 2,4 (+1,18) 3,3 (+0,56)
Globulina(g/dL) 4,6 (£2,12) 5,9 (+2,27) 4,8 (+0,89)
Carga Parasitaria
(leish/pL) 66,2 (+64,05) 701 (£2882) -

“Média (desvio padrio).

aP< 0,05 (testes ANOVA e Tukey), em relago aos cdes nédo infectados.

- Dado ndo quantificado.

# Valores de referéncia: Hemacias = 5,5-8,5 (x106/mm3); Hemoglobina= 12-18 g/dL; Hematdcrito= 37-
55%; Reticulécitos= <60 000/uL; Leucécitos = 6-17 x 10%/mm3; Plaquetas = 200-500 x103/mm?
(HARVEY 2012). ALT (Alanina aminotransferase):21-73 UI/L; Ureia: 21,40-59,92 mg/dL; Creatinina:
0,50-1,50 mg/dL; Proteina Total: 5,40-7,10 g/dL; Albumina: 2,60-3,30 g/dL; Globulina: 2,70-4,40 g/dL

(KANEKO et al. 2008).
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Alteracdes histopatoldgicas na medula 6ssea de cdes com LV

Na analise histopatologica da medula 6ssea dos cdes com LV em comparagdo
aos animais ndo infectados, as principais alteragdes observadas foram: aumento da
celularidade em 25/39 (64,1%) (Figura 2a e b), hiperplasia megacariocitica em 11/39
(28,2%), necrose com distribuicéo focal em 16/39 (41,02%) e com distribui¢cdo multifocal
em 3/39 (7,69%), vacuolizacdo celular sugestiva de degeneragéo focal em 2/39 (5,12%)
e multifocal em 2/39 (5,12%), hemorragia focal encontrava-se presente em 18/39
(46,15%) e com distribuicdo multifocal em 1/39 (2,56%) e macrofagos ativados com
distribuicéo focal a difusa em 8/39 (20,5% ) (Figura 2c e d).

A quantificacdo das células mieldides e eritrdides demonstrou um aumento da
celularidade com hiperplasia miel6ide (Figura 2e) e consequente aumento da proporgao
Mieloide:Eritroide (M:E) nos animais infectados em relagdo aos animais controles.
Também foi observado aumento do nimero de macrdfagos nos cédes assintomaticos em

relagdo aos animais controles (P< 0,05) (Tabela 3).
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Figura 2 Seccdo de medula 6ssea da crista iliaca de cdo, coloragdo Hematoxilina-eosina (HE). (@) aumento da celularidade

intertrabecular em céo adulto naturalmente infectado com L. infantum, (Barra= 75um). (b) celularidade normal em céo adulto,
controle, (Barra= 75um). (c) macréfagos com distribuicdo focal (seta preta) (Barra= 50um). (d) macréfagos com distribuicdo

difusa a coalescente (setas pretas) (Barra= 75um). (e) aumento de precursores da linhagem mieléides (Barra= 25um).
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Tabela 3. Avaliacdo das alteracdes histopatologicas e morfometria da medula dssea de cdes
assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados por L. infantum e animais nao infectados

Parametros histoldgicos

Grupos clinicos

Assintomaticos

Sintomaticos Cées ndo infectados

Celularidade

Série eritroide

Série mieldide

M:.E
Megacaridcito/espago
intertrabecular
Macrofagos®

Necrose
Vacuolizagéo celular
Hemorragia

Macrofagos®

2,0 (0-2)*
23,8 (20,1-33,9)
45,8 (33,9-53,2)?

1,75 (1,35-1,96)°

3(2-7)

1,13 (0,17-2,97)?
0,0 (0-1,0)
0,0 (0,0-0,0)
1,0 (0-1,0)

0,0 (0,0-0,0)

2,0 (0-2)* 0,0 (0-1,5)

30,8 (26,5-39,4) 33,53 (28,3-48,5)
39,13 (33,6-51,2)? 25,7 (24,8-31,7)

1,28 (1,01-1,78) 0,72 (0,51-0,76)

4 (2-6) 5 (4-9)
0,3 (0,0-1,08) 0,0 (0,0-0,1)
0,5 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-0,0)
0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0)

0,0 (0-1,0) 1,0 (0-1,0)
0,0 (0,0-0,25) 0,0 (0,0-0,0)

“Mediana (percentis 25 — 75).

4 P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em relacdo aos cédes nao infectados.

# Analise quantitativa

¥ Andlise semiquantitativa

Fibrose na medula éssea de caes com LV

A fibrose estava acentuada na medula 6ssea dos cées sintomaticos conforme a

visualizacdo do aumento das fibras de reticulina nesse 6rgdo (Figura 3). Com relacéo a

distribuicdo das fibras reticulares nos animais infectados, estas estavam dispostas no

parénquima medular e constituiam-se por presenca de fibras delgadas dispersas sem



52

continuidade (Grau 1) (Figura 4a) a fibras delgadas com continuidade (Grau 2) (Figura
4b), e por vezes apresentava fibras delgadas e densas, distribuidas difusamente com

auséncia de colagenizacdo (Grau 3) (Figura 4c).
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Figura 3 Deposicao de fibras de reticulina na medula 6ssea de cdes assintomaticos e
sintomaticos naturalmente infectados por L. infantum e cées ndo infectados. Coloracdo

de prata amoniacal (Gomori). Testes de Kruskal-Wallis e Dunns, *P<0,05.
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Figura 4 Seccdo de medula 6ssea da crista iliaca de cdo sintomético naturalmente infectado com L. infantum. (a) Deposito de fibras reticulares

delgadas e dispersas (Grau 1), no espaco intertrabecular éssea (Barra= 25um). (b) Deposito de fibras reticulares delgadas com continuidade,
distribuidas difusamente (Grau 2) no espaco intertrabecular 6ssea (Barra= 75um). (c) Fibrose acentuada, com deposicdo de fibras delgadas e densas,

distribuidas difusamente, no espaco intertrabecular éssea (Barra= 50um). Coloracao de prata amoniacal (Gomori).
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Analise dos estoques de ferro na medula 6ssea e anemia nos caes com LV

O estoque de ferro foi avaliado no aspirado e na biopsia da medula dssea de 23 animais
infectados. Os resultados demonstraram, no aspirado de medula Ossea, que 8/23 (34,8%)
revelaram marcacdo negativa para a coloracdo Azul da Prussia (Figura 5a); 8/23 (34,8%)
apresentaram reducao nos estoques de ferro; 5/23 (21,7%) demonstraram aumento dos estoques
de ferro (Figura 5b) e em 2/23 (8,7%) dos animais o0 estoque de ferro estava dentro dos padrdes de
normalidade.

Na bidpsia, 5/23 (21,7%) apresentaram marcacao negativa para a coloracdo Azul da Prussia;
5/23 (34,8%) apresentaram reducédo, em 8/23 (34,8%) havia aumento dos estoques de ferro e em

4/23 (17,39%) dos animais, o estoque de ferro estava dentro dos padrbes de normalidade.

Figura 5 Medula 6ssea da crista iliaca de cdo naturalmente infectado com Leishmania infantum.

(a) Aspirado demonstrando coloracdo negativa para Azul da Prussia (Perls) (Barra= 75um). (b)
Aspirado demonstrando aumento dos depositos de ferro (Barra= 100 um). Coloracdo de Azul

da Prussia (Perls).

Houve uma correlacéo positiva (P=0,03 e r=0,3862) entre os estoques de ferro encontrados

nos aspirados e na biopsia da medula 6ssea (Figura 6).
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Figura 6 Correlacdo entre o estoque de ferro no aspirado e na bidpsia da medula 6ssea de cées

naturalmente infectados por L. infantum. Teste de Spearman.

Dos cdes infectados que apresentavam anemia, 4/23 (17,4%) dos animais apresentaram
estoque de ferro aumentado na medula éssea. Em contrapartida, 7/23 (30,4%) dos cées infectados
com anemia estavam com estoque de ferro diminuido, 8/23 (34,8%) apresentaram estoques de
ferro ausente e em 2/23 (8,7%) o depdsito de ferro estava em quantidade adequada conforme a
idade.

Correlacdo positiva entre macrofagos e a carga parasitaria na medula 6ssea

Na andlise comparativa entre a carga parasitaria e as alteracdes histopatologicas na medula

0Ossea caracterizadas nos cdes com LV, foi observada uma correlacéo positiva entre a quantidade

de macrdfagos e a carga parasitaria (P=0,0094, r=0,3846) (Figura 7).
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Figura 7 Correlacdo entre a carga parasitaria na medula 6ssea e a contagem de macréfagos por

morfometria. Teste de Spearman.

