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Nicolato, R.C. Resumo

Analises hematoldgicas apresentam aplicacdes limitadas para o diagndstico da doenca
em cdes infectados com L. infantum, mas podem ser importantes para a avaliacdo das
formas clinicas da doenca e para a compreensdo da evolucdo da patogénese
leishmaniose visceral canina (LVC). Recentemente, foi demonstrado que alteracfes na
leucopoese e eritropoese estdo relacionadas com o estado clinico e densidade parasitaria
da medula 6ssea em cdes naturalmente infectados por L. infantum. Para melhor
caracterizar estas alteracdes, no presente estudo foi avaliada a associacdo entre o0s
parametros hematologicos na medula 0ssea e alteracdes do sangue periférico em grupos
de cdes infectados por L. infantum: Cées assintomaticos | (CA-I: soro negativo/PCR+;
n=6), assintomaticos Il (CA- II: soro/PCR+; n=7), oligossintomaticos (CO; n=8), e cées
sintométicos (CS; n=12) e cdes ndo infectados (CNI; n=7). A densidade parasitaria foi
avaliada na medula dssea e os resultados expressos como “Leishman Donovan Units”
(LDU), e classificados em tercis como baixo (BP, n=7) ou alto (AP, n=7) parasitismo.
No grupo CS foi encontrado uma diminuicdo na linhagem eritropoética com reducdes
concomitantes em eritrocitos circulantes, bem como nos parametros de hemoglobina e
hematocrito, resultando em anemia. Neste mesmo grupo CS também observou-se
aumento de precursores de neutréfilos e eosinéfilos porém com diminuicdo de
bastonetes neutrdfilos e eosinofilos circulantes, levando a leucopenia no sangue
periférico. No grupo CA-II, foi detectada uma linfocitose que ocorreu tanto no sangue
periférico como no compartimento da medula 6ssea. O grupo CS exibiu linfocitose na
medula déssea, com linfopenia no sangue periférico. Em contraste, o grupo CA- |, ndo
apresentaram alteracGes significativas sugestivas de LVC, apresentando contagens
normais tanto na medula 6ssea como no sangue periférico. A avaliacdo do impacto do
parasitismo na medula dssea mostrou resultados similares quando se avaliou os cées
classificados em diferentes formas clinicas, tais como, hipoplasia eritréide, hipoplasia
eosinofilica e proliferacdo de células precursoras neutrofilica no grupo de cdes com alto
parasitismo. Os nossos resultados mostram pela primeira vez que importantes alteracoes
na hematopoiese e parametros hematoldgicos (hemograma) podem ocorrer durante o
curso de LVC em cées naturalmente infectados por L. infantum, principalmente na
doenca sintomatica. Tomados em conjunto, 0s nossos resultados com base nos
parametros do mielograma e hemograma permitem uma melhor compreensdo da
patogénese da anemia, linfocitose e linfopenia, bem como a leucopenia (eosinopenia e
monocitopenia), que contribuem para o prognadstico e monitoracdo da LVC.

Palavras chave: Leishmaniose Visceral Canina, mielograma, hemograma, eritropoese e

leucopoese.
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Hematological analysis has limited applications for disease diagnosis in Leishmania
infantum—infected dogs, but it can be very important in evaluating the clinical forms of
the disease and in understanding the evolution of canine visceral leishmaniasis (CVL)
pathogenesis. Recently, we demonstrated that alterations in leucopoiesis and
erythropoiesis are related to clinical status and bone marrow parasite density in dogs
naturally infected by L. infantum. To further characterize these alterations, we evaluated
the association between the hematological parameters in bone marrow and peripheral
blood alterations in groups of L. infantum-infected dogs: asymptomatic | (AD-I: serum
negative/PCR+), asymptomatic Il (AD-1I: serum/PCR+), oligosymptomatic (OD), and
symptomatic (SD). Results were compared with those from noninfected dogs (NID).
The parasite density was assessed in the bone marrow and the results expressed as
"Leishman Donovan Units" (LDU), and classified into tertiles as low (LP, n = 7) or high
(HP, n = 7) parasitism. The SD group was found to present a decrease in erythropoietic
lineage with concomitant reductions in erythrocytes, hemoglobin, and hematocrit
parameters, resulting in anemia. The SD group also had increased neutrophils and
precursors and decreased band eosinophils and eosinophils, leading to peripheral blood
leucopenia. In the AD-II group, lymphocytosis occurred in both the peripheral blood
and the bone marrow compartments. The SD group exhibited lymphocytosis in the bone
marrow, with lymphopenia in the peripheral blood. In contrast, the AD-1 group, showed
no significant changes suggestive of CVL, presenting normal counts in bone marrow
and peripheral blood. The evaluation of the impact of parasitism in the bone marrow
showed similar results when assessing dogs classified in different clinical forms, such as
erythroid hypoplasia, hypoplasia eosinophilic and neutrophilic proliferation of precursor
cells in the group of dogs with high parasitism. Our results showed for the first time that
important changes in hematopoiesis and hematological parameters occur during
ongoing CVL in naturally infected dogs, mainly in symptomatic disease. Taken
together, our results based on myelogram and hemogram parameters enable better
understanding of the pathogenesis of the anemia, lymphocytosis, and lymphopenia, as
well as the leucopenia (eosinopenia and monocytopenia), that contribute to CVL
prognosis.

Key Words: Canine visceral leishmaniasis, myelogram, hemogram, erythropoiesis and
leucopoiesis.
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1.1 - Aspectos gerais da Leishmaniose Visceral Canina

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que, segundo a Organizagédo
Mundial de Saude, possuem uma incidéncia de aproximadamente 1,6 milhdes de casos
por ano em todo o mundo. Com relacdo a LV, sabe-se que 59.000 pessoas morrem
anualmente da doenca e sua incidéncia é cerca de 500.000 casos/ano (Desjeux 2004;
WHO 2010).

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) agrupa as leishmanioses nas seguintes
formas clinicas: (i) leishmaniose cutanea, que provoca o aparecimento de ulceragcfes na
pele; (ii) leishmaniose cutdneo-mucosa, caracterizada como uma doenga mutiladora que
causa deformidades irreversiveis, principalmente na face dos pacientes; (iii)
leishmaniose cutaneo-difusa, responsavel por lesbes nodulares ndo ulcerativas
disseminadas em todo o corpo e (iv) leishmaniose visceral (LV), a forma mais grave,
que pode evoluir para o ébito quando ndo tratada (Reithinger et al., 2007; WHO 2010).

A Leishmaniose Visceral ¢ uma doenca infecto-parasitaria, causada pelo
protozoario Leishmania infantum e Leishmania donovani, transmitida por dipteros da
familia Phychodidae, subfamilia Phlebotominae, especialmente os do género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. (Killick-Kendrick 1999).

A importancia do cdo no contexto de LV tem sido estudada a mais de um século,
desde 1908, quando Nicolle & Comte, na Tunisia, observaram a presenca de formas
amastigotas do parasito na medula destes animais, sugerindo que 0S MesmMOS
participariam da cadeia de transmissdo do parasito como reservatorios (Alves 2006).
Atualmente, o cdo doméstico (Canis familiares) é considerado o principal reservatorio
do parasito no ciclo urbano por apresentar alta prevaléncia da doenca (Coura-Vital et
al., 2011) bem como elevada carga parasitaria na pele, tornando-o uma consideravel
fonte de infeccdo para o vetor (Molina et al., 1994). Neste contexto, o cdo tem um
papel essencial para disseminacdo e amplificacdo dos focos endémicos, geralmente
antecedendo, o aparecimento de casos humanos (Falqueto et al., 1986; Nunes et al.,
2010).

A leishmaniose visceral canina (LVC), assim como a LV humana (LVH)
apresenta-se como uma doenca complexa, caracterizada por amplo espectro de
manifestacdes clinicas e variados graus de gravidade. Esta complexidade faz com que,

ainda hoje, mais de cem anos ap0s sua descoberta, ndo haja completo consenso
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cientifico sobre o seu manejo (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011).
Diversos fatores estdo associados ao perfil de resisténcia e susceptibilidade destes
animais para desenvolver ou ndo a doenca em suas distintas formas clinicas
(assintomatica e sintomatica), respectivamente. A idade, sexo, nutricdo, genética, co-
morbidades, carga parasitaria, viruléncia da cepa de L. infantum e infeccdes anteriores e
concomitantes, certamente contribuem para 0 aparecimento e expressao das
manifestacdes clinicas da forma ativa da LVC (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et
al., 2009; Reis et al., 2009).

