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RESPOSTA IMUNE NA MEDULA OSSEA E PERFIL HEMATOLOGICO
DE CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO- A avaliagdo da medula éssea e das células do sangue em caes com
leishmaniose visceral (LV) pode proporcionar valiosas informacdes, tanto
quantitativas quanto qualitativas, relativas & hematopoiese. Os objetivos deste
estudo foram avaliar a medula 6ssea de caes com LV, por meio de exame citoldgico,
histopatologico e imuno-histoquimico (IHC), avaliando-se a carga parasitaria, a
qguantidade de linfocitos e macréfagos, além de células expressando MHC de classe
II, IFN-y, IL-10, TNF-a e TGF-B, bem como sua repercussao nas ceélulas do sangue.
Para tanto, foram utilizados 60 cées, sendo 54 infectados e seis animais n&o
infectados. Os cdées infectados apresentaram anemia normocitica normocrémica,
porém sem alteracdes na linhagem eritroide da medula 6ssea, além de displasia
granulocitica, megacariocitica e granulomas na medula o6ssea. A linfocitose
observada na medula 6ssea se refletiu no sangue. No exame citolégico, observou-se
grande infiltracdo de macrofagos, linfocitos e plasmécitos nos animais infectados.
Quanto a IHC, os cdaes infectados apresentaram grande quantidade de células
imunomarcadas para TNF-a, IL-10, IFN-y, TGF-B e macroéfagos.

Palavras-chave: eritroide, mieloide, relagédo M:E, citocinas, hematopoiese



IMMUNE RESPONSE IN BONE MARROW AND PROFILE HEMATOLOGIC
DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT- The evaluation of the bone marrow and blood cells in dogs with
visceral leishmaniasis (VL) can provide valuable information, both quantitative and
gualitative, on the hematopoiesis. The objectives of this study were to evaluate the
bone marrow of dogs with VL through cytological, histopathological and
immunohistochemical (IHC) examination, evaluating the parasitic load, the amount of
lymphocytes and macrophages and by cells expressing MHC class II, IFN-y, IL-10,
TNF-a and TGF-B, as well as its effect on blood cells. To this end, 60 dogs, 54
infected and six uninfected animals were used. Infected dogs showed normochromic
normocytic anemia, but without any changes in the erythroid lineage bone marrow,
and dysplasia granulocytic, megakaryocytic and granulomas in the bone marrow.
The lymphocytosis in the bone marrow was reflected in the blood. On cytological
examination, there was extensive infiltration of macrophages, lymphocytes and
plasma cells in infected animals. As for IHC, infected dogs showed large amount of
immunostained cells to TGF-3, TNF-q, IL-10, IFN-y and macrophages.

Keywords: erythroid, myeloid, M: E ratio, cytokines, hematopoiesis.



1. INTRODUCAO

Os protozoarios do género Leishmania sp. infectam fagécitos de mamiferos,
incluindo o homem e o céo. O cdo é o maior reservatorio da leishmaniose visceral
(LV) nas Américas, a mais relevante dentre as doencas emergentes no mundo. A
doenca apresenta caracteristica endémica em 88 paises, sendo que o Brasil &
responsavel por 90% das notificacdes de LV que ocorrem no continente americano.

A LV é transmitida pela picada do inseto vetor do género Lutzomyia que, ao
sugar o sangue de mamiferos infectados, ingere macréfagos parasitados por formas
amastigotas da Leishmania. Ao sugar o sangue de outro animal, o vetor inocula as
formas promastigotas metaciclicas do parasita, que passaram a forma infectante no
intestino do mosquito. Estas formas sédo fagocitadas por macréfagos na pele do
hospedeiro vertebrado, que transportam os parasitos para outros tecidos ricos em
células do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco, pele e
medula 0ssea.

A medula 6ssea € considerada um dos principais sitios de localizacdo do
protozoario. Sua infeccdo pode interferir na capacidade regenerativa da maioria dos
tecidos linfoides periféricos que dependem das células progenitoras pluripotentes da
medula 6ssea. O parasito consegue modular a resposta inflamatoria, estimulando
ou inibindo a producao de citocinas e proliferacdo de celular, interferindo assim com
a hematopoiese. Isso se reflete em alteracbes na celularidade do sangue,
provocando anemia, leucopenia e trombocitopenia.

Considerando que os caes com diagndstico positivo para LV sdo submetidos a
eutanasia, torna-se dificil avaliar a evolucdo da doenca. Trabalhos recentes

descrevem um padréo de resposta compartimentalizada para LV canina, mostrando



gue alguns oOrgaos sao susceptiveis a proliferacdo do parasito, como o baco e
outros sdo mais resistentes, como o figado. Entender a dindmica das citocinas
presentes na medula 6ssea dos cdes com leishmaniose visceral trarda importantes

contribuicdes na compreenséo da complexa patogenia da doenca no céo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A leishmaniose visceral

As leishmanioses sdo um grupo de enfermidades parasitarias de distribuicéo
mundial, transmitidas ao homem e aos animais por meio da picada de espécies de
fleb6tomos infectados por protozoarios do género Leishmania. A leishmaniose
visceral, também conhecida como Calazar, € a forma mais severa da doenca,
muitas vezes fatal (LASHLEY; DURHAM, 2007; WHO, 2007).

A leishmaniose visceral (LV) € uma das zoonoses mais importantes no mundo,
provocando severa doenca em cédes (BRASIL, 2006). Pode também acometer
humanos, felinos, equideos (MULLER et al.., 2009; GINN et al., 2007; MARTIN-
SANCHEZ et al., 2007) e outros mamiferos, tais como o gamba (SANTIAGO et al..,
2007), sendo considerada uma das doencas parasitarias emergentes mais
importantes (TESH, 2002). Nos ultimos dez anos, os métodos de diagndéstico da
doenca evoluiram consideravelmente, ao mesmo tempo em que houve um aumento
significativo da notificacdo dos casos (ANTINORI et al., 2012).

O agente etioldégico é um protozoario da familia Trypanosomatidae, parasito
intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico mononuclear, que
apresenta uma forma flagelada (promastigota) encontrada no sistema digestorio do
vetor e outra forma, amastigota (com flagelo interiorizado), encontrada nos tecidos
dos vertebrados (BRASIL, 2006).

As espécies que provocam a LV sdo os protozoarios do complexo Leishmania

donovani, composto por Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania



(Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi, sendo esta ultima a
responsavel pela doenca no continente americano (BRASIL, 2006). Os autores
Dantas-Torres (2006) e Shaw (2006) propuseram a utilizagdo do nome Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, considerando que a L. infantum e a L. chagasi
compreendem a mesma especie.

Os principais vetores da doenca no Brasil sédo insetos do género Lutzomyia,
conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros
(BRASIL, 2006). Outros vetores, como o carrapato do complexo Rhipicephalus
sanguineus, e a pulga Ctenocefalides felis, também foram considerados possiveis
transmissores, porém seu papel na epidemiologia da doenca ainda nao foi
comprovado (DANTAS-TORRES, 2011; FERREIRA et al., 2009; GINN et al., 2007).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem 0 sangue de
mamiferos infectados, ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas da
Leishmania. Ao sugar o sangue de outro animal, o vetor inocula promastigotas
metaciclicos. Estes sdo fagocitados por macrofagos, que transportam os parasitos
para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como
linfonodos, figado, baco, pele e medula 6ssea. A proliferacdo histiocitica nesses
orgaos produz seu aumento de volume, além de atrofia do tecido normal (FALCOW,
2004; BRASIL, 2006).

Em cées, a medula 6ssea, 0 baco e a pele sdo os tecidos que apresentam
maior densidade do parasito (MOREIRA et al., 2013; REIS et al.,, 2009;
SARIDOMICHELAKIS, 2005), além dos linfonodos (BOGDAN e ROLLINGHOFF,
1999) e figado (ALEXANDRE-PIRES et al.,, 2010, GIUNCHETTI et al., 2008).

Apesar de Manzillo et al. (2006) considerarem a medula 6ssea como um dos



principais sitios de localizacdo do protozoario, Toplu e Aydogan (2011) referem que
a Leishmania sp nem sempre é encontrada no exame citologico ou histopatoldgico
desse 06rgao, indicando a técnica de imuno-histoquimica para identifica-lo.

Do exame da medula éssea, provém informacdes quantitativas e qualitativas a
respeito da morfologia celular de cada linhagem. Seu exame tem uma importancia
significativa no diagnoéstico e tratamento de doencas que provocam alteracdes no
sangue circulante. A avaliacdo da morfologia do aspirado de medula 6ssea e de sua
biopsia tem sido suplementadas recentemente com técnicas mais sofisticadas,
como imuno-histoquimica, andlise citogenética, citometria de fluxo e ensaios
moleculares (RASKIN e MESSICK, 2012; VALDEZ, et al., 2012; RILEY et al., 2009;
ELMORE, 2006).

Os cédes sao 0s mais importantes reservatorios domésticos de Leishmania sp,
incriminados como principal fonte de infeccdo para o vetor (GAVGANI et al., 2002).
Estes animais podem ser assintomaticos ou apresentarem uma variedade de sinais
clinicos, que se caracterizam por ulceracdes e descamacao cutanea, alopecia,
emagrecimento progressivo, onicogrifose, hepato e esplenomegalia e alteracfes
hematolégicas, como anemia, leucopenia e trombocitopenia (FEITOSA et al., 2000).

Manzillo et al. (2006) referem que a severidade dos sinais clinicos observados
em cdes com LV depende da resposta imunoldgica do hospedeiro e do estagio da
doenca, e incluem ainda como sinais clinicos a linfadenomegalia, lesdes oculares e
sinais de faléncia renal. O espectro de sinais clinico-patolégicos parece ser causado
pela intrincada dindmica da resposta imune celular (FALCOW, 2004). Os animais

considerados susceptiveis a infecgdo sdo 0s que apresentam maior densidade de



parasitos nos 6rgdos e, em consequéncia, lesdes mais greves (GINN, MENSETT,
RAKICH, 2007).

Tal como o Trypanosoma cruzi, a Leishmania sp tem a capacidade de escapar
do sistema imune, pois apresenta resisténcia as hidrolases acidas dos lisossomos
(VIRELLA, 2001). Como resultado de sua persisténcia, os parasitos estimulam uma
inflamacdo cronica, caracterizada inicialmente pela presenca de granuldcitos,
seguida pela proliferacdo de macréfagos, linfocitos e células natural killer (NK) que,
em conjunto formam granulomas (VALLI, 2007a; ORAZI et al., 2006; VALLI, 2002;

VIRELLA; BIERER, 2001).

2.2 Arespostaimune na medula 6ssea

A capacidade regenerativa da maioria dos tecidos linfoides periféricos depende
das células progenitoras pluripotentes da medula 6ssea (VALDEZ et al.,, 2012;
ELMORE, 2006). Precursores e células maduras de linfécitos B sdo produzidos
neste 6rgdo, depois quando atingem o estagio maduro, migram para tecidos
linfoides secundarios, como linfonodos, baco e tecido linfoide associado as mucosas
(REGH et al., 2012).

A sobrevivéncia, auto-renovacado, proliferacdo e diferenciacdo das células-
tronco na medula 6ssea requerem um microambiente que contenha citocinas
hematopoiéticas apropriadas, provenientes das células do estroma, da matriz
extracelular, de macrofagos e outras células. Portanto, uma mudanc¢a no perfil de
citocinas presentes na medula 6ssea pode interferir com a producéo celular local,

provocando displasia e refletindo diretamente nos demais 6rgéos linfoides (VALDEZ



et al.,, 2012; CAR, 2010; VALLI, 2007b; MANZILLO et al., 2006, VALLI, 2002;
LINCH, 1998).

De acordo com Valli (2007b), dentre as citocinas responsaveis por uma
adequada producao de células hematopoiéticas, estdo o fator de transformacao de
crescimento beta (TGF-8), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas
1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-11 e IL-12.

Car (2010) e Elmore (2006) recomendam que a medula 6ssea seja coletada
para biopsia ou exame citologico, de locais como o esterno ou o fémur. Quando
utilizado o método citolégico, o material deve ser corado por técnicas do tipo
Romanowsky, para se obter maior qualidade dos detalhes citolégicos relacionados a
morfologia celular e seu grau de maturacao.

O protozoério Leishmania sp nem sempre é encontrado no exame citolégico
ou histopatolégico da medula 6ssea (TOPLU; AYDOGAN, 2011), sendo a
sensibilidade destes exames ainda controversa, e relativamente menor em animais
assintomaticos do que nos sintomaticos (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005). Reis et
al. (2001) e Reis et al. (2006a) referem um alto parasitismo na medula 6ssea de
animais sintomaticos e baixo parasitismo em animais assintomaticos.

