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Honse, C. O. Avaliacdo citopatologica da medula 6ssea e perfil hematologico de cées
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. Rio de Janeiro; 2014. 81f.
Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas.

RESUMO

Foram avaliados quarenta e um cdes adultos, machos e fémeas, sem raca definida,
provenientes de inquéritos sorologicos para leishmaniose visceral canina realizados pela
Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro. O objetivo deste estudo foi descrever as
alteracOes citopatologicas da medula déssea e o perfil hematolégico de cdes naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. A avaliacdo citologica da medula 6ssea
incluiu a andlise qualitativa e quantitativa. O perfil hematologico foi avaliado através de
contador automatico de células e esfregacos sanguineos. Adicionalmente, foram realizadas a
imunofenotipagem de linfécitos medulares, pesquisa de formas amastigotas na medula éssea e
avaliacdo dos estoques de ferro medular. De acordo com os resultados obtidos, cées
naturalmente infectados por L. (L.) chagasi apresentaram hiperplasia das séries mieloide,
linfoide e monocitica, onde frequentemente foram observadas formas amastigotas, anemia
normocitica normocrémica e aumento dos estoques de ferro medular. N&o foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as populacdes de linfécitos T e linfécitos B
medulares. Em concluséo, os cédes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi apresentaram
alteracdes na medula 6ssea e no perfil hematologico independentemente da manifestacdo
clinica apresentada pelo animal. Hiperplasia das linhagens hematopoiéticas, anemia,
eritrofagocitose e aumento dos estoques de ferro medular possibilitaram uma melhor
compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na doenca e a pesquisa de formas
amastigotas na medula déssea contribuiu como uma importante ferramenta diagnéstica da
leishmaniose visceral canina.

Palavras-chave: 1. Medula 6ssea. 2. Contagem de Células Sanguineas. 3. Leishmania
(Leishmania) chagasi. 4. Cées. 5. Linfdcitos. 6. Ferro.
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Honse, C. O. Cytopathologycal evaluation of bone marrow and hematological profile of
dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi. Rio de Janeiro; 2014. 81f.
Thesis [Doctorate in Clinical Research in Infectious Diseases] — Evandro Chagas Clinical
Research Institute.

ABSTRACT

Fourty one adult mongrel dogs from the VL serological surveys done by Secretaria Municipal
de Saude of Rio de Janeiro were studied. The purpose of this study was to evaluate the
occurrence of cytopathologycal changes of bone marrow and hematological changes in dogs
naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi. Evaluation of bone marrow included
the qualitative and quantitative analysis and complete blood count was performed with an
automated cell counter and blood smears. Additionally, immunophenotyping of lymphocytes,
search of amastigotes and iron stores of bone marrow were performed. According to the
results, dogs naturally infected by L. (L.) chagasi showed hiperplasia of myeloid, lymphoide
and monocytic series, that often showed amastigotes form, normocytic normochromic anemia
and increase iron stores of bone marrow. No significant difference was observed among the T
lymphocytes and B lymphocytes populations of bone marrow. In conclusion, dogs naturally
infected by L. (L.) chagasi showed changes in bone marrow and blood profile regardless of
the clinical manifestations. Hyperplasia of hematopoietic lineages, anemia,
erythrophagocytosis and increase iron stores allowed a better understanding of the
physiopathological mechanisms involved in disease and the search of amastigotes in bone
marrow contributed as an important diagnostic tool of canine visceral leishmaniasis.

Palavras-chave: 1. Bone marrow. 2. Complete Blood Count. 3. Leishmania (Leishmania)
chagasi. 4. Dogs. 5. Lymphocytes. 6. Iron.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS

Canino, S.R.D., macho. Puncdo aspirativa de medula 6ssea em
CHISTA TTACA .. e
Aspirado de medula Ossea de cdo com LVC. Placa de Petri
contendo inimeras espiculas medulares (Seta) .........ccccevvvcvervenenne.
Canino, S.R.D., macho. Lesdo tumoral localizada na gengiva do
ramo maxilar direito (SEta) .....coccvvvvereriiriiee e
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Espiculas medulares exibindo
hipercelularidade (seta). Giemsa. 100X .........ccccceveivieiiereerieseenan,
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Hiperplasia megacariocitica
(Seta). GIEMSA. LOOX ...cvevevirieriieiieieie sttt
Aspirado de medula éssea. Canino. Hiperplasia eritroide (setas).
GIEMSA. 400X ..veuviveiiieieeiieieie ettt bbb
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Hiperplasia granulocitica —
BastOes (setas pretas). Precursores mieloides (seta vermelha)
LG 1= 17 0 SRS
Aspirado de medula dssea. Canino. Hiperplasia eosinofilica.
Precursores imaturos (seta preta). Precursores maduros (seta
vermelha). Giemsa. 400X .......cccooeiiieninininieee e
Aspirado de medula déssea. Canino. Hiperplasia linfoide -
Plasmacitos (setas). Giemsa. 400X .......ccccoveveevveieiiieseesesieinean
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Mott-cell (seta). Giemsa. 400x
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Presenca de formas amastigotas
de Leishmania sp. intracelulares (fagocitadas por macréfagos)
(setas). GIEMSA. 400X ...cccvveiieiieecie e
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Presenca de eritrofagocitose
(seta preta) e leucofagocitose (seta vermelha). Giemsa. 400X .........
Aspirado de medula O6ssea. Canino. Emperipolese de formas

amastigotas de Leishmania sp. (seta). Giemsa. 400x

19

19

29

33

34

35

37

37

39

39

41

41



Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Aspirado de medula 6ssea. Canino. Megacariocito dwarf (seta).
GIEMSA. 400X ...eiieeieiiiesiee ettt sttt ereenes
Aspirado de medula éssea. Canino. Precipitados de hemossiderina
(setas). Giemsa. A — 100X; B — 400X ....c.cccvevvevveriiiesiesieseesie e
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Precipitados de hemossiderina
(setas). Azul da Prussia. A —100X; B — 400X ......ccccovveveeieireeireennnn,
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Imunocitoquimica. Anti-CD79a
positivo — Linfocito B (setas). DAB. 400X ........ccccccevvevviieiieeiieseennn
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Imunocitoquimica. Anti-CD79a
positivo — Linfocito B (seta vermelha). Plasmdcito (seta preta).
DAB. 400X ...vovviviiieieiiiiesieie et ere e
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Imunocitoquimica. Anti-CD3
positivo — Linfocito T (setas). DAB. 400X .......cccccoevereienenenenenienns
Aspirado de medula 6ssea. Canino. Imunocitoquimica. Anti-CD3
positivo — Linfocito T (setas). DAB. 400X .......c.ccccovevvvveieeieerieseee.

45

45

47

47

48



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Alteracbes  clinicas observadas em 28 (62,8%) cdes
oligossintométicos e sintomaticos naturalmente infectados por L.
(0 el - o = T SR

Achados da hematoscopia de 41 cées naturalmente infectados por L.
(0 el - o - OSSPSR

Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados do
eritrograma e plaquetometria de 41 cdes naturalmente infectados por
I (0 ol - Vo - 1 SRS

Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados do
leucograma de 41 cdes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi ..
Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados da
avaliacdo quantitativa do mielograma de 41 cdes naturalmente
infectados por L. (L.) Chagasi ........ccccecuvrieiieieiicseee e

Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados da
avaliacdo quantitativa da imunofenotipagem de linfocitos medulares
de 41 cées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi ...................

P-valor das varidveis hemacia, hematocrito, hemoglobina, VGM,
CHGM, eosinofilos (sangue periférico) e eosinofilos (medula éssea)
de 41 cdes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi segundo 0s

testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney corrigido pelo método de

Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados das
varidveis hemadcias, hematocrito, hemoglobina, VGM, CHGM,
eosinofilos (sangue periférico) e eosinéfilos (medula 6ssea) de
acordo com a classificacdo clinica de 41 cdes naturalmente

infectados por L. (L.) CRAQASH ......covrveriiriiiiiiireee e

30

31

32

32

42

46

50

51

Xi



Xii

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ADI — Anemia da doenca inflamatoria

AHI — Anemia hemolitica imunomediada

BMO - Biopsia de medula 6ssea

CE — Corrida eletroforética

Ceua — Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CHGM - Concentracdo de hemoglobina globular média

DPP — Teste imunocromatografico rapido em dupla plataforma
Elisa — Ensaio de imunoadsorgéo ligado a enzima

FEC-GM - Fator estimulante de colbnias granulociticas e coldnias de
macréfagos

Fiocruz — Fundacéo Oswaldo Cruz

FMVZ — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
TNFa — Fator de necrose tumoral alfa

H — Hemécias

Hb — Hemoglobina

Ht — Hematocrito

ICQ — Imunocitoquimica

IL — Interleucina

IHQ — Imunohistoquimica

Ipec — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Labclin — Laboratdrio de Anélises Clinicas

Lab-Vigileish — Laboratério de Vigilancia em Leishmaniose
LapClin-Dermzoo — Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domesticos

LG — Leucometria global

LV — Leishmaniose visceral

LVC — Leishmaniose visceral canina

M:E — Relacdo mieloide:eritroide

MO — Medula Gssea

MS — Ministério da Saude

RIFI — Reacdo de imunofluorescéncia indireta

RJ — Rio de Janeiro

SHEM - Secdo de Hematologia

Sin. — Sindnimo

SMF — Sistema monocitico fagocitario

Unesp — Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
SP — Séo Paulo



Xiil

VGM — Volume globular médio
WHO (World Health Organization) — Organizacdo Mundial da Saude



1.1
1.2

2.1
2.2
2.3
2.4

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2

343

3.5

3.5.1
3.5.2
353
3.54

355

3.6

4.1

4.2
4.3

SUMARIO
INTRODUGAO .....ooiiieieteeeeeeeee et 1
OBJETIVO GERAL ...ttt 2
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ovieeveeeeveieveeeeeieseeessssseesesss s 2
REVISAO DE LITERATURA ....ooovieeeeeeveeveeeeeeeeeessss s 3
A LEISHMANIOSE VISCERAL.......ooiviieieieeeeseeeeeesese s 3
A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA ....coooivieeeeeeeeeeeees e 6
MEDULA OSSEA ......ooieieeeteeeeeteseesee et assesses s ssnan s, 9
IMUNOCITOQUIMICA ...t ene s 13
MATERIAIS E METODOS .....ooooiiivsieieeeeeieeseessssssnses s esnenes 15
ETICA .ottt 15
DESENHO DO ESTUDO E CALCULO AMOSTRAL.......c.cooovvveerereeen. 15
AVALIACAO CLINICA ..ottt 16
COLETA DE MATERIAL .....ovovveiiieeeeeeeeeeesee s ssee s 17
SANQUE TOTAL. ... 17
1 (=T [0 PR 17

Coleta de fragmentos de pele integra, linfonodo e baco para

isolamento e identificacdo de Leishmania sp. ........cccccoeveveivieiieneiiennnn, 20
EXAMES LABORATORIAIS ..ot 21
HEMOGIAMA ... 21
MIEIOGIAMA ... 21
Avaliacdo dos estoques de ferro medular ............cccoceeeiieiiiiiiicce e, 23
Imunofenotipagem de linfocitos medulares ............ccoceveveveievcieieenns 24

Isolamento em cultura de Leishmania sp. e caracterizagdo

ISOBNZIMALICA ....veivieiiee ettt ebe e e be e eare e ebaesnnas 25
ANALISE ESTATISTICA ..ottt 26
RESULTADOS ..ottt s s 28
ANIMALS ..ottt n e, 28
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS .......oovvevverrsieieriniene 28
EXAMES LABORATORIAIS ...t 30

Xiv



4.3.1
4.3.2
4321
43.2.2
43.2.3
43.2.4
4.3.2.5
4.3.2.6
4.3.2.7
43.2.8
4.3.3
4.3.4
4.4

HEMOGIAMA ... 30
IMIEIOGIAIMA ... 33
CelUIArTUATE ..o 33
SErie MEQACAriOCITICA .....ecveivieiiieie ettt 34
SEIIE EFIIIOIAR ..vvevvieeece ettt enes 35
SEriE MICIOIAE ..o 36
Relacao mieloide:eritroide .........ccoevveie e 38
SErIE lINTOIAR ... 38
SEII€ MONOCITICA ..e.veveveeieiece ettt e a e 41
Demais achados presentes na medula 0SSea ...........cocevvererereieseeienieeriennns 43
Avaliacdo dos estoques de ferro medular.............cccocevvieieeiicccieecee, 44
Imunofenotipagem de linfocitos medulares ............cccoccevveiieieciennn, 46
ASSOCIACAO: CLASSIFICACAO CLINICA E EXAMES

LABORATORIALS ...ttt 49
DISCUSSAD ..ottt 52
CONCLUSOES ..ottt 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 66
ANEXO... oot 79

XV



1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca cronica causada por protozoarios
tripanossomatideos do género Leishmania, transmitida a seres humanos e animais atraves da
picada de flebotomineos do género Phlebotomus e Lutzomyia. Endémica em inimeras areas
dos tropicos, sub-trépicos e bacia do mediterrdneo, a LV é considerada uma das mais
importantes doencas negligenciadas da atualidade (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2013).