No cdo, a LVC produz um amplo espectro de manifestacGes clinicas e
imunolégicas, como consequéncia do parasitismo das células do sistema mononuclear
fagocitério. A presenga da Leishmania nos 6rgéos e tecidos, associada a resposta imune
do cdo, determina reacOes inflamatorias que produzem as lesGes e sinais clinicos
caracteristicos da doenca (Alvar et al., 2004; Reis et al., 2006a). Neste contexto, a
doenca no cdo pode permanecer assintomatica por um longo periodo, evoluindo
inclusive para a autocura em um percentual estimado de 30% dos cdes assintomaticos
(Grimaldi et al., 2012) ou evoluir para a forma grave, podendo levar o animal a ébito
(Mancianti et al., 1988; Garg et al., 2006).

As formas clinicas classicas da LVC sdo: (i) assintomatica, caracterizada pela
auséncia de sinais clinicos, (ii) oligossintomatica, na qual os animais apresentam até trés
sinais clinicos ndo debilitantes da doenca e (iii) sintomatica, onde os cdes apresentam
mais de trés sinais clinicos sugestivos da doenca (Mancianti et al., 1988; Reis et al.,
2006a; Reis et al., 2009). Recentemente Coura-Vital et al. (2011) propds uma
reclassificacdo da forma clinica assintomaética, dividindo esta forma clinica em dois
subgrupos, de acordo com os resultados sorolégicos (ELISA) e moleculares (PCR) em:
cdes assintomaticos-1 (CA-I) correspondente aos cées soronegativos e PCR positiva e
cées assintomatico-11 (CA-I1) animais com resultados de sorologia e PCR positivo.

Os sinais clinicos iniciais e mais frequentemente encontrados na LVC s&o:
hipertrofia de linfonodos periféricos (Linfonodos popliteo e submandibulares),
dermatite periorbital e nasal, pelagem opaca, onicogrifose e edema das patas. Outros
sinais, como febre, apatia, diarreia, hemorragia intestinal, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, ulceracdo cutanea (nariz, orelhas e cauda) e conjuntivite sdo
frequentes, embora ndo necessariamente presentes em todos os animais. Além disto,

animais com doenga ativa e grave ainda podem apresentar: paresia das patas posteriores,
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emagrecimento acentuado e caquexia, hemorragias graves, infecgdes intestinais,
pulmonares e insuficiéncia renal completando os quadros mais graves que geralmente
evoluem ao o6bito (Almeida et al., 2005; Baneth et al., 2008; Reis et al., 2009).

No contexto das alteracdes laboratoriais no ambito do quadro bioquimico e
hematoldgico, observadas em cées naturalmente infectados com L. infantum, portadores
de diferentes formas clinicas, principalmente da forma sintomaética incluem: anemia
normocitica e normocrémica, leucopenia, trombocitopenia, elevacao das proteinas totais
com hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia e alteracbes nas enzimas
hepatocelulares (alanina amino transferase e aspartato amino transferase) (Abranches et
al., 1991; Genaro, 1993; Reis et al., 2006).

Alguns autores buscam explicacGes da origem destas alteracbes hematoldgicas.
Desta forma, uma parte deles afirma que estas alteracfes estdo muitas vezes associadas
as disfuncdes medulares tais como a displasia e aplasia (Diebold et al., 2000; Weiss,
2006). Sabe-se que a medula Gssea é considerada um dos maiores 6rgdos do corpo,
sendo o principal 6rgdo hematopoético (Lund, 2000) e durante a infeccdo por
Leishmania, torna-se um orgdo-alvo, devido a dindmica do parasito, tornando-a um
importante local de replicagdo e consequentemente armazenamento de parasitos
(amastigotas) em cdes infectados.

Apesar de pouco abordado, hematologistas e parasitologistas relataram a
ocorréncia de hiperplasia de determinados precursores como, granuldcitos neutrofilos
proporcionando um aumento da relacdo mielGide:eritrdide (M:E) durante o curso da
leishmaniose visceral. Outras alteracbes descritas como aumento na populacdo de
monocitos e macrofagos e a elevacdo no nimero de plasmdcitos e células de Mott,
parecem indicar uma estimulacdo antigénica associada a infeccdo medular (Anosa &
Idowu, 1983; Yamaguchi et al., 1983).

Alteracbes patoldgicas da medula 6ssea na LVC foram descritas como sendo
associadas tanto a série vermelha (eritrofagocitose, hipoplasia e displasia eritrdide),
quanto a serie branca (hiperplasia mieloide, neutrofilica e eosinofilica) (Foglia et al.,
2006).
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1.2 — Hematopoese: A formacao do sangue em vertebrados mamiferos

Em vertebrados, a producdo no sangue das celulas-tronco € realizada pela
alocacdo e especiacdo de distintas células embrionarias em variedade de sitios que
mudam durante o desenvolvimento (Galloway e Zon, 2003). Nos mamiferos, o local
sequencial da hematopoese inclui o saco vitelino, uma area ao redor da aorta dorsal
denominada de regido aorta-gdbnoda mesonefros (AGM), o figado fetal e finalmente a
medula 6ssea. Recentemente a placenta tem sido reconhecida também como local que
participa durante a AGM para o periodo de figado fetal.

A fase inicial de producdo de sangue em mamiferos no saco vitelino é
denominada fase primitiva, tendo como principal fungdo hematopoética a producao de
eritrocitos, que facilita a oxigenacdo do tecido embrionario que rapidamente se
desenvolve. O marcador de expressdo de células eritrides no embrido é a globina
proteica. O sistema primitivo da hematopoese é transitdrio, sendo rapidamente
substituido pela hematopoese tipo-adulto, que é denominada fase definitiva onde a
medula 6ssea passa a assumir o papel fundamental da hematopoese.

Segundo Gasper et al. (2000), no sistema hematopoético existem as células
tronco hematopoéticas, células precursoras, as células maduras e o0 microambiente, que
se localizam nas cavidades medulares dos 0ssos chatos e longos, baco, figado, linfonodo
e timo. Sendo que, € o microambiente que reconhece e retém as células-tronco e
fornece, além disto, fatores e mediadores celulares, como as citocinas, que sao
necessarias para a proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo das células-tronco (Travlos
et al., 2006b). Assim, estes fatores ou mediadores de proliferacdo, diferenciacdo e
maturacdo celulares sdo responsaveis em orquestrar toda hematopoese até o fim do
processo de maturacdo celular seja da linhagem eritréide ou mielocitica.

Assim, a hematopoese inicia-se com uma célula - tronco pluripotente, que além
de auto renovar, da origem a outras linhagens celulares. As celulas-tronco séo escassas,
pois se encontram em uma proporcdo na ordem de 1 para 20 milhdes de células
nucleadas da medula 6ssea. Ao exame imunoldgico e imunofenotipico sdo determinadas
pela marcacdo de CD34°/CD38", residem em nichos especializados e possuem
aparéncia de um linfécito pequeno ou médio embora tenha o fenotipo exato ainda
desconhecido. Posteriormente, as células-tronco passam por uma etapa de progenitores

hematopoéticos comprometidos, para uma linhagem mieldide ou para a linhagem
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linféide. O termo “progenitores hematopoéticos comprometidos” ou “comprometimento
celular” significa que a célula progenitora iniciou o processo de diferenciacdo
(Hoffbrand et al., 2013).

O fator estimulante de colbnias granulociticas (G-CSF) é responsavel pela
mobilizacdo das células da medula em atravessar o endotélio vascular, ja o processo de
volta parece depender de um determinado gradiente quimiocinético, no qual o fator
derivado do estroma (SDF-1) tem papel critico (Hoffbrand et al., 2013).

Segundo Hoffbrand et al. (2013), os fatores de crescimento compartilham varias
propriedades e agem em diferentes etapas da hematopoese como: em glicoproteinas que
agem em concentracbes minimas, geralmente sdo produzidas por muitos tipos de
células, e que em geral afetam mais de uma linhagem. Além disto, estes fatores
possuem interacOes sinérgicas ou aditivas com outros fatores de crescimento, em muitas
das vezes agem no equivalente neoplasico da célula normal, possuem a¢Ges multiplas na
proliferacdo, diferenciacdo, maturacdo, ativacdo funcional e prevencdo da apoptose de
células progenitoras. Dentre os fatores destacam-se SCF (fator estimulante de colbnias),
FLT3L (fator ligante) e o VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) que agem
nas células-tronco pluripotentes. Além disso, os fatores IL-3, GM-CSF (fator
estimulante de coldnias granulociticas e macrofagicas), IL-6, G-CSF (fator estimulador
de colbnias granulociticas) e trombopoetina agem nas células progenitoras
multipotentes. Ja os fatores G-CSF (fator estimulador de coldnias granulocitica), M-
CSF (fator estimulador de colénias macrofagicas), IL-5 (CSF-eosinofilo), eritropoetina
e trombopoetina agem nas células progenitoras comprometidas (Hammond et al.,1990;
Nash et al., 1994).