Para se tracar um perfil celular da medula éssea, deve-se realizar a contagem
diferencial de células nucleadas, com o objetivo de se determinar qual linhagem
celular esta alterada. Para a série mieloide, as fases proliferativas sdo o0s
mieloblastos, os promielocitos e os mielécitos; por outro lado, as células em
maturagdo sdo os metamieldcitos e bastonetes, que sédo diferenciados em neutrofilos
segmentados, basdfilos e eosindfilos, que fazem parte do compartimento de

estoque. Para a série eritroide, as células do compartimento proliferativo sdo os



proeritroblastos, os eritroblastos basofilicos e eritroblastos policromaticos, enquanto
gue os eritroblastos ortocromaticos e os reticuldcitos pertencem a fase de maturacéo
(ELMORE, 2006).

Neste contexto, a determinacdo da proporcdo mieloide:eritroide (M:E)
guantifica a relacdo entre as duas linhagens celulares. A relacdo M:E € uma
importante medida semi-quantitativa do desenvolvimento de células vermelhas e
brancas. E obtida dividindo-se a quantidade de células da série granulocitica pela
guantidade de células nucleadas da linhagem eritroide (RASKIN e MESSICK, 2012;
VALDEZ et al., 2012; CAR, 2010; ELMORE, 2006).

A relacdo M:E pode ser considerada um fator indicativo da eficacia da
hematopoiese. Em cades normais, a relacdo M:E varia de 0,75 a 2,5 (WEISS;
TVEDTEN, 2004). Na medula 6ssea normal, os neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e
basdfilos, representam, coletivamente, de 5% a 10% do total de células
mielomonociticas (RASKIN; MESSICK, 2012).

Os estagios finais de maturacdo da série mieloide (bastonetes, neutrofilos,
baséfilos e eosindfilos) e eritroide (eritroblastos ortocromaricos e reticuldcitos)
devem representar entre 75 a 85% da celularidade, em relacdo aos estagios
imaturos. Linfécitos, plasmocitos e macrofagos estdo comumente presentes em
baixo nimero, espalhados por toda a medula e coletivamente perfazem menos do
gue 10% de todas as células nucleadas (RASKIN; MESSICK, 2012; VALLI, 2007a).

Uma relacdo M:E aumentada pode estar associada a hiperplasia mieloide,
resultante do aumento das linhagens de granuldcitos, enquanto que uma redugéo
da razdo M:E é atribuida a hiperplasia eritriode, resultante do aumento da série

eritroide (REIS et al., 2006b). Os mesmos autores descreveram aumento na relacao



M:E, indicativo de hiperplasia mieloide, provavelmente relacionada a um aumento
dos precursores de neutrdfilos. Ja os eosindfilos ndo seriam responsaveis por esse
aumento da relacdo M:E (ABREU et al., 2011).

Segundo Weiss (2010), a presenca da Leishmania sp na medula 6ssea pode
provocar um quadro conhecido como dismielopoiese secundaria, caracterizada pela
inefetiva producéo de células sanguineas, com displasia em uma ou mais linhagens
na medula éssea, refletindo-se em citopenia e displasia das células do sangue
periférico. A dismielopoiese é secundaria a exposicdo da medula 6ssea a infeccoes,
drogas ou toxinas. Essa alteracéo ja foi classificada sindrome mielodisplasica (SMD)
(VALLI, 2007b; WEISS; SMITH 2000). No entanto, Weiss (2005) refere que a SMD é
uma mutacao adquirida nas células tronco da medula éssea.

A dismielopoiese €& caracterizada por anemia e/ou leucopenia e
trombocitopenia, associadas com Unicas ou multiplas mudancas displasicas na
medula éssea. (VALLI, 2007a; VALLI, 2007b; WEISS, 2005; WEISS; AIRD, 2001). A
megacariopoiese pode estar aumentada, normal ou diminuida e € comum a
presenca de megacariocitos predominantemente displasicos ou de tamanho
pequeno e é denominada dismegacariopoiese (ORAZI et al., 2006).

O diagnostico da dismielopoiese requer avaliacdo morfoldégica do sangue
periférico, puncéo biopsia aspirativa (PBA) e biopsia da medula éssea, bem como
adequada informacdo clinica do paciente. A medula 6ssea pode estar hipercelular
na maioria dos casos, mas também pode se apresentar normocelular e até
hipocelular (ORAZI et al., 2006), existindo evidéncia morfolégica de displasia em

uma ou mais linhas celulares (RASKIN, 1996).
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A infeccdo da medula 6ssea pela Leishmania sp pode ocasionar uma
disfuncéo na producao de eritrécitos, granulécitos, mondcitos, linfécitos e plaquetas.
Ainda h& pouca informacao na literatura sobre as alteracdes que ocorrem na medula
O0ssea de cdes naturalmente infectados pelos protozoarios do género Leishmania
(ABREU et al., 2011). Manzillo et al. (2006) referem que a displasia da medula
Ossea € provocada pela grande concentracdo de citocinas produzidas pela
infiltracdo de macréfagos. Quanto a seérie eritroide, estes mesmos autores
descreveram hipoplasia e displasia eritroide, eritrofagocitose, emperipolesi de
megacariocitos e mitoses atipicas como achados frequentes em cées sintoméaticos
portadores de LV. Alteracfes estas que se refletem clinicamente em anemia.

Abreu et al. (2011) demonstraram que a hipoplasia eritroide em céaes
sintomaticos com LV foi ocasionada pela diminuicdo da quantidade de eritroblastos
ortocromaticos.

Cotterell et al. (2000a) descreveram hiperplasia mieloide, observada em toda a
série granulocitica, mas principalmente em mieloblastos de cdes oligossintomaticos.
Um aumento da quantidade de mielécitos neutrofilicos foi observado em caes
infectados com L. chagasi, e uma alta quantidade de metamielécitos neutrofilicos foi
encontrada nos cées infectados. Esse fenbmeno pode estar relacionado a
proliferacdo de precursores de neutréfilos, eosindfilos e basofilos, necessarios para
atender a alta demanda de granulécitos. De acordo com a evolucdo clinica da
doenca, a proliferacdo de neutrofilos € explicada como uma tentativa do organismo
de controlar a densidade de parasitos na medula 6ssea, ja que essas células tem
papel importante no inicio da infecgéo, destruindo formas promastigotas, por meio

de mecanismos oxidativos (COTTERELL et al., 2000a).
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Kopterides et al. (2003) descreveram hipogranulacdo dos precursores
granulociticos e elevada quantidade de megacariécitos com nucleo desorganizado
em um caso humano de leishmaniose visceral. A displasia megacariocitica (nucleos
hiperlobulados ou hipolobulados, fragmentados e com cromatina desorganizada),
pode explicar a trombocitopenia (MANZILLO, 2006). E possivel que a
trombocitopenia em cdes com displasia megacariocitica possa ser causada pela
baixa producdo ou aumento da destruicio de plaquetas no baco
(SARIDOMICHELAKIS, 2005).

Pinelli et al. (1994) realizaram estudo no qual constataram que os cdes com
dismegacariopoiese possuiam sinais clinicos de leishmaniose e titulos altos de
anticorpos circulantes (superiores a 1:160). Acredita-se que essa condicao esteja
associada a resposta imune predominantemente do tipo T helper 2 (Th2), com
aumento da producdo de IL-4 e IL-10. Em contraste, cdes sem sinais clinicos
usualmente apresentaram resposta imune do tipo T helper 1 (Thl), caracterizada
por altos niveis de TNF-a, INF-y e IL-2. Em relagdo aos leucocitos dos céaes
sintomaticos, observaram-se linfopenia, eosinopenia e monocitopenia (REIS et al.,
2006a).

No exame histopatologico, Toplu e Aydogan (2011) observaram o parasito no
citoplasma de macréfagos em 45,4% dos cortes de medula 6ssea corados com
Hematoxilina e Eosina, contra 63,6% nos linfonodos e 50% no baco. Quando
realizada a técnica de imuno-histoquimica (IHC), houve marcacdo para o
protozoario na medula 6ssea em 90,9% dos casos, enquanto que linfonodos e baco
apresentaram 100% de marcacéo. O parasito nem sempre é encontrado no exame

citolégico ou histopatolégico da medula Ossea, portanto torna-se necessaria a
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utilizacdo de outros métodos para confirmar o diagndstico, tais como a imuno-
histoquimica.

As alteracbes que ocorrem na medula éssea se refletem diretamente no
sangue (BRANDONISIO et al., 1990). Desta forma, a comparacdo das mudancas
celulares observadas na medula O0ssea deve, sempre que possivel, ser feita
concomitantemente com a contagem de células sanguineas (CAR, 2010; ELMORE,
2006; GRINDEM et al., 2002), ja que a liberacdo de citocinas na medula O0ssea
durante a infeccdo esta diretamente envolvida na patogenia das alteracGes
hematolégicas (KOPTERIDES et al., 2003), as quais possuem importancia no
prognostico da doenca (IKEDA et al., 2002).

A anemia apresentada pelos animais com LV pode ser ocasionada por
diversos fatores, tais como diminuicao da eritropoiese, displasia eritroide, hemolise e
perda de sangue por epistaxe (BRANDONISIO et al., 1990). Essas alteracbes
podem provocar mobilizacdo das células progenitoras eritroides para o sangue
periférico (COTTERELL et al., 2000a).

A hiperplasia eritroide, mieloide e de megacariécitos € uma resposta esperada
da medula 6ssea pela destruicdo destas células maduras na circulagédo periférica,
principalmente de animais sintomaticos. Se a medula 6ssea consegue suprir esta
demanda, verifica-se no sangue periférico aumento das formas eritroides imaturas,
com reticulocitose e aumento do hematécrito (RASKIN e MESSICK, 2012).

Por outro lado, Freitas el al (2012) e Coura-Vital et al. (2011) referiram
diminuicdo de eritrécitos, hematdcrito e hemoglobina no grupo sintomatico, quando
comparado ao grupo controle. Ja Medeiros et al. (2008) descreveram diminui¢ao

apenas de eritrécitos e hematécrito, mas ndo de hemoglobina nos caes



13

sintomaticos, e Silva (2007) descreve apenas queda na quantidade de hemacias
nos animais sintomaticos.

Diversos autores, incluindo Reis et al. (2006a) e Ikeda et al. (2002) referem,
em cades sintomaticos, anemia normocitica e normocrémica, com significativa
diminuicdo do numero de hemacias, hemoglobina e do hematdécrito, em relacao aos
animais controle, aos assintomaticos e aos oligossintomaticos. Esse tipo de anemia
foi explicado por Abreu et al. (2011), como consequéncia da diminuicdo de
proeritroblastos e eritroblastos policroméaticos. Anisocitose pode ser encontrada nas
células do sangue, em funcéo da eritropoiese inefetiva (VALLI, 2007a).

Com relacéo aos leucocitos, Coura-Vital et al. (2011) descreveram eosinofilia,
contrariamente a Reis et al. (2006a), que descreveram eosinopenia. Monocitopenia
foi descrita por Coura-Vital et al. (2011) e Reis et al. (2006a). Ainda relatou-se
aumento de proteinas totais e trombocitopenia observada em 50% dos animais
sintomaticos (FREITAS et al.,, 2012, REIS et al., 2006a). Reis et al. (2006a)
mostraram uma diminuicdo significativa nos valores absolutos de mondcitos do

grupo sintomatico em relacao ao grupo controle.

2.3 Interacao entre os parasitos do género Leishmania sp e as células do

sistema imune

InfecgBes naturais e experimentais por Leishmania sp tem sido associadas a
diminuicdo da imunidade celular contra esse protozoario. A diminuicdo na

guantidade de linfécitos no sangue periférico sugere que o agente infeccioso possa
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induzir uma disfuncdo imune (GINN, MENSETT, RAKICH, 2007; BARBIERI, 2006;
PINELLI et al., 1994).

De acordo com relatos de Gavgani et al. (2002), a leishmaniose visceral esta
associada a uma anergia de linfocitos T, além da inducdo de uma resposta humoral
nao protetora, que permite a disseminacdo e multiplicacdo do agente em diferentes
tecidos. Durante a infeccdo, ocorre uma intrincada estimulacéo e/ou supresséo da
producdo de citocinas, da expressdo de moléculas e da ativacdo de células do
sistema imune, eventos estes que permitem que o parasito viva por longos periodos
dentro de macrofagos. Os diversos eventos diretos e indiretos, provocados pelo
protozoario em diferentes tipos celulares, ocasionam uma distorcdo na resposta
imune normal, favorecendo a sobrevivéncia do parasito (OLIVIER et al., 2005).