No Brasil, a LV representa um importante problema de salde publica devido a sua
elevada incidéncia, ampla distribuicdo geografica e crescente expansdo para 0S centros
urbanos de grande e médio porte. Canideos domésticos, considerados 0s principais
reservatorios urbanos, desempenham um papel fundamental na transmissdao e manutencdo da
doenca, uma vez que infectados podem manter-se clinicamente assintomaticos durante um
longo periodo (HARHAY et al., 2011).

Classicamente, a leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenga cronica, cujas
manifestacdes clinicas sdo dependentes de fatores do hospedeiro (resposta imune mediada por
células, resposta imune humoral e citocinas) e viruléncia do parasita (FERNANDEZ-
BELLON et al., 2005; SARIDOMICHELAKIS, 2009). Apresenta amplo espectro de sinais
clinicos e variados graus de severidade (FONT et al., 1994; CIARAMELLA et al., 1997,
MORENO, 1999; ALVAR et al., 2004; BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al.,

2011; HONSE et al., 2013; RIGO et al., 2013).



Alteracdes da medula 6ssea (MO) como sindrome hemofagocitica e mielodisplasia das

linhagens sanguineas vém sendo relatadas em pacientes humanos com LV (YARALI et al.,

2002; KOPTERIDES et al., 2003; CASTRO et al., 2013). Contudo, pouco se tem estudado a

respeito de alteracdes medulares em cées com leishmaniose visceral.

Face a escassez de relatos referentes as alteracdes citopatologicas da medula 6ssea de

cdes com leishmaniose visceral, o presente estudo teve por objetivos:

1.1 Objetivo geral

Descrever as alteracdes citopatoldgicas da medula 6ssea e perfil hematoldgico

de cdes com leishmaniose visceral.

1.2 Objetivos especificos

Descrever a ocorréncia de amastigotas na medula Ossea de cdes com
leishmaniose visceral por meio de exame citopatoldgico,

Avaliar os estoques de ferro medular em cées com leishmaniose visceral por
meio de exame citopatolégico,

Caracterizar e quantificar as sub-populac@es de linfécitos presentes na medula
Ossea de cdes com leishmaniose visceral através da técnica de
imunocitoquimica,

Descrever as alteragdes clinicas observadas em cdes com leishmaniose
visceral,

Verificar a associacdo entre a classificacdo clinica e os resultados do

hemograma e mielograma de cdes com leishmaniose visceral.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV é uma doenca parasitaria de importancia médica e veterinaria, endémica em
inimeras areas dos tropicos, sub-trpicos e bacia do mediterraneo (MICHALSKY et al.,
2007). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (2010), a LV mata cerca de 50.000
pessoas todo ano, com uma incidéncia estimada de 500.000 novos casos por ano no mundo,
sendo 90% deles concentrados na india, Nepal, Suddo, Bangladesh e Brasil.

A LV é causada por protozoarios tripanossomatideos do género Leishmania, parasitos
intracelulares obrigatorios do sistema monocitico fagocitario, sendo transmitida ao ser
humano e animais através de insetos hematdfagos fémeas da sub-familia Phlebotominae
(DEANE e DEANE, 1962).

Os agentes etioldgicos da LV sdo Leishmania (Leishmania) donovani (Sudéo, india,
Bangladesh, Paquistéo e Nepal), Leishmania (Leishmania) infantum (regido do Mediterraneo,
Asia, China e norte da Africa) e Leishmania (Leishmania) chagasi (América Latina, exceto
Chile e Uruguai) (CHAPPUIS et al., 2007). Alguns pesquisadores consideram L. (L.) chagasi
e L. (L.) infantum sinbnimos e questionam a sua classificacdo separadamente (KILLICK-
KENDRICK 1985, RIOUX et al., 1990, DANTAS-TORRES, 2006). Entretanto, diferencas
entre estas espécies quanto a antigenicidade e estrutura molecular foram evidenciadas, o que
reforca a discriminacdo entre ambas (SHAW, 1994; LAINSON e RANGEL, 2005; SHAW,

2006).



Os vetores incriminados na transmissdo da LV sdo flebotomineos pertencentes ao
género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (ALVAR et al., 2004).
Outras formas de transmissdo da LV incluem: transfusdo de sangue, congénita, acidentes em
laboratérios e utilizacdo de drogas injetaveis (CRUZ et al., 2002; QUINNELL e
COURTENAY, 2009).

No ambiente silvestre, os principais reservatérios da LV séo as raposas e marsupiais.
No ambiente urbano, o cdo doméstico é considerado a principal fonte de infeccéo para o vetor
(COURTENAY et al., 2002; MICHALSKY et al., 2007).

Em termos epidemioldgicos, existem dois tipos de LV que se diferem pelo modo da
transmissdo: LV zoonotica, transmitida do animal para o vetor e deste para 0 homem e LV
antropondtica, transmitida do homem para o vetor e deste para 0 homem (CHAPPUIS et al.,
2007). A LV zoonotica é encontrada em areas de transmissdo de L (L.) chagasi (sin. L (L.)
infatum), enquanto que a LV antropondtica é encontrada em areas de transmissdo de L. (L.)
donovani (ALVAR et al., 2004; CHAPPUIS et al., 2007).

A LV pode ser diagnosticada através de métodos parasitologicos (diretos e indiretos),
sorologicos (reacdo de imunofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico) e/ou
moleculares (reacdo em cadeia da polimerase), associados as evidéncias clinicas e
epidemioldgicas (BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

No Brasil, a LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados em
funcdo da sua ampla distribuicdo geografica. O pais soma cerca de 90% dos casos relatados
nas Ameéricas e € o terceiro maior foco global da doenca (BERN et al., 2008).

Desde 1980, casos de LV vém sendo relatados nas regides Norte, Nordeste, Centro-
oeste e Sudeste do pais. Inicialmente conhecida como uma doenga de carater eminentemente
rural, a LV vem se tornando endémica e epidémica em inUmeras cidades brasileiras

(WERNECK, 2008).



Recentemente, casos autoctones de LVC foram relatados nas cidades de Jaboticabal
(SP) (SAKAMOTO et al., 2007), Marica (RJ) (PAULA et al. 2009), Volta Redonda (RJ) (DE
CAMPOS et al., 2012) e Florianopolis (SC) (FIGUEIREDO et al., 2012).

Degradacdo ambiental, falta de sanitizacédo e precéarias condicdes de vida, associadas a
migracao das populacfes rurais para os subdrbios das grandes cidades e ao contato proximo
com cées e outros animais domésticos, vém contribuindo para a adaptacéo e proliferacdo do
vetor e urbanizacdo da doenca (MARZOCHI e MARZOCHI, 1997; COSTA-VAL et al.,
2007; HARHAY etal., 2011).

No Brasil, L. (L.) chagasi € o agente etiologico da LV e sua transmissdo esta associada
ao flebotomineo Lutzomyia longipalpis, encontrado nas cinco regides geogréaficas do pais. No
estado do Rio Grande do Sul, o primeiro registro da ocorréncia de Lu. longipalpis ocorreu em
dezembro de 2008 (SOUZA et al., 2009). No estado do Mato Grosso do Sul, Lu. cruzi
também tem sido considerada espécie transmissora da LV (DOS SANTOS et al., 1998).

No territorio brasileiro, 0s reservatorios silvestres da LV sdo as raposas (Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). Cées (Canis familiaris)
sdo considerados a principal fonte de infeccdo da doenca no ambiente urbano,
desempenhando papel importante na manutencdo do ciclo epidemioldgico da LV no pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006) uma vez que:

= Mantém contato préximo e frequente com humanos e outros cées;

= A doenca é mais prevalente na populacao canina que na populacdo humana;

= Podem apresentar infec¢do assintomatica e;

= Apresentam alto grau de parasitismo na pele integra e visceras, fato que
favorece a infeccdo dos vetores (DI LORENZO et al., 2000; FEITOSA et al.,

2000).



2.2 A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A LVC é uma doenca severa de evolucgao lenta e inicio insidioso, cujas manifestacdes
clinicas sdo dependentes de fatores do hospedeiro (reposta imune celular e humoral, citocinas)
e viruléncia do parasita (CIARAMELLA et al., 1997; FERNANDEZ-BELLON et al., 2005;
SARIDOMICHELAKIS, 2009), apresentando variados graus de severidade (FONT et al.,
1994; CIARAMELLA et al., 1997; MORENO, 1999; ALVAR et al., 2004; BANETH et al.,
2008; HONSE et al., 2013; RIGO et al., 2013)

Na infeccdo por Leishmania, as células do sistema monocitico fagocitario atuam como
células apresentadoras de antigeno, estimulando o linfécito T CD4+ auxiliar tipo 1 (Thl) ou
auxiliar tipo 2 (Th2) (LIEW e O’DONNELL, 1993). Quando ativadas as células Thl, ha
producdo de citocinas tais como interferon vy, fator de necrose tumoral, interleucina 2 (IL-2) e
interleucina 12 (IL-12), que ativam macrofagos. Estas células por sua vez, estimulam a
ativacdo de outras células e sua propria proliferacdo, além de produzirem O6xido nitrico,
principal molécula responsavel pela morte intracelular do parasito Leishmania, eliminando a
infeccdo (IKEDA et al., 2003). Em contraste, quando ativadas as células Th2, ha produgéo de
citocinas tais como IL-4, IL-6, IL-10 e proliferacdo de células B, com consequente producao
de anticorpos (PINELLI et al, 1994). Essa resposta, ndo protetora e deletéria, por sua vez,
permite o desenvolvimento da doenca. Um perigo potencial da regulacdo prejudicada do
linfocito T e exacerbada ativacdo do linfocito B é a geracdo de grande quantidade de
imunocomplexos (MAKNI et al., 1989). Na infeccao natural estdo ativados ambos os subtipos
de células (Thl e Th2) e a variedade de sinais clinicos e gravidade da doenca dependem do
equilibrio entre estes dois sistemas (VALLADARES et al., 1998, BANETH et al., 2008).

Classicamente, a LVVC é caracterizada por mucosas hipocoradas, emagrecimento, febre

intermitente, linfadenopatia e lesbes cutaneas, caracterizadas por alopecia, descamacéo,



eczema e Ulceras, geralmente localizadas nas orelhas, focinho, cauda e articulages (ALVAR
etal., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Com o0 avanco da doenca, observa-se a presenca de hiperqueratose, onicogrifose,
esplenomegalia, hepatomegalia, lesbes oculares (ceratoconjuntivite, uveite, dentre outras)
(CIARAMELLA et al., 1997), colite (FERRER et al., 1991), epistaxe (MORENO et al., 1998;
CIARAMELLA e CORONA, 2003; CIARAMELLA et al, 2005), hematdria
(CIARAMELLA e CORONA, 2003), coagulacédo intravascular disseminada (FONT et al.,
1994; HONSE et al, 2013), neuralgia, poliartrite, polimiosite, glomerulonefrite
membranoproliferativa e nefrite tabulo-intersticial associadas a severa proteindria podendo
levar a sindrome nefrotica e faléncia renal (RIGO et al.,, 2013), paresia dos membros
posteriores, caquexia e inanicdo, levando o animal a morte (MINISTERIO DA SAUDE,
2006).

Mancianti et al. (1988) sugerem que caes com LV sejam classificados de acordo com
sinais clinicos da doenca em: assintomaticos, auséncia de sinais clinicos; oligossintomaticos,
apresentando linfadenopatia, ligeira perda de peso e/ou alopecia; ou sintomaticos, mostrando
todos ou alguns dos varios sinais da doenca, como lesdes cutaneas, onicogrifose,
ceratoconjuntivite e rigidez dos membros posteriores, dentre outros.

Laboratorialmente, a anemia é uma das mais importantes alteracbes hematoldgicas
observadas na LVC, geralmente causada pela perda de sangue (epistaxe e melena), hemdlise
(producdo de auto-anticorpos, complexos imunes e instabilidade da membrana do eritr6cito)
ou diminuicdo da eritropoiese (anemia da doenca inflamatoria, deficiéncia de ferro, doenca
renal crénica e displasia eritroide) (JAIN, 1993; IKEDA et al., 2003; FREITAS et al., 2012).