De acordo com Gasper (2000), as células pluripotentes ou “stem cells” (CFU-S)
sdo comuns aos elementos hemopoéticos presentes na medula 6ssea. Pelo fato de
originarem os precursores de todas as células sanguineas, através da formacdo de
células progenitoras especificas, tem-se um precursor da série granulocitica/ eritréide/
monocitica/megacariocitica (CFU-GEMM) além de um precursor para a série linfoide
(CFUL).

A célula progenitora CFU-GEMM originara os precursores para cada uma das
séries hematopoéticas como mostrado na Figura 1, a saber:

- Formacdo de BFU-E e CFU-E que originara células precursoras da eritropoese e

finalmente os eritrécitos;
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- Formacdo de BFU-MK e CFU-MK que originara megacarioblasto, megacariocitos e
plaquetas;

- Formacédo de CFU-GM e CFU-M que originara monoblastos e mondcitos;

- Formacgdo de CFU-GM e CFU- G (neutrofilo), CFU - Eo (eosinofilo) e CFUBa
(baséfilo) que originard mieloblastos, promieldcitos, células precursoras dos
granuldcitos e finalmente os granuldcitos;

- A célula progenitora CFU-L originara os precursores CFU-T e CFU-B, prolinfocito T

e B e, posteriormente, linfocitos T e B.

Ligante Kit, GM-CSF, IL-3, / [ Ligante Kit, IL-1, IL-8, IL7
1L, IL6 C
Precursor Mieléide Célula-tronco Precursor Linféide

Medula Ossea /\

CFU-GEMM

/\ Precursor Linféide B Precursor Linféide T

Lig. Kit, GM-
CSF, IL3 cru !
E/Meg/Bas CFU-GM \ |2, 1.3 |
BFU-E CFU-Meg CFU-Bas CFUG CFU-M CFU-Eo Pré-B Pré-T
IL-3, GM- | | |
CSF, Epo
GM-CSF, GM-CSF, GM-CSF, IL-8, IL-1, L4, IL-2, |
TPO G-CSF M-CSF IL-5 IL-6 IL-10
CFU-E
ol | |
- & e o
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! Y&
v .
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Figura 1: Esquema de diferenciacéo das células hematopoéticas.

Desta forma, sabe-se que cada etapa da mielopoese pode ser influenciada por
fatores estimulatorios, tais como, citocinas, por exemplo: IL-1, IL-2, IL-3, IL-6 e 0 GM-
CSF (fator estimulante de colonias granulociticas e macrofagicas), que séo
significativos para a maturacdo dos polimorfonucleares, macréfagos, basofilos e
eosinofilos. A IL-7 exerce um papel importante para o amadurecimento dos linfocitos B
e T. Similarmente, G-CSF atua nos estagios iniciais e tardios da granulopoese

(Hammond et al., 1990).
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Ja é estabelecido que alguns determinantes como: restricdo alimentar,
desnutricdo, inflamacdo cronica, agdes toxicas, distlrbios neoplésicos e proliferativos,
influem diretamente no sistema hematopoético (Reagan et al., 1993;Weiss 2000).

1.3 — Hematopoese e seus reflexos na LVC

H& pouquissima informacdo na literatura sobre a celularidade da medula 6ssea
em determinadas doencas infecciosas de acometimento sistémico e medular como € o
caso da leishmaniose visceral seja humana ou canina. Até o presente momento, as
alteragBes mielopoéticas em cédes naturalmente infectados por L. infantum ainda ndo
estdo totalmente esclarecidas e certamente este conhecimento auxiliard para uma melhor
compreensdo da patogénese da anemia e leucopenia observada durante o agravamento
seja da doenca canina ou humana. Mais recentemente, alguns poucos trabalhos
disponiveis surgiram na literatura que buscaram avaliar as alteracfes patoldgicas nesse
6rgdo durante a evolucdo da LVC em cdes naturalmente infectados com L. infantum.
Porém pouco se conhece ainda as repercussdes e consequéncias das alteracdes
medulares versus as alteracbes hematoldgicas periféricas na leishmaniose visceral
canina pela infeccdo natural por L. infantum.

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que a avaliacdo da medula
Ossea pode se tornar um método util para a elaboragdo de um progndstico e/ou
monitoramento na LVC, bem como para o diagnostico de casos que envolvam uma
forte suspeita de LVVC, porém que ndo foi possivel ser confirmada por testes soroldgicos
(Tropia de Abreu et al., 2011). Neste trabalho, Tropia de Abreu et al., (2011)
demonstraram o impacto do estado clinico e da densidade parasitaria sobre a atividade
hematopoiética durante a LVC em animais soropositivos.

Dentre os principais resultados demonstrados no estudo acima destacam-se em
relacdo a eritropoese queda de: proeritroblastos, eritroblastos basofilos, policromaticos e
ortocromaticos resultando em hipoplasia eritrdide principalmente nos grupos CA e CS.
A leucopoese apresentou algumas alteracdes em cées infectados. Por exemplo, células
da linhagem eosinofilica mostraram uma diminuicao significativa nos diferentes grupos
clinicos comparado com o grupo CNI. Entretanto, células da linhagem neutrofilica
mostraram alteragdes nos diferentes grupos clinicos, tais como um aumento

significativo nos diferentes grupos clinicos. J& em relacdo as células mononucleares, 0s
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autores mostram que houve aumento de linfécitos nos grupos CO e CS quando
comparado com o grupo CNI. Resultados similares foram encontrados em plasmacitos
mostrando clara tendéncia ao aumento gradual de acordo com a gravidade da infeccdo..
A contagem diferencial de células da medula éssea demonstrou um aumento na razédo
mieloide: eritroide (M:E) devido ao aumento de células granulociticas nos diferentes
grupos clinicos comparado com o grupo CNI. A avaliacdo parasitolégica mostrou
maiores indices de “Leishmania Donvan Units - LDU” em CS comparado com CA.
Além disso, os dados demonstraram uma correlacdo positiva entre status clinico (CA,
CO, CS) e densidade parasitaria nos grupos com baixo, médio e alto parasitismo
medular. Os autores mostraram que ao avaliar o impacto do parasitismo na medula
Ossea 0s resultados foram similares aos obtidos quando os cées eram classificados em
diferentes formas clinicas, tais como: hipoplasia eritréide, hipoplasia eosinofilica,
proliferacdo de células precursoras neutrofilicas, um significativo aumento no nimero
de linfdcitos e plasmacitos, destacando o grupo de cdes com alto parasitismo cujos 0s
resultados foram significativos e expressivos (Tropia de Abreu, 2010). Assim a
progressdo da LVC da forma clinica assintomatica para sintomatica foi acompanhada de
parasitismo intenso na medula dssea. Além disto, os autores acreditam que a avaliacdo
desses parametros constitui uma ferramenta adicional bastante Gtil no progndstico da
leishmaniose visceral canina, bem como no diagndstico em duas situacdes especificas, a
saber: a) esclarecer casos com forte suspeita de LVC, porém ndo confirmados por
sorologia, utilizando-se do mielograma; e b) orientar exames complementares para
elucidar suspeita de LVC, a partir de dados clinicos e do hemograma.

Nos Ultimos anos, 0 nosso grupo tem investigado marcadores de resisténcia e de
susceptibilidade, especialmente em cées assintomaticos, que estdo infectados porém nédo
detectados por métodos seroldgicos convencionais, mas sdo detectados pela
positividade na PCR. Estes cdes apresentam uma alta prevaléncia em &reas urbanas
(Coura-Vital et al.,, 2011) e, apesar de ndo serem detectados pela sorologia
convencional, sdo mais propensos a soroconversdao (Coura-Vital et al., 2013). Estes
animais, aparentemente, tem um perfil de resposta imune semelhante a cées néo
infectados, mas a sua resposta celular é caracterizada por aumento de mondcitos
(CD14") e de linfécitos T (CD5"), particularmente na subpopulagdo de células T CD4 *
em relacdo aos cées sintomaticos (Coura-Vital et al., 2011).
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Diante do exposto acreditamos que a anélise detalhada das alteracdes observadas
no perfil celular de medula dssea e sua repercussao no sangue periférico resultante da
infeccdo por L. infantum em diferentes formas clinicas da LVC, incluindo caes
assintomaticos soronegativos/ PCR™ permitira entender melhor a patogénese das
alteracdes medulares e sanguineas na leishmaniose visceral. Considerando o importante
papel do cdo no contexto mais amplo da LV e principalmente seu emprego como
modelo experimental, torna-se fundamental o desenvolvimento de estudos que busquem
associar alteracdes entre 0 mielograma e o hemograma e que possam oferecer
ferramentas de progndstico adicional para entender a progressao clinica na LVC. Assim,
0 presente estudo se empenhou nesta investigacdo que certamente ird fornecer novos
conhecimentos a luz da ciéncia que permitird mergulhar e interagir com a patogénese da

leishmaniose visceral canina e humana.
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2.1 - Objetivo Geral

Avaliar o perfil da maturacdo celular e a celularidade das séries eritroide e
leucocitdide na medula 6ssea e sangue periférico em cédes naturalmente infectados por

Leishmania infantum, portadores de diferentes formas clinicas.