Trinchieri (2003) afirma que a relacdo entre o parasito e o sistema imune do
hospedeiro pode desencadear uma resposta do tipo Thl ineficiente no controle do
protozoario. Diferentemente, Ginn, Mensett e Rakich (2007) sugerem que haja
predominio de uma resposta do tipo Th2 e Barbiéri (2006) relata evidéncias de uma
resposta mista, tanto Thl quanto Th2.

As respostas Thl e Th2 possuem mecanismos imunolégicos opostos,
proporcionando a resisténcia e a susceptibilidade ao parasito, respectivamente
(TRINCHIERI, 2003). As células do tipo Thl produzem citocinas como INF-y, TNF-q,
IL-2 e IL-12, enquanto que as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 sdo produzidas pelas
células tipo Th2. Ademais, o tipo de resposta ao parasito depende de uma série de
fatores, como a genética do hospedeiro, 0 microambiente de citocinas e a natureza
dos antigenos parasitarios (BARBIERI, 2006; SQUIRES, 2004). Ha ainda a hipotese

de que o parasito libere substancias imunossupressoras (VIRELLA; BIERER, 2001).
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Squires (2004) refere que o tipo de resposta (Thl ou Th2) pode ocorrer de
acordo com o tipo predominante de citocinas no local, especialmente a IL-4
secretada por linfocitos Th2 e a IL-12, secretada por macroéfagos.

Para o estabelecimento de uma resposta imune protetora, € necessario que as
células da resposta imune inata (principalmente macréfagos e células dendriticas)
apresentem antigenos parasitarios aos linfocitos T (KAYE et al., 1994) e, para isso, é
necessaria a interacdo entre os macrofagos e os linfécitos T, via MHC (complexo
principal de histocompatibilidade) presente no macréfago (TIZARD, 2009). Os
macrofagos infectados podem clivar os componentes protéicos do parasito em
peptideos, que sao apresentados por moléculas de MHC de classe Il aos receptores
presentes na membrana dos linfocitos T (PLORDE, 2004; FALCOW, 2004). Esses
receptores, denominados receptores de unido ao antigeno (TCR), estdo vinculados
a um complexo de proteinas, chamado de grupo de diferenciagdo 3 (CD3),
responsavel pela transducédo do sinal de ativacdo do linfécito. Além disso, o TCR
também esta associado a um co-receptor, sendo neste caso o CD4, que se liga as
moléculas de MHC de classe Il presentes nas células apresentadoras de antigeno
(APC). O CD4 aumenta em aproximadamente 100 vezes a transducéo de sinal de
ativacdo do linfocito T, quando se une as moléculas de MHC das células
apresentadoras de antigeno (TIZARD, 2009).

No entanto, a unido do TCR ao complexo de MHC nao é suficiente para
desencadear a ativacdo de linfécitos Thelper, sendo ainda necessarios sinais de
estimulacdo adicionais (sinais de coestimulagdo), pertencentes a trés tipos: No
primeiro, os ligantes, como CD40 da APC, se unem aos seus receptores no linfécito

T. Segundo, os linfécitos T sdo estimulados por citocinas secretadas pelas APC’s,
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determinando o modo como o linfocito T responde ao antigeno. E finalmente, para
conseguir um efeito maximo, as moléculas de adesdo se unem firmemente os
linfocitos T e as APC’s, durante um tempo prolongado, estabelecendo uma forte
comunicacdo entre as células (TIZARD, 2009). Portanto, a capacidade de
apresentacdo de antigenos pelo macréfago, € potencializada pela unido com os
linfocitos (DIAZ et al., 2012).

Alexandre-Pires et al. (2010) avaliaram, por meio de citometria de fluxo, a
guantidade de linfocitos T CD3 no sangue e medula éssea de caes sintomaticos
com LV e notaram uma diminuicdo da quantidade dessas células no sangue
periférico, porém nao houve alteracédo significativa na medula 6ssea. Os linfécitos
presentes no sangue e medula éssea de caes sintomaticos mostraram-se ativados.
Isto mostra a importancia da molécula CD3 em participar do controle das infec¢des
latentes e sua possivel funcéo na dinamica da leishmaniose visceral canina.

A imunomarcacdo de MHC pode ser utilizada para se medir o estado de
ativacao celular (ALEXANDRE-PIRES et al., 2010). Os estudos de Diaz et al. (2012)
demonstraram, por meio de citometria de fluxo, a super-regulacdo de moléculas de
MHC de classe Il na superficie de mondcitos, na presenca de linfécitos, durante a
infeccdo de cdes assintomaticos por L. infantum. Além disso, a falta da expresséo
ou reducdo de moléculas co-estimulatorias em linfocitos e macréfagos e producéao
reduzida do 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos foi observada, sugerindo uma
perda da funcdo da célula T e, consequentemente, uma inativacdo da producéo de
NO em macrdéfagos que, por sua vez, favorece a sobrevivéncia de Leishmania.

O TGF- é produzido por linfocitos T e B e por macréfagos ativados (BARRAL-

NETTO et al., 1992). Os autores Olivier et al. (2005) apontam o TGF- e a IL-10,
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como responsaveis pela supressdo da producdo da producdo de NO pelos
macrofagos. Omer et al. (2000) referem que, em pequenas quantidades, o TGF-3
possui acao pro-inflamatéria e em grandes quantidades, sua acdo € anti-
inflamatoria.

A resposta inflamatoria contra a Leishmania sp tem inicio quando os parasitos
sdo fagocitados por macrofagos, mas nao sao destruidos. Eles se dividem no
interior dos fagolisossomos, sendo sua resisténcia a destruicdo intracelular o
resultado de multiplos mecanismos. Como exemplo de um desses mecanismos, a
parede de polissacarideos do parasito atrasa a maturacdo do fagossomo,
prevenindo a producdo de NO e inibindo muitas das respostas dos macréfagos as
citocinas (NATHAN; SHILOH, 2000), (Figura 1).

Apos a ligacdo com o macréfago, os linfocitos Thl passam a secretar citocinas,
como o intérferon gama (IFN-y), que induz o macréfago a produzir TNF-a e NO, que
podem destruir os amastigotas intracelulares (BARBIERI, 2006; PLORDE, 2004;
FALCOW, 2004, PINELLI, 2000).

O IFN-y possui outras fungbes na defesa contra agentes patogénicos,
estimulando a expressdo MHC-Il e o0 processamento antigénico (ST LOUIS et al,
1993), além de promover a ativacédo, proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos T
(SPERLING; BLUESTONE, 1996). Belosevic et al. (1989) descrevem o IFN-y como
a citocina mais potente para a indu¢éo da atividade contra a Leishmania sp.

Parasitos com habilidade de comprometer a producdo ou funcao de IFN-y sdo
favorecidos, beneficiando a parasitemia e persistindo no hospedeiro. Considerando
gue os macrofagos possuem papel central no inicio da resposta contra o parasito, a

infeccdo dessas células pode prejudicar sua habilidade de suprir citocinas
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regulatorias para aumentar a producao de IFN-y (WOLFE et al., 1991). Pinelli et al.
(1999), destacaram que, durante a infeccdo, os macrofagos apresentam reducéo da
habilidade de interagirem com linfocitos T e, consequentemente, de induzirem a
producdo de IFN-y e consequente destruicdo do parasito. Spat et al. (2009)
verificaram uma falha do hospedeiro em induzir resposta protetora por IFN-y.

Quinnell et al. (2001) descreveram que caes com LV, tanto sintométicos como
assintomaticos, apresentaram niveis parecidos de IFN-y na medula éssea. Lage et
al. (2007) descreveram o mesmo achado no baco, demonstrando o predominio da
resposta do tipo Th1.

Riley et al. (2009) afirmam que o TNF-a é produzido por macrofagos,
mondcitos e linfocitos do tipo Thl, além de células endoteliais. E uma citocina
multifuncional, com acao proinflamatoria.

Além das citocinas mencionadas, a IL-2 também confere resisténcia a
leishmaniose visceral (BARBIERI, 2006). Os cdes apresentam uma expressao
reduzida de receptores para IL-2, que pode ser interpretada como resultado de uma
diminuicdo de células Thl e de citocinas.

Por outro lado, enquanto o papel das citocinas Th2, tais como IL-4 e IL-10, em
animais sintoméaticos € ainda controverso, ha cada vez mais evidéncias para a
correlacdo dessas citocinas com a forma progressiva da LV (BARBIERI, 2006). Uma
alta expressao de IL-10 foi detectada em cédes sintomaticos (PINELLI et al., 1999).

A IL-10 é uma citocina produzida por linfocitos Th2, que inibe a sintese de
citocinas do tipo Thl (FIORENTINO et al., 1989). De acordo com D"Andrea et al.
(1993), a IL-10 inibe a producdo de citocinas pro-inflamatérias por macréfagos,

incluindo TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-12. A IL-10 desempenha um papel fundamental na
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inibicdo da ativacdo macrofagica, e contribui para o crescimento do parasito nas
lesdes (CARRERA, 1996).

A diferenciacdo de linfocitos ThO em populacdes Thl também €& estimulada
pela IL-12. Os maiores produtores de IL-12 durante uma infeccdo sdo as APC’s
(TRINCHIERI, 2003; TRINCHIERI, 1994). A IL-12 também induz a sintese de IFN-y
por essas células (JAYAKUMAR et al., 2008; WOLFE et al., 1991). Durante a
exposicdo ao parasito, ocorre uma forte ativagao de sinais, que resultam em efeitos,
como a completa inibicdo da liberacdo de IL-12 por macréfagos (JAYAKUMAR et
al., 2008; CARRERA et al.; 1996; MELBY, 1991).

Manna et al. (2006) avaliaram a quantidade de citocinas no sangue de cées
com LV. Caes sintométicos mostraram baixos niveis de IFN-y, e grande quantidade
de IL-12. Isto sugere que altos niveis de IFN-y e IL-2, sem a presenca de sinais
clinicos pode propiciar ao paciente uma resisténcia frente ao progresso da doenca.

Na infeccdo pela Leishmania sp, ha um aumento na concentracdo de IL-4,
secretada por células Th2 secretam (TRINCHIERI, 2003). A IL-4 que diminui a
expressao dos receptores para IL-12 nas células Thl, suprimindo assim a producao
de IFN-y, 0 que leva ao desenvolvimento da resposta Th2 (CARRERA, 1996). Caes
com altos niveis de IL-4 apresentam sinais clinicos mais pronunciados (QUINNELL,
2001).

Conforme relatado no Il Forum de Discussdo sobre o Tratamento da
Leishmaniose Visceral Canina (2009), a doencga, considerada um grave problema de
salude publica, ainda requer estudos quanto a sua patogenia. A compreensao da

dindmica de reproducédo do protozoario na medula 6ssea, um dos principais sitios de
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multiplicacdo do protozoario, podera trazer contribuicbes para o entendimento da

dindmica da doenca.
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Figura 1. Esquema da interagdo entre a Leishmania sp e as células inflamatérias. Macréfago produz IFN-y, TNF-
a, TGF-B, e expressa moléculas de MHC de classe Il. Linfécito Thl produz TGF-B, IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-2, IL-6,
IL-12 e expressa CD3, que se liga ao MHC de classe |l para apresentagdo de antigeno. Linfocito Th2 produz IL-
4, IL-5, IL-10. A Leishmania, quando dentro do macréfago, interfere na producéo de intérferon gama (IFN-y),
diminuindo a expressdo de moléculas de MHC de classe Il nos macréfagos e de CD3 nos linfécitos Thi,
reduzindo a capacidade do macrofago interagir com o linfécito T. Durante a exposi¢do ao parasito, ocorre uma
inibicdo da liberacdo de IL-12 por macréfagos, que diminui a producdo de IFN-y por macréfagos e diferenciagédo
de linfocitos ThO em populagdes Thl. Além disso, linfécitos Th2 secretam IL-4, que diminui a expresséo dos
receptores para IL-12 nas células Thl, suprimindo assim a sua producdo de IFN-y, o que leva ao
desenvolvimento da resposta Th2. A IL-10 € uma citocina produzida por linfocitos Th2, inibe a sintese de
citocinas do tipo Thl, além de inibir a producado de citocinas pro-inflamatoérias por macréfagos, contribuindo para
o crescimento do parasito nas lesfes. A producdo de IL-10 também é estimulada pelo TGF-B. A IL-10 inibe a
producdo de NO pelo macréfago, responsavel pela destruicdo de parasitos intracelulares. O TGF-B, produzido
pelos macrofagos e linfécitos, quando em grandes quantidades, possui agdo anti-inflamatoria, estimulando os
linfécitos Th2 a produzirem IL-4, que diminui a producao de IL-12, que por sua vez, diminui a produgéo de IFN-y.
Também estimula a proliferagdo de linfocitos Treg, que produzem IL-10, que suprime a atividade de linfocitos
Thl e Th2, além de inibir a producéo de TNF-a e NO pelos macrofagos (JAYAKUMAR et al., 2008; BARBIERI,
2006; PLORDE, 2004; FALCOW, 2004; TRINCHIERI, 2003; PINELLI, 2000; CARRERA, 1996; TRINCHIERI,
1994; D"'ANDREA et al. 1993; MELBY, 1991; WOLFE et al., 1991; FIORENTINO et al., 1989).
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3. OBJETIVOS

- Geral:
Avaliar a medula éssea de cdes naturalmente infectados por Leishmania
chagasi, provenientes de area endémica para leishmaniose visceral canina, no que

diz respeito a celularidade e expressao dos receptores celulares, alteracbes

citologicas e histopatolégicas, perfil de citocinas.