Aumento da expressdo de MHC Il em células CD14™ em medula dssea de cdes com LV

Na anélise da expressdo de MHC Il em células CD14" da medula 6ssea, foram avaliados
30 cdes, sendo 4 cdes assintomaticos, 19 sintomaticos e 7 animais nao infectados. Cdes
sintomaticos apresentaram intensidade média de fluorescéncia reduzida de MHC Il em células

CD14" quando comparados aos animais nao infectados (Figura 8).
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Figura 8 Intensidade média de fluorescéncia (IMF) de MHC Il em células CD14*
monaocitos/macrofagos na medula dssea de cdes assintomaticos e sintomaticos
naturalmente infectados por L. infantum e cées nao infectados. P<0,05. Teste de

Kruskal-wallis.
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Discussao

Na LVC, as alteracdes histopatologicas na medula 6ssea sdo pouco descritas (Momo et al.
2014; Paola et al. 2016). Assim, foi proposto, neste estudo, caracterizar as principais lesées
histopatoldgicas na medula dssea de cées assintomaticos e sintomaticos naturalmente infectados
por L. infantum. Para esse fim, caracterizamos os animais infectados com base no escore clinico
em: assintomaticos e sintomaticos (Solano-Gallego et al. 2011; Abbehusen et al. 2017). Em suma,
esses animais apresentavam manifestacGes clinicas e alteracdes laboratoriais comumente relatadas
na literatura ( Reis et al. 2006a; Costa-Val et al. 2007; Abreu-Silva et al. 2008; Freitas et al. 2012).

Nesse estudo a alteracdo hematoldgica mais evidente presente nos animais em ambos 0s
grupos era a anemia, sendo mais acentuada nos animais sintomaticos. A anemia em cées
naturalmente infectados por L. infantum é um dos achados laboratoriais mais comuns e
normalmente tem sua causa relacionada a sangramentos, hemdlise, inflamacéo, insuficiéncia renal,
doenca crénica e aplasia ou hipoplasia medular (Costa-Val et al. 2007; Freitas et al. 2012). Em
humanos, esta associada com a maior carga parasitaria na medula 6ssea, podendo esta relacionada
a sinais inflamatdrios, como vomitos, edema e inflamacdo pulmonar, sugerindo que infeccGes
bacterianas secundarias e aumento da carga parasitaria poderia desencadear anemia por inflamacéo
(Costa et al. 2010).

Os cdes infectados apresentaram uma medula Ossea hipercelular caracterizada pelo
aumento da série mieldide, o que ndo é inesperado quando se trata de uma doenca inflamatéria
crénica como a LVC (Trépia de Abreu et al. 2011). A linhagem granulocitica, em particular,
mieldcitos, metamieldcitos e bastonetes neutrofilicos, é o compartimento celular em expansdo na
medula dssea de caes infectados e correlacionado positivamente com a progressao da LVC ( Tropia
de Abreu et al. 2011; Nicolato et al. 2013). Pode-se inferir que a alta demanda dessas células em
cdes sintomaticos é em consequéncia da resposta inflamatoria em varios 6rgdos afetados pela

infeccdo, inclusive na medula 6ssea (Trépia de Abreu et al. 2011). Sabe-se que a hiperplasia
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mieloide é estimulada em doencgas inflamatdrias agudas e/ou cronicas devido a alta producédo de
citocinas como GM-CSF, TNF-a e IFN-y (Cotterell et al. 2000; Sawanobori et al. 2003; Stifter et
al. 2005), como observado em caes com LV, que apresentam alta expressdo de IFN-y nesse 6rgao
(Quinnell et al. 2001).

Dentre as lesBes histopatologicas observadas na medula dssea, a fibrose se destaca em
animais com quadro manifesto da doenca. Os animais sintomaticos apresentaram uma fibrose mais
intensa em relacdo aos cées nao infectados. Ja € sabido que a LVC é uma doenca essencialmente
fibrotica e que diferentes 6rgaos sdo afetados por esse tipo de lesdo (Silva et al. 2013). Apesar
disso, esse parece ser o primeiro relato que evidencia o padrao fibrotico na medula 6ssea em cées
sintométicos com LV.

Em geral, a fibrose na medula 6ssea é caracterizada pela identificacdo do aumento de fibras
de reticulina (provavelmente colageno tipo Ill) produzidas pelos fibroblastos, sob diferentes
estimulos infecciosos e ndo-infecciosos (Rocha Filho et al. 2000; Kumar et al. 2007; Bain et al.
2010), influenciados pela acdo de Vvérias citocinas e fatores de crescimento, por exemplo, TGF-f,
IL-4, IL-5, IL-13, fator de crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento epidermal
(Kuter et al. 2007; Wynn 2008; Nakayama et al. 2016). A LVC, como previamente exposto, é uma
doenca de caracter inflamatorio, e que a infec¢do por Leishmania na medula 6ssea promove um
acumulo de células inflamatdrias representadas principalmente por macrofagos e linfocitos (Momo
et al. 2014). Em uma inflamacé&o croénica, essas células sdo moduladas e transformam-se em fonte
substancial de citocinas e fatores de crescimento que estimulam a sintese e a proliferacdo de
colageno (Kendall & Feghali-Bostwick 2014), como a IL-4, detectada na medula 6ssea de cédes
naturalmente infectados (Quinnell et al.2001; Maia & Campino 2012). Além disso, foi
demonstrado em pacientes humanos com LV que fibrose na medula éssea representa um

prognostico ruim (Kumar et al. 2007).
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O aumento do estoque do ferro na medula dssea € considerado um dos fatores que
contribuem para a anemia na LVC (Rodes et al. 1999). No entanto, tanto nos cées assintomaticos
e sintomaticos com algum grau de anemia, somente quatro cdes apresentaram estoque de ferro
aumentado na medula 6ssea. Os demais apresentaram reducdo ou auséncia de ferro nesse érgéo.
Tratando-se de uma amostra de cées errantes, esse achado e coerente com uma deficiéncia de ferro
devido a uma dieta inapropriada desses animais, mesmo nos animais que apresentaram anemia
normocitica hormocrémica, achado este comum nos estagios iniciais da deficiéncia de ferro
(Naigamwalla et al. 2012). Vale destacar que, em processos inflamatdrios sistémicos, € observada
uma maior captacdo do ferro sérico no figado (Weiss et al. 1999; Soubasis et al. 2006; Grotto
2008), e em menor proporgao em outros 6rgaos como bago (Vale-Costa et al. 2013) e linfonodos
(Muirden 1970), sendo estas alteracbes também vistas na infeccdo por L. infantum (Albano et al.
2013).

O aumento de macrdfagos na LVC tem sido classicamente descrito na medula 6ssea de
cdes portadores dessa enfermidade (Momo et al. 2014). Nesse estudo, foi observado um aumento
importante dessas células na medula éssea de cdes assintomaticos. Os macréfagos desempenham
papéis criticos na resisténcia ou susceptibilidade durante a infeccdo por Leishmania (Liu &
Uzonna 2012). Quando a resposta imune é orquestrada de forma a favorecer o hospedeiro, 0s
macrofagos sdo ativados adequadamente, sob influéncia de citocinas como TNF-a ¢ IFN-y, e
produzem quantidades significantes de Oxido nitrico, um importante leishmanicida (Maia &
Campino 2012; Rodrigues et al. 2016). Dessa forma, sugere-se gue, nos animais assintomaticos, a
presenca de macrofagos na medula Ossea estaria correlacionada & eliminagdo do parasita e
consequente resisténcia a infecgdo (Reis et al. 2006b).

Mesmo diante da complexidade que envolve a agdo dos macréfagos na medula 6ssea e as
limitacdes deste estudo, foram utilizados marcadores de superficie como CD14 e MHC 11 para

avaliar a importancia dessas células na medula dssea de cdes com LV (Amorim et al. 2011;
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Figueiredo et al. 2013). Dessa maneira, o resultado de IMF de MHC Il em células CD14"
demonstrou que caes sintomaticos apresentam reducéo significante na medula dssea. Sabe-se que
a modulacdo negativa da molécula de MHC 11 contribui para a susceptibilidade a infec¢cbes como
as causadas por Leishmania (Maia & Campino 2012; Shio et al. 2012; Gupta et al. 2013).

Reis et al. (2006b) observaram a reducdo da expressdao de células CD14* e MHCII,
associadas ao perfil de predisposicdo e gravidade da doenca em cdes sintomaticos, havendo a
desregulacdo da resposta imune, devido a menor capacidade de apresentacdo de antigenos,
favorecendo, assim, a disseminacao do parasita no organismo.

Amorim et al. (2011) verificaram que cées sintomaticos com baixa expressdao de MHC de
classe Il em mondcitos CD14" possuiam elevada carga parasitaria na pele da orelha sendo capazes
de infectar flebotomineos. Nos cdes assintomaticos o aumento de macréfagos CD14" parece
controlar a disseminacdo e replicacdo parasitaria tecidual (Guerra et al. 2009). O aumento de
células CD14"* no jejuno também parece estar associada a uma menor carga parasitaria tecidual
nesse orgdo (Figueiredo et al. 2013).