2.2 - Objetivos Especificos

e Auvaliar o perfil da celularidade da série eritrdide nas diferentes formas clinicas

(assintométicos CA-1 e CA-11; oligossintomaticos; sintomaticos);
e Avaliar o perfil da celularidade da série leucocitoide;
e Quantificar a densidade parasitaria na medula 6ssea;

e Correlacionar as alteracdes do mielograma e hemograma com as diferentes

formas clinicas e cargas parasitarias da LVC.
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3.1 —Desenho experimental

No presente estudo foram utilizados quarenta cdes (Canis familiaris), fémeas e
machos, sem raca definida (SRD), com idade variando entre 2-6 anos provenientes da
area endémica de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Os animais foram selecionados
com base na positividade nos testes soroldgicos (RIFI e ELISA, Biomanguinhos/
Fiocruz) para Leishmania spp. Sete cdes com resultado de titulacdo menores que 1:40
nos testes de ELISA e RIFI, e com resultados de PCR negativo foram consideradas caes
ndo infectados (CNI). Um total de vinte e sete cdes com um titulo de ELISA e RIFI
maior ou igual a 1:40 foram considerados como animais soropositivos e infectados com
Leishmania spp. Seis cdes com ELISA negativo, RIFI com titulacdo menor que 1:40 e
PCR positivo foram considerados infectados. A infec¢do positiva foi confirmada por
PCR em amostras de pele (Degrave et al., , 1994), e a identificacdo das espécies de
Leishmania infantum foi determinada pela técnica de PCR-RFLP (Volpini et al., 2004).

O estudo foi conduzido no periodo de junho de 2008 a agosto de 2009. Este
trabalho, antes de ser iniciado, teve sua aprovacdo nos comités de ética para o uso de
animais de laboratério da Universidade Federal de Ouro Preto (CETEA / UFOP
032/2007), da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA / UFMG 020/2007) e do
Comité de Etica da Secretaria Municipal de Satde de Belo Horizonte, Estado de Minas
Gerais, Brasil (CEP-SMSA/PBH 001/2008).

3.2 - Animais - selecdo e caracterizacao clinica

Vinte e sete cdes sem raca definida, soro e PCR positivos, foram clinicamente
classificados de acordo com Coura-Vital et al. (2011), considerando a presencga/auséncia
de sinais clinicos agrupando os animais em trés categorias distintas: cdes sem sinais
clinicos foram classificados como cées assintomaticos Il (CA-1l, n = 7); cdes com no
maximo trés sinais clinicos, incluindo pelo opaco e/ou alopecia localizada, e/ou perda
moderada de peso, foram classificados como cdes oligossintomaticos (CO, n = 8) e cdes
com sinais clinicos caracteristicos da LVC, como pelo opaco, acentuada perda de peso,
onicogrifose, lesdes cutaneas, apatia e ceratoconjuntivite, foram classificados como cées

sintomaticos (CS, n = 12). Os cées soronegativos com auséncia de sinais clinicos, mas
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com resultados moleculares positivos para L. infantum foram classificados como cées
assintomaticos | (CA-1, n = 6). Animais com auséncia de sinais clinicos e com 0s
resultados soroldgicos e moleculares negativos foram incluidos no grupo de cées ndo
infectados (CNI, n=7).

3.3 - Coleta de sangue

Um volume total de 5 mL de sangue periférico foram coletados a partir da veia
braquiocefalica dos animais e transferidos para tubos contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para uma concentracdo final de 1 mg/mL. As
heméacias e os leucécitos foram quantificados utilizando um contador de células
automatico (modelo 2800 Vet, Mindray). A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada por analise de pelo menos 200 leucdcitos em esfregacos de sangue corados
com pandtico rapido por microscopia de luz.

3.4 - Aspiracao da medula dssea

A coleta de medula 6ssea foi realizada como descrita por Penny et al., (1970).
Para realizacdo deste procedimento, os animais foram tranquilizados com Cloridrato de
Xilazina 2% na dosagem de 0,1 mL/kg de peso por via intravenosa, ap6s 10 minutos foi
administrado anestésico geral, Tiopental Sédico 2,5% (Thionembutal®; Abbott
Laboratories, Sdo Paulo, Brazil), na dose de 8 mg/kg de peso por via intravenosa.

O céo foi posicionado sentado para coleta no esterno ou em decubito lateral para
coleta na crista da tibia e ap6s tricotomia e antissepsia local (Polivinil Pirrolidona lodo
10% - PVPI Tépico), uma agulha acoplada a uma seringa descartavel (BD Plastipak®,
Becton Dickinson Ltda, Brasil) de 20 mL foi posicionada verticalmente na extremidade
inferior do esterno ou na crista da tibia e, por meio de movimentos rotatorios, foi
exercida uma pressdo até atingir a cavidade medular e, posteriormente, procedeu-se a
aspiracdo do material medular. Um volume maximo de 0,5 mL de medula 6ssea foi
aspirado por coleta. Imediatamente, apds a retirada da agulha, uma gota do aspirado foi
colocada em lamina de vidro previamente desengordurada com éter para realizacdo dos
esfregacos, seguindo a mesma técnica dos esfregacos sanguineos, tendo sido

confeccionadas duas laminas por animal.
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3.5 - Analise do mielograma

As alteracbes na Leucopoese e Eritropoese foram avaliadas por contagem
diferencial de 500 células da medula 6ssea. Na diferenciacdo celular, foi utilizada a
classificacdo segundo Penny (1974) e Jain (1986).

As avaliacOes de esfregacos em laminas foram feitas no microscépio Olympus
Optical Co. (Toquio, Japdo, modelo CH3RF100 microscépio Optico). Para
fotodocumentacéo das caracteristicas morfologicas e alteracdes celulares foi realizada a
captura de imagens pela microcamera Leica DFC340FX associada ao microscopio
Leica DM5000B (Leica Microsystems-Switzerland Ltd., Heerbrugg, Suica) e todas as
imagens foram analisadas pelo software Leica Application Suite (versdo 2.4.0 R1).
Vinte imagens aleatérias (area total percorrida = = 1.5x10° pm?) foram determinadas

como sendo suficiente para a analise representativa de uma lamina.

3.6 - Avaliacdo da carga parasitaria

A avaliacdo da densidade parasitaria foi realizada nos filmes de medula Gssea
confeccionados como ja relatado e os resultados expressos como ‘Leishman Donovan
Units”> (LDU index), segundo Stauber (1955), que corresponde ao numero de
amastigotas por 1000 células nucleadas da série leucopoética. Os resultados foram
classificados em tercis como baixo (BP) ou alto (AP) parasitismo conforme Reis et al.,
(2006c).

3.7 - Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism 5.0 (Prism
Software, Irvine, CA, EUA). A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnoff. Considerando a natureza nao paramétrica de todos 0s conjuntos
de dados, testes de Kruskal-Wallis foram utilizados para investigar diferengas entre os
quatro grupos, seguido pelo teste de Dunn para comparacOes pareadas. Foi calculada a
Correlacdo de Spearman para investigar associacfes entre mielograma e parametros
sanguineos periféricos, e também entre a contagem de células e os grupos clinicos. Em

16



Nicolato, R.C. Material e Métodos

todos os casos, as diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi <
0,05.
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4.1- AlteracGes nos parametros hematologicos de caes infectados por L. infantum nos

diferentes grupos clinicos

A avaliacdo dos parametros hematol6gicos no sangue periférico demonstrou
anemia severa no grupo de animais sintomaticos (CS), com uma diminuicdo
significativa (p <0,05) no nimero de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito, quando
comparado aos grupos de cées ndo infectados, CA-1 e os grupos CA-Il (Tabela 1). O
numero de plaquetas entre 0s grupos apresentou pequenas oscilacdes nao significativas.
Ao analisar as celulas brancas do sangue, houve uma diminuicdo significativa no
namero absoluto de eosindfilos nos grupos de cdes CA-1l, CO e CS quando comparados
com o grupo de cées ndo infectados (Tabela 1). Também foi observado aumento
significativo dos linfocitos nos cdes do grupo CA-Il em relacdo ao grupo controle, e
diminuicdo deste mesmo tipo celular em cées do grupo CS em relacdo ao grupo CA-II.
O numero de mondcitos dos cdes do grupo CS foi significativamente menor em relacdo

ao grupo de cées néo infectados.