- Especificos:

- Comparar os valores obtidos do sangue periférico de cdes com LV com a
celularidade da medula éssea;

- Avaliar as alteracfes cito e histopatologicas da medula éssea de caes com
LV;

- Relacionar as alteracfes macro e microscopicas da medula éssea de cées
com LV com a imunomarcacdo de células inflamatérias, receptores celulares e
citocinas;

- Correlacionar a carga parasitaria para Leishmania sp e a quantidade de
macréfagos, de linfécitos T e de células expressando as citocinas TGF-B, TNF-q,
IFN-y, IL-10, MHC-II, entre si, ha medula 6ssea de cdes com LV, nos diferentes

grupos experimentais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram avaliados 60 cées, sendo 54 animais naturalmente infectados (Gl),
submetidos a eutanasia no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de
Aracatuba/SP, com diagndstico positivo para LV, confirmado pelo teste ELISA
(Ensaio Imunoenzimético). Dentre os animais avaliados, ndo houve predilecdo por
raca, sexo ou idade. Para o grupo controle, foram utilizados seis animais nao
infectados (NI), provenientes de area ndo endémica para LV, com teste ELISA
negativo para a doenca.

A eutanéasia de cdes com LV é feita em cumprimento ao Decreto n° 51.838 do
Ministério da Saude do Brasil, de 14 de marco de 1963, o qual estabelece que
animais domesticos portadores de leishmaniose devam ser eutanasiados. O método
de eutanasia empregado segue as recomendacfes da Resolucdo n° 714, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, com inducéo
anestésica com barbitarico (Tiopental, Cristalia Itapira/SP), seguida da
administracéo de cloreto de potassio 19,1%, por via intravenosa’.

A necropsia dos caes foi realizada imediatamente apds o 6bito. No exame
externo dos cadaveres, foram avaliadas as alteracdes macroscopicas e todos o0s

animais do Gl apresentaram pelo menos uma lesdo, como Ulceras e descamacao

! O delineamento experimental deste estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no

Uso de Animais da FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal (Protocolo n® 027229/12).
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de pele, onicogrifose, linfadenomegalia, ceratoconjuntivite, hiperqueratose e
caquexia. Os cdes nao infectados ndo apresentavam lesdes.

Todos os animais tiveram a medula 6ssea colhida, tanto para realizacdo do
mielograma e observacdo de alteracbes morfolégicas das células, quanto para o
exame histopatolégico e imuno-histoquimico. Além disso, 20 cées do Gl e os seis
cdes do GC tiveram uma amostra de sangue coletada para realizacdo do

hemograma.

4.2 Perfil hematolégico do sangue periférico

Dos animais que foram submetidos ao hemograma, uma amostra de 10 mL de
sangue foi colhida por puncdo venosa antes da eutanasia, e acondicionada em
frasco contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), na concentracdo final de
1mg/ml. Essas amostras foram processadas no contador automatico de células
(ABCvet®, ABX, France), para obtencdo do hemograma.

No momento da colheita de sangue, uma gota deste foi disposta em uma
lamina e, com o auxilio de outra lamina, fez-se o esfregaco. Com este material,
corado pelo método de Giemsa e observado em microscopio 6ptico de luz (Nikon
Eclipse E200), foram realizadas a contagem diferencial de leucdcitos e a descricao
das caracteristicas morfologicas das células sanguineas. Os valores de referéncia

foram obtidos de Rizzi et al. (2010).
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4.3 Analise citolégica da medula 6ssea

Foi realizada puncéo biopsia aspirativa (PBA) da medula 6ssea do fémur dos
animais, logo apés a eutanasia. Para tanto, utilizou-se agulha 40x12 acoplada a
uma seringa contendo EDTA. Apés a colheita, o material foi espalhado em uma
lamina de vidro e, com o auxilio de outra lamina, fez-se a técnica de squash, de
acordo com Meinkoth et al. (2009).

As laminas, depois de secas, foram coradas pelo método de Giemsa e entdo
realizou-se a contagem diferencial de células nucleadas em microscopio éptico de
luz (Nikon Eclipse E200), em aumento de 1000 vezes. Foram contadas 500 células,
diferenciando-se seu tipo, de acordo com o0 anexo A. A porcentagem de cada tipo de
célula foi entdo calculada em relac&o as 500 células contadas.

A partir dessa contagem, obteve-se a relacdo mieloide:eritroide (relacdo M:E),
dividindo-se a quantidade de células da série granulocitica pela quantidade de
células nucleadas da linhagem eritroide (JAIN, 1993). Os valores de referencia
foram baseados em estudo de Mischke e Busse (2002). Foi também avaliada a
presenca de formas amastigotas de Leishmania sp, de maneira qualitativa (positivo

ou negativo).

4.4 Analise histopatoldgica da medula 6ssea

Os fragmentos de medula 6ssea colhidos na necropsia foram fixados em

solucdo de formol a 10% tamponado com fosfatos, pH 7,2. Apdés 24 horas de

fixacdo, essas amostras foram desidratadas em solu¢cbes de concentragcéo
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decrescente de alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Os cortes
foram feitos na espessura de 5um e corados com Hematoxilina e Eosina para
avaliacdo em microscopia de luz (Nikon Eclipse E200). Foram avaliadas as

alteracdes morfoldgicas e celulares, tais como emperipolesi e displasia.

4.5 Andlise imuno-histoquimica da medula 6ssea

A determinacdo da carga parasitaria foi feita em cortes incluidos em parafina,
por meio da técnica de imuno-histoquimica, conforme protocolo descrito por Tafuri
et al. (2004), com modificacbes (MOREIRA et al., 2013). Os anticorpos utilizados
estdo descritos na tabela 1.

O protocolo de imuno-histoquimica utilizado seguiu, resumidamente, o0s
seguintes passos:

1) desparafinizacdo dos cortes de medula 6ssea em estufa a 60°C por 1 hora;

2) hidratacdo dos cortes em solucdes decrescentes de xilol e &lcool e banho
em agua destilada;

3) recuperacédo antigénica (tabela 1), em solucdo tampéao de citrato de sédio
10 mM (pH 6,0);

4) bloqueio da peroxidase enddgena utilizando uma solucédo a 8% (92 mL de
alcool metilico e 8 mL de peréxido de hidrogénio 30 volumes) por 20 minutos, a
temperatura ambiente, em caAmara escura;

5) bloqueio das reagfes inespecificas (Protein Block, Dakocytomation, céd.

X0909) por 30 minutos, a temperatura ambiente;
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6) os cortes foram incubados com anticorpos primarios, em diluicdes
especificas (tabela 1), tempo de incubacao de 18 horas a 4°C;

7) os cortes foram incubados com o anticorpo secundario e substrato por 1 h, a
temperatura ambiente (tabela 1);

8) O cromogeno DAB (3,3-diaminobenzidina — Dakocytomation (c6d. K3468-
1) foi utilizado para revelar a reacéo;

Entre cada um dos passos descritos anteriormente realizaram-se lavagens em
solucéo tampao Tris HCI, pH 7,9;

9) A contra-coloracéo foi feita com Hematoxilina de Harris e a montagem das
laminas com Entellan (Merck, c6d. HX888585).

Como controle negativo, foi excluido o anticorpo primario da reacao, utilizando-
se apenas o diluente de anticorpo (Dakocytomation, cod. S302283-2). Ja para o
controle positivo, foram utilizados tecidos animais de acordo com a orientacdo do
fabricante de cada anticorpo.

Para quantificar a imunomarcagcdo em cada corte, foram contadas as células
marcadas em cinco campos aleatérios, no aumento de 400x (microscopio Nikon
Eclipse E200). Cada campo possufa uma area de 0,19625 mm?, de acordo com o
manual de instru¢cdes do fabricante. A partir dos valores obtidos nestes campos,
calculou-se uma média do numero de células imunomarcadas por lamina, sendo

essas médias avaliadas em cada grupo (Gl e GNI).
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Tabela 1. Anticorpos primarios e respectivas diluicées, anticorpos secundarios, local
de marcacédo celular e formas de recuperacdo antigénica utilizados na reacao
imuno-histoquimica de medula 6ssea de cdes com leishmaniose visceral.

Anticorpo Marcacéo Recuperacéo Diluicdo Substrato Origem/
primario celular antigénica marca/codigo
Anti-Leishmania®  Formas Panela a vapor 1:1000 LSAB* Canino  (soro
amastigotas  Philips Walita? hiperimune)
de
Leishmania
Anti-TNF-a Células Camara de 1:50 Advance’ Mouse
expressando  pressio Pascal monoclonal
TNF-q. (Dako)’ (§anta Cruz,
cod. SC-80386)
Anti-TGF-B Células Camara de 1:1000 Advance’ Rabbit
expressando  pressio Pascal polyclonal
TGF-B (Dako)? (Santa Cruz,
cod. SC-146)
Anti-CD3 Linfocito T Panela a vapor 1:500 LSAB* Mouse
Philips Walita? monoclonal
(Dako, cod.
M7254)
Anti-HLA-DR, MHC-II na Panela a vapor 1:600 LSAB* Mouse
cadeia o membrana Philips Walita? monoclonal
celular (Dako, cdd.
MO746)
Anti-IFN-y Linfocitos T Camara de 1:700 LSAB* Rabbit
ativados pressdo Pascal polyclonal
(Dako)? (Abcam,  cod
ab25101)
Anti-1L-10 Células Camara de 1:300 LSAB* Rabbit
expressando  pressio Pascal polyclonal
IL-10 (Dako)? (Biorbyt,  cod
orb100193)
Anti-macréfago Macroéfagos Camara de 1:4000 LSAB* mouse anti-
pressdo Pascal human
(Dako)? monoclonal
MAC387,
(Abcam,  cdd
ab22506)

1- Soro de cao positivo para Leishmania chagasi (protocolo modificado de TAFURI et al.., 2004); 2-
Solucao de citrato de sédio 10 mM, pH 6,0, por 40 minutos; 3- Solugdo de citrato sédio 10 mM, pH
6,0 por 12 minutos; 4- Complexo Estreptavidina Peroxidase (kit LSAB — Dakocytomation, c6d. KO690-
1); 5—- Kit Advance HRP® (Dako Cytomation, cédigo K406889-2).
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4.6 Analise estatistica

A contagem de células imunomarcadas foi submetida a analise de variancia
(ANOVA) pelo método dos quadrados minimos, assim como 0s parametros
avaliados pelo hemograma e pela citologia da medula 6ssea, com o auxilio do
programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA). Para a
realizacdo da Anova, suas pressuposicdes foram satisfeitas e, para isso, todos 0s
parametros foram submetidos ao teste de Brown-Forsythe (BF) para determinar a
homogeneidade das variancias e ao teste de Cramer-von-Mises (CM), para
determinar a normalidade dos residuos. Quando estes testes foram significativos, ou
seja, ndo houve a satisfacdo das pressuposicdes, os dados foram transformados,
guando possivel, segundo Bartlett (1947) e dados outliers foram retirados. Quando
as transformacfes ainda ndo propiciaram a normalidade dos residuos e a
homogeneidade das variancias, os dados foram avaliados pelo teste né&o
paramétrico de Kruskal-Wallis (KW). Como testes de comparacfes mudltiplas,
utilizou-se o teste de Student-Newman-Keuls (SNK) e o de comparacdo multipla
pelo valor de z, para os casos onde a Anova e o KW foram significativos,
respectivamente. O teste de KW e o teste de comparacdo mdltipla pelo valor de z
foram realizados pelo programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc. 1984-2004). Foi
realizada a determinacéo do coeficiente de correlacdo de postos de Spearman entre
a contagem de células imunomarcadas para carga parasitaria, citocinas, células,
parametros avaliados pelo hemograma e pela citologia da medula 6ssea, por grupo,

com o auxilio do programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc. 1984-2004).
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5. RESULTADOS

5.1 Analise macroscopica da medula 6ssea

Na avaliagdo macroscopica da medula 6ssea, 65% (35/54) dos cdes do Gl a
apresentava de coloracdo mais clara ou com pontos brancos (figura 2), enquanto
que os animais nao infectados possuiam a medula 6ssea de coloracdo vermelha-

escura uniforme.