Em relacdo a série leucocitaria, alguns autores relatam a ocorréncia de leucopenia
(KEENAN et al., 1984; LONGSTAFFE e GUY, 1985), enquanto outros relatam a ocorréncia

de leucocitose com neutrofilia como um achado ocasional (CIARAMELLA et al., 1997,



BOURDOISEAU et al., 1997). Linfopenia pode ser observada em animais com quadro
clinico grave da LV e linfocitose em quadros clinicos mais amenos (BOURDOISEAU et al.,
1997). E comum a observacdo de monocitose, muitas vezes acompanhada de mondcitos
ativados em cées infectados (YAMAGUCHI et al., 1983; IKEDA et al., 2003; FREITAS et
al., 2012).

A hiperproteinemia € um achado laboratorial comum na LVC e quase sempre esta
associada a hipoalbuminemia (LONGSTAFFE e GUY, 1985; CIARAMELLA et al., 1997)
e/ou maior producdo de anticorpos (IKEDA et al., 2003).

Trombocitopenia tem sido observada e atribuida a producdo de auto-anticorpos,
complexos imunes, hipoplasia da série megacariocitica da medula dssea e doencas
concomitantes. Variacfes nos tempos de protrombina e tromboplastina parcial ativada e
fibrindlise foram observadas por diversos autores (MORENO et al., 1998; VALLADARES et
al., 1998; MORENO, 1999; PELAGALLI et al., 2004; CIARAMELLA et al., 2005;
CORTESE et al., 2006; HONSE, 2008; HONSE et. al, 2013).

AlteracGes na medula 6ssea de cdes com LV tem sido pouco estudadas, porém alguns
relatos tém sido descritos (TRYPHONAS et al. 1977; CAMPOS, 2005; TROPIA DE ABREU

etal., 2011, NICOLATO etal., 2013).



2.3 MEDULA OSSEA

A MO é o principal 6rgdo responsavel pela hematopoiese em animais adultos sadios
(GRINDEM et al., 2002). Nos animais em crescimento, ela ocorre no interior de 0ssos longos
e chatos. A medida que o animal envelhece, a regifo do canal medular ¢ substituida por tecido
adiposo, confinando a medula ativa nos locais onde ha o0sso esponjoso (HARVEY, 2001).

A funcdo primaria da MO é a producdo de células eritroides, mieloides,
megacariociticas e linfocitarias. Ela fornece informacdes sobre o status hematopoiético do
individuo e deve sempre ser avaliada juntamente como o exame de sangue periférico
(hemograma) (JAIN, 1993).

O exame citologico da MO deve ser solicitado nas situacdes em que as informacgdes
relativas a hematopoiese ndo possam ser obtidas através do hemograma, sendo indicada
especialmente nos casos de anemia arregenerativa, leucopenias e trombocitopenias
persistentes ou de origem desconhecida, toxicidade por drogas, doencas infiltrativas, nos
disturbios mieloproliferativos ou linfoprotiferativos e pesquisa de parasitos (DIEBOLD et al.,
2000). Além disso, pode ser utilizado para estadiamento de doencas neoplasicas como
linfomas e mastocitomas e avaliacdo de estoque de ferro medular. Também pode ser muito
util na determinacdo de causas de hiperproteinemia e hipercalemia quando associada a
neoplasias (OLIVEIRA, 2008).

Poucas sdo as contra-indicacGes para a coleta de medula éssea. A contengdo, sedacdo e
anestesia impdem um risco maior ao animal do que o procedimento em si (PERMAN et al.,
1974; HARVEY, 2001). Embora a trombocitopenia e hiperglobulinemia monoclonal possam

levar ao sangramento local apds a coleta, estas ndo sdo contra-indicacfes absolutas. Nestes
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casos, recomenda-se a coleta em local que permita o controle da hemorragia por pressao
digital (GRINDEM et al., 2002).

Na medicina veterinaria, a puncao aspirativa da MO ¢é realizada mais frequentemente
do que a biopsia de medula 6ssea (BMO) utilizada para a avaliacéo histopatolégica. A puncao
aspirativa é facil, rapida e menos dispendiosa do que a biopsia, que necessita de agulhas
especiais e posterior processamento. Embora a BMO seja um método mais preciso para
avaliacdo da celularidade medular e diagnéstico de enfermidades como mielofibrose,
mieloesclerose e focos de infec¢do, além de avaliar a quantidade de gordura presente no
interior da medula, a avaliacdo da morfologia celular por este método € de dificil acesso
(HARVEY, 2001; GRINDEM et al., 2002).

Em cées e gatos, a MO pode ser obtida na epifise dos 0ssos longos e nas regides do
ileo. Nos cées, a crista iliaca tem sido utilizada por diversos autores como via de acesso para
coleta de MO pela facilidade de localizacdo (ZAMPROGNO, 2007; SALGADO, 2008).
Contudo, em cdes de pequeno porte e gatos, a coleta de amostras medulares pode ser
facilitada na regido trans-iliaca ou porcao proximal do fémur (RASKIN, 1998).

Para cdes obesos ou musculosos, a porcdo cranio-lateral da tuberosidade maior do
Umero é uma Gtima opcédo para coleta de material, além da epifise proximal da tibia, 6tima
regido para obtencdo de grande quantidade de material (RASKIN, 1998; ZAMPROGNO,
2007).

Amostras de MO também podem ser coletadas do esterno e costela, porém ha risco de
penetracdo inadequada, levando a danos nas estruturas da cavidade toracica. Neste caso,
agulhas curtas devem ser utilizadas e cuidados devem ser tomados para manté-las na regido
central do esterno/costela, minimizando o risco de pneumotorax, hemorragias e laceracao

cardiaca (HARVEY, 2001).
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As células medulares sdo divididas em seis grupos: série megacariocitica, serie
eritroide, série mieloide, série linfoide, série monocitica e outras células, normalmente
encontradas na MO, mas que ndo se enquadram nos grupos acima citados — hematogonias,
células mitoticas, células reticulares e células degeneradas (JAIN, 1993; GRINDEM et al.,
2002).

A série megacariocitica é composta pelo megacarioblasto, pré-megacariécito,
megacaridcito basofilico e megacariocito. A série eritroide € composta pelo rubroblasto, pro-
rubricito, rubricito basofilico, rubricito policromatico, metarrubricito e reticulécito. A série
mieloide é composta pelo mieloblasto, pro-mieldcito, mielécito (neutrofilico, eosinofilico e
basofilico), metamielécito (neutrofilico, eosinofilico e basofilico), bastdo (neutrofilico,
eosinofilico e basofilico), neutréfilo, eosinofilo e baséfilo. A série linfoide é composta pelo
linfoblasto, pré-linfécito e linfocito pequeno. A série monocitica é composta pelo monoblasto,
pré-monacito e mondcito (JAIN, 1993; HARVEY, 2001).

O estudo do mielograma € realizado nas espiculas medulares e inclui a avaliacdo da
celularidade, andlise qualitativa e quantitativa dos tipos celulares que compéem a MO e
avaliacdo da relacdo mieloide-eritroide (M:E), que expressa a proporcdo do nimero total de
células da série granulocitica (mieloide) e o total de eritrécitos nucleados da série eritrocitica
(eritroide). A avaliagdo dos estoques de ferro medular também deve ser incluida durante a
avaliagdo do mielograma (HARVEY, 2001).

As sindromes mielodisplasicas sdo um grupo heterogéneo de alteracBes adquiridas da
linhagem hematopoiética (stem cells) que ocorre em animais e humanos. As doencas podem
ser primarias ou secundarias e sao caracterizadas por anemia e/ou leucopenia ou
trombocitopenia, juntamente com alteracdes displasicas Unicas ou maltiplas da medula 6ssea

(WEISS e AIRD, 2001).
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As causas secundarias de mielodisplasias ndo tém sido estudadas extensivamente em
animais, mas incluem mielofibrose, trombocitopenia imunomediada, anemia hemolitica
imunomediada, policitemia vera, piometra, trombopatia e drogas anti-neoplasicas (WEISS e
AIRD, 2001). Walton et al. (1996) relataram que altos niveis de fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) e interferon y apresentam papel importante em sindromes mielodisplasicas,
juntamente com demais citocinas em cées e gatos.

Na LV humana, altera¢gdes da MO incluem sindrome hemofagocitica e mielodisplasia
das linhagens sanguineas (YARALI et al., 2002; KOPTERIDES et al., 2003). Pouco se tem
estudado a respeito de alteragbes medulares em cdes com LV. Tryphonas et al. (1977)
observaram hipoplasia da série eritroide com maturacdo completa e ordenada, aumento de
plasmaocitos e mondcitos, hiperplasia da série mieloide e relagdo M:E aumentada em um céo
com LV. Achados semelhantes foram encontrados por Tafuri et al. (2001). Campos (2005)
observou hiperplasia linfoplasmocitica e hipoplasia eritroide em cdes com LV. Em 2006,
Foglia Manzillo et al. (2006) relataram a presenca de hipoplasia eritroide, hiperplasia
mieloide e displasia megacariocitica em cdes com LV. Trdpia de Abreu et al. (2011)
relataram a presenca de hipoplasia eritroide, além do aumento de precursores neutrofilicos,
linfocitos e plasmocitos na LVC. Recentemente, Nicolato et al. (2013) relataram hipoplasia
eritroide associada a anemia, além do aumento da populacéo de neutréfilos e seus precursores
e reducdo de eosinofilos e seus precursores em cées sintomaticos naturalmente infectados por
Leishmania infantum. Segundo os autores, estes animais também exibiram aumento de

linfécitos medular e linfopenia periférica.
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2.4 IMUNOCITOQUIMICA

Imunocitoquimica (ICQ), assim como imunohistoquimica (IHQ), sd&o metodologias
que utilizam anticorpos para localizar e identificar estruturas teciduais que funcionam como
antigenos in situ. A técnica é baseada em um conjunto de reacGes especificas fundamentada
na interacdo antigeno-anticorpo, que ao final do processo, conferem cor ou eletrodensidade a
estrutura em estudo. Ela permite a conjugacdo de um marcador a um anticorpo, proteina ou
composto sem causar dano a ligacdo estabelecida entre o anticorpo e o antigeno,
possibilitando a visualizacdo microscépica, seja ele um componente celular normal ou
patogénico (STERNBERGER, 1986).

Na ICQ, as amostras que podem ser analisadas incluem esfregacos sanguineos,
aspirados, swabs, cultura de células, suspensao de células e citospinas. Cada amostra é tratada
diferentemente, ainda que toda metodologia seja semelhante (JAVOIS, 1999).

Na medicina veterinaria, a ICQ tem sido empregada como ferramenta diagndstica de
suporte ao diagnostico citoldgico de neoplasias. Em casos de suspeita clinica de linfoma, a
determinacdo da linhagem de células B e T pode ndo somente diferenciar as populacGes
linfoides de mieloides, como também ajudar a estabilizar a probabilidade de clonagem celular
(VALLI et al., 2009). Nos casos de leucemia aguda, onde nem sempre é possivel diferenciar
neoplasias linfoides de mieloides utilizando coloracGes de rotina como Romanowsky,
marcadores imunocitoquimicos como a mieloperoxidase vém sendo utilizados para
identificacdo de células mieloides.

O diagnostico de neoplasias de células redondas pouco diferenciadas, melanomas
amelandticos e detecgdo de metéstases em linfonodos também vem sendo facilitado pelo uso

de técnicas imunocitoquimicas. Outras aplicagBes incluem o diagnostico de infecgfes virais,
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como a coloracdo de macréfagos de gatos com peritonite infecciosa felina (VALLI et al.,
2009), e a deteccdo de amastigostas contribuindo para diagndstico de leishmaniose (LYNCH
etal., 1986).

De acordo com Filho et al. (1993), as técnicas de ICQ e IHQ apresentam grande
sensibilidade e especificidade e por isso ocupam um papel em destaque na investigacdo e
diagnostico anatomo-citopatoldgico das leishmanioses.

Barrouin-Melo et al. (2006) padronizaram a técnica de ICQ e IHQ para avaliar a
populacdo de leucdcitos do baco de cdes com LV através da técnica de puncdo por agulha
fina, relatando um aumento relativo na contagem de neutréfilos e monadcitos/macrofagos e
uma diminuicdo relativa na contagem de linfécitos quando comparados a animais saudaveis.