Tabela 1: Avaliacdo de pardmetros hematoldgicos no sangue periférico em cées naturalmente infectados
por L. infantum e em ces ndo infectados.

Parametros Grupos clinicos
hematoldgicos CN CA-I CA-II co CS

Eritrécitos (10%mm?) 6,8 (6,6-7,0) 7,3 (6,6-7,5) 6,2 (6,0-6,3) 57(5,1-61)  4,1(3,4-50)*"¢
Hemoglobina (g%) 16,9 (16,8-17,1) 15(13,0-16,2) 15,4 (14,5-15,9) 13,8 (13,6-16,4) 10,5 (7,7-10,9)
Hematécrito (%) 49,3 (48,5-49,9) 46,1 (40,5-49,4) 42,1 (42,0-44,2) 39,9 (37,6-44,7) 29,3 (22,6-33,4)*
Leucécitos (10%/mm?) 11,4 (11,1-16,4) 133 (9,3-14,1) 13,8(9,3-16,2) 12,6 (10,6-14,6) 11,7 (7,5-13,0)
Neutréfilos totais (10%/mm®) 7,4(52-106)  5,7(3,7-9,6) 49(43-74)  74(58-104) 8,7 (6,5-9,7)
Neut. Bastonete (10%/mm?) 0,8 (0,5-1,0) 0,4 (0,3-0,8) 0,7 (0,3-0,9) 1,0 (0,6-1,4) 1,4 (0,8-1,7)
Neut. Segmentado (10%/mm?) 6,3 (4,9-9,5) 5,2 (2,9-9,0) 3,9 (3,7-6,6) 6,6 (5,0-8,7) 7,2 (5,2-8,2)
Eosinéfilos (10%/mmq) 2,2 (1,5-2,5) 1,4 (1,1-2,1) 0,4 (0,2-1,00* 0,7 (0,4-1,2) 0,2 (0,1-0,8)?
Linfécitos (10%/mm?) 2,4 (1,4-2,7) 2,4 (1,9-4,0) 3,8(3,3-5,5) 3,2(2,2-3,9) 1,4 (0,8-2,1)°
Mondcitos (10%/mm?®) 1,3(1,0-1,6) 1,0 (0,6-1,5) 1,0 (0,6-1,4) 0,6 (0,5-1,1) 0,5 (0,4-0,7)%
Plaquetas (10%/mm?®) 1,9 (1,3-2,7) 2,3(2,0-2,7) 1,9 (1,4-2,1) 2,0 (1,9-2,1) 1,7 (1,4-2,2)

Os resultados sdo apresentados como a mediana e intervalos interquartis. CNI, cdes ndo infectados; CA-I, cées
assintomaticos I; CA-11, caes assintomaticos Il; CO, cées oligossintomaticos; CS, cdes sintomaticos. As letrasa, b e ¢
mostram diferencas significativas (p <0,05) em comparagéo com os grupos CNI, CA-I e CA-II, respectivamente.
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4.2 - Alteracdes na celularidade da série eritropoética em cées infectados por

L. infantum nos diferentes grupos clinicos

4.2.1 - Alterac0es eritropoéticas na medula 6ssea

A avaliacdo dos parametros relacionados com as células da série vermelha na
medula 6ssea demonstrou uma diminuicdo no nimero de proeritroblastos nos grupos
CA-ll e CS, quando comparados com o grupo de caes ndo infectados (Figura 2). Além
disso, foram observadas diminuicdo nas contagens de eritroblastos basofilos no grupo
CS em comparacdo com os grupos de cdes CNI e CA-I. Também foram observadas
menores contagens significativas nas fases finais da linhagem eritropoiética
(eritroblastos ortocromaticos) ao analisar o grupo CS, quando comparado com 0s
grupos CNI, CA-l e CO (Figura 2).
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Figura 2: Perfil das células da série eritride em c8es naturalmente infectados com L. infantum. Os
animais foram categorizados de acordo com as formas clinicas, divididos nos seguintes grupos: cdes ndo
infectados (CNI, n=7), assintomatico | (CA-l, n=6), assintomatico Il (CA-Il, n=7), oligossintomatico
(CO, n=8), sintomatico (CS, n=12). As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras
“a, b, d” relacionadas aos grupos CNI, CA-l e CO, respectivamente. Os resultados foram expressos pela
dispersdo dos valores individuais e sdo também demonstrados os valores da mediana e intervalo
interquartil.
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4.2.2 - Avaliacéo entre o perfil de células da série eritrdide e alteragbes no sangue
periférico de cées infectados por L. infantum

Para avaliar se o distarbio na medula déssea durante a LVC reflete em alteracoes
das células do sangue periférico, foi realizada uma analise envolvendo a contagem total
de proeritroblastos, eritroblastos basofilos, eritroblastos policromaticos e eritroblastos
ortocromaéticos e os parametros hematolégicos [eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hb) e
hematdcrito (Ht) obtido no eritrograma - Figura 3]. Nossos dados demonstraram uma
correlacdo positiva entre os eritroblastos basofilos, policromaticos e ortocromatico com
parametros sanguineos periféricos (RBC, Hb e Ht) em todos os grupos de cées
infectados por L. infatum (Figura 3). N&o foi observada nenhuma correlagdo
significativa entre proeritroblastos em relacdo os parametros hematoldgicos avaliados

(dados nao mostrados).
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Figura 3: Correlacdo entre as células da série eritroide e os parametros hematoldgicos (eritrocitos-RBC,
hemoglobina-Hb e hematocrito-Ht) considerando todos os grupos de cdes infectados com L. infantum. Os
resultados s&o expressos como valores de dispersdo individuais. indices de correlacio de Pearson (r e 0s
valores de p) sdo mostrados nos gréaficos.
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4.3 - Alteracdes na celularidade da série leucopoética em cées infectados por
L. infantum nos diferentes grupos clinicos

4.3.1 - Alterac6es leucopoéticas na medula 6ssea

Foram observadas algumas alteracGes na série granulocitica de cées infectados
por L. infantum (Figura 4). Neste sentido, a série neutrofilica exibiu contagens
significativamente aumentadas em: (i) mielécitos neutrofilos no grupo de cdes CS em
comparagdo com os grupos CNI, CA-1 e CA-II; (ii) metamieldcitos neutréfilos no grupo
CS em comparagdo com os grupo CNI e CA-I; e (iii) neutrofilos bastonetes no grupo
CS quando comparados com o grupo de cdes CNI (Figura 3 - painel B). Além disso,
uma correlacdo positiva entre o curso clinico da LVC e estes precursores de neutrofilos
(Figura 3 - painel B). Ao analisar a série dos precursores eosinofilicos, foram
observadas reduces significativas nos metamieldcitos eosinéfilos no grupo de cées CS
em comparacdo com o grupo CNI, além de uma menor contagem de eosintfilos

segmentados no grupo CS em relacédo aos grupos CNI e CA-I1 (Figura 3 - painel C).
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Figura 4: Perfis dos precursores de células da linhagem granulocitica em cdes naturalmente infectados
por L. infantum categorizados de acordo com as formas clinicas. Os animais foram categorizados de
acordo com as formas clinicas, divididos nos seguintes grupos: cdes ndo infectados (CNI, n=7),
assintomatico |1 (CA-I, n=6), assintomatico Il (CA-Il, n=7), oligossintomatico (CO, n=8), sintomatico
(CS, n=12). As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a, b, d” relacionadas
aos grupos CNI, CA-lI e CA-II, respectivamente. Os resultados foram expressos pela dispersdo dos
valores individuais e sdo também demonstrados os valores da mediana e intervalo interquartil.