Figura 2- Aspecto macroscoépico de fragmento da medula éssea de céo infectado, portador
de Leishmaniose Visceral, apresentando areas de coloracdo mais clara e pontos brancos
(seta).

5.3 Analise citolégica da medula 6ssea

Na avaliacdo citologica da medula o6ssea, foram observadas formas
amastigotas do parasito no citoplasma de macrofagos ou livres no fundo do

esfregaco em 40,7% (22/54) dos animais do grupo Gl.
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Na técnica de imuno-histoquimica, 74,1% (40/54) dos animais do Gl
apresentaram marcacao positiva para formas amastigotas do parasito, dentro de
macrofagos. Nos animais do GC, nao foi observado o parasito no esfregaco de MO,

tampouco na marcacao pela técnica de imuno-histoquimica.

- Avaliacao da série eritroide

Quanto a linhagem eritroide, ndo foi observada diferenca significativa em
relacdo a quantidade de proeritroblastos, , eritroblastos basofilicos e policromaticos
eritroblastos ortocromaticos e metaeritrécitos, quando se compararam 0S grupos
infectado e néo infectado.

No entanto, foi constatada correlacdo negativa entre a quantidade eritroblastos
basofilicos e policromaticos e a relacdo M:E (p<0,6593) nos caes do GIl. Quanto a
morfologia das células da linhagem eritroide, ndo foram encontradas alteracGes

patoldgicas, tais como displasia.

- Avaliacao na série mieloide

As células precursoras da linhagem granulocitica ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos grupos estudados. Porém, foi constatada correlacéo
positiva entre a relacdo M:E e os promielécitos (p<0,4806), mieldcitos (p<0,7965),
metamieldcitos (p<0,7011), bastonetes (p<0,5190) e neutréfilos segmentados
(p<0,6487) nos caes infectados.

A média e desvio padrao da relacdo M:E dos cées infectados foi de 1,43+1,38,

variando de 0,6 a 8,22, nos animais do GNI foi de 1,57+0,09, variando de 1,45 a 1,7.
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Para esse parametro, foi observada diferenca significativa entre o Gl e o GNI
(p<0,012 / Teste de SNK), como demonstrado na figura 3A.

Os linfécitos representaram uma média de 13,45% da quantidade de células
da medula O6ssea dos céaes do Gl e 10,16% das células no GNI. Foi observada
diferenca significativa em relacdo a quantidade de linfécitos na medula 6ssea entre
0 Gl e 0 GNI (p=0,0042 / Teste de SNK) (Figura 3B).

Foi constatada correlacdo entre a quantidade de linfocitos e a presenca do
parasito na medula 6ssea dos caes do Gl (p<0,6029 / Coeficiente de Correlacao de
Spearman).

Os plasmacitos representaram uma média de 5,05% da quantidade de células
da medula 6ssea dos caes do Gl e 4,2% das células da medula 6ssea do GC, no
entanto, a quantidade de plasmdcitos ndo apresentou aumento significativo.

Os macrofagos representaram uma média de 4,36% da quantidade de células
da medula 6ssea dos cées do Gl e 2,4% dos caes do GNI. Quanto aos macréfagos
da medula Ossea, estes apresentaram correlacgdo com a carga parasitaria nos
animais do Gl (p=0,4972 / Coeficiente de Correlacdo de Spearman). No entanto, sua

guantidade nao diferiu estatisticamente entre os dois grupos estudados.
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Figura 3— (A) Média da relacdo M:E calculada de acordo com o mielograma de cdes com
Leishmaniose Visceral. Notar a diferenca significativa entre o grupo | em relagdo ao grupo
NI (p<0,012). (B) Média da quantidade de linfécitos observados no mielograma cdes com
Leishmaniose Visceral. Notar a diferenca significativa entre o grupo | em relagdo ao grupo
NI (p<0,0042). Letras “a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e “ab” mostra
gue néo houve diferenca significativa. Teste de Student-Newman-Keuls. I: infectado; NI: ndo
infectado.

5.4 Andlise histopatoldgica da medula 6ssea

Na analise histopatologica das amostras de medula Ossea dos céaes
infectados, observaram-se granulomas multifocais a difusos em 36,5% (20/54) dos
animais. Os granulomas possuiam uma disposicdo mais difusa, e ndo a formacao
nodular tipica, sendo compostos por linfécitos, plasmdécitos e macréfagos contendo,
por vezes, formas amastigotas de Leishmania sp (figura 4A).

Em relacdo aos granulécitos, incluindo as células imaturas, foi observada
displasia em 27,8% (15/54) dos animais do Gl, caracterizada por nucleos irregulares
ou duplos. Foi observada displasia megacariocitica em 41,8% dos cdes do Gl,
caracterizada por fragmentagao ou irregularidade nuclear. Ainda em relacdo aos
megacariocitos, 37% (20/54) dos caes do Gl apresentaram emperipolesi (figura 4B).

Em dois cdes do Gl com alta carga parasitaria, verificou-se a presenca de formas
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amastigotas imunomarcadas no citoplasma de megacariocitos. Os animais do GC

nao apresentaram essas alteragoes.

Figura 4- Fotomicrografia de medula 6ssea de cdo com leishmaniose visceral. (A) Notar um
granuloma com limites pobremente definidos (setas). (B) Notar megacariocito com nucleo
irregular e presenca de células em seu citoplasma, caracterizando emperipolesi (seta),
aspecto indicativo de displasia de megacariocitos. HE, barra = 50um.

5.5 Andlise imuno-histoquimica da medula éssea

Durante a avaliacdo da medula 6ssea pela técnica de imuno-histoquimica,
para verificacdo da carga parasitaria de L. chagasi, foi observada marcacéo para o
parasito no citoplasma de macrofagos e também no intersticio (figura 5A) dos
animais do GIl. Houve diferenca significativa entre o Gl (40/54) e GC (p<0,0099)
(Teste de Kruskal-Wallis) figura 5B.

Nos animais do Gl, a carga parasitaria apresentou correlacdo negativa com o
IFN-y (p= - 0,5553), com os mieldcitos (p= - 0,4775 / Coeficiente de Correlacédo de
Spearman) e com os linfécitos do sangue periférico (p= - 0,4584 / Coeficiente de

Correlacdo de Spearman).
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Os linfocitos T CD3+ apresentaram marcacao no citoplasma (figura 6A). Houve

diferenca significativa entre os cdes do Gl e do GC (p<0,0299 / Teste de Kruskal-

Wallis), figura 6B.
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Figura 5- (A) Fotomicrografia de imunomarcacao positiva para L. chagasi no citoplasma de
macrofagos (seta). Estreptavidina Biotina Peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da
imunomarcagado para amastigotas de Leishmania sp, na medula éssea de cdes com
Leishmaniose Visceral. Letras “a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e
“ab” mostra que nao houve diferencga significativa. Notar a diferenca significativa entre o Gl
em relagdo ao GNI (p<0,0042). Teste de Student-Newman-Keuls. I: infectado; NI: néo
infectado.
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Figura 6- (A) Fotomicrografia de imunomarcacdo positiva para linfocitos T CD3+ (seta).
Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da quantidade de
linfécitos imunomarcados na medula 6ssea de cdes com Leishmaniose Visceral. Letras “a@”
e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e “ab” mostra que néo houve diferenca
significativa. Notar a diferenca significativa entre o Gl em relacdo ao GNI (p<0,0299). Teste
de Student-Newman-Keuls. I: infectado; NI: ndo infectado.
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Os macrofagos apresentaram imunomarcacdo no citoplasma pelo MAC387
(figura 7A). Poucos macrofagos presentes nos granulomas apresentaram
imunomarcacédo. Houve diferenca significativa entre o Gl e o GC (p<0,0076 / Teste
de Kruskal-Wallis), figura 7B.

Populacbes de macrofagos e células apresentadoras de antigeno
apresentaram imunomarcacao citoplasmatica para MHC de classe Il (figura 8A). A
marcacdo foi especificamente citoplasmatica. Uma pequena quantidade de
macrofagos imunomarcados foi observada nas areas contendo granulomas. Houve
diferenca significativa entre os caes do Gl em relacdo aos do GC (p<0,0001 / Teste
de SNK), figura 8B.

Foi observada imunomarcacdo para TNF-a no citoplasma de macroéfagos,
linfécitos e plasmacitos (figura 9A). Houve diferenca significativa entre o Gl em
relacdo ao GC (p<0,0001/ Teste de SNK), figura 9B.

O TGF- marcou o citoplasma de macrofagos e linfécitos, além do estroma da
medula 6ssea (figura 10A). Foi observada diferenca significativa entre o Gl e o GNI
(p<0,0001 / Teste de SNK), figura 10B.

A imunomarcacdo para IFN-y foi observada no citoplasma de macrofagos e
linfécitos (figura 11A). Foi constatada diferenca significativa entre o grupo infectado
em relacdo ao grupo nédo infectado (p<0,0001 / Teste de SNK), figura 11B. Nos cées
infectados, foi observada correlagcdo negativa entre a quantidade de células
imunomarcadas para IFN-y na medula 6ssea e os leucécitos (p= 0,6789) e
mondcitos no sangue (p= 0,7228 / Coeficiente de Correlacdo de Spearman), além
de correlacdo positiva entre essa citocina e 0s macréfagos imunomarcados da

medula éssea (p=0,4614).
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Figura 7- (A) Fotomicrografia de imunomarcacdo positiva para macréfagos, utilizando-se
MAC387 (seta). Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da
guantidade de macréfagos imunomarcados na medula 6ssea de cdes com Leishmaniose
Visceral. Letras “a” e “b” significam diferenga estatistica entre os grupos e “ab” mostra que
ndo houve diferenca significativa. Notar a diferenca significativa entre o Grupo | em relacdo
ao grupo NI (p<0,0076). Teste de Kruskal-Wallis. I: infectado; NI: ndo infectado.
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Figura 8- (A) Fotomicrografia de imunomarcacdo positiva para MHC de classe Il (seta).
Estreptavidina Biotina Peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da quantidade de células
expressando MHC de classe Il imunomarcadas na medula Ossea de cdes com
Leishmaniose Visceral. Letras “a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e
“ab” mostra que nao houve diferenca significativa. Notar a diferenca significativa entre o
grupo | em relacdo ao grupo NI (p<0,0001). Teste de Kuskal-Wallis. I: infectado; NI: ndo
infectado.
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A citocina IL-10 apresentou imunomarcacdo na membrana de linfocitos (figura
9B). Foi observada diferenca significativa entre o grupo infectado em relacdo ao
grupo nao infectado (p<0,0001 / Teste de SNK), figura 11D. Os cées infectados
apresentaram correlacdo positiva entre a IL-10 e o MHC de classe 1l (p=0,7126),
entre IL-10 e TGF-B (p=0,5825) e correlagdo negativa entre a quantidade de células
imunomarcadas para IL-10 e a quantidade de macréfagos no exame citoldgico da

medula éssea (p= - 0,6009 / Coeficiente de Correlacdo de Spearman).
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Figura 9- (A) Fotomicrografia de imunomarcacgéo positiva para TNF-a (seta). Complexo de
polimero ligado a peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da quantidade de células
imunomarcadas pelo TNF-a na medula éssea de cdes com Leishmaniose Visceral. Letras
“a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e “ab” mostra que nao houve
diferenca significativa. Notar a diferenca significativa entre o grupo | em relagédo ao grupo NI
(p<0,0001). Teste de Student-Newman-Keuls. I: infectado; NI: ndo infectado.
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Figura 10- (A) Fotomicrografia de imunomarcacéo positiva para TGF-§ (seta). Complexo de
polimero ligado a peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da quantidade de células
imunomarcadas pelo TGF-f na medula 6ssea de cdes com Leishmaniose Visceral. Letras
“a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e “ab” mostra que ndo houve
diferenca significativa. Notar a diferenca significativa entre o grupo | em relagéo ao grupo NI
(p<0,0001). Teste de Kruskal-Wallis. I: infectado; NI: ndo infectado.