Costa et al. (2018), avaliando in vitro a expressdo de moléculas de superficie dentre elas
CD14 e MHC classe Il em macréfagos humanos infectados com L. amazonensis, revelaram que a
modulacdo negativa desses marcadores esta diretamente relacionada com a intensidade de
infeccdo, sugerindo que macréfagos que contenham numerosos parasitas apresentam expressao
reduzidas dessas moléculas de superficie. Dessa forma, pode-se sugerir que, nos cdes sintomaticos,
a baixa expressdo de MHC classe 1l em células CD14" esteja assumindo um papel que contribua
para as lesGes mais graves observadas nesse grupo, em particular, a fibrose (Amorim et al. 2011;
Figueiredo et al. 2013).

Com base nos achados histopatoldgicos (hipercelularidade com hiperplasia mieloide e

fibrose) e na expressdo reduzida de MHC Il em células CD14", cées positivos para LV, sobretudo
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sintomaticos apresentam alteracGes mais acentuadas, assim, os achados na medula dssea podem

ser uteis no direcionamento do prognoéstico da doenca.
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Resumo

O alopurinol é utilizado para o tratamento, a longo prazo, de cées com
leishmaniose por atuar como farmaco leishmaniostatico, com resultados positivos na
remissdo dos sinais clinicos, laboratoriais e reducdo da carga parasitaria tecidual. O
presente estudo visou a avaliacdo das modificagdes na medula dssea de cdes infectados
apos tratamento com alopurinol. Neste estudo foram incluidos treze caes, sendo seis
naturalmente infectados por Leishmania infantum e tratados com alopurinol (20mg/Kg),
administrado por via oral, uma vez ao dia, durante 90 dias e sete animais ndo infectados
(controles). A anélise clinica, hematoldgica, citoldgica e histopatoldgica da medula 6ssea
foi realizada no pré-tratamento (D0) comparando com os resultados obtidos 120 dias ap6s
0 inicio do tratamento (D120). O uso do alopurinol promoveu reducao do escore clinico
em 50% dos cdes e reducdo da carga parasitaria na medula éssea em 100% dos animais.
As analises laboratoriais pos-tratamento demonstraram recuperacéo da anemia no sangue
periférico e diminui¢do do nimero de neutrofilos e aumento de plasmdcitos na medula
Ossea. Conclui-se que o tratamento com alopurinol promoveu uma recuperagdo
significativa no quadro de anemia nos animais tratados, no entanto, sugerimos um estudo
detalhado e a longo prazo capaz de compreender possiveis mecanismos adicionais
envolvidos nas modificacBes da medula 6ssea geradas pelo uso do alopurinol para o
tratamento da leishmaniose visceral canina.

Palavras-chaves: cdes, histopatologia, citologia aspirativa, medula 6ssea, leishmaniose

visceral, alopurinol

1. Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante doenca parasitaria endémica e
negligenciada no mundo (Alvar et al., 2012). Nas Ameéricas, 0s cdes sdo reservatorios
domeésticos importantes do agente da LV denominado Leishmania infantum (sinénimo
chagasi) (Mauricio et al., 2000), no ambiente peridomiciliar e urbano (Dantas-Torres et

al., 2012).
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A LV canina (LVC) é uma enfermidade grave para animais suscetiveis e
caracterizada por sinais clinicos-laboratoriais inespecificos como dermatopatias,
linfadenopatia, onicogrifose, emagrecimento acentuado, esplenomegalia, lesdes oculares,
doenca renal, lesdes por deposicdo de imunocomplexos nos tecidos (vasculites e artrites)
( Solano-Gallego et al., 2011; Silva et al., 2017). Dentre os achados laboratoriais
sugestivos da doenca tem-se anemia normocitica, trombocitopenia, leucopenia ou
linfocitose, hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipoalbunemia e
hipergamaglobulinemia (Freitas et al., 2012; Ulchar et al. 2015).

Diferentes protocolos de tratamento vém sendo utilizados em cdes com LV, a
maioria ja estabelecidos nos paises europeus (Noli e Saridomichelakis, 2014). As
principais drogas sdo 0s antimoniais pentavalentes, a anfotericina B convencional ou
encapsulada em lipossomas, o sulfato de aminosidina, o alopurinol, a pentamidina e
miltefosine (Noli e Auxilia, 2005; Reguera et al., 2016). No Brasil, o0 Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento aprovou recentemente o uso do miltefosine
(MAPA, 2016). Entretanto, as recomendagBes do Ministério da Saude mantém as
medidas de proibicdo do tratamento da LVC com produtos de uso humano ou nao
registrados (Brasil, 2006).

Os tratamentos mais comuns envolvem a utilizagdo combinada de antimoniato de
meglumine com alopurinol, miltefosine associado ao alopurinol ou o0 uso continuo do
alopurinol como monoterapia (Travi et al., 2018).

O alopurinol € um medicamento da classe das pirazolopirimidinas que atua no
metabolismo da Leishmania por produzir analogos inativos de inosina que sao
incorporados no RNA do parasito inibindo a sintese proteica (Balafia-Fouce et al., 1998;

Helm et al., 2013), sendo extensivamente usado em varios paises na terapia de LVC,
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devido a sua baixa toxicidade, por diminui os sinais clinicos e carga parasitaria, e ser de
baixo custo (Torres et al., 2011). Quando administrado aos cdes como monoterapia
antileishmania por um periodo de 2 a 24 meses, quase sempre promove melhora clinica
moderada com restauracao parcial dos parametros laboratoriais (Cavaliero et al., 1999;
Koutinas et al., 2001). No entanto, com a interrup¢do do tratamento, em geral, ocorre
recidiva da doenca (Cavaliero et al., 1999; Travi et al., 2018). Por esse motivo, 0
alopurinol é geralmente administrado por longo periodo de tempo e sendo descritos
poucos efeitos adversos (Noli e Saridomichelakis, 2014).

Com base nos principais mecanismos envolvidos nas alteracbes hematoldgicas na
LVC, sabe-se que parte deles estdo relacionados ao comprometimento da medula 6ssea
que € observado por alteracGes no mielograma e no exame histopatolégico (Momo et al.,
2014; Nicolato et al., 2013; Tropia de Abreu et al., 2011). Nesse contexto, considerando
que a LV pode provocar alteracdes no microambiente da medula 6ssea, e pouco se
conhece sobre as modificacfes nesse 6rgdo apos tratamento, foi proposto a avaliagdo do
efeito da terapia com alopurinol na medula éssea e na resposta clinico-laboratorial de caes

naturalmente infectados por L. infantum.

2. Materiais e métodos
2.1 Aspectos éticos

O protocolo deste estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Brasil, sob
namero 101/15 (ANEXO). Todos os procedimentos realizados com os animais foram de

acordo com normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
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(COBEA). O estudo foi realizado no periodo compreendido entre dezembro de 2015 a
outubro de 2017.
2.2 Selecdo dos animais

Treze cées, mesti¢os, machos e fémeas, com idade de 1 a 6 anos, provenientes da
area endémica de Teresina, Piaui, Brasil, foram selecionados com base no diagnostico
parasitologico e soroldgico positivo para Leishmania sp.. As amostras utilizadas para o
diagnostico parasitoldgico eram obtidas através de aspirados de medula 6ssea esternal
e/ou linfonodo popliteo, bem como raspado de pele (quando havia lesbes cutaneas), ja a
analise soroldgica foi realizada através da utilizacio da plataforma DPP®
(Biomanguinhos). Os animais utilizados no experimento foram provenientes da Geréncia
de Zoonoses de Teresina (GEZOON)-PI e do Hospital Veterindrio Universitario
(HVU)/UFPI, mediante doacdo do tutor apds informacdo dos objetivos da pesquisa e
assinatura do Termo de Doacédo de Animal para a Pesquisa (APENDICE). Seis cdes com
exame parasitologico positivo foram considerados animais naturalmente infectados por
Leishmania. Sete cdes com exame parasitologico negativos foram considerados animais
ndo infectados. Como critério de exclusdo, animais soro-reagentes diagnosticados por
testes soroldgicos rapidos para Ehrlichia canis (Alere Erliquiose Ac test KIT®) e para
cinomose canina (Alere cinomose Ag test KIT®) foram excluidos da analise. Apds
selecdo, os animais foram imunizados com vacina dectupla (viroses) e anti-rébica, e
mantidos sob condi¢des de alojamento habituais (alimentacdo, &gua, temperatura e
ventilacdo adequadas em canil apropriado do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/UFPI),
com telas de protecdo para evitar a entrada de flebotomineos (vetores da LV) até a

conclusédo do experimento.
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2.3 Avaliacao clinica

Todos os cées inseridos na pesquisa foram avaliados clinicamente de acordo com
0s seguintes parametros clinicos: estado nutricional, linfonodos, coloracdo das mucosas,
alteracdes cutaneas (pelagem opaca, alopecia, dermatite, lesbes e despigmentacao de pele,
onicogrifose), alteracbes oftalmoldgicas (secrecdo ocular e blefarite) e sangramentos.
Apdbs a avaliacdo, foram atribuidos escores aos sinais clinicos, conforme Silva et al.
(2017).