22



Nicolato, R.C. Resultados

4.3.2 - Avaliacdo entre o perfil de celulas da série granulocitica e alteracdes no
sangue periférico

Para avaliar se as alteracdes celulares na medula 6ssea durante a LVC refletem
em mudancas nos leucdcitos circulantes, foi realizada uma andlise de correlagédo
envolvendo mieloblastos e leucdcitos totais e promieldcitos e leucdcitos totais (Figura
5A). Além disso, foi realizada a andlise de correlacdo considerando precursores de
neutrdfilos e suas células correspondentes no sangue periférico. Também foi avaliado se
houve correlacdo entre os precursores eosinofilicos e os eosinéfilos totais no sangue
periférico. Nossos dados demonstraram uma correlacdo positiva entre os neutrofilos
bastonetes circulantes com a populacdo de neutrdfilos bastonetes no compartimento
medular (Figura 5B). Quando o numero de eosindfilos circulantes foi correlacionado
com o namero de eosinéfilos na medula 6ssea (mielécitos, metamieldcitos, bastonetes e
segmentados) foi detectada uma associacdo significativa positiva em todas as analises
(Figura 5C).
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Figura 5: Correlagdo entre parametros celulares na medula 6ssea (células precursoras da linhagem
granulocitica) e sangue periférico (com células). Painel A - mieloblastos versus leucdcitos totais e
promiel6citos versus leucdcitos totais; Painel B - mieldcitos neutr6filos versus neutrdfilos totais,
metamieldcitos neutrdfilos versus neutrofilos totais, neutrofilos bastonetes versus neutrofilos bastonetes e
neutrofilos segmentados versus neutrofilos segmentados; Painel C - Mieldcitos Eosindfilos, eosindfilos
metamieldcitos, eosinéfilos bastonetes e eosindfilos segmentados versus eosinéfilos totais no sangue
periférico. Correlacdo entre o sangue periférico e a medula 6ssea da série granulocitica. Os resultados sdo
expressos como valores de dispersdo individuais. indices de correlagdo de Pearson (r e os valores de p)
sdo mostradas nos graficos.
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4.3.3 - Avaliacdo entre o perfil de células da série agranulocitica e alteracdes no
sangue periférico

Considerando o compartimento medular, nossos dados demonstraram um
aumento na contagem de linfécitos relacionados com os grupos CA-1l, CO e CS quando
comparados ao grupo de cées ndo infectados (Figura 6A). Em contrapartida, o grupo CS
apresentou contagens inferiores de plasmacitos, quando comparado com o grupo CO
(Figura 6A). Com o objetivo de confirmar e expandir as nossas descobertas sobre as
mudangas imunopatoldgicas em linfdcitos, foi realizada uma analise de correlacéo entre
as contagens de linfocitos circulantes em relagdo a contagem de linfécitos presentes na
medula déssea (Figura 6B). Nossos dados demonstraram uma correlacdo positiva na
contagem dos linfdcitos medulares com os linfécitos do sangue periférico no grupo de
animais CA-1l, além de uma correlagdo negativa em relacdo a estes mesmos parametros,

no grupo de cées sintomaticos (Figura 6B).
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Figura 6: Perfil celular da série agranulocitica na medula 6ssea de cdes naturalmente infectados por L.
infantum. Painel A — Os animais foram categorizados de acordo com as formas clinicas, divididos nos
seguintes grupos: cdes ndo infectados (CNI, n=7), assintomatico | (CA-I, n=6), assintomatico Il (CA-II,
n=7), oligossintomatico (CO, n=8), sintomatico (CS, n=12). As diferencas significativas (p<0,05) estdo
representadas pelas letras “a” e “d” relacionadas aos grupos CNI e CO, respectivamente. Os resultados
foram expressos como a dispersdo em gréaficos dos valores individuais e sdo também demonstrados os
valores da mediana e a gama interquartil. Painel B - Correlacao entre os linfécitos do sangue periférico e
da medula 6ssea nos grupos CA-Il e CS. Os resultados sdo expressos como valores de dispersdo

individuais. Indices de correlacdo de Pearson (r e os valores de p) s&o mostradas nos graficos.
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4.4 - Achados citoldgicos na medula 6ssea

Durante a contagem diferencial de células em esfregacos de medula 6ssea foram
observadas alteracdes morfologicas distintas em caes sintomaticos (Figura 7).

As principais conclusdes citologicas observadas nos esfregacos de medula dssea
derivados de cédes sintomaticos sdo apresentados na Figura 7D-I, em comparagdo ao
grupo de cdes ndo infectados (Figura 7A-C). Multiplos plasmaocitos e células de Mott
podem ser facilmente observadas (Figura 7D). Além disso, na figura 7E é representado
a emperipolese, fenbmeno no qual ocorre a penetracdo de células hematopoéticas para o
citoplasma de megacaridcitos. Os animais do grupo de cédes sintomaticos apresentaram
um aumento na frequéncia de precursores de células da linhagem leucopoética (Figura
7F) e diminuicdo de todas as células da linhagem eritropoética (Figura 7G) quando
comparado com o grupo de cées nao infectados (Figura 7B). Outras analises
demonstraram que em cdes sintomaticos houve aumento de células da linhagem
neutrofilica (Figura 7H) e células da serie eritrdide em divisdo mitotica da célula
(Figura 71) em relagéo ao grupo de cées nédo infectados (Figura 7C).
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Figura 7: Andlise citologica de medula dssea canina. Cdes do grupo CS demonstraram células
plasméticas multiplicas (setas) e células de Mott (D) (CM = células de Mott). Emperipolese, a penetracéo
de células hematopoéticas para o citoplasma de megacariocitos (seta) (E). Aumento de células
precursoras da linhagem leucopoiética (F) e diminuigdo de todas as células da linhagem eritropoética (G)
no grupo CS. Cées sintomaticos apresentaram aumento das células da linhagem neutrofilica (H) e células
da serie eritrdide em fase de divisdo mitética (I) (seta). As laminas foram coradas com Giemsa;
Barra=10um.
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45 — Avaliacdo da carga parasitaria na medula éssea de cdes naturalmente
infectados por L. infantum

Padrbes distintos de densidade parasitaria (LDU) na medula Ossea foram
observados em cées naturalmente infectados por L. infantum. O parasitismo medular foi
inicialmente classificado como baixo (BP) ou alto (AP) parasitismo baseado nos valores
de LDU especificos categorizados estatisticamente em tercis, como segue: BP: 2-20;
AP: 190-1104 amastigotas/1.000 células nucleadas da série leucopoética. Segundo este
critério, foram incluidos 21 animais, sendo 7 animais do grupo de cdes ndo infectados

(CNI), 7 animais no grupo BP e 7 animais no grupo AP.

4.5.1 - Alteracdes na celularidade da medula dssea de cées infectados por L. infantum
nas diferentes densidades parasitarias

4.5.1.1- Alterac0es eritropoéticas

Na figura 8 é apresentada a influéncia do parasitismo na linhagem eritropoética
medular de cées infectados por L. infantum categorizados em baixo e alto parasitismo a
partir dos indices de LDU, juntamente com os cédes ndo infectados.

De forma muito interessante, ao comparar os resultados da contagem celular da
linhagem eritropoética nas diferentes densidades parasitarias pode-se observar algumas
semelhancas entre 0s mesmos, demonstrando que o parasitismo medular influencia nos
eritrécitos e seus precursores. Caes com alto parasitismo (AP) apresentaram diminuicéo
(p<0,05) no numero de todas as células da série eritroblastica (proeritroblastos,
eritroblasto basofilo, eritroblasto policromatico e eritroblasto ortocromatico) em relacédo
aos cdes ndo infectados (CNI) e também em relacdo aos cdes com baixo parasitismo

(BP), quando avaliados os eritroblastos basofilos (Figura 8).
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Figura 8: Contagem celular da série eritroblastica nas diferentes densidades parasitarias. Caes néo
infectados (CNI), Baixo parasitismo (BP) e Alto Parasitismo (AP). As diferencas significativas (p<0,05)
estdo representadas pelas letras “a, b” relacionadas aos grupos CNI e BP, respectivamente.

4.5.1.2 - Alteraces leucopoéticas

A analise da linhagem granulocitica revelou que os diferentes graus de

parasitismo medular ndo influenciaram no nimero de mieloblastos e promielécitos, uma

vez que, ndo houve diferencas significativas entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9: Contagem celular da série granulocitica nas diferentes densidades parasitarias. Cées nédo
infectados (CNI), baixo parasitismo (BP) e alto parasitismo (AP). Ndo foram observadas diferengas

significativas (p<0,05) entre 0s grupos.

Os resultados relacionados a linhagem neutrofilica mostraram aumento

significativo (p<0,05) de metamieldcito neutrofilo, neutréfilo bastonete e neutréfilo

segmentado em cdes com alto parasitismo (AP) em relacdo ao grupo de cédes néo

infectados (Figura 10). Ndo foram observadas diferencas significativas no numero de

mieldcito neutréfilo entre os grupos.
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Figura 10: Contagem celular da série granulocitica neutrofilica nas diferentes densidades parasitérias.
Cées ndo infectados (CNI), baixo parasitismo (BP) e alto parasitismo (AP). As diferencas significativas
(p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” relacionadas ao grupo CNI.
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Ao comparar os resultados da contagem celular da linhagem eosinofilica,
observou- se uma diminuicdo significativa (p<0,05) de metamielécito eosindfilo,
eosindfilo bastonete e eosindfilo segmentado em cées com alto parasitismo (AP) em
relacdo ao grupo de cdes ndo infectados (Figura 11). Ndo foram observadas diferencas

significativas no numero de mieldcito eosindfilo entre 0s grupos.
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Figura 11: Contagem celular da série granulocitica eosinofilica nas diferentes densidades parasitarias.
Caes ndo infectados (CNI), baixo parasitismo (BP) e alto parasitismo (AP). As diferengas significativas
(p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” relacionadas ao grupo CNI.