Atualmente, com uma maior disponibilidade de anticorpos monoclonais capazes de
interagir com antigenos de células linfoides humanas, muitas dificuldades diagndsticas
puderam ser solucionadas (ALVES et al., 1999; BACCHI e BACCHI, 1999). A reatividade
cruzada destes anticorpos com outras espécies possibilitou a determinacdo do imunofendétipo
de células linfoides caninas, com grande aplicabilidade nos casos de neoplasias linfoides de
cdes (APPELBAUM et al., 1984; TESKE et al.,1994; MILNER et al., 1996; DARBES et al.,
1997; FOURNEL-FLEURY et al., 1997).

A utilizacdo de anticorpos policlonais e monoclonais passaram a apresentar grande
aplicabilidade na medicina veterinaria como o anticorpo policlonal anti-CD3, um marcador de
superficie celular altamente sensivel e especifico para a demonstracdo das células linfoides T,
e o anticorpo monoclonal anti-mb | CD79a (clone HM57), que além de um marcador de
superficie celular, reage contra antigenos humanos e caninos, detectando a linhagem de
ceélulas linfoides B em seus diferentes momentos de diferenciagdo, sendo, portanto, um
marcador de amplo espectro e alta especificidade (ALVES et al., 1999; BACCHI e BACCHI,

1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1ETICA

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacéo

Oswaldo Cruz (Ceua/Fiocruz) sob a licenca LW-46/12.

3.2 DESENHO DO ESTUDO E CALCULO AMOSTRAL

Trata-se de um estudo descritivo com amostra ndo probabilistica de conveniéncia.

A populacdo alvo do estudo foi constituida por cdes adultos, machos ou fémeas,
residentes no estado do Rio de Janeiro, soro-reatores para leishmaniose no teste
imunocromatogréafico rapido em dupla plataforma (DPP) e no ensaio de imunoadsorc¢ao ligado
a enzima (ELISA), encaminhados a eutandsia, que apresentassem isolamento em cultura
parasitologica e caracterizacdo isoenzimatica de Leishmania (Leishmania) chagasi.

Foram utilizados como critérios de exclusao:

= Animais com isolamento negativo em cultura parasitologica

= Animais com isolamento positivo para outras espécies de Leishmania.
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= Presenca de alteracdes medulares neoplasicas.
= Amostras citologicas ndo diagndsticas.

Amostras citologicas ndo diagnosticas — Nesta categoria foram incluidos os esfregacos
que apresentaram amostras acelulares ou pouco celulares, excessiva ruptura celular,
dessecamento, sobreposicao e coloracdes inadequadas.

O estudo foi realizado no Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domésticos (LapClinDermzoo — Ipec/Fiocruz — RJ) em colaboracdo com a
Secretaria Municipal de Saude (SMS) do Estado do Rio de Janeiro, Laboratério de Analises
Clinicas (Labclin — Ipec/Fiocruz — RJ) — Secdo de Hematologia (SHEM), Laboratério de
Vigilancia em Leishmaniose (Vigileish — Ipec/Fiocruz — RJ) e Laboratério de
Imunohistoquimica Veterindria do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Unesp (Botucatu) — Séo Paulo.

3.3 AVALIACAO CLINICA

Para realizacdo do exame clinico, os animais foram contidos mecanicamente com a
utilizacdo de mordacas e quimicamente através da associacao de cloridrato de quetamina 10%
(10mg/Kg) e maleato de acepromazina 1% (0,1mg/Kg) por via intramuscular (seringa
25x7mm).

O exame clinico incluiu: inspecdo de pele e mucosas e palpacdo de linfonodos e

orgaos abdominais.
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3.4 COLETA DE MATERIAL

Foram coletadas amostras de sangue total para realizacdo do hemograma; MO para
realizacdo do mielograma, avaliacdo de estoques de ferro medular, imunocitoquimica e
cultura parasitologica; e fragmentos de pele integra, baco e linfonodo para realizacdo de

cultura parasitoldgica.

3.4.1 Sangue total

Amostras de sangue total foram coletadas da veia cefélica ou jugular através de
sistema de coleta a vacuo, ap6s tricotomia e antissepsia local com alcool 70%. Foram
utilizadas agulhas de coleta multipla 21G1 (25x0,8mm), adaptador padrdo (Greiner Bio-One)
e frascos contendo como anticoagulante o EDTA 10% (K, EDTA, BD Vacutainer) na
proporcdo de 0,1mL para cada 5mL de sangue. Evitou-se a compressdo prolongada e

maultiplas puncdes.

3.4.2 Medula 6ssea

Para realizacdo da puncdo de MO, os animais foram anestesiados com tiopental sodico

(Thionembutal®, Abbott) na dose de 8mg/kg de peso vivo via endovenosa.
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O procedimento foi realizado na crista iliaca utilizando-se agulhas especiais para
puncdo aspirativa de MO. Foram utilizadas agulhas UNIGRIP-KLIMA LUER LOCK®, cujas
dimensGes variaram entre 1,5mm, 1,8mm e 2,0mm de acordo com o tamanho e peso do
animal. Os cédes foram mantidos em decubito lateral com os membros anteriores e posteriores
préximos, de modo a flexionar-se a coluna e facilitar o acesso a crista iliaca.

Ap0s a tricotomia e antissepsia local, posicionou-se a agulha com o mandril sobre a
crista iliaca e por meio de movimentos rotatérios foi exercida pressdo até que a mesma
atingisse o canal medular. Apos a retirada do mandril, uma seringa descartavel de polietileno
de 20mL foi conectada para a aspiracdo do material medular (Figura 1).

Cerca de 0,5mL de MO foi aspirado por coleta em EDTA a 3% diluido em solucdo
fisioldgica estéril. Apds a retirada da agulha, juntamente com a seringa, procedeu-se a
homogeneizacdo da amostra, que foi transferida para uma placa de Petri para a captura das

espiculas medulares (Figura 2) com o auxilio de um tubo capilar (microhematdcrito).
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Figura 1. Canino, macho, S.R.D. Puncédo aspirativa
de medula dssea em crista iliaca.

Figura 2. Aspirado de medula 6ssea de cdo com LVC. Placa de Petri
contendo inimeras espiculas medulares (seta preta).
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Para avaliagdo do mielograma e estoques de ferro medular foram confeccionados
esfregacos em laminas de microscopia desengorduradas com alcool 70%. Para a
imunofenotipagem de linfocitos medulares foram confeccionados esfregacos em laminas de
microscopia silanizadas.

Cerca de quatro gotas do material aspirado foram diretamente semeadas em meio de

cultura (NNN) para isolamento de Leishmania sp.

Ap0s a puncdo de MO, os animais foram submetidos a eutanasia com overdose (doses
trés vezes maiores aquelas utilizadas em anestesia) intravenosa de tiopental sddico 5%
(seringa 25x7mm, veia cefalica) de acordo com as normas estabelecidas pelo Ministério da
Salude, contidas no Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A morte dos animais foi confirmada através de parada

cardio-respiratdria, aferida pela palpacdo de pulso femoral e ausculta cardiaca.

3.4.3 Coleta de fragmentos de pele integra, linfonodo e baco para isolamento e

identificagdo de Leishmania sp.

Imediatamente apds a eutandsia dos animais, fragmentos de pele integra, baco e
linfonodo foram coletados com auxilio de punch de 4mm (Kolplast Cl) e acondicionados em
solucdo salina contendo penicilina G potassica e 5’fluorocitosina a temperatura de 4°C. As
amostras foram encaminhadas ao Vigileish (Ipec - Fiocruz) para isolamento e posterior
caracterizacao.

Antes da retirada dos fragmentos de pele integra, o local era devidamente limpo com

agua e sabdo, sendo realizada em seguida a antissepsia do mesmo com alcool a 70%.
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3.5 EXAMES LABORATORIAIS

3.5.1 Hemograma

As amostras de sangue periférico destinadas a realizacdo do hemograma foram
encaminhadas & SHEM (Ipec) - Fiocruz.

A contagem total de células sanguineas, incluindo plaquetometria, foi realizada em
contador automatico de células (COULTER Modelo T-890) e conferida através de esfregacos
sanguineos (JAIN, 1993; MEYER e HARVEY, 2004).

Os esfregacos sanguineos foram confeccionados em laminas de microscopia (tamanho
26x76mm e espessura 1,2mm) limpas e desengorduradas em &lcool a 70% imediatamente
apos a coleta. As laminas foram fixadas em metanol durante cinco minutos e coradas pelo
método de Romanowsky (Giemsa, Merck) por 15 minutos, para realizacdo da contagem
diferencial de leucécitos em contador manual de células sanguineas (KACIL CCS-01) (Coles,
1984). A leitura das laminas foi realizada por um Unico observador no LapClin-Dermzoo

(IPEC) - Fiocruz.

3.5.2 Mielograma

A avaliacdo citologica da MO foi realizada a partir do esfregaco de espiculas
medulares obtidos pela técnica de compressao (squash). As laminas foram fixadas durante

cinco minutos e coradas pelo método de Romanowsky (Giemsa, Merck) por 30 minutos no
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LapClin-Dermzoo (IPEC) - Fiocruz. A leitura das laminas foi realizada por um unico
observador.

A celularidade da medula dssea foi estimada examinando-se a proporcdo de células
versus gordura presentes nas espiculas. Em espiculas compostas por mais de 75% de células,
a MO foi considerada hipercelular; em espiculas compostas por mais de 75% de gordura, a
MO foi considerada hipocelular.

Megacaridcitos foram avaliados quanto a frequéncia, maturidade e morfologia. A
frequéncia foi estimada avaliando-se cinco campos em objetiva de 10x. Quando 12 ou mais
megacaridcitos foram observados por campo, a série megacariocitica foi considerada
aumentada. Quando raros megacariocitos foram observados por campo, a Série
megacariocitica foi considerada diminuida.

As séries eritroides, mieloides, linfoides e monociticas foram avaliadas quanto a
maturidade e morfologia. As séries foram consideradas completas e ordenadas quando
precursores imaturos e maduros encontravam-se presentes e aumentavam progressivamente
de acordo com cada estagio de desenvolvimento.

A contagem diferencial foi realizada em 500 células (Kacil CCS-02), segundo
classificacdo proposta por Jain (1993). A determinacdo da relacdo mieloide/eritroide (M:E)
foi obtida dividindo-se o numero total de células da série mieloide pelo nimero total de

celulas nucleadas da série eritroide (HARVEY, 2001).
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3.5.3 Avaliacéo dos estoques de ferro medular

A avaliacdo dos estoques de ferro medular foi realizada a partir do esfregaco de
espiculas medulares (squash) em laminas de microscopia coradas pelo método Romanowsky
(Giemsa, Merck) e pelo método de Perls (Azul da Prassia) (HAYHOE e QLAGLIONO,

1994), cuja técnica é descrita a seguir:

% Fixacdo das laminas em metanol absoluto durante cinco minutos;

%+ Secagem ao ar;

%+ Acondicionamento das ldaminas em cubas de vidro contendo volumes iguais de
ferrocianeto de potassio a 2,5% e acido cloridrico a 2,5% durante uma hora;

% Lavagem das laminas em agua destilada;

%+ Secagem das laminas ao ar;

% Acondicionamento das laminas em cubas de vidro contendo como solucao
corante a Eosina durante dois minutos;

%+ Lavagem em agua destilada;

% Secagem ao ar;

%+ Leitura das laminas.
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3.5.4 Imunofenotipagem de linfocitos medulares

A avaliacdo ICQ dos linfocitos medulares foi realizada a partir do esfregaco de
espiculas medulares obtidos pela técnica de compressdo (squash) em laminas de microscopia
silanizadas.

As amostras foram fixadas e armazenadas em alcool 95% imediatamente ap6s serem
confeccionadas e encaminhadas ao Laboratdrio de Imunohistoquimica Veterinaria do Servico
de Patologia Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Unesp (Botucatu) — Séo Paulo.

As laminas foram lavadas em agua destilada e submetidas a recuperacdo antigénica em
solucdo pré-aquecida de EDTA pH 8,0 por 30 minutos em banho-maria. Apos este periodo,
esperou-se cerca de 20 minutos para que as laminas fossem resfriadas e entdo submetidas ao
blogueio da peroxidase enddgena 3% por 20 minutos. Em seguida as ldaminas foram lavadas
com solucdo tampéo de TRIS pH 7,4 e incubadas com anticorpo primario anti-CD3 (1:100;
Dako) e anti-CD79a (1:50; Dako) por 18 horas a 4C°. Como anticorpo secundario ligado a
peroxidase foi utilizado o Kit EnVison Dual Link (Dako) por 1 hora a 27C°. As laminas
foram coradas por DAB e contra coradas com Hematoxilina de Harris (DE MOURA et al.,
2001). Foram utilizados controles positivo e negativo que acompanhavam o kit.