39

120 4

100 a

80 4

60 -

40 4

20 4

Meédia de células IFN-y imunomarcadas

o]
=

Figura 11- (A) Fotomicrografia de imunomarcacgéo positiva para IFN-y (seta) em varios tipos
celulares. Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da
guantidade de células imunomarcadas pelo IFN-y na medula éssea de cdes com
Leishmaniose Visceral. Letras “a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e
“ab” mostra que n&o houve diferenca significativa. Notar a diferenca significativa entre o
grupo | em relagéo ao grupo NI (p<0,0001). Teste de Student-Newman-Keuls. I: infectado;
NI: ndo infectado.
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Figura 12- (A) Fotomicrografia de imunomarcacao positiva para IL-10 (seta) em varios tipos
celulares. Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase. Barra = 50um. (B) Média da
guantidade de células imunomarcadas pela IL-10 na medula éssea de caes com
Leishmaniose Visceral. Letras “a” e “b” e “c” significam diferenga estatistica entre os grupos
e “ab” mostra que ndo houve diferenca significativa. Notar a diferenga significativa entre o
grupo | em relagédo ao grupos NI (p<0,0001). Teste de Student-Newman-Keuls. I: infectado;
NI: ndo infectado.
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5.2 Anélise do hemograma

Avaliando-se o hemograma (Anexo B), os cdaes infectados apresentaram
anemia, com diminuicdo (p<0,0001 / Teste de SNK) da quantidade de hemacias,
hemoglobina e hematocrito. Em relacdo aos eritrécitos, houve diferenca significativa
dos animais infectados em relacéo aos do grupo néo infectado (p<0,0001 / Teste de

SNK).

Meédia de eritrdcitos no sangue
periférico

NI

Figura 13- Média da quantidade de eritr6citos no sangue periférico de cdes com
Leishmaniose Visceral. Letras “a” e “b” significam diferencga estatistica entre os grupos e “ab”
mostra que ndo houve diferenca significativa. Notar a diferenca significativa entre o grupo |
em relagdo ao grupo NI (p<0,0001). Teste de Student-Newman-Keuls. I: infectado; NI: ndo
infectado.

Em relacdo a hemoglobina e hematdcrito, foi observada diferenca significativa
do grupo infectado em relacéo ao grupo nao infectado (figura 4a). Nao foi constatada
diferenca significativa nos valores de volume corpuscular médio (VCM) e (CHCM)

tanto dos animais infectados quanto nos né&o infectados.
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Foi observada linfocitose, com diferenca significativa entre a quantidade de
linfécitos no sangue no grupo infectado em relacdo ao grupo nédo infectado

(p<0,0004 / Teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 14- Média da quantidade de linfécitos no sangue periférico de cdes com
Leishmaniose Visceral. Letras “a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e
“ab” mostra que nédo houve diferenca significativa. Notar a diferenca significativa entre o
grupos | em relagéo ao grupo NI (p<0,0004). Teste de Kuskal-Wallis. I: infectado; NI: n&o
infectado.

Os linfécitos da medula éssea apresentaram correlacdo com os linfocitos do
sangue periférico (p<0,4787) nos caes infectados.

Foi observada monocitose, com diferenca significativa em relacéo a quantidade
de mondcitos no sangue dos animais infectados em relacdo ao grupo néo infectado
(p<0,0055 / Teste de SNK), figura 4C.

Correlacdo negativa foi observada entre a quantidade de mondcitos no sangue
periférico e a carga parasitaria na medula 6ssea dos cées infectados (p=-4950 /
Coeficiente de Correlacdo de Spearman). A quantidade de mondcitos no sangue
periférico dos cdes infectadosos também apresentou correlacdo positiva com o0s
segmentados na medula éssea (p=0,7015) e correlagdo negativa com a carga

parasitaria na medula éssea (p=-0,4950).
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Figura 15- Média da quantidade de mondcitos no sangue periférico de cées com
Leishmaniose Visceral. Letras “a” e “b” significam diferenca estatistica entre os grupos e
“ab” mostra que ndo houve diferenga significativa. Notar a diferenga significativa entre o
grupos | em relacdo ao grupo NI (p<0,0013). Teste de Student-Newman-Keuls. I: infectado;

NI: ndo infectado.
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6. DISCUSSAO

A estrutura e funcdo da medula 6éssea em espécies domeésticas, bem como, as
citocinas hematopoiéticas, receptores especificos para cada linhagem celular e o
microambiente ainda ndo sdo completamente entendidos (SHARLEY; HILL, 2007).
Abreu et al. (2011) destacaram a medula 6ssea como um Orgdo importante na
dindmica da LV, pois permite estudar a correlagédo entre a densidade parasitaria com
a eritropoiese e a leucopoiese.

A carga parasitaria diferiu significativamente entre o grupo infectado em
relagdo ao grupo ndo infectado. Mesmo a medula 6ssea sendo considerada um dos
tecidos mais sensiveis para diagnostico da leishmaniose visceral (PAPARCONE et
al., 2013), de acordo com Harvey et al. (2005), o exame citolégico deste
compartimento apresenta limitado valor diagnéstico. A importancia deste exame
esta, sobretudo, na determinacdo das porcentagens exatas dos tipos celulares de
cada linhagem e na observacéo das alteracdes da morfologia celular.

Na avaliagdo das células da linhagem eritroide da medula 6ssea, nédo foi
constatada diferenca significativa em relacdo a quantidade, quando comparados os
grupos infectado e né&o infectado. Esta observagao difere do relatado por Abreu et
al. (2009), que descreveram diferencas significativas nas quantidades de
proeritroblasto e eritroblasto policromético e ortocromatico entre os cées infectados
e 0s ndo infectados. Kaye et al. (2004) e Cotterell et al. (2000b) também
descreveram aumento da eritropoiese secundario a infecgdo por L. donovani. De
acordo com Morceau et al. (2009), as citocinas pro-inflamatérias liberadas durante a
infeccdo pela Leishmania sp, induzem apoptose precoce e tem efeito inibitério na

diferenciacéo eritroide, o que nao foi constatado nesse estudo, provavelmente por



44

haver uma mistura de citocinas anti e pro inflamatérias. A cultura de células da
medula éssea de hamsters infectados experimentalmente com L. donovani, revelou
gue a diferenciacdo dos eritroblastos € inibida por apoptose (LAFUSE et al., 2013).

As células precursoras granulociticas da linhagem mieloide nédo apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos grupos estudados. Ja Abreu et al. (2009),
relataram diminuicdo no numero de mieloblastos em cées infectados, quando
comparado aos nao infectados. No entanto, foi constatada correlacdo negativa entre
a imunomarcacao para o parasito e os mielocitos dos cées infectados. Esses
achados evidenciam a interferéncia negativa da Leishmania sp na proliferacdo e
maturacdo dos precursores granulociticos. Essa supressdao da maturacdo dos
mieldcitos pode ser extremamente prejudicial, pois de acordo com Radin; Wellmann
(2010), os mieldcitos sao o ultimo estagio de proliferacdo da linhagem granulocitica
gue pode sofrer mitose.

Apesar de Costa Val et al. (2004) afirmarem que o infiltrado inflamatoério e o
parasitismo medular parecem néo influenciar negativamente as células precursoras
dos leucdcitos e plaquetas, como se supde que ocorra com a linhagem eritroide, foi
observada displasia nos precursores de granulécitos em 27,8% (15/54) dos animais
infectados, caracterizada por nucleos irregulares ou duplos. Segundo relatos de
Baltridge et al. (2011), o TNF-a também esta associado a dismielopoiese em
resposta a agentes infecciosos.

Displasia megacariocitica, caracterizada por fragmentacdo ou irregularidade
nuclear ocorreu em 40,7% (22/54) dos cées infectados, enquanto que os cdes néo
infectados nao apresentaram tal alteracdo. No presente trabalho, grande quantidade

de células imunomarcadas para IL-10 foi observada nos céaes infectados, o que
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sugere o envolvimento no processo de dismielopoiese. Pinelli et al. (1994)
sugeriram que a dismegacariopoiese estaria associada a resposta imune
predominantemente do tipo Th2, com alta producéo de IL-4 e IL-10.

Ainda em relacdo aos megacariocitos, 37% (20/54) dos caes infectados
apresentaram emperipolesi, enquanto que que a mesma lesdo nao foi observada
nos ndo infectados. No presente estudo, foi observada a presenca de parasitos no
citoplasma de megacariocitos. Nao existem relatos na literatura que expliqguem se
esse achado seria emperipolesi ou infeccdo do megacariocito, nem se isso interfere
com a funcéo da célula. No entanto, Sable et al. (2009) sugerem que a emperipolesi
ocorra estimulada por citocinas inflamatoérias liberadas na infecgdo por Leishmania
sp. A emperipolesi consiste na penetracdo ativa de uma célula em outra e difere da
fagocitose, porque a célula pode sair da hospedeira, sem que haja danos para
ambas. Como exemplos, sdo descritas hemacias, precursores de
polimorfonucleares e linfécitos (SABLE et al, 2009). Seu significado, no entanto, é
incerto, j& que pode ocorrer também em doencas mieloproliferativas, hemorragias e
neoplasias (LEE et al., 1989).

Cotterell et al. (2000b) afirmaram que o parasito regula a hematopoiese de
duas maneiras, tanto infectando diretamente as células tronco e progenitoras,
guanto infectando a populacdo de macréfagos do estroma da medula 6ssea. Por
meio da técnica de imuno-histoquimica, observaram que estas Ultimas sdo as mais
parasitadas. No presente estudo, o0s macrofagos foram as células
predominantemente infectadas e raramente observou-se a presencga do parasito em

megacariocitos, concordando com as afirmacdes do referido autor.
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Baldridge et al. (2011), Valli (2007b) e Cotterell et al. (2000b) afirmaram que a
hematopoiese é regulada por diversas citocinas, entre elas, o TNF-a. De acordo
com Baltridge et al. (2011), Morceau et al. (2009), Broxmayer (1998) e Kitagawa et
al. (1997), o TNF-a tem a capacidade suprimir a proliferacdo e diferenciacdo de
eritroblastos, reduzindo a hematopoiese, além de induzir a apoptose em células
tronco hematopoiéticas.

A média da relacdo M:E dos cées infectados foi de 1,43+1,38, variando de 0,6
a 8,22 e de 1,74+0,95, variando de 0,7 a 3,5 nos animais ndo infectados. Foi
observada diferenca significativa entre o grupo infectado e o grupo néo infectado.
Apesar da média da relacdo M:E estar proxima ao valor normal nos animais
infectados, houve uma grande variacdo dentro de cada grupo, e a correlacdo da
relacdo M:E com os promieldcitos, mielécitos, metamieldcitos, bastonetes e
segmentados nos cées infectados indica hiperplasia mieloide, resultado do aumento
da linhagem de granuldcitos, concordando com Abreu et al. (2011).

A relacdo M:E apresentou correlacdo com os eosinéfilos nos animais infectados.
Abreu et al. (2011) afirmaram que os eosinofilos e seus precursores ndo foram
responsaveis pelo aumento da relacdo M:E, pelo contrario, observaram hipoplasia
eosinofilica, estabelecida nos cées infectados, sugerindo uma disfuncédo da medula
Ossea. Alves et al. (2009) referiram diminuic¢éo significativa de eosindfilos na medula
O0ssea dos cdaes infectados em relacdo ao grupo nao infectado. Conforme relatado
por Watanabe et al. (2004), os eosinofilos sdo estimulados pelo IFN-y a produzirem
oxido nitrico e nitrito, na intencdo de destruirem o parasito.

Foi observado aumento significativo em relacdo a quantidade de linfécitos do

grupo infectado em relagdo ao grupo ndo infectado, pela analise citoldgica da
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medula 0ssea e os linfécitos da medula éssea dos animais infectados apresentaram
correlacdo com o parasito. Abreu et al. (2009) também descreveram aumento no
namero de linfécitos na medula éssea de cées infectados em relacdo aos nao
infectados. De acordo com Reis et al. (2006b), o aumento da quantidade de
linfécitos na medula 6ssea dos cédes com leishmaniose €, provavelmente, uma
resposta compensatoria, jA que a medula 6ssea pode estar produzindo linfocitos
para os 0rgaos acometidos pelo parasito.

Parte dos linfécitos T observados neste estudo pode ser composta linfécitos T
reguladores (Treg). Hussel et al. (2010) referiram que os linfécitos Treg sdo ativados
pelo TGF-B e, conforme relatado por Suffia et al. (2005), se acumulam no sitio de
uma infecgdo cronica por Leishmania sp, favorecendo a expansdo do parasito e
suprimindo o efeito de linfécitos Thl e Th2, por meio da producao de IL-10. Rai et al.
(2012) descreveram esse mesmo achado na medula 6ssea no curso da
leishmaniose visceral em humanos. Portanto, a grande quantidade de linfécitos
observada tanto no exame citoldgico quanto pela técnica de IHC provavelmente
influencie negativamente a defesa do organismo contra a Leishmania sp.