2.4 Grupo experimental

Apbs a realizacdo dos exames para diagnostico de LV e coinfecgdes, 0s animais
foram divididos em dois grupos: cdes infectados (N=6) e cdes ndo infectados (N=7). Os
cdes com LV foram tratados com Alopurinol® (Medley), na dose de 20mg/kg de peso
corporal, via oral, uma vez ao dia, durante 90 dias (Noli e Auxilia, 2005).

Todos os animais submetidos ao tratamento foram acompanhados e avaliados
quanto aos parametros clinicos, exames laboratoriais (hemograma e bioquimico),
dosagens de IgGs anti-Leishmania, quantificacdo da carga parasitaria, mielograma e
bidpsia de medula 6ssea, nos periodos pré-tratamento dia zero (DO) e 120 dias apds o
inicio do tratamento (D120).

2.5 Exame laboratorial

Para a realizag&o dos exames laboratoriais foi utilizada uma amostra de 4 ml de
sangue total, obtida através de venopuncdo, na veia jugular em tubo a vacuo contendo
EDTA 10% (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para exame hematolégico e 4 ml de sangue
em tubo seco (Vaccuntainer, BD Lab., EUA) para avaliacdo bioquimica. Os parametros
hematologicos foram quantificados através de analisador hematologico automatico

(Modelo: hematoclin 2.8 Vet, Bioclin) e incluiam: contagem de leucocitos totais
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(10%/mm?), hemacias (He/mm?®), dosagem de hemoglobina (Hb g/dL) e a determinacio
do hematdcrito (Ht%), alem da contagem total de plaquetas. A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada por analise de pelo menos 100 leucocitos em esfregacos de sangue
corados com corante hematologico rapido e a leitura realizada por microscopia de luz.

Para a contagem de reticuldcitos foi utilizada a técnica que preconiza a adicao de
quantidades iguais de sangue e do corante azul de cresil brilhante na concentracao de 1%.
Apds, seguiu com a incubacdo da amostra em banho-maria a 37°C por 20 minutos. Em
seguida, foram confeccionados esfregacos sanguineos e contracorados com corante
hematoldgico rapido. As contagens foram realizadas utilizando-se microscopio optico de
luz em aumento de 1000x, no qual foi realizada a contagem de reticuldcitos em um total
de 1000 hem@cias.

As amostras de soros foram analisadas atraves de equipamento semi-automatico
(Modelo: D-250, Doles) em que se dosou as concentracdes séricas de fosfatase alcalina,
proteinas totais e suas fracfes (albumina e globulina) alanina aminotransferase-ALT,
uréia e creatinina, utilizando kits LABTEST (Labtest Diagndstica SA).

2.6 Coleta da medula 6ssea

Para a realizagdo do aspirado e bidpsia de medula éssea, os animais foram sedados
com associacdo de cloridrato de xilazina (1mg/kg) e cloridrato de cetamina (10mg/kg),
por via intramuscular. Ap6és 10 minutos, foi administrado anestésico geral, Tiopental
Saédico 2,5%, na dose de 0,5 mL/kg de peso pela via intravenosa. Apds atingir o plano
anestésico adequado, foi realizada a tricotomia e antissepsia local. O procedimento
realizou-se com base na metodologia adaptada de Raskin & Messick.(Raskin and
Messick, 2012) Realizou-se a coleta na crista iliaca, utilizando-se agulhas de 19 G

acoplada a seringa de 20 mL para a pungéo aspirativa da medula dssea. Aproximadamente
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1,0 mL de aspirado de medula déssea foi obtido por coleta em EDTA a 3% diluido em
solucdo fisiologica estéril. Para avaliagdo do mielograma foram confeccionados
esfregacos em laminas de microscopia e, em seguida, fixadas em alcool metilico e coradas
com corante Pandtico rapido (Laborclin, ref:620529).

Para a obtencdo de amostra de biopsia de medula 6ssea, foram coletados também
fragmentos da regido da crista iliaca, de aproximadamente 1,5 cm com o auxilio de agulha
para bidpsia do modelo Jamshidi. Os cdes foram mantidos em decubito lateral esquerdo
com os membros anteriores e posteriores proximos, de modo a flexionar-se a coluna e a
facilitar o acesso a crista iliaca.

2.7 Mielograma

A analise do mielograma realizou-se conforme descrita por Harvey (2012). A
celularidade da medula dssea foi estimada examinando-se a proporcao de células versus
adipdcitos presentes nas espiculas e comparando a idade aproximada do animal, animais
jovens (25% de adipdcitos e 75% de células), jovens adultos (50% de adipdcitos e 50%
de células), animais idosos (75% de adipdcitos e 25% de células).(Cowell and
Valenciano, 2013) Em espiculas compostas por mais de 75% de células, a medula éssea
foi considerada hipercelular e em espiculas compostas por mais de 75% de gordura, a
medula dssea foi considerada hipocelular. As séries eritroide, mieloide, linfoide,
monocitica e megacariocitica foram avaliadas quanto a frequéncia, maturidade e
morfologia, por contagem diferencial de 500 células.

A determinacgdo da relagdo mieloide/eritroide (M:E) foi obtida dividindo-se o
numero total de células da série mieloide pelo nimero total de células nucleadas da serie
eritroide; a taxa de maturacgéo da linhagem mieloide (MJ:MM) foi determinada dividindo-

se 0 numero total de células da linhagem mieloide jovem pelo nimero de células da
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linhagem mieloide madura; a taxa de maturacdo da linhagem eritroide (EJ:EM) foi
determinada dividindo-se o namero total de células da linhagem eritroide jovem pelo
numero de células eritroides nucleada madura.
2.8 Histopatologia da medula éssea

2.8.1 Coloracgao de Hematoxilina-eosina (H-E)

Os fragmentos de medula 6ssea foram inicialmente fixados overnight em solucéo
contendo Lisina 75 mM, Paraformaldeido (PFA) 4% e Periodato de Sddio 10 mM, e em
seguida descalcificados em solucédo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10%,
pH 7,0 por 72h. As amostras foram processadas por técnica de rotina, cortadas com 3 a 4
um de espessura, e coradas com H-E.

Os resultados dos exames histopatoldgicos foram analisados de forma semi-
quantitativa em trés espacos intertrabeculares.(Jubb e Kennedy, 2007) A analise da
celularidade foi estimada conforme a idade de cada animal (Weiss, 1986). As lesdes
foram avaliadas em uma escala de O a 4, adaptada de Elmore(Elmore, 2006)onde: 0=
normal, 1 = minima, 2 = média, 3= moderada, 4= grave. As lesdes observadas foram
descritas quanto a distribuicdo em focal ou difusa, avaliando, no minimo, trés espagos
intertrabeculares. As laminas confeccionadas foram avaliadas por dois patologistas
independentes.

2.9 Titulacdo dos soros por ELISA antigeno- especifico anti IgG total, IgG1 e 1gG2

Os soros dos animais infectados foram titulados de 1:400 a 1:409.600 no DO e
D120. O antigeno soltvel de Leishmania (SLA) foi obtido por cultivo utilizando 1x10%°
promastigota de Leishmania spp. Para a deteccao das respostas de anticorpos 1gG total e
subclasses antiLeishmania, foram utilizadas placas de 96 pogos (Maxisorb, Nunc/Thermo

Fisher Scientific, Rochester, NY) revestidas com 2 pg/ml de SLA em solugéo salina
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tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2, overnight, a 4° C. Em seguida, as placas foram
lavadas por 3 vezes com 200ul de PBS-Tween 0.5% (PBS-T) para serem entdo
bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente com PBS-T com 5% de leite em pd
desnatado. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas, e adicionado 100ul de
soro na diluicdo 1:400 em PBS-T com 5% de leite em pd desnatado, sendo diluido
seriadamente, em razao 2, até 1:409.600 e incubadas a temperatura ambiente durante 2
horas numa plataforma de agitacdo. ApOs esse periodo, as mesmas foram lavadas
novamente e adicionados em cada poco 100ul de anti-lIgG canino total conjugado a
peroxidase de rabano (HRP) (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX), na diluicdo de
1:15000 em PBS-T com 5% de leite em p6 desnatado, durante 1 hora. Em seguida, as
placas foram lavadas e adicionados 200l do substrato, conforme descrito por (Basiri, et
al. 2015) (5mg de orthiphenylene diamine (OPD), 5ul de H202 e 10 ml de PBS). Para
parada da reacdo foram adicionados 50 pl de acido sulfarico (H2SO4 3N) em cada poco
e, em seguida, foi realizada a leitura das placas em espectrofotometro a 495 nm, sendo a
densidade optica (DO) de cada poco devidamente registrada. O mesmo procedimento foi
realizado para dosar as subclasses de 1gG (IgG1l -1:500 e IgG2- 1:30.000 (Bethyl
Laboratories, Montgomery, TX).
3.0 Carga Parasitaria