Para avaliacdo quantitativa das sub-populactes de linfocitos medulares, 200 células
nucleadas foram contadas em torno das espiculas medulares através da objetiva de 40x por
um unico observador. A proporcao de linfocitos marcados foi expressa como porcentagem da
populacéo total de células avaliadas (DE WAELE et al., 1991, JAIN 1993, MORAES et al.,

2009).
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3.5.5 Isolamento em cultura de Leishmania sp. e caracterizagdo isoenzimatica

Os fragmentos de pele integra, baco e linfonodo foram acondicionados em solugéo
salina contendo penicilina G potassica e 5’fluorocitosina e conservadas a temperatura de 4°C
por 24 horas. Em seguida, as amostras foram semeadas em meio bifasico NNN (Novy,
MacNeal, Nicole) contendo como fase liquida o meio Schneider’s (Drosophila medium —
Sigma), acrescido de 10% de soro fetal bovino.

As amostras de MO foram diretamente semeadas no meio de cultura (NNN).

Todas as culturas foram submetidas a temperatura de 26°-28°C em estufa biologica e
examinadas a fresco semanalmente durante 40-50 dias buscando evidenciar formas flageladas.

Todos os isolados obtidos em meio de cultura (formas promastigotas) foram
identificados por eletroforese de isoenzimas para caracterizacdo etiologica. Inicialmente foi
realizada a expansdo parasitaria para obtencdo de cerca de 10° parasitos, a qual foi
posteriormente submetida a lavagens em tampao proprio sob centrifugacdo até a obtencdo de
um sedimento préprio, que foi acondicionado em nitrogénio liquido (N;) até a realizacdo da
corrida eletroforética (CE). Foram empregados cinco sistemas enzimaticos: 6PGDH, GPI,
ME, NH (dois loci) e G6PDH baseados no protocolo de Cupolillo et al. (1994).

Para a realizacdo da CE, preparou-se um gel de agarose 1% (Tipo V) em tampéo de
acordo com o sistema enzimatico utilizado. Depois de totalmente dissolvida e fundida, a
agarose foi colocada sobre um filme de poliestireno onde as amostras foram aplicadas.

A CE foi realizada empregando-se uma cuba de eletroforese horizontal devidamente
acoplada a um banho-maria com circulacdo para manter a refrigeracdo em torno de 4°C. A
revelacdo da atividade enzimética das amostras foi realizada colocando-se diretamente sobre o
gel uma mistura contendo os substratos, transportadores e receptores de elétrons, cofatores e

tampdes proprios para cada enzima, baseados nos protocolos ja descritos na literatura
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(CUPOLILLO et al., 1994). A reacdo foi interrompida adicionando-se acido acético a 5% e a
mobilidade eletroforética dos isolados foi comparada com o padrdo das amostras de
referéncia.

As amostras de referéncia de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903),
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania chagasi (MHOM/BR/74/PP75)

foram empregadas em todas as CE.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram armazenados em Banco de Dados Access e analisados com
auxilio do programa de analise estatistica SPSS win v.16.

Foram descritas as frequéncias simples da classificacdo clinica dos cées estudados e as
medianas e percentis 25 e 75% das variaveis continuas dos pardmetros laboratoriais:
hemaécias, hemoglobina, hematdcrito, VGM, CHGM, plaquetas, contagem total de leucdcitos,
contagem diferencial de basdfilos, eosinofilos, mieldcitos, metamieldcitos, segmentados,
linfécitos e mondcitos do sangue periférico, contagem de mieldcitos imaturos, mieldcitos
maduros, eritrocitos imaturos, eritrocitos maduros, basofilos, eosinofilos, linfocitos,
plasmécitos, macréfagos (mondcitos), relacdo mieloide:eritroide e contagem diferencial de
linfocitos T e linfocitos B da MO.

Para verificar diferencas entre as distribui¢bes das variaveis continuas do hemograma
e mielograma segundo a classificacdo clinica (assintomatico, oligossintoméatico e
sintomatico), utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e, posteriormente, o teste de Mann-
Whitney com correcdo de BY (BENJAMINI e YEKUTIELI, 2001), para verificar entre quais

grupos da classificacdo clinica estava a diferenca. As medianas e os intervalos interquartilicos
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foram utilizados para pontuar as diferencas. P-valores <0,05 indicaram valores significativos

nos testes estatisticos utilizados.
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4 RESULTADOS

4.1 ANIMAIS

Cinquenta cdes, residentes no Estado do Rio de Janeiro, soro-reatores para
leishmaniose visceral nos testes ELISA e DPP, encaminhados a eutanasia, foram atendidos no
LapClin-Dermzoo (Ipec) - Fiocruz.

Quarenta e um animais foram incluidos no estudo por preencherem os critérios de
inclusdo.

Nove animais foram excluidos do estudo por preencherem um ou mais itens

estabelecidos nos critérios de exclusao.

4.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Dos 41 animais incluidos no estudo, 24 (58,5%) eram machos e 17 (41,5%) eram
fémeas. Trinta e nove cdes (95,1%) ndo apresentavam raca definida e dois (4,9%) pertenciam
as racas: Teckel e Dogo Argentino. A idade dos animais variou entre um e 15 anos de idade.

Trinta e oito (92,7%) animais eram procedentes do municipio de Barra Mansa, dois

(4,9%) animais do municipio de Niterdi (Jacaré) e um (2,4%) do municipio de Resende.
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De acordo com os sinais clinicos, os animais foram classificados em assintomaticos
(n=13; 31,7%), oligossintomaticos (n=12; 29,3%) e sintomaticos (n=16; 39,0%). As
principais alteracdes clinicas observadas foram emagrecimento, linfadenopatia, lesbes
cutaneas ulceradas, descamacdo furfuracea e mucosas hipocoradas. Um animal apresentou
uma forma clinica atipica da doenca caracterizada por tumoracdo localizada na gengiva do
ramo maxilar direito (Figura 3) (Anexo A). Os demais achados clinicos encontram-se na

tabela 1.

Figura 3. Canino, S.R.D., macho. Les&o tumoral localizada na gengiva do ramo maxilar direito (seta
preta)
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Tabela 1. Alteragdes clinicas observadas em 12 (29,3%) cées oligossintomaticos e 16
(39,0%) sintomaticos naturalmente infectados por L. (L.) chagasi.

Sinais Clinicos NUmeros Porcentagem
Emagrecimento 17 41,4%
Lesdes cutaneas ulceradas 13 31,7%
Mucosas hipocoradas 12 29,2%
Descamacdo furfuracea 12 29,2%
Linfadenopatia localizada 8 19,5%
Esplenomegalia 8 19,5%
Ceratoconjuntivite 7 17,0%
Linfadenopatia generalizada 6 14,6%
Onicogrifose 5 12,1%
Desidratacdo 5 12,1%
Alopecia localizada 5 12,1%
Alopecia generalizada 4 9,7%
Pélo opaco 3 7,3%
Melena 2 4,8%
Edema de membro 1 2,43%
Tumoragéo 1 2,43%

4.3 EXAMES LABORATORIAIS

4.3.1 Hemograma

Anemia foi observada em 27 (65,8%) cées. Destes animais, 13 (48,1%) apresentaram
anemia normocitica normocrémica, quatro (14,8%) anemia normocitica hipocrémica, oito
(29,6%) anemia microcitica normocrémica e dois (7,4%) anemia microcitica hipocrémica.
Segundo a classificacdo clinica, cinco (18,5%) animais eram assintomaticos, sete (25,9%)

eram oligossintomaticos e 15 (55,5%) eram sintomaticos.
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N&o foram observados hemoparasitas nas amostras analisadas. As alteracdes

observadas na hematoscopia dos caes encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Achados da hematoscopia de 41 cdes naturalmente infectados por L. (L.)

chagasi.

Hematoscopia Animais Porcentagem
Mondcitos ativados 12 29,2%
Hipocromasia 6 14.6%
Macroplaquetas 5 12,1%
Linfocitos reativos 4 9,7%
Rouleaux 4 9,7%
Anisocitose 4 9,7%
Metarrubricitos 3 7,3%
Agregados plaquetarios 3 7,3%
Aglutinacéo 2 4,8%
Howell Jolly 2 4,8%
Policromasia 2 4,8%

O leucograma apresentou-se dentro dos parametros de normalidade em 22 (53,6%)
animais. Leucopenia foi observada em dois (4,87%) animais, sendo que um animal apresentou
leucopenia associada a neutropenia e linfopenia. Leucocitose foi observada em 17 (41,4%)
caes, sendo que quatro animais apresentaram desvio nuclear de neutrdfilos a esquerda
(discreto a moderado).

Trombocitopenia foi observada em vinte e um (51,2%) cdes. Destes animais, o0ito
(38,1%) eram assintomaticos, cinco (23,8%) eram oligossintomaticos e oito (38,1%) eram

sintomaticos.
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Nas tabelas 3 e 4 observam-se os valores da mediana e intervalo interquartil (25 e
75%) dos resultados do eritrograma, incluindo a plaguetometria, e leucograma,

respectivamente, dos animais do estudo.

Tabela 3. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados do eritrograma e
plaguetometria de 41 cées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi.

Valores Valores de Referéncia®
Eritrocitos (x10%/uL) 5,0 (4,0-6,0) 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 11,0 (7,5-13,0) 12,0-18,0
Hematocrito (%0) 31,0 (22,5-36,5) 37-55
VGM** (fL) 62,0 (59,5-65,0) 60-77
CHGM** (%) 34,0 (33,0-36,0) 32,0-36,0
Plaquetas (x10°pL) 197 (134-253) 200-500

** VGM, volume globular médio; CHGM, concentracéo globular média de hemoglobina.
2 Fonte: Jain (1993)

Tabela 4. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados do leucograma de
41 cées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi.

Valores Valores de Referéncia®

LG** (/uL) 12540 (9850-15880) 6000-17000
Basofilo (/pL) 0,00 (0,00-0,00) Raros
Eosindfilo (/uL) 259 (125-811) 100-1250
Mieldcito (/uL) 0,00 (0,00-0,00) Ausentes
Metamieldcito (/uL) 0,00 (0,00-0,00) Ausentes
Bastdo (/uL) 0,00 (0,00-49) 0-300
Segmentado (/uL) 9744 (7270-11666) 3000-11500
Linfocito (/pL) 1540 (1063-1919) 1000-4800
Monécito (/uL) 298 (175-621) 150-1350

**_G, leucometria global; ? Fonte: Jain (1993)
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4.3.2 Mielograma

4.3.2.1 Celularidade

Observou-se aumento da celularidade na MO de 39 animais (95,1%) (Figura 4).
Destes animais, doze (30,7%) eram assintomaticos, onze (28,2%) eram oligossintomaticos e
dezesseis (41,0%) eram sintomaticos.

Um animal sintomatico apresentou diminuicdo da celularidade (2,4%) e um animal

assintomatico apresentou celularidade dentro dos pardmetros de normalidade (2,4%).

Figura 4. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Espiculas medulares exibindo hipercelularidade (setas
pretas). Giemsa. 100x.
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4.3.2.2 Série Megacariocitica

A série megacariocitica encontrou-se dentro dos padrGes de normalidade em 26
animais (63,4%). Quatorze cdes (34,1%) apresentaram aumento da série megacariocitica
(hiperplasia megacariocitica) (Figura 5). Destes animais, trés (21,4%) assintomaticos, sete
(50,0%) eram oligossintomaticos e quatro (28,5%) eram sintomaticos.

Um animal (2,4%) animal apresentou diminuicdo da série (hipoplasia

megacariocitica).

Figura 5. Aspirado de medula O&ssea. Canino. Hiperplasia
megacariocitica (setas pretas). Giemsa. 100x.
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4.3.2.3 Série Eritroide

Aumento da serie eritroide (hiperplasia da serie eritroide) foi observado em 20
(48,8%) animais. Vinte (48,8%) animais encontraram-se dentro dos padrdes de normalidade e
um (2,4%) animal apresentou diminuicéo da serie eritroide (hipoplasia série eritroide).

A contagem diferencial da série eritrocitica esteve dentro dos pardmetros de
normalidade em 20 cées (48,8%). Vinte cdes (48,8%) apresentaram valores acima dos limites
propostos por Jain (1993) (hiperplasia eritroide) (Figura 6). Destes animais, sete (35,0%) eram
assintomaticos, sete (35,0%) eram oligossintomaticos e seis (30,0%) eram sintomaticos.

Um (2,4%) animal sintomatico apresentou diminuicdo da série (hipoplasia eritroide).

Tais achados foram compativeis com aqueles observados na avaliacdo qualitativa.