Na figura 12 estdo apresentados os resultados obtidos com as células da
linhagem agranulocitica, sendo que, para as células analisadas (linfocitos, mondcitos e

plasmdcitos) ndao houve diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 12: Contagem celular da série agranulocitica nas diferentes densidades parasitarias. Cdes nao

infectados (CNI), baixo parasitismo (BP) e alto parasitismo (AP). N&o foram observadas diferengas
significativas (p<0,05) entre 0s grupos.
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Um dos maiores problemas em relacdo ao diagnostico da LVC é o fato dos
sinais clinicos sugestivos serem muito similares aqueles observados em outras infec¢oes
caninas. O aspecto cronico da doenca e seu longo periodo de incubacéo frequentemente
geram atrasos, falhas e principalmente confundimento no diagnostico clinico (Cardoso
& Cabral, 1998). Além disto, hd relatos de varias alteracdes bioquimicas e
hematoldgicas em cdes naturalmente ou experimentalmente infectados, tais como:
anemia normocitica e normocrdmica, leucopenia, trombocitopenia, elevacdo das
proteinas totais com hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia e alteracdes nas
enzimas hepatocelulares (alanina amino transferase e aspartato amino transferase)
(Abranches et al., 1991; Genaro, 1993; Reis et al., 2006a).

Acredita-se que a génese das alteracbes hematoldgicas, seja da série vermelha ou
da série branca estdo muitas vezes relacionadas as disfun¢bes medulares tais como
displasia e aplasia (Diebold et al., 2000; Weiss et al., 2001; Weiss, 2006). Entretanto,
pouco se conhece sobre as alteragdes mielopoéticas em cdes naturalmente infectados
por L. infantum e suas consequéncias imuno-hematoldgicas em nivel sistémico.

A avaliacdo da celularidade na medula 6ssea em cdes portadores de LVC é um
topico pouquissimo abordado por hematologistas, parasitologistas principalmente sob a
Optica da imunopatologia, porém alguns autores relataram ocorréncia de hiperplasia de
determinados precursores como, granulécitos neutréfilos proporcionando um aumento
da relacdo mieldide:eritroide (M:E). Outras alteracdes descritas tais como aumento na
populacdo de mondcitos e macrofagos e a elevacdo no numero de plasmacitos e células
de Mott, parecem indicar uma estimulacdo antigénica associada a infeccdo no
compartimento medular (Anosa & Idowu, 1983; Yamaguchi et al., 1983).

Neste sentido nosso grupo de pesquisa nos Gltimos anos tem se dedicado ao
estudo das alteracBes mielopoéticas em cdes naturalmente infectados com L. infantum
portadores de diferentes formas clinicas (Tropia de Abreu, 2010; Tropia de Abreu et al.,
2011). Dessa forma, nossos pesquisadores avaliaram esfregacos de medula dssea
corados pelo método pandtico considerando trés grupos clinicos: assintomatico (CA),
oligossintomético (CO) e sintomatico (CS) em comparacdo com cdes ndo infectados
(CNI). Os resultados obtidos neste trabalho mostraram pela primeira vez que cées
portadores de LV apresentam alteracGes em diferentes populacdes celulares na medula
Ossea. Diferencas significativas em relacdo a eritropoese foram observadas em

proeritroblastos, eritroblastos basofilos, policromaticos e ortocromaticos resultando em
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hipoplasia eritroide principalmente nos grupos CA e CS. Ja na leucopoese estes
pesquisadores demonstraram que cées infectados portadores de diferentes formas
clinicas (CA, CO e CS) apresentaram diminuicdo significativa das células da linhagem
eosinofilica quando comparado com os caes sadios (Tropia de Abreu, 2010; Trépia de
Abreu et al., 2011).

Assim, objetivando ampliar nossos estudos, o presente trabalho buscou avaliar o
perfil da maturacéo celular e a celularidade das séries eritroide e leucocitoide na medula
0ssea, bem como relacionar estas alteracdes com as observadas no sangue periférico em
caes naturalmente infectados por L. infantum, portadores de diferentes formas clinicas.
Desta forma, o presente trabalho ampliou a avaliacdo do perfil da celularidade das séries
eritrdide e leucocitéide nas diferentes formas clinicas, incluindo cées assintomaticos
(CA-I e CA-11) conforme descritas previamente por Coura-Vital et al. (2011), aléem dos
animais clinicamente classificados oligossintomaticos e sintomaticos. Adicionalmente,
buscando compreender a influéncia do parasitismo medular na patogénese das
alteragcBes do miolograma e do hemograma a densidade parasitaria na medula 6ssea foi
quantificada através da técnica microscopica de “Leishman Donovan Units”. Por fim
nosso estudo, touxe uma importante contribui¢do para a luz do conhecimento moderno
ao correlacionar as alteragdes observadas no mielograma com as alterages encontradas
no hemograma nas diferentes formas clinicas e cargas parasitarias da LV C.

De acordo com os resultados encontrados neste estudo, ficou evidente uma
reducdo significativa da contagem de glébulos vermelhos, hemoglobina e valores de
hematdcrito em cdes sintomaticos ao se avaliar o sangue periférico, 0 que demonstra
que a LVC grave esta associada com alteracbes no compartimento eritroide,
corroborando com estudos anteriores (Reis et al., 2006a; Tropia de Abreu et al., 2011).

E possivel que a anemia observada nos ces sintomaticos possa estar relacionada
a fatores como: a formacdo deficiente de col6nias, o uso de ferro por progenitores
eritroides e aumento da hemdlise, em associagdo com a resposta inflamatdria a infecgédo
(Saeed et al., 1998). Além disso, uma reducdo dos niveis plasmaticos de ferro na
presenca de um aumento das reservas de ferro sugere que a hiperplasia
reticuloendotelial é acompanhada de uma retencdo de ferro anormal por macrofagos,
tipicos da anemia de doencas crbnicas. Isso pode limitar a resposta eritropoética
conduzindo aos distintos niveis de anemia na leishmaniose visceral crénica (Pippard et
al., 1986)
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Além disso, De Luna et al. (2000) descreveram que a anemia poderia ser
resultado de deficiéncia na fluidez da membrana do eritrdcito na LVC, favorecendo o
sequestro mecanica de eritrocitos pelo baco e/ou alteracBes receptor/ligante de
eritrocitos no mecanismo de citoaderéncia. Neste contexto, nds descrevemos uma
importante relacdo entre a celularidade na medula dssea e do sangue periférico, com a
diminuicdo de células das linhagens eritropoéticas (especialmente eritroblasto basofilos
e eritroblasto ortocromaético) que intensifica de acordo com o curso da LVC.

Amusategui et al. (2003) relataram que 0s cdes assintomaticos apresentaram
maiores valores de eritrécitos, hemoglobina e hematocrito, quando comparados aos cédes
oligossintométicos e sintomaticos. Estes resultados permitem inferir que em caes
sintométicos, ha uma disfuncdo da medula 6ssea com diminuicdo da eritropoese,
afetado por um parasitismo intenso na medula déssea, que é tipico achado em cées
sintomaticos (Reis et al., 2006a).

Para avaliar os padrfes no sangue e no compartimento da medula éssea, foi
analisada a serie de células brancas. Relacionou-se linfocitose no grupo CA-Il e
leucopenia em cdes sintomaticos, caracterizada por monocitopenia, linfopenia e
eosinopenia. Estes dados corroboram com os trabalhos de Reis et al. (2006a; 2006b).
Em contraste, Da Costa-Val et al. (2007) n&o observaram correlacéo entre os valores de
leucdcitos e os sinais clinicos na LVC, com excecdo de linfécitos, desde que os cdes
assintomaticos demonstraram linfocitose, quando comparados a outros grupos.

Avaliando os precursores da linhagem granulocitica nos animais deste estudo,
observamos uma alta frequiéncia de mieldcitos, metamieldcitos e neutrofilos bastonetes
na medula dssea de cdes sintomaticos, além de uma correlagdo positiva de acordo com o
curso da LVC. Estes dados sugerem uma elevada demanda de neutr6filos em cées
sintomaticos, resultando em uma resposta inflamatéria em varios 6rgdos afetados pelo
parasitismo (Reis et al., 2009). Estudos conduzidos por Amusategui et al. (2003)
relataram que os cdes assintomaticos apresentaram uma diminui¢do no numero de
neutrdfilos circulantes. Além disso, o aumento da contagem de neutréfilos no bacgo de
cdes naturalmente infectados por L. infantum foram descritos (Barrouin-Melo et al.,
2006).

No presente estudo, foi relatada também hipoplasia eosinofilica em caes
sintométicos (reducdo de metamielocitos eosinofilos e eosindfilos segmentados), além

de uma correlagdo negativa desta populacdo com a progressao clinica da LVC. Estes
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achados parecem indicar uma disfuncdo da medula 0ssea neste estagio da infeccéo,
contribuindo para a eosinopenia observada na LVC sintomatica. Resultados
semelhantes foram observados por Tryphonas et al. (1977) que relataram reducéo de
precursores eosinofilicos na medula éssea durante a fase final da LVC.