Para a extracdo de DNA de células da medula 6ssea, utilizou-se 0 QlAamp DNA
mini kit (Qiagen), conforme recomendagdes do fabricante. Como alvo de deteccéo do
parasito, os iniciadores utilizados foram baseados nos minicirculos de kDNA de L.
infantum (NUmero de acesso no GenBank AF169140) de acordo com Roldo (2004),
sendo eles: sense — 5° - GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3" e anti-sense — 5’ -

GCTATATCATATGTCCAAGCACTTACCT-3' e sonda TagMan (5° -
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250 ACCACCTAAGGTCAACCC - 3’). Para a reagao de PCR quantitativo (qPCR), 5 uL de
251 amostra de DNA (100ng) foram adicionados em uma solugdo contendo 12,5uL de 2x
252  TagMan Universal PCR Master Mix, no AmpErase UNG (Applied Biosystems), 1,25 uL
253  de cada iniciador ¢ 1,0 uL de sonda TagMan MGB (FAM™ dye-labeled, Applied
254  Biosystems), para um volume final de 25 pL de reacdo. As amostras foram submetidas a
255  amplificacdo de DNA em termociclador (Applied Biosystem StepOne Plus Real Time
256  PCR System) com os seguintes ciclos: 95° por 10 minutos; 95°C por 15 segundos; 60°C
257  por 1 minuto submetidos a 40 ciclos. A curva padrdo para determinacdo da carga
258  parasitaria de L. infantum foi realizada por meio de dilui¢bes seriadas na razéo de 1:10,
259  partindo-se de 10°até 1 parasito.

260 3.1 Andlise estatistica

261 Foram descritas as frequéncias simples dos sinais clinicos, laboratoriais, histolégico
262  dos cdes antes e ap0s tratamento. As medianas e quartis 25% e 75% foram utilizados para
263  avaliar as variaveis continuas dos escores clinicos, pardmetros laboratoriais e histoldgico.
264  Para verificar diferencas nas distribuicfes das variaveis entre os parametros laboratoriais,
265  imunoldgico e do mielograma antes do tratamento (DO) e entre os animais ndo infectados
266  utilizou-se o teste de Mann-Whitney. E para verificar a existéncia de significancia entre as
267  variaveis continuas antes (DO) e 120 ap6s o inicio do tratamento (D120), utilizou-se o teste
268  Wilcoxon. As analises foram realizadas por meio do programa estatistico computacional
269  GraphPad Prism 5.0 e o nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

270 4.0 Resultados

271 4.1 Perfil clinico e laboratorial de cdes com LV antes e ap6s tratamento com Alopurinol
272 Nos cées infectados, os sinais clinicos mais frequentes observados no DO foram:
273  linfadenomegalia em 100% (6/6) dos animais, seguidos de lesdes cutaneas em 66,7% (4/6),

274 sendo despigmentacdo e hiperqueratose de focinho, Glceras cutaneas e dermatite esfoliativa
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as mais observadas. Outras manifestacdes incluiam: onicogrifose em 66,7% (4/6), mucosas
hipocoradas em 50% (3/6), 50% (3/6) apresentavam alteracfes oculares tais como:
secrecdo ocular e opacidade de cornea e emagrecimento em 16,7% (1/6), o escore clinico
atribuido as manifestagdes clinicas variou de 3 a 13 (Tabela 1).

No D120, embora tenha ocorrido a melhora clinica dos animais, alguns sintomas
persistiram como a linfadenomegalia em 100% (6/6) dos casos, lesdes cutaneas em 50%
(3/6), lesbes oculares em 33,3% (2/6) e onicogrifose em 16,7% (1/6), o escore clinico
variou de 2 a 8 (Tabela 1).

Em relacdo a carga parasitaria da medula 6ssea quando comparada entre 0s
periodos DO e D120, observou-se reducdo em 66,7% (4/6) dos animais, mas sem
diferenca significantiva (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1. Frequéncia dos sinais clinicos e média da carga parasitaria de cdes naturalmente

infectados por L. infantum "pré" e "p6s™ tratamento com Alopurinol

Sinais clinicos e Caes infectados

carga parasitaria DO D120
Emagrecimento 1 (16,7%) 0
Onicogrifose 4 (66,7%) 1 (16,7%)
Linfadenomegalia 6 (100%) 6 (100%)
Mucosas hipocoradas 3 (50%) 0
Lesdes cutaneas 4 (66,7%) 3 (50%)
Alteracdes oculares 3 (50%) 2 (33,3%)
Escore clinico 4 (3-8,5) 3(2-7,2)
Carga Parasitaria 2,6 (0,0-29,0)* 0,05 (0,0-3,3)

*Mediana (percentis 25-75).
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O exame hematologico dos caes infectados no DO demonstrou anemia em 83,3%
(5/6) dos cées, destes 40% (2/5) apresentaram anemia normocitica normocrémica, 40%
(2/5) anemia normocitica hipocrémica, 20% (1/5) anemia microcitica hipocrémica. Foi
observada uma reducéo significativa nos niveis de hemoglobina no DO comparando-se
aos animais nao infectados. O leucograma revelou leucocitose com neutrofilia em 17%
(1/6) dos animais. Em relacéo ao nimero de plaguetas, 50% (3/6) dos caes apresentavam
trombocitopenia (Tabela 2).

No D120, houve uma recuperacdo da anemia com valores médios de eritrocitos,
hemoglobina e hematdcritos atingindo os parametros de normalidade quando comparados
com o DO. O leucograma revelou que 50% (3/6) dos animais apresentaram leucocitose
com eosinofilia e, apenas um animal apresentou trombocitopenia (Tabela 2)

Na avaliacdo do perfil bioquimico DO, havia alteracdo nos niveis séricos de
fosfatase alcalina, ALT, proteinas totais, albumina e globulinas. Os niveis de fosfatase
alcalina estavam acima dos valores de referéncia em 50% (3/6); em 50% (3/6) foi
observado aumento dos niveis de ALT, seguido de 66,7% (4/6) dos animais apresentando
hiperproteinemia. Foi observado com niveis significantes, hipoalbunemia e
hiperglobulinemia nos animais no DO em relagdo aos animais néo infectados (Tabela 3).

As concentragdes séricas de ALT, proteinas totais, albumina e globulina também
apresentavam alteracdes pos-tratamento, sendo que apenas um animal continuava com
niveis elevados de ALT, 100% (6/6) dos caes continuaram com hiperproteinemia, 50%
(3/6) com hipoalbunemia e 100% (6/6) com hiperglobulinemia (Tabela 3).

Apos os 120 dias do inicio do tratamento, houve uma reducédo significante dos

niveis sericos de 1gG total, IgG1 e 1gG2 nos animais infectados (Tabela 3)
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Tabela 2 Resultados do escore clinico, carga parasitaria e hemograma dos animais antes (DO0) e pés tratamento (D120) com Alopurinol

82

DO D120
animal escore clinico carga parasitaria hemograma escore carga parasitaria hemograma
(parasita/pL) clinico (parasita/pL)
Anemia normocitica Leucocitose com
normocrémica, eosinofilia e
1 13 11,95 trombocitopenia. 8 0,00 linfocitose absoluta
Anemia normocitica Anemia macrocitica
normocrémica, hipocrémica,
leucocitose com eosinofilia absoluta
2 4 78,50 neutrofilia absoluta 3 0,11
Anemia normocitica Leucocitose com
hipocromica eosinofilia absoluta.
3 7 0,00 7 0,00
Anemia microcitica Trombocitopenia.
normocromica, eosinopenia absoluta
monocitopenia
4 4 1,33 absoluta 2 1,73
Eosinopenia absoluta Linfocitose aboluta.
monocitopenia
5 3 3,93 2 8,19 absoluta.
Hemograma normal Monocitopenia
6 3 0,82 3 0,00 absoluta.
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316  Tabela 3 Avaliagdo dos parametros laboratoriais* e imunoldgicos de cées infectados por

317 L. infantum antes e pds-tratamento com alopurinol e animais néo infectados

Grupos clinicos
Pardmetros Cées infectados Cées ndo infectados
laboratoriais DO D120 (D0)
(n=6) (n=6) (n=7)