Figura 6. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Hiperplasia eritroide
(setas pretas). Giemsa. 400x.
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4.3.2.4 Série Mieloide

Aumento da série granulocitica foi observado em 36 (87,8%) cées. Quatro (9,8%)
animais encontraram-se dentro dos padrbes de normalidade e um (2,4%) animal apresentou
diminuicdo da série granulocitica (hipoplasia granulocitica), durante a avaliacao qualitativa.

Trinta e seis (87,8%) cées apresentaram valores acima dos limites de normalidade na
contagem diferencial da série granulocitica (hiperplasia granulocitica) (JAIN, 1993) (Figura
7). Destes animais, 13 (36,1%) eram assintomaticos, 11 (30,5%) eram oligossintomaticos e 12
(33,3%) eram sintomaticos.

Vinte e sete (75,0%) cées apresentaram um aumento expressivo da populacdo imatura
e madura de eosindfilos medulares (Figura 8). Destes animais, 11 (40,7%) eram
assintomaticos, oito (29,6%) eram oligossintomaticos e oito (29,6%) eram sintomaticos. Em
dez (37,0%) animais o aumento de eosinéfilos foi acompanhado pelo aumento das demais
células da série granulocitica. Em dezessete (63,0%) animais apenas 0 aumento da populagédo
de eosinofilos foi responsavel pela hiperplasia da série mieloide.

Quatro (9,8%) cées apresentaram valores dentro dos limites propostos por Jain (1993)
e um (2,4%) cdo sintomatico apresentou diminuicdo desta série (hipoplasia granulocitica).

Tais achados foram compativeis com aqueles observados na avaliacdo qualitativa.



Figura 7. Aspirado de medula oOssea. Canino. Hiperplasia
granulocitica — Bastdes (setas pretas). Precursores imaturos (seta
vermelha). Giemsa. 400x.

Figura 8. Aspirado de medula dssea. Canino. Hiperplasia eosinofilica.
Precursores imaturos (seta preta). Precursores maduros (seta
vermelha). Giemsa. 400x.

37
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4.3.2.5 Relagéo mieloide:eritroide

Trinta e quatro (82,9%) animais apresentaram valores da relagdo mieloide:eritroide
(M:E) dentro dos parametros de normalidade (Jain, 1993).

Quatro (9,7%) cées apresentaram aumento da relacdo M:E. Destes animais, um
(25,0%) era assintomatico, um (25,0%) era oligossintomatico e dois (50,0%) eram
sintomaticos.

Trés (7,3%) cédes apresentaram diminuicdo da relacdo M:E. Destes animais, um

(33,3%) era oligossintomatico e dois (66,6%) eram sintomaticos.

4.3.2.6 Série Linfoide

Quarenta (97,5%) animais apresentaram aumento da série linfoide, representada por
linfocitos e, principalmente, plasmacitos, incluindo Mott-Cell e Flame-cell. Um animal
(2,4%) apresentou resultado dentro dos padrdes de normalidade.

A contagem diferencial de linfocitos esteve dentro dos parametros de normalidade em
37 caes (90,2%). Quatro (9,7%) cdes apresentaram valores acima dos limites propostos por
Mischke e Busse (2002). Destes animais, um (25,0%) era assintomatico e trés (75,0%) eram
sintomaticos.

Aumento significativo foi observado na contagem diferencial de plasmdcitos,
abrangendo um total de 40 cédes (97,5%) (Figura 9). Destes animais, 13 (32,5%) eram
assintomaticos, 12 (30,0%) eram oligossintomaticos e 15 (37,5%) eram sintomaticos.

Mott-cell e Flame-cell estiveram presentes em 16 (39,0%) e oito (19,5%) cées do

estudo, respectivamente (Figura 10).
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Estes achados confirmam aqueles observados na avaliacdo qualitativa desta série

(hiperplasia linfoide).

Figura 9. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Hiperplasia linfoide —
Plasmdcitos (setas). Giemsa. 400x.

Figura 10. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Mott-cell (seta).
Giemsa. Objetiva 40x.
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4.3.2.7 Série Monocitica

Todos os animais apresentaram aumento da série monocitica (100%), representada em

sua maioria por macrofagos que apresentavam intensa atividade fagocitica.

Foi observada fagocitose de:
= amastigotas de Leishmania sp. em 39 animais (95,1%) (Figura 11),
= hemossiderina em 28 animais (68,3%),
= hemacias (eritrofagocitose) em 40 animais (97,6%) (Figura 12) e

= Jeucocitos (leucofagocitose) em nove animais (22,0%) (Figura 12).

Discreta a intensa quantidade de amastigotas de Leishmania sp., intracelulares
(fagocitadas por macrdfagos) e/ou extracelulares, que apresentavam citoplasma azul claro,
nucleo oval e cinetoplasto pequeno em forma de bastonete, foram visualizadas na MO de 39
(95,1%) animais do estudo. N&do foram observadas formas amastigotas de Leishmania sp. na

MO de dois (4,9%) animais.
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Figura 11. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Presenca de formas amastigotas de Leishmania sp.
intracelulares (fagocitadas por macréfagos) (setas). Giemsa. 400x.

Figura 12. Aspirado de medula oOssea. Canino. Presenca de
eritrofagocitose (seta preta) e leucofagocitose (seta vermelha).
Giemsa. 400x.
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A contagem diferencial de mondcitos e macrdfagos esteve aumentada em 40 cdes
(97,5%). Destes animais, 12 (30,0%) eram assintomaticos, 13 (32,5%) eram
oligossintomaticos e 15 eram sintomaticos (37,5%). Um animal (2,4%) apresentou resultados
dentro do limite de normalidade, segundo Mischke e Busse (2000).

Os valores da mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados da avaliacéo

quantitativa do mielograma encontram-se na tabela 5.

Tabela 5. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados da avaliacdo
guantitativa do mielograma de 41 cédes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi.

Valores (%) Re\l‘/ealflgrl;gisad(%@)
Mieloide imaturo 8,0 (5,0-10,0) 10,3 Jain, 1993
Mieloide maduro 35,0 (29,5-39,5) 39,4 Jain, 1993
Eosindfilos 6,0 (3,0-8,5) 3,6 Jain, 1993
Basofilos 0,0 (0,0-0,0) 0 Jain, 1993
Eritroide imaturo 4,0 (2,0-5,0) 4,1 Jain, 1993
Eritroide maduro 29,0 (25,0-36,5) 42,3 Jain, 1993
Linfécitos 6,0 (4,0-8,0) 10,0 Mischke e Busse, 2000
Plasmécitos 6,0 (4,0-10,0) 2,0 Jain, 1993
Macrofagos 2,0 (1,0-4,0) 0,5 Mischke e Busse, 2000

Relagdo M:E 1,0 (1,0-2,0) 0,75-2,53 Jain, 1993
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4.3.2.8 Demais achados presentes na medula dssea

Emperipolese de formas amastigotas de Leishmania sp. por megacariécitos foi
observada em 12 (36,5%) cdes (Figura 13). Destes animais, dois (16,6%) eram
assintomaticos, trés (25,0%) eram oligossintomaticos) e sete (58,3%) eram sintomaticos.

Megacaridcitos Dwarf foram visualizados em dois (4,87%) cées sintomaticos (Figura
14).

Raros osteoclastos, células reticuloendoteiais e hematogdnias foram visualizados.

s

Figura 13. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Emperipolese de
formas amastigotas de Leishmania sp. (seta). Giemsa. 400x.
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Figura 14. Aspirado de medula éssea. Canino. Megacariocito dwarf
(seta). Giemsa. 400x.

4.3.3 Avaliacéo dos estoques de ferro medular

Trinta e dois (78,0%) animais apresentaram aumento dos estoques de ferro (Figura 15
e Figura 16) e nove (21,9%) animais apresentaram valores dentro dos padrfes de normalidade
durante a avaliagdo do mielograma. Estes achados foram confirmados apés utilizagdo do

método de Perls (Azul da Prassia).



45

— 400x.

‘-"' V % y..11
I
ﬂ'v“
S

1S ‘-laV:;.;l o

Ve o £ oot

5 P ". o £+ 2 Qpm

YEEIRE] Mm&_ .

Figura 16. Asplrado de medula 6ssea. Canino. Precipitados de hem055|der|na (setas) Azul da Prussia. A
—100x; B — 400x.
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4.3.4 Imunofenotipagem de linfocitos medulares

Todos animais do estudo apresentaram marcagdes positivas para anticorpos anti-
CD79a (Figura 17 e 18) e anticorpos anti-CD3 (Figura 19 e 20) durante a avaliacdo qualitativa
das amostras.

Os valores da mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados da avaliacéo

quantitativa dos linfocitos medulares se encontram na tabela 6.

Tabela 6. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados da avaliagédo
guantitativa da imunofenotipagem de linfécitos medulares de 41 cdes naturalmente
infectados por L. (L.) chagasi.

Anti-CD3 (%) Anti-CD79a (%)

Mediana 12,0 14,0

Intervalo Interquartil

25 8,5 10,0
75 19,5 19,0




Figura 18. Aspirado de medula dssea. Canino. Imunocitoquimica. Anti-CD79a
positivo — Linfdcito B (seta vermelha). Plasmacito (seta preta). DAB. 400x.
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Figura 19. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Imunocitoquimica. Anti-CD3
positivo — Linfécito T (setas). DAB. 400x.

Figura 20. Aspirado de medula 6ssea. Canino. Imunocitoquimica. Anti-CD3
positivo — Linfocito T (setas). DAB. Objetiva 40x.
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4.4 ASSOCIACAO: CLASSIFICACAO CLINICA E EXAMES LABORATORIAIS

Quando analisados os resultados dos animais pertencentes a classificacdo clinica
“assintomaticos” e “sintomaticos”, diferengas significativas foram observadas nos parametros
hemacias, hemoglobina, hematdcrito, CHGM e eosindfilos periféricos e medulares.

Quando analisados os resultados dos animais pertencentes a classificacdo clinica
“oligossintomaticos” e “sintomaticos”, diferengas significativas foram observadas somente
nos parametros hemacias, hemoglobina e hematocrito.

Quando analisados os resultados dos animais pertencentes a classificacdo clinica
“assintomaticos” e “oligossintomaticos”, somente o pardmetro VGM apresentou diferenca
significativa.

A tabela 7 apresenta o p-valor das variaveis laboratoriais que apresentaram associacdo
com a classificacdo clinica dos animais do estudo pelo teste de Kruskal-Wallis e quais foram

significativas pelo teste de Mann-Whitney corrigido pelo método de BY.
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Tabela 7. P-valor das varidveis hemécia, hematdcrito, hemoglobina, VGM, CHGM, eosindfilos (sangue
periférico) e eosinofilos (medula 6ssea) de 41 cées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi segundo o0s
testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney corrigido pelo método de BY.

Ass.? x Oligo. Ass.? x Sint.° Oligo.” x Sint.°

Kruskal Mann-Whitney Kruskal Mann-Whitney Kruskal Mann-Whitney

H (x10%/uL) 0,186 0,341 0,000* 0,000* 0,002* 0,005*
Ht (%) 0,406 0,744 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
Hb (g/dL) 0,137 0,251 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
VGM (fL) 0,002* 0,001* 0,779 1,000 0,090 0,247
CHGM (%) 0,168 0,308 0,000* 0,000* 0,121 0,308
Eos (/pL)° 0,040 0,110 0,004* 0,022* 0,133 0,243
Eos (%)° 0,046 0,126 0,009* 0,004* 0,982 1,000

*Resultados estatisticamente significativos nos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
“Ass., assintomatico; "Oligo., oligossintomatico; °Sint., sintomético; “Eos (uL), eosindfilo (sangue
periférico); *Eos (%), eosindfilo (medula 6ssea).

A tabela 8 apresenta os resultados da mediana e intervalo interquartil das variaveis
hemécias, hematocrito, hemoglobina, VGM, CHGM, eosino6filos (sangue periférico) e

eosindfilos (MO) de acordo com a classificacdo clinica dos animais.
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Tabela 8. Mediana e intervalo interquartil (25 e 75%) dos resultados das variaveis hemacias (H),
hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb), volume globular médio (VGM), concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM), eosinofilos (sangue periférico) (Eos/uL) e eosinéfilos (medula 6ssea) (Eos %) de
acordo com a classificacdo clinica de 41 cées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi.