Outras andlises demonstraram uma correlacéo positiva foram encontradas entre
neutréfilos bastonetes (medula dssea) e neutréfilos bastonetes (sangue), além de
eosindfilos totais (sangue) e precursores de eosindfilos (mielécitos, metamieldcitos,
eosinofilos bastonetes e eosindfilos segmentados). Acreditamos que estas alteracdes
podem ocorrer devido ao estimulo fornecido pelo parasitismo da L. infantum presente
na medula 6ssea, como demonstrado previamente por Trdpia de Abreu et al. (2011) em
caes sintomaticos, bem como em animais com alto parasitismo medular. No entanto, o
papel dos neutrdfilos e eosinofilos durante o curso da LVC ainda ndo esta claro, e
nenhuma analise funcional nestas populacdes celulares ainda foram descritos.

Os nossos dados demonstram que a linfocitose na medula Gssea esta associada
com linfocitose no sangue periférico como observada no grupo CA-II, o que confirma a
hipbtese previamente descrita por Reis et al. (2006a). No entanto, em cées sintomaticos,
a linfocitose na medula 6ssea foi correlacionada com linfopenia no sangue periférico.
Este fendbmeno pode ser explicado pela migracdo preferencial de células mononucleares
(linfocitos e mondcitos/fagocitos) para os oOrgdos linféides infectados a fim de
estabelecerem uma resposta inflamatdria que se intensifica durante a histéria natural da
LVC (Reis et al., 2009). Neste contexto, a linfocitose na medula 6ssea na LVVC ocorre
devido a uma resposta compensatoria que fornece linfécitos para atingir os 6rgados
afetados pelo parasito, que é refletido pela linfopenia no sangue periférico observada em
estagios avancados da LVVC (Bourdoiseau et al., 1997; Reis et al., 2006a). Assim, uma
vez que cdes assintomaticos apresentam aumento de linfécitos na medula e no sangue,
caes sintomaticos ndo conseguiram manter esta populacéo de células no compartimento
sanguineo. Acreditamos na hipdtese de que um aumento da carga do parasito em
diferentes tecidos, o que € tipico em cées sintomaticos (Vercosa et al., 2008; Guerra et
al., 2009; Reis et al., 2009) contribuiria para os linfocitos migrarem do sangue para 0s
tecidos parasitados, resultando em contagens mais baixas de linfocitos no sangue
periférico.

Outra hipdtese que explica este fendmeno pode ser devido a elevada atividade

policlonal de linfocitos B na LVC ativa aumentando a demanda desta populacéo para
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agirem como células apresentadoras de antigenos ou como plasmocitos ativados
propriamente ditos (Reis et al., 2006b; Reis et al., 2009).

Avaliamos as altera¢cbes morfolégicas na medula 6ssea em cdes naturalmente
infectados por L. infantum que exibiam diferentes formas clinicas da LVC. Foi
observado uma emperipolese no grupo de cées sintomaticos, que ja foi previamente
relatado por Foglia Manzillo et al. (2006) na LVC. Esse fendmeno tem sido observado
em seres humanos (Cashell et al., 1992) e em ratos (Lee 1989) em condicOes de perda
crbnica de sangue, cancer, doencas reumaticas e trombocitose reativa.

Também encontramos células de Mott no compartimento medular de cées
sintométicos, em associacdo com plasmocitose, o qual tem sido descrito como
hiperatividade de células plasmaticas que contém granulos de imunoglobulinas no
citoplasma (Jain 1986; Travlos 2006). Estudos anteriores relataram aumento da
contagem de plasmacitos e células de Mott na LVC resultante da estimulacdo antigénica
associada com intenso parasitismo no compartimento da medula 6ssea (Anosa et al.,
1983).

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, é possivel que alguns
dos eventos hematologicos encontrados possam ser empregados como marcadores de
prognostico e monitoramento na LVC sintomética: linfocitose na medula éssea, e
linfopenia no sangue periférico. Em contraste, o grupo de cdes CA-I ndo apresentaram
mudancas hematoldgicas comumente observadas na LVC ativa, apresentando
normalidade nas contagens tanto da medula 6ssea como do sangue periférico.

Neste estudo, também avaliamos o impacto do parasitismo da medula dssea nas
diferentes formas clinicas da LVC através da LDU (“Leishman Donovan Units”),
segundo Stauber (1955). Reis et al. (2006b) demonstraram que a densidade parasitaria
da medula 6ssea parece ser 0 marcador parasitoldgico mais confiavel capaz de elucidar
o status clinico da LVC, pois foi o 6rgdo que apresentou melhor correlagdo com as
formas clinicas comparado ao baco, linfonodo, pele e figado. Apesar da sensibilidade
relativamente baixa em cdes assintomaticos (Saridomichelakis et al., 2005), a citologia
de medula 6ssea € um método altamente sensivel e especifico para o diagndstico da
LVC patente.

Com o objetivo de avaliar o impacto do parasitismo na hematopoese, 0s animais
foram reagrupados em: cdes com baixo (BP) e alto parasitisimo (AP), levando-se em

conta a carga parasitaria da medula éssea. O grupo de cdes com alto parasitismo foi o
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grupo que apresentaram maior nimero e alteracfes mais relevantes, indicando que a alta
intensidade parasitaria medular esta associada com alteragbes na eritropoese e
leucopoese, tais como: diminuicdo de todas as células da série eritroblastica,
proliferacdo neutrofilica aumentada (metamieldcito neutréfilo, neutrofilos bastonetes e
segmentados) frente a proliferacdo eosinofilica diminuida (metanielécito eosinofilo,
eosindfilos bastonentes e segmentados). Esses resultados corroboram com os trabalhos
de Reis et al. (2006¢) e de Tropia de Abreu et al. (2011) que relataram alteracdes no
hemograma como diminui¢do nos valores de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito,
bem como no namero de leucdcitos circulantes (eosinéfilos) em caes que apresentaram
alta densidade parasitaria na medula 6ssea. Tropia de Abreu et al. (2011) também
encontrou aumento de algumas células da linhagem neutrofilica em cdes com alto
parasitismo.

Neste sentido, acreditamos que o presente estudo forneceu importantes
contribuicbes na patogénese das alteracdes medulares e sanguineas decorrentes da
evolugdo da historia natural da LVC em suas diferentes manifestacbes clinicas.
Sabemos que nosso estudo dara mais fundamento as futuras investigacdes no ambito da
biologia molecular e da gendmica que serdo conduzidas por pesquisadores do nosso
laboratério permitird a geracdo de novos conhecimentos e abrindo novos horizontes

nesta nova linha de pesquisa.
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6.1 — Conclusao

Nossos resultados mostraram pela primeira vez que as alteracbes na
hematopoese e nos parametros hematoldgicos podem ocorrer e por vezes de forma
correlacionada durante o curso natural na LVC.

Céaes sintomaticos naturalmente infectados por L. infantum apresentaram
alteracdes de maior magnitude tanto nos parametros hematolégicos (hemograma) como
hematopoese (mielograma). Em contraste, os cdes do grupo CA-l ndo apresentaram
alteracdes significativas em qualquer compartimento (sangue e medula), apresentando
valores de contagem normais extremamente semelhantes aos observados no grupo de
caes ndo infectados.

Na LVC ativa ou sintomatica as alteracdes no mielograma foram relacionadas
com as contagens absolutas de célula no sangue periférico, sugerindo que distdrbios no
mielopoese se refletem diretamente nas células das linhagens da série branca e vermelha
tendo como consequéncias a anemia e leucopenia (eosinopenia, monocitopenia e
linfopenia) tipicas de cdes com doenca grave.

A analise da carga parasitaria comprovou que o aumento do parasitismo medular
foi acompanhado pela diminuicdo do numero de células da série eritroblastica e de
precursores da linhagem eosinofilica, bem como do aumento dos precursores

neutrofilicos.
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7.1 - Perspectivas

Como perspectivas deste estudo temos o proposito de verificar, por meio da
técnica de PCR em Tempo Real, a expressdo dos fatores de maturacgéo eritrocitaria (Epo
e Ligante kit) e leucocitaria (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-5, IL-6, IL3, IL-4, IL-10,
IL-2 e IL-1) e a carga parasitaria dos animais.

Além disso, propomos correlacionar a expressdo dos fatores de maturacéo e as
alteragbes do mielograma e hemograma com as diferentes formas clinicas e cargas
parasitarias da LVC, que permitira entender melhor a patogénese das alteracGes

medulares e sanguineas na leishmaniose visceral.
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