Eritrdcitos (x108/pL) 4,6 (3,7-6,5)* 6,4 (5,4-8,1)° 6,2 (5,4-7,4)
Hemoglobina (g/dL) 10,4 (8,05-12,3) 13,3 (11,4-16,9)" 13,4 (10,6-15,2)
Hematécrito (%) 30,9 (24,7-38,1) 42,2 (38,2-53,6)° 42,1 (37,1-45,1)
Reticulécitos (pL) 12,8 (4,74-72,2) 5,9 (3,7-7,0) 5,9 (3,74-7,0)
Plaquetas (x10¥mm?) 208 (147,3-285,8) 353 (250,5-437,5) 206 (145-387)
Fosf. alcalina (UI/L) 142,9 (52,3-182,9) 76,9 (45,5-89,23)? 27,0 (18,5-37,6)
ALT (U/L) 36 (25,1-69,7) 30,3 (24,2-36,1) 27 (18,5-37,6)
Ureia (mg/dL) 20,6 (15,5-34,1) 24,5 (18,7-30,3) 27,5 (27,2-44)
Creatinina (mg/dL) 0,9 (0,7-0,95) 0,8 (0,7-1,0) 1,0(0,9-1,1)
Proteina total (g/dL) 9,0 (6,32-10,8) 9,0 (8,2-9,7) 8,4 (7,3-8,6)
Albumina (g/dL) 1,4 (1,0-2,05) 2,2 (1,8-2,6) 3,5 (2,5-3,8)
Globulina(g/dL) 7,6 (5,1-9,17)? 6,7 (6,0-7,4) 4,8 (4,6-5,3)
IgG total (0.D.) 9600 (3200-89600) 3200 (2800-17600)P -
lgG1 (0.D.) 3200 (800-64000) 1200 (700-8800)° -
IgG2 (0.D.) 16000 (6400-140800) 3200 (1600-28000)P -

318  *Mediana (percentis 25 — 75).

319 ?P< 0,05, teste Mann-Whitney comparando cdes no DO e cédes ndo infectados.

320 °P<0,05, teste de Wilcoxon comparando cdes no DO e D120.

321  -Valores ndo quantificados.

# Valores de referéncia: Hemacias = 5,5-8,5 (x106/mm3); Hemoglobina= 12-18 g/dL; Hematocrito= 37-55%;

322 Reticulécitos= <60000/uL; Leucdcitos = 6-17 x 103/mm3; Plaquetas = 200-500 x10%/mm?® HARVEY (2012). Fosfatase
alcalina: 20-156 UI/L ALT (Alanina aminotransferase):21-73 UI/L; Ureia: 21,40-59,92 mg/dL; Creatinina: 0,50-1,50
mg/dL; Proteina Total: 5,40-7,10 g/dL; Albumina: 2,60-3,30 g/dL; Globulina: 2,70-4,40 g/dL KANEKO.C?
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4.2 AlteracGes no mielograma de cdes com LV antes e pds tratamento com Alopurinol
Nos cées infectados no DO, foi observada alteracdo somente na série mieldide com
reducdo significante dos precursores da série eosinofilica (mieldcito, metamieldcito e
bastonetes) e metamielécito neutréfilo em relagdo aos cées ndo infectados (Dados
suplementares, Tabela IV). (Tabela 3).
Nos 120 dias ap0s inicio do tratamento, houve reducdo significante dos neutrofilos
segmentados quando comparados no DO. Em contraste, foi observado aumento

significante do numero de plasmacitos (Tabela 4).
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Tabela 4 Avaliacdo da celularidade relativa e taxa de maturacdo celular da medula dssea de cées
naturalmente infectados por L. infantum antes e pds tratamento com Alopurinol e animais nédo

infectados
Parametros Cées infectados Cées ndo infectados
DO D120
Série mielodide (n=6) (n=6) (n=7)
Mieloblasto 0,3(0,2-2,1) 0,5(0,35-1,1) 1(0,4-1,2)
Mielécito neutréfilo 3,2 (1,7-5,15) 2 (1,8-3,5) 3,4 (2-4,2)
Mieldcito eosindfilo 0,5 (0,3-0,8)2 0,9 (0,6-2,05) 1,4 (0,8-3,2)
Metamieldcito neutrofilo 7,4 (6-9,4)2 11 (8,6-16,4) 13,8 (10,8-15,4)
Metamieldcito eosindéfilo 0,1 (0-0,2)2 0,5 (0-1,8) 0,6 (0,2-0,8)
Bastonete neutrdéfilo 9,6 (8,4-19,7) 12,3 (9,9-17,5) 17,6 (12,6-18,8)
Bastonete eosinofilo 0,2 (0-0,45)? 0,9 (0,0-3,4) 0,4 (0,4-0,8)
Neutrofilos 27,4 (8,5-45,2) 8,1 (1,6-14,4)° 14,0 (12-15,8)
Eosindfilos 0,5(0,3-1,5) 0,6 (0,0-0,8) 0,6 (0,2-1,0)
Total células mieloides jovens 0,3 (0,2-2,1) 0,5(0,3-1,1) 1,0 (0,4-1,2)

Total células mieloides maduras
Mieloide Jovem:Mieloide Maduro

59,2 (33,3-69,2)

44,4 (29,45-49,0)

51,6 (49,6-56,8)

(MJ:MM) 0,01 (0,01-0,03) 0,01 (0,01-0,02) 0,02 (0,01-0,03)
Série eritrdide

Rubriblasto 0,7 (0-1,3) 0,6 (0,0-2,1) 0,4 (0,2-0,4)

Rubricito 13,6 (5,9-31,95) 23,6 (10,7-32,6) 26,4 (22,6-31,4)

Metarubricito 5,5 (2,2-7,0) 4,9 (2,2-6,4) 6 (3-7,6)

Total células eritroides jovens 0,7 (0,0-1,3) 0,6 (0,0-2,1) 0,4 (0,2-0,4)

Total células eritroides maduras
Eritroide Jovem:Eritroide Maduro

17,6 (11,9-37,2)

30,8 (12,1-37,4)

32,4 (28,2-36,8)

(EJ:EM) 0,01 (0-0,09) 0,02 (0,0-0,08) 0,01 (0-0,02)
Outros

Linfécitos 2,1(1,0-4,3) 1,9 (1,6-3,0) 2,4 (1,4-2,8)
Plasmdcitos 2,5 (0,7-14,95) 11,1 (2,5-23,4)° 4,2 (3,4-9,6)
M:E 3,2 (1,1-4,1) 1,4 (1,1-3,0) 1,6 (1,4-1,9)

*Mediana (percentis 25 — 75).

4P< 0,05, teste Mann-Whitney comparando cdes no DO e cées ndo infectados.

bp<0,05, teste de Wilcoxon comparando cées no DO e D120.

# Valores de referéncia em cdo adulto: mieloblasto= 0.4-1.1; mielécito neutréfilo= 3.1-6.1; mieldcito eosinéfilo=
0.0-2.07; Metamielocito neutréfilo=5.3-8.8; metamieldcito eosindfilo=0.0-2.81; bastonete neutr6filo=12.7-17.2;
bastonete eosinéfilo=0.07-2.81 neutré6filos=13.8-24,2; eosin6filos=3,6; mieldide jovem= 10,3; mieldide madura=
39,4; rubriblasto=0.2-1.1, rubricito=15.5-25.1, metarrubricito=9.2-16.4, eritroide jovem= 4,1; eritréide maduta=
42,3; linfocitos=1.7-4.9; plasmécito=0.6-2.4; relagdo M:E=0,75-2,25 (JAIN, 1993; HARVEY 2012; Mischke &

Busse, 2002).

A analise das alteracbes morfologicas das linhagens hematopoiética observadas

durante contagem diferencial antes e pos-tratamento, revelou que 50% (3/3) dos cées

antes do tratamento apresentavam alterac6es displasicas na série eritroide caracterizada

por mitoses atipicas (despolarizadas) (Fig.1 A), assincronismo maturativo nucleo-
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citoplasma, e percursores eritrdides gigantes, 83,33% (5/6) dos cdes demonstraram
alteracbes na linhagem granulocitica compativeis com donut cells (célula em rosca)
(Fig.1 B), hipersegmentacdo neutrofilica (Fig.1 C), binucleacdo celular (Fig.1 D),
bastonetes gigantes e assincronia de maturacdo. Apos o tratamento foi observado que
83,3% (5/6) dos animais demonstraram alteracGes displasicas na série eritroide
compativeis com citoplasma escasso e irregular e assincronismo maturativo nucleo-
citoplasma, 50% (3/3) dos cées demonstraram alteracbes na linhagem mieloide
compativel com precursores gigantes, hipersegmentado e com vacuolizagdo nuclear e em
16,7% (1/6) foram observados displasia megacariocitica exibindo hipolobulacdo do

ndcleo e emperipolesi (Fig.1 E).

4.3 Alteraces histopatoldgicas em medula 6ssea de caes com LV antes e pos-tratamento
com Alopurinol

A andlise histopatologica da medula 6ssea ndo mostrou alteracfes significantes
nos animais no DO e D120.