Classificacio I;| Ht Hb VGM CHGM Eos Eos
(x10°7uL) (%)  (gidL)  (fL) (%) (L) (%)
Assintomético
Mediana 6,0 36 13,0 64,0 36,0 1344 7,0
Percentil 25 50 32 11,5 61,0 35,0 275 6,5
75 6,0 39 14,0 65,0 37,0 1866 13,5
Oligossintomatico
Mediana 5,0 33 11,0 60,0 34,5 285 4,0
Percentil 25 5,0 30 10,0 58,2 32,2 151 2,0
75 6,0 36 12,7 62,0 36,7 479 8,2
Sintomatico
Mediana 3,5 21 7,0 63,5 33,5 140 4,0
Percentil 25 3,0 17 6,0 58,2 31,2 21 2,2
75 4,0 28 9,7 66,7 34,0 237 6,7

*H, Hemécia; Ht, hematdcrito, Hb, hemoglobina, VGM, volume globular médio; CHGM, concentracdo globular
média de hemoglobina; Eos (/uL), eosindfilo sangue periférico; Eos (%), eosindfilo medula 6ssea.
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5 DISCUSSAO

A presente tese foi baseada em um estudo descritivo com amostra ndo probabilistica
de conveniéncia, pois ndo havia parametros de referéncia na literatura para a realizacdo do
calculo amostral.

De acordo com os resultados obtidos, ndo foram observadas predisposicdes sexual,
etaria e racial nos cdes com LV, o que também tem sido relatado por diversos autores
(ABRANCHES et al., 1991; FISA et al. 1999; FEITOSA et al., 2000). Entretanto estudos
epidemioldgicos tém demonstrado que racas como Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler e Pastor
Alemdo parecem ser mais predispostas a infec¢do (SIDERIS et al., 1996, FRANCA-SILVA et
al., 2003), achado questionado por alguns autores que ndo confirmam tal afirmacéo,
atribuindo-a ao habitat do cdo, condi¢cdes ambientais e sua exposicdo ao flebotomineo
(POZIO et al., 1981; AMELA et al., 1995).

A LVC é caracterizada por diversas manifestagdes clinicas (SOLANO-GALLEGO et
al., 2011). Emagrecimento, linfadenopatia, lesbes cutaneas e mucosas hipocoradas foram 0s
achados mais frequentes observados neste estudo.

O emagrecimento observado nos animais com leishmaniose visceral pode ser atribuido
a competicdo entre o parasita e 0 hospedeiro por nutrientes como triptofano, a ma absorcao
intestinal e/ou a doenca renal (KEENAN et al., 1984; SLAPPENDEL 1988).

A linfadenopatia pode ser atribuida a hipertrofia e hiperplasia das camadas cortical e
medular dos linfonodos acometidos e a0 aumento do numero de macrofagos nos corddes e

sinos medulares (CORDATA et al., 2004; LIMA et al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2008).
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As alteracdes dermatologicas, normalmente observadas na doenca, podem ser
atribuidas a acao direta do parasita, deposicdo de complexos imunes e/ou reducdo das fibras
colagenas tipo | e aumento das fibras colagenas tipo Il (GIUNCHETTI et al., 2006). A
presenca de mucosas hipocoradas esta relacionada a anemia decorrente de varios processos
patoldgicos que serdo explicados mais a frente (IKEDA et al., 2003 e CAMPOS, 2005)

Os demais achados clinicos, menos frequentes, porém relatados por diversos autores
na LVC incluiram: alopecia localizada e generalizada (decorrentes das alteragdes
dermatoldgicas observadas na doenca) (KOUTINAS et al., 1992), ceratoconjuntivite seca
(associada a inflamacdo granulomatosa secundaria a presenca do parasita ao redor do ducto
lacrimal, causando retencdo e diminuicdo da producdo de lagrima) (NARANJO et al., 2005),
onicogrifose (relacionada a dermatite mononuclear liquenoide associada a presenca do
parasita) (KOUTINAS et al., 1992; SARIDOMICHELAKIS et al., 2007) e esplenomegalia
(causada pela proliferacdo e infiltracdo de células imunes associada a hiperplasia da polpa
branca e vermelha e mudangas na estrutura microvascular) (TAFURI et al., 2001).

Uma forma clinica atipica da LVC, caracterizada pela presenca de tumoracdo
localizada na gengiva do ramo maxilar direito, foi observada neste estudo. Embora néo tenha
sido possivel isolar e identificar a espécie de Leishmania das formas amastigotas observadas
na lesdo, mas considerando o isolamento de L. (L.) chagasi de todas as amostras coletadas, é
provavel que se trate do mesmo agente etioldgico. Neste caso, supde-se que o parasito tenha
se distribuido pela membrana mucosa do cdo, provavelmente através das vias hematégenas ou
linfaticas (FONT et al., 1996). De acordo com alguns autores, é possivel que 0s parasitos
invadam diretamente a mucosa através da picada ou mastigacdo de flebotominoes infectados
(MIRO et al., 2011). Considerando a ocorréncia de leishmaniose tegumentar no Brasil, é
importante inclui-la no diagnostico diferencial de lesbes da mucosa oral, principalmente nas

areas de sobreposicao de leishmaniose tegumentar e LV (MADEIRA et al., 2006).
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A anemia, achado laboratorial observado no estudo, tem sido comumente observada
nos cées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi (ABRANCHES et al., 1991; KONTOS e
KOUNTINAS, 1993; CIARAMELLA et al., 1997; IKEDA et al., 2003; CAMPQOS, 2005;
REIS et al., 2006). A anemia normocitica normocrémica arregenerativa tem sido o tipo mais
frequente de anemia observado na LVC, achado também observado no presente estudo, e
possui como principal mecanismo a anemia da inflamacéo, embora a hemdlise (producédo de
auto-anticorpos, complexos imunes e instabilidade da membrana do eritrdcito), insuficiéncia
renal e perda de sangue (epistaxe e perda gastrointestinal), também possam contribuir para
este evento (REIS et al., 2006; FREITAS et al., 2012).

A anemia da inflamacdo, também conhecida como anemia da doenca inflamatoria
(ADI), frequentemente acompanha doencas inflamatorias cronicas (JAIN, 1993; MEYER e
HARVEY, 2004). O principal mecanismo envolvido na fisiopatogenia da ADI € producdo de
mediadores inflamatorios que inibem a eritropoiese em decorréncia de alteraces na producéo
de eritropoietina. Entretanto anormalidades como a indisponibilidade de ferro apreendido por
macrofagos e reducdo da meia vida dos eritrocitos associados a danos de membrana causados
por oxidantes enddgenos gerados durante a inflamacdo também possam ser responsaveis por
este processo (MEANS e KRANTZ 1992; SEARS, 1992).

Fandrey e Jelkmann (1991) e Faquin et al. (1992) sugerem que citocinas produzidas
por macr6fagos como a IL-1 e TNF sejam responsaveis pela diminuicdo da inibicdo da
eritropoiese e da proliferagdo dos precursores eritroides imaturos.

A anemia hemolitica imunomediada (AHI) é decorrente da destruicdo imunomediada
de eritrocitos pelo sistema monocitico fagocitario em funcdo da adesdo de auto-anticorpos
IgG aos eritrocitos e/ou fixacdo do complemento C3. Segundo a literatura, agentes infecciosos
estdo intimamente relacionados ao mecanismo fisiopatologico da doenca (BALCH e

MACKIN, 2007; PIEK, 2011). No presente estudo, o protozoario L. (L.) chagasi parece



55

apresentar papel fundamental no desencameamento da AHI, em virtude da frequente presenca
de eritrofagocitose na medula déssea dos cédes avaliados, demonstrando que este mecanismo
pode ser também um dos responsaveis pela anemia observada na leishmaniose visceral
canina.

Em estudos realizados por Slappendel (1988) e Kontos e Koutinas (1993), um
mecanismo imunomediado foi descrito em alguns cdes com LVC, que apresentaram teste de
“Coombs” positivo e presenga de titulo para anticorpo antinuclear. De acordo com Bildik et
al. (2004), a lesdo oxidativa causa diminuicdo da meia-vida dos eritrocitos e subsequente
hemolise, contribuindo para anemia observada na leishmaniose visceral.

A presenca de anemia normocitica hipocrémica, microcitica hipocrémica e microcitica
normocrémica, observadas em alguns animais do estudo, foi relatada em alguns cdes com
LVC (FERRER et al., 1991; CIARAMELLA e CORONA, 2003; HONSE, 2008) e pode ser
explicada pela deficiéncia de ferro e sintese do heme comuns em doencas crénicas (COHN,
2003; MEYER e HARVEY, 2004) ou atribuida a ADI (MEYER e HARVEY, 2004).

No presente estudo, achados hematoscopicos como policromasia, metarrubricitos e
corpusculos de Howell Jolly observados no sangue periférico de alguns animais, foram
insuficientes para classificar as anemias encontradas como anemias regenerativas, ja relatadas
na LVC (LONGSTAFFE e GUY, 1985; IKEDA et al., 2003).

Uma grande variedade de resultados referentes a contagem total de leucdcitos é
relatada na LVC (LONGSTAFF e GUY, 1985; KOUTINAS et al., 1999; IKEDA et al., 2003;
CIARAMELLA e CORONA, 2003; CAMPOQS, 2005; FREITAS et al., 2012). Neste estudo, a
maioria dos animais apresentou resultados de leucometria global dentro dos parametros de
normalidade descritos por Jain (1993), estando de acordo com os achados de Campos (2005) e
Costa-Val et al. (2007). A leucopenia observada em dois animais, descrita por alguns autores

na LVC (LONGSTAFFE e GUY, 1985, SLAPPENDEL, 1988), pode ser atribuida a reducéo
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da liberacdo de neutrofilos medulares em decorréncia de hipoplasia seletiva ou generalizada
da MO ou processos imunomediados. A leucocitose com neutrofilia e desvio nuclear de
neutrofilos a esquerda observada em alguns animais pode estar associada a condigdes
inflamatdrias crénicas ou ndo inflamatérias e/ou a quadros de infeccdo bacteriana
concomitante.

A trombocitopenia vem sendo relatada em cdes com LV (CIARAMELLA et al., 1997;
CIARAMELLA e CORONA, 2003; COSTA-VAL et al., 2007; HONSE, 2008; HONSE et al.,
2013). Os principais mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis por este evento na LVC
incluem: diminuicdo da producdo, decorrente da hipoplasia da MO ou destruicdo
imunomediada de megacariocitos; aumento da destruicdo, decorrente de reacgdes
imunomediadas primarias (trombocitopenia auto-imune idiopatica) ou secundarias
(trombocitopenia imuno-mediada resultado da exposicdo a antigenos); e aumento do
consumo, decorrente de injdrias ao endotélio vascular e liberacdo de citocinas inflamatorias
(SCOTT e ARI JUTKOWITZ, 2010). No presente estudo € possivel que estes mecanismos
fisiopatoldgicos estejam ocorrendo Unica ou simultaneamente.

Pouca informacdo esta descrita na literatura sobre as alteracBes patolégicas da medula
Ossea de cées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, embora existam relatos (TROPIA
DE ABREU etal., 2011; NICOLATO et al., 2013).

A avaliacdo qualitativa da MO revelou aumento de celularidade na maioria dos cées
avaliados. Este aumento ocorreu devido a expressiva hiperplasia das séries monocitica,
linfoide (plasmacitos) e mieloide. Em alguns animais a hiperplasia das séries megacariocitica
e eritroide também contribuiu para o aumento da celularidade. Segundo Harvey (2001),
processos inflamatdrios e infecciosos podem ser responsaveis pela hiperplasia dos variados

tipos celulares da MO, associados as citopenias periféricas como anemias, leucopenias e
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trombocitopenias. Em alguns animais do estudo, foi verificada associacdo de hiperplasia ou
hipoplasia de alguns tipos celulares e citopenias periféricas, achado discutido mais a frente.

A série megacariocitica apresentou resultados dentro dos parametros de normalidade
na maioria dos animais (JAIN, 1993), achado também relatado por Tryphonas et al. (1977) e
Campos (2005). A hiperplasia da série megacariocitica acompanhada de trombocitopenia
periférica em alguns animais sugere destruicdo plaquetaria decorrente de reacgdes
imunomediadas. A formacdo de anticorpos anti-plaguetas pode ocorrer por razoes
desconhecidas (idiopatica) ou secundariamente a doencas infecciosas, neoplasias e drogas
(SCOTT e ARI JUTKOWITZ, 2010). Na LVC, a trombocitopenia imunomediada pode estar
relacionada a presenca do parasito L. (L.) chagasi induzindo a producdo de anticorpos ou a
inducdo de imunocomplexos associados a plaqueta.

Hipoplasia da série megacariocitica associada a trombocitopenia periférica observada
pode ser atribuida a diminuicdo da producdo, decorrente da hipoplasia da MO (citocinas) ou
destruicdo imunomediada de megacariocitos.