A grande quantidade de plasmocitos observada pode ocorrer, segundo Abreu et
al. (2011), de acordo com a severidade dos sinais clinicos da doenca. Gavgani et al.
(2002) sugeriram que o parasito induza uma resposta humoral ndo protetora. Essa
resposta humoral ocasiona uma hipergamaglobulinemia, que contribui para a
formacdo de imunocomplexos, que podem se depositar nos rins e em outros
tecidos, interferindo com a sua funcado (GOTO; LINDOSO, 2004). Harvey (2001)
destacou o papel do TGF-B e da IL-10 como responsaveis pela maturacdo de

plasmdcitos. Portanto, a grande quantidade de plasmacitos observada, pode ter sido
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influenciada também por essas citocinas, observada pelo expressivo niumero de
células imunomarcadas para TGF- e IL-10 neste trabalho.

Na analise histopatolégica das amostras do presente estudo, foram
observados granulomas multifocais a difusos na medula 6ssea de 37% (20/54) dos
caes infectados. Estes granulomas eram compostos por linfocitos, plasmacitos e
macrofagos, ocasionalmente parasitados. De acordo com Moore et al. (2013), os
granulomas sédo compostos por linfocitos B, linfécitos T CD4 e CD8, macrofagos,
células dendriticas e células natural killer, na intencdo de destruir o parasito. Murray
et al. (2000) afirmaram que a formacdo de granulomas é estimulada pelo TNF-a.
Outros autores ja haviam descrito a inflamacédo granulomatosa da medula 6ssea
VALLI, 2007a; ORAZI et al., 2006; TAFURI et al.,2001). Bathia et al. (2011)
descreveram inflamacao granulomatosa na medula 6ssea de 69,7% dos casos de
humanos com leishmaniose visceral.

O numero de macréfagos computados no exame citologico da medula 6ssea
nao diferiu estatisticamente entre 0os grupos de caes e nao infectados. Natami et al.
(2000) observaram aumento da quantidade de macréfagos na medula 6ssea de
cdes com leishmaniose visceral e Bathia et al. (2011) descreveram aumento da
guantidade de macréfagos em 81,2% dos humanos com LV. Mylonakis et al. (2005),
Barrouin-Melo et al. (2006) e Giunchetti et al (2008) também descreveram
hiperplasia monocitica em érgéos linfoides, como medula éssea, linfonodos e baco.

O numero de macrofagos imunomarcados na medula 6ssea foi maior no grupo
infectado e diferiu significativamente do grupo nao infectado. A quantidade de
macréfagos apresentou correlagdo significativa com a carga parasitaria nos céaes

infectados. Estes resultados estdo de acordo com os descritos por Abreu et al.
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(2011), que relataram aumento significativo da quantidade de macrofagos nos caes
com LV, o que pode ser interpretado como uma estimulagdo antigénica associada
com a infeccao local. Weiser et al. (2006) afirmaram que linfocitos estimulados por
antigenos, produzem uma citocina pro-inflamatéria que inibe a migracdo de
macréfagos in vitro, o fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (MIF). De acordo
com Kamir et al. (2008), o MIF se liga a receptores expressos na superficie de
células apresentadoras de antigenos, como mondcitos e linfocitos B, resultando na
ativacdo dos macrofagos, que passam a produzir TNF-a. A interagao entre MIF e a
Leishmania sp foi observada em linfonodos de caes com LV por Bandarra (2010).
Os macrofagos possuem um papel fundamental na defesa contra a Leishmania
Sp pois, para o estabelecimento de uma resposta imune protetora, € necessario que
0s macrofagos e as células dendriticas apresentem antigenos parasitarios aos
linfécitos T (KAYE et al., 1994), por meio da interacdo entre o MHC de classe Il do
macrofago com o CD3 dos linfocitos (TIZARD, 2009). Neste trabalho, a capacidade
destes fagocitos apresentarem antigenos aos linfécitos T ndo fica clara, pois a
imunomarcacdo de MHC Il foi alterada, observada no citoplasma das células e nao
na membrana celular.
A expressiva quantidade de celulas imunomarcadas para TNF-a, TGF- e IL-
10 e IFN-y pode se dever a resposta imune mista (Thl e Th2), assim como descrito
por Barbiéri (2006). Conforme descreveram Weiss; Souza (2010), os macrofagos
sao divididos em subpopulacfes, M1 que secretam citocinas pro-inflamatérias (TNF-
a, expressam MHC de classe Il e moléculas coestimulatérias) e séo eficientes em

destruir microorganismos (Thl). Ja, os macréfagos M2, séo ativados pelas citocinas
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TGF-B, IL-1, IL-4 e IL-10, possuem atividade anti-inflamatéria, e secretam IL-10
(Th2).

Os caes infectados apresentaram anemia, com diminuicdo da quantidade de
eritrocitos, hemoglobina e hematocrito, quando comparados aos animais nhao
infectados. Achados que estdo de acordo com os de Abreu et al. (2011), Reis et al.
(2006a), Amusategui et al. (2003), Xavier (2002) e Ikeda et al. (2002). No entanto,
Viadanna et al. (2011) afirmaram ndo haver uma correlacéo entre o estado clinico e
0s parametros hematolégicos em cdes com leishmaniose visceral.

Em relacdo a quantidade de hemoglobina e ao hematdcrito, foi observada
diferenca significativa no grupo infectado em relacdo ao grupo nao infectado,
concordando com os achados de Freitas et al. (2012). Ja Costa-Val et al. (2004).

Comparando-se os achados do hemograma (Anexo A) com o0 exame citolégico
da série eritropoietica, além das alteracbes na eritropoiese contribuirem para a
anemia, que ocorre em grande parte dos casos de leishmaniose (LAFUSE et al.,
2013), Sen et al. (2001) acreditam que os eritocitos produzidos durante a infeccao
por Leishmania sp, sdo mais susceptiveis ao dano oxidativo, apresentando,
portanto, uma menor vida Gtil. Como causa de anemia, o dano imuno-mediado de
hemacias foi descrito em humanos com LV por Mahajan; Marwaha (2007). Por isso,
apesar da eritropoiese estar aumentada, o nivel de eritrcitos circulantes pode se
manter abaixo ou dentro dos padrBes esperados (TESTA, 2004). Ademais, a
anemia pode nao ser tdo pronunciada, pois, durante a infeccdo na medula 6ssea,
pode ocorrer eritropoiese no baco e no rim (MORCEAU et al., 2009, ABREU-SILVA
et al.,, 2004). Porém, de acordo com Reis et al. (2009) e Saridomichelakis et al.

(2005), o bago também é um dos tecidos mais afetados pelo parasito, que pode
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interferir com a hematopoiese extra-medular. J&, em relacéo ao rim, a deposicdo de
imunocomplexos pode prejudicar sua funcéo, diminuindo também, a hematopoiese
extra-medular (REIS et al., 2006a).

N&o foi constatada diferenca significativa nos valores de volume corpuscular
médio e nem da concentracdo de hemoglobina corpuscular média, nos animais
infectados, o0 que demonstra anemia normocitica normocrémica, assim como
descrito por Viadanna et al. (2011), Dias (2008), Reis et al. (2006a) e Koutinas et al.
(2001).

Aumento significativo na quantidade de linfécitos no sangue periférico foi
observado nos animais do grupo infectado em relacdo ao grupo nao infectado,
concordando com o descrito por Freitas et al. (2012), Coura-Vital et al. (2011) e
Paludo et al. (2007). Os linfocitos estdo diretamente envolvidos na resposta imune
contra a Leishmania sp, fato que explica a correlacdo dessas células com o parasito
(VALLI, 2007a; ORAZI et al., 2006; VALLI, 2002; VIRELLA; BIERER, 2001).

O numero de linfocitos na medula éssea apresentou correlacdo positiva com a
guantidade de linfécitos no sangue periférico nos céaes infectados. Esta observacao
pode indicar a migracdo de linfocitos, tanto para tecidos acometidos pelo
protozoario, quanto para érgéaos linféides secundarios.

Ainda, com respeito as células do sangue, neste estudo foi observada
monocitose significativa nos animais com LV em relacdo ao grupo nao infectado.
Quanto a esse aspecto, hd uma controvérsia entre os autores, que citam desde
monocitopenia nos cées infectados (Abreu et al (2011), Coura-Vital et al (2011),
Ciarlini et al (2010) e Guerra et al. (2009), a nenhuma alteracdo nos valores, como

Freitas et al. (2012) e Dias (2008). De acordo com Reis et al, (2006a), a monocitose
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em cades com LV pode estar relacionada com a proliferacdo destes células na
medula 0ssea, decorrente da tentativa para conter a intensa densidade parasitaria
em diversos 6rgaos. Estes dados podem sugerir que o recrutamento de macrofagos
para tecidos linfoides secundarios, que ocorre durante a doenca ativa.

Os animais infectados apresentaram quantidade significativamente maior de
células imunomarcadas para TNF-a, em relacdo ao grupo nédo infectado. Esse
achado concorda com os de Alves et al. (2009) que, por meio de PCR real time,
observaram uma grande quantidade de TNF-a em linfonodos de caes infectados.
Contrariamente, Trinchieri (2003) observou que a producédo de TNF-a € suprimida
durante a infeccao pela Leishmania sp.

A expressiva quantidade de células imunomarcadas pelo TNF-a pelos cées
infectados deste trabalho pode indicar um acumulo de macréfagos M1 e M2 na
medula 6ssea, com resposta mista do tipo Thl e Th2. O TNF-a é produzido, durante
uma infeccgéo, por linfécitos Thl e macréfagos ativados e tem a funcdo de destruir
os amastigotas intracelulares (BARBIERI, 2006; SQUIRES, 2004; PLORDE, 2004;
FALCOW, 2004, PINELLI, 2000). Além de ter um papel regulador na hematopoiese,
sendo produzido normalmente pelas células do estroma (WU et al., 2005), Lafuse et
al. (2013) descreveram que o TNF-a promove aumento da quantidade de coldnias
formadoras de eritrocitos, enquanto Baldridge et al. (2011) supfe que o TNF-a
possa estimular as células tronco hematopoiéticas em uma infeccdo aguda e
suprimir sua producdo em uma infec¢ao cronica.

Cools et al. (2007) afirmaram que células progenitoras e precursoras mieloides

produzem TNF-a em resposta a uma inflamagéao, portanto os animais infectados do
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presente estudo podem ter apresentado um aumento dessa citocina proveniente de
células mieloides, e ndo de macréfagos ou linfécitos.

A expressao positiva de anti-CD3 nos linfécitos T observada na biopsia de
medula 6ssea mostrou diferenca entre os cades infectados e nao infectados. De
acordo com Tizard (2009), o complexo de proteinas CD3 €& responsavel pela
transducédo do sinal de ativacdo do linfécito. A maior imunodetecgéao neste trabalho
pode indicar uma maior ativacdo dos linfocitos T.

No presente estudo, a marcacdo de MHC de classe Il foi citoplasmatica e ndo
de membrana celular, sugerindo uma funcao ineficiente deste complexo. Poucos
macrofagos imunomarcados para MHC Il foram observados nas areas contendo
granulomas e houve diferenca significativa entre o grupo infectado em relacdo ao
grupo nao infectado. A maior imunodetec¢cdo de MHC de classe Il no citoplasma
aliada a carga parasitaria no grupo de cdes com LV, sugerem um efeito que
beneficia o parasito.

Tanto as células inflamatdrias da medula 6ssea como também 0s precursores
imaturos das linhagens hematopoiéticas apresentaram imunomarca¢do para MHC
II. Ryley et al (2009) relataram que os precursores mieloides na medula 6ssea
expressam MHC de classe Il em sua membrana.

A IL-10 foi detectada por imuno-histoquimica na membrana de linfécitos e
macrofagos, bem como, se observou diferenca significativa entre os grupos de céaes.
Achado que concorda com os de Pinelli et al. (1999), que descreveram uma alta
expressdo de IL-10 em cées infectados. Alves et al. (2009) e Corréa et al. (2007)

descreveram o efeito da supressao da atividade de macréfagos pela IL-10.
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Correlacdo negativa foi observada entre a quantidade de células
imunomarcadas para IL-10 e a quantidade de macrofagos na medula 6ssea dos
caes infectados deste trabalho. A IL-10 desempenha um papel fundamental na
inibicdo da ativacdo macrofagica, e contribui para a multiplicacdo do parasito nas
lesbes (CARRERA, 1996). Fiorentino (et al., 1989) e D'Andrea et al. (1993)
afirmaram que a IL-10 inibe a sintese de citocinas do tipo Thl por macréfagos,
incluindo TNF-qa, IL-1, IL-6 e IL-12. A IL-10 foi incriminada, por Bhattacharya; Al
(2013), como a principal citocina responsavel pela patogenia da leishmaniose
visceral.