No DO, 50% (3/6), apresentaram a medula dssea hipercelular, 33,3% (2/6) dos
animais infectados apresentaram hiperplasia megacariocitica e 33,3% (2/6) hipoplasia
megacariocitica. Macréfagos ativados estavam presentes em 50% (3/6) dos animais, e em
50% (3/6) foram observadas areas de necrose, em 16,7% (1/6) vacuolizagdo
citoplasmatica e 50% (3/6) hemorragia.

No D120, 33,3% (2/6) apresentaram a medula 6ssea hipercelular, e hipocelularida,
hiperplasia megacariocitica, hipoplasia megacariocitica e macrofagos foram observados

em 16,7% (1/6) dos animais e hemorragia estava presente em 50% (3/3).
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388

Fig. 1: Aspirado de medula 6ssea de cdo com LV. A, mitoses atipicas (setas). B, donut cells (célula em rosca) (seta). C, hipersegmentacao

neutrofilica (setas). D. Percursores binucleados (setas). E, emperipolesi (seta). Corante Romanowsky (Barra=100um).
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5.0 Discussao

Com o intuito de contribuir na investigacdo do impacto do tratamento na medula 6ssea dos
animais infectados, esse estudo propds avaliar as alteracbes encontradas no mielograma e
histopatoldgico antes e ap06s o tratamento com alopurinol. Também foram avaliados os parametros
clinicos, laboratoriais e a carga parasitaria dos animais.

A LVC é uma doenca sistémica que pode envolver varios 6rgdos e tecidos e manifesta-se
por sinais clinicos inespecificos. As manifestacGes clinicas mais comuns e encontradas nos
animais do nosso estudo foram linfadenomegalia generalizada, perda de peso corporal, palidez de
mucosas, dermatites em diversos graus e leses oculares (Solano-Gallego et al., 2011), com a
instituicdo do alopurinol os animais do experimento demonstraram resposta clinica a terapia com
remissao dos sinais clinicos. Cavaliero et al. (1999) utilizando protocolo com alopurinol, observou
que todos os animais envolvidos no estudo apresentaram melhora clinica apds o inicio do
tratamento com duragéo de 2 a 24 meses e ndo ocorreu recidiva durante o tratamento a longo prazo,
entretanto observou aparecimento de sinais clinicos como lesdes cutaneas e linfadenomegalia ap6s
interrupcdo da terapia. Solano-Gallego et al. (2016) também observou uma melhora clinica em
cées submetidos a protocolos de tratamento com associagdo de antimoniato de meglumina por 30
dias e alopurinol por 12 meses.

De acordo com Travi et al., (2018) os objetivos propostos pelos tratamentos sao multiplos,
variando desde a melhora clinica dos animais sintomaticos até a prevencdo do aparecimento dos
sinais clinicos em cées assintomaticos, sendo que o intuito € a cura parasitologica propiciando o
aumento da expectativa de vida dos animais tratados.

Os parametros laboratoriais em cdes com LVC séo frequentemente reportados na literatura
e incluem anemia em graus variaveis, sendo anemia normocitica normocromica de intensidade

média a moderada a mais comum. Também sdo relatadas leucocitose, trombocitopenia,
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hipoalbunemia e hiperglobulinemia, no entanto, sdo observadas alteracGes laboratoriais distintas
com o curso da infeccdo ( Reis et al., 2006; Ulchar et al., 2015). Anemia é considerada um
importante marcador clinico-patologico para acompanhamento da eficacia de tratamentos
antileishmania (Koutinas et al., 2001). Normalmente, o quadro de anemia é revertido durante ou
logo apods o tratamento (Helm et al., 2013). Koutinas et al., (2001) observaram reducdo da
frequéncia de anemia entre os animais avaliados ap0s tratamento com alopurinol. Dos 34 animais
inseridos no estudo, 67,6% apresentaram reducdo da porcentagem de hematdcrito no pre-
tratamento. Logo apos a terapia, a porcentagem de hematdcrito reduzida foi observada em apenas
32,4% dos cdes. Helm et al. (2013) relataram a ocorréncia de alteracGes laboratoriais, tais como:
hipoalbunemia e hiperproteinemia em 32 caes com LVC originarios de area endémicas da Europa,
apos iniciado o tratamento com alopurinol entre 1 a 5 meses, 0s autores observaram normalizacao
no quadro de hipoalbunemia, hiperproteinemia, anemia e leucopenia. Solano-Galego et al. (2016)
observou que 94% (18/37) e 65% (19/29) dos cdes ndo apresentaram mais alteracGes nos
parametros laboratoriais nos dias 180 e 365 de acompanhamento respectivamente. Alguns animais
permaneceram apenas com proteinuria ou hiperglobulinemia leve.

Resposta humoral especifica na LVC caracteriza-se por elevados niveis de 1gG anti-
Leishmania, correlacionados a infeccdo e a elevada carga parasitaria (Quinnell et al., 2003;
Laranjeira et al., 2014), bem como é um dos principais responsaveis pela patogénese da doenca
em animais susceptiveis em decorréncia do estabelecimento das reacdes de hipersensibilidade tipo
I1 e 111 em diversos tecidos (Saridomichelakis, 2009).

Estudos mais recentes concentram-se em relacionar as vérias classes e subclasses de
imunoglobulina e a resposta produzida pelo hospedeiro durante o processo de infecgéo,
destacando-se a quantificacdo de anticorpos IgG1 e 1gG2 e sua eficidcia como biomarcadores para
avaliar o perfil de suscetibilidade e resisténcia a doenca (Neto et al., 2010; Lima et al., 2017).

Diante disso, o perfil humoral é considerado um bom marcador para avaliar a eficacia do
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tratamento e diferenciar cdes responsivos ou ndo a terapia (Hosein et al., 2018), pois o declinio
dos niveis de IgG sugere a reducdo da carga de Leishmania na maioria dos cdes submetidos a
quimioterapicos (Rodriguez et al., 2006). O monitoramento da cinética do anticorpo é também é
muito atil para a deteccdo de recidiva clinica de cdes em tratamento podendo sugerir protocolo
inadequado ou resisténcia a drogas (Solano-Gallego et al., 2016).

Cavaliero et al.(Cavaliero et al., 1999) observaram reducéo dos niveis de IgG e subclasses,
apos tratamento com alopurinol, entretanto, houve reducéo gradual significativa dos niveis de 1gG
total e 1gG2, enquanto que os niveis de IgG1l reduzem rapidamente em cdes responsivos ao
tratamento. A avaliacdo dos niveis de anticorpos apos tratamento também é reportada em
pacientes humanos com LV, nos quais niveis reduzidos de anticorpos das subclasses de IgG podem
sugerir a eficacia do protocolo terapéutico utilizado (Matta et al., 2000).

Manna et al. (2015) também observaram reducdo dos titulos das subclasses de 1gG logo
apos tratamento de longa duracdo com alopurinol associado a outros farmacos, no entanto, com a
avaliacdo continua dos animais ap0s a terapia, observou-se aumento dos niveis de IgG2 associado
a recidiva da doenca.

A associacdo de achados na medula 6ssea de humanos tem sido Util para avaliar a resposta
ao tratamento para LV, bem como determinar o prognastico dos pacientes. Diante disso, pacientes
com medula éssea hipocelular responderam bem ao tratamento com antimoniato pentavalente, ja
pacientes com granuloma ndo foram responsivos a terapia com antimoniato pentavalente, mas
responderam a Anfotericina B, no entanto pacientes com fibrose e necrose na medula 6ssea foram
resistentes a qualquer tipo de terapia e evoluiram para o 6bito (Kumar et al., 2007). E importante
considerar que o valor dos achados na medula 6ssea pode orientar qual a melhor terapia a ser
instituida ao paciente (Dhingra et al., 2010). Em cées, os estudos tem focado para a importancia
da medula 6ssea como alvo para acompanhamento da reducdo da carga parasitaria apos tratamento

para LVC ( Ribeiro et al., 2008; Silva et al., 2012). No entanto, assim como em humanos, 0s
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achados na medula 6ssea podem ser utilizados para direcionar o tratamento, bem como determinar
0 possivel prognostico dos animais infectados.

Em cées, reducédo de precursores eosinofilicos na medula 6ssea podem estar relacionados
a disfuncéo nesse 6rgdo afetada pelo intenso parasitismo local (Tropia de Abreu et al., 2011) e/ou
a migracdo de eosindfilos para os tecidos atuando como leishmanicida adicional (Rodriguez e
Wilson, 2014). Em adic&o, a hipoplasia eosinofilica tem sido associada a progressao da doenca em
que a medula 6ssea passa a nao ser responsiva, provavelmente em decorréncia dos elevados niveis
de citocinas inflamatorias presentes nessa fase da infeccdo (Nicolato et al., 2013), contribuindo,
dessa forma, para a reducéo dessas células no sangue periférico como ja foi reportado eosinopenia
em cdes e pacientes humanos com LV (Reis et al., 2006; Nicolato et al., 2013; Al-Ghazaly et al.,
2017). Em humanos, a observacdo de eosinopenia, na medula 6ssea, pode direcionar para a
suspeita de infec¢do por Leishmania, devendo-se dar importancia para esse achado particularmente
em areas nao endémicas para LV (Al-Ghazaly et al., 2017).