A hiperplasia da série eritroide foi caracterizada pelo aumento da populacdo de
precursores imaturos e maduros e pode ser atribuida a resposta ineficaz decorrente da
deficiéncia de ferro e/ou a processos imunomediados. No presente estudo, este achado esteve
associado a anemia arregenerativa e foi observado nos animais pertencentes as trés
classificacOes clinicas. Este resultado diverge daquele obtido por Nicolato et al. (2013), que
ndo observaram alteragcdes significativas na série eritroide de cdes soro-reatores e PCR
positivos para Leishmania sp. pertencentes a classificagdo clinica ‘assintomatico’ e
‘oligossintomatico’. Tal discrepancia pode ser atribuida a fatores do hospedeiro, carga

parasitaria e mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na infeccao.
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A hipoplasia da série eritroide associada a anemia arregenerativa pode estar
relacionada a anemia da doenca inflamatoria e liberacdo de citocinas derivadas de
macrofagos, como o TNF e IL-1, capazes de inibir a eritropoiese e a proliferacdo dos
precursores eritroides imaturos ou a alteragdes imunomediadas. Achado semelhante foi
observado por Tryphonas et al. (1977) e Campos (2005). Em 2013, Nicolato et al. observaram
hipoplasia da série eritroide associada a anemia em cdes sintomaticos soro reatores e PCR
positivos para Leishmania sp.

A hiperplasia da série granulocitica foi caracterizada pelo aumento da populacdo de
precursores imaturos e maduros de neutrofilos e eosinofilos e observada nos animais
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. Este achado é possivelmente atribuido a
demanda de leucécitos durante a doenca inflamatéria ou utilizacdo destas células em
processos imunomediados. Tryphonas et al. (1977) e Campos (2005) ndo observaram
alteracdes significativas na série mieloide de cdes com leishmaniose visceral.

A hiperplasia neutrofilica geralmente ocorre em resposta a fatores de crescimento
hematopoiéticos como o fator estimulante de colénias granulociticas e coldnias de macréfagos
(FEC-GM), o que pode explicar a ocorréncia de hiperplasia granulocitica associada a
neutrofilia com desvio a esquerda em alguns animais do estudo. Nicolato et al. (2013)
relataram aumento de neutréfilos e seus precursores em cédes sintomaticos sororeatores e PCR
positivos para Leishmania sp., resultado da resposta inflamatdria em multiplos 6rgédos
afetados pelo parasito. Segundo Trépia de Abreu (2011), a proliferacdo de células
neutrofilicas também pode ser atribuida a tentativa de controlar a densidade parasitaria na
MO, através da ativacdo de mecanismos oxidativos. Em 2000, Cotterell et al. mostraram que a
infeccdo por L. donovani em ratos induziu ao aumento da mielopoiese com mobilizac¢do de

células progenitoras para o sangue periférico devido a altos niveis de FEC-GM.
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A hipoplasia granulocitica observada no estudo pode ser atribuida a mecanismos
imunomediados, que podem ser desencadeados por L. (L.) chagasi. A presenca de
leucofagocitose (principalmente neutréfilos) e eritrofagocitose reforcam esta hipotese.

Hiperplasia eosinofilica foi observada nos animais assintomaticos, oligossintomaticos
e sintomaticos. Em alguns animais ela esteve asssociada a eosinofilia periférica e pode ser
atribuida a condicGes parasitarias e inflamatérias. A interleucina 5 (IL-5), citocina que
estimula a producdo de eosinofilos agindo diretamente na unidade formadora de coldnias
eosinofilica, estd diretamente relacionada com resposta imune tipo 2 (Th2) na LVC e parece
ter um papel fundamental na proliferacdo de eosindfilos durante a doenca. Tryphonas et al.
(1977) e Nicolato et al. (2013) relataram a ocorréncia de hipoplasia eosinofilica associada a
eosinopenia periférica em animais sintomaticos, achado nao observado neste estudo.

O aumento da relacdo M:E foi atribuido a hiperplasia mieloide e hiperplasia mieloide
associada a hipoplasia eritroide. A diminuicdo da relacdo M:E foi atribuida a hiperplasia
eritroide e hipoplasia mieloide. Campos (2005) observou aumento da relacdo M:E em dois
cdes com LV, diminuicdo da relagdo M:E em um cdo com LV e relagdo M:E dentro dos
parametros de normalidade em quatro animais. Tryphonas et al. (1977) observaram relacéo
M:E dos parametros de normalidade em um céo com LV. Em 2011, Tropia de Abreu et al.
observaram aumento da relacdio M:E em cdes com leishmaniose visceral, atribuindo-o a
hiperplasia mieloide (precursores neutrofilicos).

A hiperplasia da serie linfoide foi caracterizada pelo aumento significativo de

plasmacitos, achado também observado durante a avaliagdo quantitativa deste tipo celular.
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O ndmero de linfocitos pequenos que se manteve dentro dos parametros de
normalidade na maioria dos animais, achado também observado por Campos (2005), pode ser
justificado pela infeccdo e inflamacdo cronicas causadas pelo parasito L. (L.) chagasi.
Nicolato et al. (2013) observaram aumento do numero de linfocitos na MO de caes
sintomaticos associada a linfopenia periférica e atribuiram este achado a migracdo destas
células para 6rgdos linféides acometidos por Leishmania sp.

A intensa estimulacdo antigénica decorrente da infeccdo por L. (L.) chagasi também
pode explicar o significativo aumento do nimero de plasmdcitos observado nos animais do
estudo. A ocorréncia de plasmdcitos maduros contendo um acumulo de anticorpos (Mott-Cell
e Flame-cell) pode estar relacionada a cronicidade da infeccdo (Lewis e Rebar, 1979; Harvey,
2001). Em 2006, Reis et al. relataram uma reducdo de células B circulantes em cédes
sintomaticos, o que poderia ser explicado pela migracdo seletiva destas células para 6rgaos
linfoides ou a perda do marcador de células B CD21.

A avaliacdo qualitativa dos linfécitos medulares pela técnica de imunocitoquimica
conseguiu evidenciar e diferenciar linfocitos T e linfocitos B dos cées estudados, embora
quantitativamente nenhuma diferenca significativa tenha sido observada.

A hiperplasia da série monocitica pode estar relacionada a resposta imune adaptativa a
microrganismos, onde linfocitos T CD4" e CD8" produzem citocinas (IFN y, TFN e I1L-1) que
atuam na ativacdo e proliferacdo de macréfagos, responsaveis pela fagocitose e tentativa de
destruicdo de formas amastigotas de Leishmania sp. através da producdo de intermediarios
reativos do oxigénio, 6xido nitrico e enzimas lisossomais. Este achado também foi observado
Tryphonas et al. (1977), Diebold et al. (2000), Tafuri et al. (2001) e Manzillo et al. (2006).

Discreta a intensa quantidade de amastigotas de Leishmania sp., intracelulares
(macrofagos) ou extracelulares, foram observadas na MO dos animais estudados,

demonstrando que a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp é uma importante
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ferramenta diagndstica na leishmaniose visceral canina, principalmente nos casos em que 0
diagnostico sorologico é inconclusivo. Resultados semelhantes foram observados por Campos
(2005). Segundo Ciaramella et al. (1997) e Diebold et al. (2000), a presenca de parasita na
MO de animais com LV é um achado frequente. Em um estudo realizado por Trépia de Abreu
et al. (2011), a evolucdo da LVC de acordo com o status clinico do animal foi acompanhada
pelo aumento da densidade parasitaria na MO.

O aumento dos estoques de ferro medular observado nos animais do estudo evidencia
o0 envolvimento da doenca inflamatoria na patogenia da LVC. Achado semelhante foi
observado por Campos (2005) em cinco animais naturamente infectados por L. (L.) chagasi.
A disponibilidade reduzida de ferro na ADI ocorre devido a entrega de ferro para macrofagos
e ao aumento da sintese de ferritina (LEE, 1983). A lactoferrina, proteina transportadora de
ferro encontrada no leite, nas secrecBes mucosas e nos leucécitos polimorfonucleares, tem a
capacidade de ligar-se a uma grande quantidade de ferro, especialmente em pH baixo, como
ocorre nos processos inflamatoérios. Neste caso, citocinas como IL-1 e a-TNF induzem a
sintese e liberacdo de lactoferrina e macrofagos ativados passam a expressar um numero
maior de receptores de superficie, possibilitando a utilizacdo do ferro ligado a lactoferrina,
que é transferido para a molécula de ferritina.

A liberacdo da lactoferritina pelos neutréfilos leva a um sitio de combinacédo de ferro
no local da infeccdo, reduzindo a disponibilidade deste mineral. Com o ferro no
compartimento de estoque, a concentracdo de ferritina aumenta até estabilizar, enquanto a
hemossiderina é depositada, tornando este mineral menos disponivel para a proliferacdo de

eritrocitos (FELDMAN et al., 1981).
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Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os achados de Pippard et al.
(1986) e Campos (2005) que sugerem que a retencdo anormal de ferro por macrofagos pode
limitar a resposta eritropoiética a anemia observada na LV.

A emperipolese megacariocitica ainda ndo esta totalmente esclarecida, porém em
humanos este achado tem sido atribuido a véarias condi¢cdes como perda de sangue, desordens
mieloproliferativas, trombocitoses reativas e neoplasias (CASHELL e BUSS, 1992). No
presente estudo, a ocorréncia de emperipolese de formas amastigotas pode ser explicada pela
intensa atividade inflamatoria e producdo de citocinas decorrentes da infeccdo por L. (L.)
chagasi. Recentemente, Foglia Manzillo et al. (2006) e Nicolato et al. (2013) relataram a
ocorréncia deste fendmeno em cdes com LV. Em 1999, Prater et al., relataram a
internalizacdo de estruturas leveduriformes de Histoplasma capsulatum dentro de
megacaridcitos de um gato com lesdes cutaneas.

A presenca de megacariécitos dwarf, ainda ndo relatada na LVC, associada a
hiperplasia megacariocitica pode ser atribuida a intensa atividade inflamatéria e/ou
imunomediada causadas por L. (L.) chagasi, levando a maturagdo anormal deste tipo celular
(DUNN et al., 1999).

Considerando a associagao ‘classificacao clinica’ e ‘variaveis laboratoriais’, diferenga
significativa foi observada entre o grupo ‘assintomatico’ € o grupo ‘sintomatico’ em todas as
variaveis hematoldgicas, com excecdo do VGM. Este achado parece estar intimamente ligado
ao status clinico da LVC. Os valores de hemacias, hematdcrito, hemoglobina e CHGM
parecem estar intimamente relacionados a cronicidade da doenca (BANETH et al., 2008). Ja
os valores de eosindfilos periféricos e medulares parecem estar associados a intensa resposta
antigénica comumente observada na LVC. Segundo Young e Meadows (2010), a IL-5 e IL-
13, secretadas por células T (Th2) sensibilizadas por parasitas ou alérgenos, sdo responsaveis

pelo aumento da producdo de eosinofilos pela medula dssea e pelo recrutamento de
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eosinofilos para tecidos, respectivamente. Na LVC, a funcdo imunoldgica dos eosinofilos
pode estar relacionada a sua capacidade de responder a antigenos ou a expressao de receptores

Fc para imunoglobulinas.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste estudo foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

1. As principais alteracdes citopatoldgicas observadas na medula dssea de caes
naturalmente infectados por L. (L.) chagasi foram hiperplasia das séries mieloide,

linfoide e monocitica.

2. Caes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi apresentaram anemia normocitica

normocrémica.

3. O exame citopatoldgico da medula 6ssea foi importante para o diagnostico de formas

amastigotas de Leishmania sp. em cées.

4. Caes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi apresentaram aumento dos estoques

de ferro medular.

5. A ocorréncia de eritrofagocitose e leucofagocitose na medula Ossea de cdes
naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi sugere o envolvimento de

processos imunomediados na patogénese da leishmaniose visceral canina.
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6. Caées naturalmente infectados por L. (L.) chagasi ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas na populacéo de linfécitos T e linfécitos B medulares,

independentemente do status clinico.

7. Os principais sinais clinicos observados em cées naturalmente infectados por L. (L.)
chagasi foram emagrecimento, linfadenopatia, alteracbes dermatoldgicas e mucosas
hipocoradas, embora alguns animais possam apresentar manifestacGes clinicas

atipicas.

8. Cées naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi apresentaram diferencas
estatisticamente  significativas entre 0s grupos de classificacdo clinica
‘assintomaticos’ e ‘sintomaticos’ ¢ com relacdo as variaveis laboratoriais hemacias,

hematocrito, hemoglobina, VGM, eosinofilos periférios e eosindfilos medulares.
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