Foi constatada correlacdo entre IL10 e TGF-B nos caes infectados, sugerindo
um favorecimento da multiplicacdo do parasito. Segundo Bogdan (1994), o parasito
promove a sintese das duas citocinas, sendo que a producéo de IL-10 é estimulada
pelo TGF-B (OMER et al., 2000). Olivier et al. (2005) apontaram as duas citocinas
como responsaveis pela supressdo da producdo da producdo de NO pelos
macrofagos.

A deteccdo de TGF-B diferiu significativamente entre os grupos de cées
infectados e nao infectados. Gannt et al. (2003) observaram na medula éssea de
pessoas com LV, um aumento significativo de células imunomarcadas para TGF-j3,
por meio da técnica de imuno-histoquimica. O TGF-B esta envolvido tanto positiva
guanto negativamente na diferenciacdo e proliferacdo celular, na resposta imune e
nos mecanismos de apoptose. Em grandes quantidades, provoca imunossupressao,
inibe a resposta do tipo Thl e estimula resposta do tipo Th 2 (OMER et al., 2000;
BARRAL-NETTO et al.,, 1992). As células apoptéticas também estimulam a

liberacéo de TGF- 3 (DAS et al., 2013).
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Neste trabalho, a média da quantidade de células eritroides da medula 6ssea
foi menor nos cées infectados, em relagcdo aos nédo infectados, o que pode estar
relacionado ao acumulo TGF-B e a IL-10, que estariam interferindo com a
eritropoiese. Segundo Zermati (2000) e Oehler et al. (1999), essas citocinas inibem
a eritropoiese.

De acordo com Barral-Netto et al. (1992), sob condicbes normais, TGF- é
liberado pelas células da medula 6ssea e se mantém em uma forma latente na
matriz extracelular, sendo ativado pela acdo das proteases liberadas pela
Leishmania sp. Gannt et al. (2003) e Barral et al. (1993) afirmaram que, tanto em
cultura de células, quanto in vivo, o0 parasito e seus metabdlitos podem ativar o TGF-
B latente, prolongando, dessa maneira, a sobrevida dos amastigotas no citoplasma
dos macréfagos. Essas afirmacfes confirmam os achados deste trabalho, que
também observou a marcacéo para TGF- no intersticio da medula 6ssea.

Das et al. (2012) e Barral-Netto et al. (1992) afirmaram que a inducdo da
producdo de TGF-B é um importante mecanismo utilizado pela Leishmania sp para
evitar a sua destruicdo pelos macréfagos. Esta citocina também inibe a producéo e
liberacdo de TNF-a e IFN-y por macrofagos (DAS et al., 2013; OMER et al., 2000) e
niveis elevados de IL-10 e TGF- provocam a irresponsividade das células ao IFN-y
(BARRAL et al., 1993; BARRAL-NETTO et al., 1992).

Os animais infectados apresentaram correlacdo negativa entre 0 nimero de
células imunomarcadas para IFN-y e a quantidade de Leishmania sp. De acordo
com Wolfe et al. (1991), a infeccdo dos macréfagos pelo parasito prejudica a
habilidade dessas células suprirem citocinas regulatorias para aumentar a producéo

de IFN-y, que segundo Belosevic et al (1986), é a citocina mais potente para a
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indugdo de resposta contra a Leishmania sp. Essa interacdo favorece a
sobrevivéncia do parasito no hospedeiro.

Baldridge et al. (2011) afirmaram que as células tronco hematopoiéticas sao
inibidas pelo IFN-y, incriminado como o maior responsavel pela faléncia da medula
Ossea. Katigawa et al. (1997) referiram que, assim como o TNF-a, o IFN-y também
esta associado a dismielopoiese, jA que ambas tem papel principal na regulacéo das
células tronco hematopoiéticas. Zhao et al. (2010) afirmaram que o IFN-y em alta
guantidade esta envolvido no aumento da mielopoiese. Kitagawa et al. (1997)
afirmaram que o IFN-y e o TNF-a estao diretamente ligados ao desenvolvimento da
dismielopoiese. Acredita-se que tenham um papel regulatério das células tronco da
medula éssea frente a infeccdes (BALDRIDGE et al., 2011).

O parasito altera o0 microambiente da medula 6ssea a seu favor (GANNT et al.,
2003), pois durante a infeccao, ocorre uma intrincada estimulacdo da producéo de
citocinas, da expressdo de moléculas e da ativacdo de células do sistema imune,
eventos que permitem que o parasito viva por longos periodos dentro de
macrofagos (OLIVIER et al., 2005). Um aumento na producdo das citocinas do tipo
Thl e Th2, como IFN-y, TNF-a, TGF-B e IL-10, pode ter provocado a displasia da
série granulocitica e megacariocitica nos cdes com LV. A expressédo inadequada do
MHC de classe Il pode contribuir para que os antigenos do parasito ndo sejam
adequadamente apresentados pelo macréfago ao linfocito, entdo, dessa maneira,
ndo ha vantagem nos animais infectados apresentarem um maior numero de
linfocitos. As alteracbes observadas no sangue periférico dos cées infectados, como

linfocitose e monocitose, podem ser um reflexo do aumento dessas células na
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medula éssea, tanto para combaterem o parasito localmente, quanto para enviar a

outros 6rgaos infectados.
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7. CONCLUSOES

Os cées infectados apresentaram anemia, porém a linhagem eritroide na
medula 6ssea néo foi afetada pela Leishmania sp, qualitativa ou quantitativamente.

Nos animais com LV, a linfocitose observada na medula 6ssea se refletiu no
sangue.

Os cées infectados apresentaram displasia granulocitica e megacariocitica,
além de granulomas na medula 6ssea.

Os pontos brancos observados no exame macroscépico da medula 6ssea dos
cées infectados correspondem aos granulomas constatados a microscopia.

Os animais com LV apresentaram grande infiltracdo de linfocitos e
macrofagos na medula 6ssea, observada no exame citolégico e comprovada com a
expressiva imunomarcacao dessas células.

Os caes infectados demonstraram maior imunomarcacao para TNF-a, TGF-,

IFN-y e IL-10 na medula 0ssea.
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8. INFERENCIAS

A imunomarcacdo para de IL-10, TGF-B, TNF-a e IFN-y na medula éssea
pode ter sido responséavel pela displasia granulocitica e megacariocitica e pelos
granulomas na medula 6ssea dos caes infectados.

A imunodeteccdo de TNF-a, TGF-B, IFN-y e IL-10 na medula 6ssea pode
indicar um acumulo de macrofagos M1 e M2 na medula éssea, com resposta mista
do tipo Thl e Th2.

A marcacdo citoplasmatica de MHC Il sugere uma funcéo ineficiente deste
complexo.

A correlacdo dos linfécitos da medula 6ssea com os do sangue periférico
pode indicar a migracdo desse tipo celular para tecidos infectados pelo protozoario,
bem como para érgéos linféides secundarios.

A menor média da quantidade de células eritroides da medula 6ssea nos cées
infectados pode estar relacionada ao acumulo TGF-B e a IL-10, que estariam

interferindo com a eritropoiese.
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9. ANEXOS
ANEXO A - HEMOGRAMA DOS ANIMAIS AVALIADOS
Animal Eritrocitos Hemoglobina Hematocrito RDW VCM CHCM Leucocitos  Metamielocitos  Bastonete  Segmentado Linfocito
INFECTADOS 10%/pl g/di % % fL % x10%/uL /L /L /L /L
1 1,65 41 12 13,3 72,73 34,17 4.3 0 0 3956 258
2 1,75 3,8 12 18,6 68,57 31,67 19,9 0 0 9552 9154
3 4,25 9,9 30 15,6 70,59 33,00 32,5 0 0 16087 14950
4 3,86 7.9 24 16,8 62,18 32,92 11,3 0 0 8136 904
5 1,42 3,6 11 16,1 77,46 32,73 15,7 0 0 14130 628
6 5,32 11 33 16,5 62,03 33,33 15,4 0 0 10934 2464
7 5,34 12 36 14,1 67,42 33,33 12,5 0 0 6500 5250
8 3,62 9 29 16,4 80,11 31,03 5 0 0 3500 1100
9 0,82 2,2 6 13,5 73,17 36,67 3,6 0 0 2484 720
10 1,99 3,8 11 17,9 55,28 34,55 7,6 0 0 5700 1064
11 4,68 10,8 32 14,9 68,38 33,75 26,6 0 266 24206 266
12 3,66 8,1 24 15 65,57 33,75 9,6 0 0 7392 1344
13 4,4 10,8 31 13,5 70,45 34,84 6,7 0 0 3886 2546
14 2,19 54 16 13,5 73,06 33,75 6,4 0 0 4608 832
15 2,24 5,3 15 141 66,96 35,33 17,6 0 0 15488 1584
16 2,98 6,8 20 16,1 67,11 34,00 3,3 0 0 1856 896
17 3,47 8,2 23 16,8 66,28 35,65 4 0 0 1840 1360
18 1,93 4,4 13 16,4 67,357513 33,846154 11,4 0 0 9576 912
19 341 6,7 20 16,9 58,6510264 33,5 14 0 0 11480 1260
20 4,49 9,9 29 14,1 64,5879733 34,137931 8,9 0 0 7298 1068
MEDIA 3,1735 7,185 21,35 15,505 67,90 33,80 11,815 0 13,3 8430,45 2428



ANEXO A- HEMOGRAMA DOS ANIMAIS AVALIADOS

Animal Monécito  Eosindfilo Basofilo Citologia Plaquetas Plaguetas Morfologia Proteinas totais IIc
INFECTADOS /uL /uL /uL p/cp/1000x x10%/uL g/dL
1 86 0 0 NDN 7 132 Normal 7 2
2 796 398 0 NDN 17 348 Normal 7,9 2
3 1137 326 0 NDN 7 135 Normal 9,6 2
4 904 1356 0 Mondcitos ativados 10% 6 136 Normal 7,4 2
5 942 0 0 NDN 3 49 Normal 4 5
6 1078 924 0 Linfécitos reativos 10% 4 72 Normal 6,8 2
7 625 0 0 Mondcitos ativados 10% 9 196 Normal 8,6 2
8 300 100 0 Mondcitos ativados 16% 3 69 Normal 8,2 2
9 252 144 0 Aglomerados de 5 79 Normal 4,6 2
mononucleares
10 836 0 0 NDN 7 131 Normal 10 2
11 1862 0 0 NDN 0 524 Agregacao 8
plaquetaria
12 192 576 0 NDN 6 100 Normal 9 2
13 134 134 0 NDN 5 94 Normal 10 2
14 384 576 0 NDN 9 186 Normal 9,8 2
15 528 0 0 NDN 5 132 Normal 4 2
16 320 128 0 NDN 4 82 Normal 7 Discreta hemdlise
17 640 160 0 NDN 4 71 Normal 7,2 Discreta hemolise
18 570 342 0 NDN 4 86 Normal 3,2 2
19 1120 140 0 NDN 6 172 Normal 8,8 2
20 267 267 0 NDN 10 106 Normal 7,4 2
MEDIA 648,65 278,55 0 -- 6,05 145 -- 7,425 2



ANEXO A- HEMOGRAMA DOS ANIMAIS AVALIADOS

Animal Eritrocitos Hemoglobina Hematdécrito RDW VCM CHCM Leucécitos Metamielécitos Bastonete  Segmentado Linfécito
NAO
INFECTADOS

1 6,8 17,1 50 15,1 73,5294118 34,2 13,5 0 0 8500 210
2 7,2 16 50 15,3 69,4444444 32 14,6 0 0 10650 190
3 8,4 18 50 16 59,5238095 36 14,8 0 0 7900 230
4 7 17,2 44 15,8 62,8571429 39,090909 13,8 0 0 11200 178
5 7,8 14,2 46 16,2 58,974359  30,869565 16,2 0 0 12100 160
6 6,4 16,5 44 17 68,75 37,5 12,4 0 0 9700 150

MEDIA 7,266667 16,5 47,33333 15,9 65,51319 34,94341 14,2 0 0 10008 186

Monécito  Eosinéfilo  Basoéfilo Citologia Plaquetas Plaquetas Morfologia Proteinas totais IIC
NAO
INFECTADOS

1 100 25 0 NDN 6 114 Normal 7,2 2
2 120 70 0 NDN 7 105 Normal 7,2 2
3 220 112 0 NDN 6 122 Normal 7,1 2
4 240 126 0 NDN 7 133 Normal 7,2 2
5 140 210 0 NDN 6 110 Normal 7,1 2
6 130 180 0 NDN 7 106 Normal 7,2 2

MEDIA 158 120,5 0 5,5 115 -- 7,17 2