A diminuicdo de neutrofilos na medula 6ssea pos-tratamento sugere reducdo da demanda
dessas células em decorréncia da menor carga de parasitas vista nesse orgao ( Ikeda-Garcia et al.,
2008; Silva et al., 2012). Nossos resultados estdo em conformidade com a literatura em que apos
tratamento com antimoniato de meglumine foi observada uma reducéo no nimero de granuldcitos
na medula éssea (lkeda-Garcia et al., 2008; Yizengaw et al., 2016). Vale ressaltar que 0s
neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o local de infeccdo por Leishmania,
com o objetivo de restringir a disseminacdo precoce do parasita (Pereira et al., 2017), além de
apresentarem fungdo na inducdo, manutencao e resolucdo da inflamagéo desempenhando papel
fundamental na patogénese da LV(Yizengaw et al., 2016).

Aumento da série linfoide, caracterizada por aumento de plasmdcitos observada na medula
Ossea em cdes no D120 pode ser resultante de estimulacdo antigénica (Nicolato et al., 2013).

Ikeda-Garcia et al. (2008) observaram plasmocitose em dois cdes durante o tratamento com
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antimoniato de meglumine e associaram esse achado a provavel producdo de anticorpos
antileishmania por essas células. E importante enfatizar que os animais envolvidos no estudo néo
apresentavam alteragdes clinico-laboratoriais graves, diante disso, acreditamos que as
modificacdes na celularidade da medula 6ssea pos-tratamento seriam mais evidentes em animais
com o status clinico mais grave.

Nesse contexto, vale ressaltar que o sistema imune do hospedeiro apresenta papel decisivo
no estabelecimento da infecgéo e na avaliacao do éxito de um protocolo terapéutico ( Pinelli et al.,
1994; Moreno et al., 1999).

6.0 Conclusao

O tratamento envolvendo o alopurinol promoveu melhora clinica e no perfil laboratorial
com reducdo da anemia entre os animais, além de causar alteracdes citoldgicas na medula dssea
caracterizadas, principalmente, pela reducédo de neutrofilos e aumento de plasmacitos. No entanto,
sugerimos um estudo detalhado e a longo prazo em busca de compreender possiveis mecanismos
adicionais envolvidos nas modificacdes da medula éssea gerados pelo uso do alopurinol para o

tratamento da leishmaniose visceral canina.
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CONCLUSOES GERAIS

Os dados aqui apresentados demonstram que a medula 6ssea revelou estar
comprometida em cées naturalmente infectados com Leishmania infantum.

Cées sintométicos naturalmente infectados por L. infantum apresentaram
alteracbes mais envidentes na medula 6ssea quando comparado a animais
assintomaticos, as alteracdes foram observadas nos parametros hematolégicos com
presenca de anemia de diferentes tipos e graus, na avaliacdo histopatologica foi
observada hiperplasia mieloide e consequentemente aumento da relacdo M:E e fibrose,
na contagem morfometrica observou-se correlacdo positiva entre o numero de
macrofagos e a carga parasitaria e na citometria de fluxo houve reducdo da expressao
de MHCII em células CD14* na medula éssea. Tais achados sugerem que as alteracfes

se acentuam com o curso da infec¢ao.

Na avaliacdo de cades naturalmente infectados com L. infantum e tratados com
alopurinol, a terapia promoveu alteracdes no parametro hematoldgico com recuperacao
da anemia em quase totalidade dos animais avaliados. O tratamento com o alopurinol
promoveu reducdo dos niveis séricos de imunoglobulinas da subclasse IgG sugerindo
possivelmente a eficacia do protocolo terapéutico utilizado. Na analise do mielograma
observou-se reducao precursores mieldide com diminuicdo de neutréfilos enquanto que
na linhagem linfocitica houve aumento de plasmacitos.

Futuros estudos devem ser conduzidos na tentativa de descobrir mecanismos
adicionais que induzem as injarias na medula 6ssea pela presenca da L. infantum, na
perspectiva de desenvolvimento de farmacos direcionados a reversdo das alteracdes
provocadas nesse 0rgdo. E necessario também, um estudo a longo prazo com o
alopurinol para o tratamento da leishmaniose visceral canina em populacdes com
diferentes intensidades de manifestacdo da doenca e a avaliagdo da sua acdo voltada

para os modificagdes ocorridas na medula 6ssea em decorréncia da terapia.
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Termo de Doacgado de Animal para Pesquisa

Eu, nacionalidade
____, natural de , estado civil , profissao
, residente e domiciliado a
ne ,
Bairro , CEP , portador da cédula de identidade n°
, CPF n° , declaro que concordo com a

doacdo do animal identificado abaixo, com diagndstico sorolégico/parasitoldgico positivo para

leishmaniose visceral, para a Universidade Federal do Piaui, para que o mesmo seja utilizado no

projeto de pesquisa “Alteracdes na medula 6ssea de cdes com leishmaniose visceral:

um estudo clinico-patolégico” que tem como objetivo caracterizar as alteracdes

histopatologicas da medula 6ssea de cdes naturalmente infectados por L. infantum em

diferentes estagios clinico da doenca, sob responsabilidade da médica veterinaria/doutoranda

Dayane Francisca Higino Miranda.

Dados de Identificacdo do Animal:

Data de NasCcimento: .......covveeveeviieeeieeeeenn

Testemunhas:

, de de20_

Assinatura do responsavel pela doagao

Nome / CPF

Nome / CPF



DATA:

FICHA DE AVALIAGAO CLINICA (LVC)

NOME DO ANIMAL/N°

CARACTERISTICAS DO ANIMAL

SEXO:

RACA

IDADE:

PESO:

ESTADO GERAL:ATIVO ( ) APATICO () ECTOPARASITAS: PULGAS ( );: CARRAPATOS ( ); OUTROS( )

CLASSIFICACAO OBSERVAGOES
ESTADO NUTRICIONAL NORMAL (0) MAGRO (1) CAQUETICO (2)
PELAGEM BOM-OTIMO (0) REGULAR (1) RUIM (2)
UNHAS NORMAIS (0) AUMENTADAS (1)
SUB MANDIBULARES ( )
LINFONODOS NORMAIS (0) APENAS 1 PAR (1) MAIS DE 1 PAR (2) | pRE ESCAPULARES ( )
POPLITEOS ( )
COLORAGAO DAS )
NORMAIS (0) PALIDAS (1) CONGESTAS (2)
MUCOSAS
LESAO DE FOCINHO AUSENTE (0) PRESENTE (1) ULCERAS (2)
DESPIGMENTAGAO DO
AUSENTE (0) PRESENTE (1)
FOCINHO
LESAO NO LABIO AUSENTE (0) PRESENTE (1) ULCERAS (2)
DESPIGMENTAGCAO DO
i AUSENTE (0) PRESENTE (1)
LABIO
LESAO PONTA DE ORELHA AUSENTE (0) PRESENTE (1) ULCERAS (2)
DERMATITE ESFOLIATIVA AUSENTE (0) LOCALIZADA (1) GENERELIZADA (2)
~ SEROSA-MUCOSA
SECRECAO OCULAR AUSENTE (0) MUCO PURULENTO (2)
(1)
AREAS DE ALOPECIA AUSENTE (0) 1 AREA (1) MAIS DE 1 AREAS (2)
BLEFARITE AUSENTE (0) PRESENTE (1)
SANGRAMENTO AUSENTE (0) PRESENTE (1)

TOTAL DE PONTOS

DPP:

Parasitoldgico:

Cinomose:
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ANEXO



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL PRGN

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piauf, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Caracterizacdo dos macréfagos estromais e sua
participacio nas alteragbes patolégicas na medula 6ssea de cdes infectados com
Leishmania (Leishmania) infantum’, protocolo n° 101/15, sob a responsabilidade de
MARIA DO SOCORRO PIRES E CRUZ- que envolve a produgdo, manutencdo e/ou
utilizag@o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséc de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da
Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data 27/11//2015.

Vigéncia do Projeto | Dezembrs/ 2015 & Fevereiro/ 2018
Espécie/Linhagem Canino/ Raca

N° de Animais 15

Peso/ Idade 7-30 Kg/ 3-6 anos

Sexo Macho ou fémea |

Origem Geréncia de Zoonoses de Teresina-GEZOON; i
|

Hospital Veterinario Universitério- HVU (UFPI).

Teresina, 27 de Novembro de 2015.
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