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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca sistémica crbénica, na qual os caes
podem ser assintomaticos como também podem apresentar uma variedade de sinais
clinicos inespecificos. As alteracdes nos exames laboratoriais sdo uma manifestacao
importante na LVC e que, se ndo acompanhados, pode levar o animal a morte. Alguns
estudos ja vém mostrando que essas alteracdes podem estar relacionadas as mudancas
na producao e/ou diferenciacao das diferentes linhagens celulares na medula éssea, em
consequéncia da infecgéo por Leishmania sp. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar as alteracdes no mielograma e quantificar a carga parasitaria na medula 6éssea
de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum e submetidos a tratamento
experimental. Para isso, foram utilizados 10 cées, adultos, que foram tratados por 30
dias com a associagao de alopurinol (10mg/kg/BID) e domperidona (1mg/kg/SID). As
puncbes de medula éssea foram realizadas no dia zero e 30 dias ap0s o inicio do
tratamento, onde foram confeccionados esfregacos em laminas de vidro, fixadas e
coradas para avaliacao citolégica. Para a qPCR a medula éssea foi acondicionada em
micrutubos com EDTA 3% para posterior extracdo de DNA e quantificacdo. O
mielograma dos animais revelou, no dia zero, reducdo no nimero de metarrubricitos,
promieldcito, mieldcito neutrofilicos, metamieldcito neutrofilicos, bastonete neutrofilicos
e megacariocitos, e aumento no numero de neutrofilos e macrofagos. No dia 30 foi
observado reducao no nimero de metarrubricitos, prorrubricitos, promieldcito, mielécito
neutrofilicos, metamielocito neutrofilicos, bastonete neutrofilicos, e megacariocitos.
Observou-se também aumento no numero de neutréfilos, macrofagos e plasmaocitos,
além de aumento discreto na relacdo mieloide:eritréide. Com relacdo as alteracdes
morfolégicas, foi observado binucleacdo celular (2/10) e presenca de mitoses atipicas
(2/10). Leucofagocitose foi observada em 20% (2/10) dos animais. Em 70% dos animais,
formas amastigotas de Leishmania sp. foram visualizadas ap6s tratamento. A carga
parasitaria da medula 6ssea revelou que 54,5% dos animais apresentaram diminuicédo
da carga parasitaria, enquanto 45,4% apresentaram aumento na quantificacdo 30 dias
apo6s o tratamento. A quantificacdo média no dia zero e no dia 30 foi de 4.424,82 e
16.673,2 parasitas/uL, respectivamente, mas ndo houve diferenca significativa entre os
periodos estudados (p = 0,05). Com esses resultados sugere-se que o mielograma néo
seja a melhor ferramenta para o acompanhamento de cdes com LVC quando se objetiva
avaliar a resposta do paciente num curto periodo de tratamento e que 30 dias de
tratamento ndo é suficiente para observar uma resposta parasitoldgica satisfatoria, sendo
necessario um estudo de longo prazo para entender 0s possiveis mecanismos
associados a carga de parasitas da medula 6ssea durante o tratamento da leishmaniose
visceral canina.

Palavras-chave: Cées. Leishmaniose visceral. Medula 6ssea. Mielograma. Tratamento.



ABSTRACT

A Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a chronic systemic disease, in which dogs can
be asymptomatic but can also exhibit a variety of nonspecific clinical signs. Changes in
laboratory tests are an important manifestation in CVL and, if not followed up, can lead to
the death of an animal. Some studies already show that these changes may be related
to changes in the production and/or differentiation of different cell lines in the bone
marrow, as a result of infection by Leishmania sp. Thus, the objective of this study was
to evaluate changes in the myelogram and quantify the parasitic load on the bone marrow
of dogs naturally infected with Leishmania infantum and submitted to experimental
treatment. For that, 10 adult dogs were used, which were treated for 30 days with the
combination of allopurinol (10mg/kg/BID) and domperidone (1mg/ kg/SID). Bone marrow
punctures were performed on day zero and 30 days after the start of treatment, where
smears were made on glass slides, fixed and stained for cytological evaluation. For the
gPCR, the bone marrow was packed in micrutubes with 3% EDTA for subsequent DNA
extraction and quantification. The animals' myelogram revealed, on day zero, a reduction
in the number of metarubricyte, promyelocytes, neutrophilic myelocytes, neutrophilic
metamyelocytes, neutrophilic band and megakaryocytes, and an increase in the number
of neutrophils and macrophages. On the 30th, a reduction in the number of
metarubricytes, prorubrocytes, promyelocytes, neutrophilic myelocytes, neutrophilic
metamyelocytes, neutrophilic band and megakaryocytes was observed. There was also
an increase in the number of neutrophils, macrophages and plasma cells, in addition to a
slight increase in the myeloid:erythroid ratio. Regarding morphological changes, cell
binucleation (2/10) and atypical mitosis (2/10) were observed. Leukophagocytosis was
observed in 20% (2/10) of the animals. In 70% of the animals, amastigote forms of
Leishmania sp. were visualized after treatment. The bone marrow parasitic load revealed
that 54.5% of the animals showed a decrease in the parasitic load, while 45.4% showed
an increase in quantification 30 days after treatment. The mean quantification on day zero
and day 30 was 4,424.82 and 16,673.2 parasites/uL, respectively, but there was no
significant difference between the periods studied (p=0.05). With these results, it is
suggested that the myelogram is not the best tool for monitoring dogs with CVL when the
objective is to assess the patient's response in a short period of treatment and that 30
days of treatment is not enough to observe a satisfactory parasitological response,
requiring a long-term study to understand the possible mechanisms associated with the
load of bone marrow parasites during the treatment of canine visceral leishmaniasis.

Key words: Dogs. Visceral leishmaniasis. Bone marrow. Myelogram. Treatment.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma importante enfermidade parasitaria que se
encontra em 89 paises (KASHIF et al., 2017). Acredita-se que 1,7 bilhdo de pessoas
vivem em areas de risco para a infeccdo (PIGOTT et al., 2014) o que resulta em
aproximadamente 1,5 a 2 milhdes de novos casos por ano, com 94% dos casos
ocorrendo principalmente em seis paises: Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, e
Sudéo (BURZA et al., 2018).

Em 2015, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou a LV como uma
doenca tropical negligenciada (DTN) devido a falta de atencao concedida pela industria
farmacéutica. Desta forma altas taxas de mortalidade (até 90%) podem ser observadas
em pacientes nao tratados (PELISSARI et al., 2011). A LV possui como principais
agentes causais a Leishmania donovani, Leishmania (Leishmania) infantum e a
Leishmania major (KARAMI et al., 2007).

No Brasil, a doenca encontra-se distribuida nas cincos regifes brasileiras, com
registro de casos em 23 unidades federativas até 2017 (JUNIOR, 2018), sendo a Regido
Nordeste a mais atingida (DANTAS-TORRES, 2006), com 47,6% dos casos (JUNIOR,
2018). Em area urbana e endémica, os caes séo considerados o0s principais reservatorios
devido a sua susceptibilidade ao agente e ao alto parasitismo cutaneo (DANTAS-
TORRES, 2007), e pela atracéo do vetor por compostos aldeidos e alcanos no pelo dos
cées infectados (MAGALHAES JUNIOR, 2015). Sendo assim, o diagnostico na espécie
canina pode servir de indicador para o surgimento de novos casos humanos, uma vez
gue a infeccao canina precede a doenca no homem (OLIVEIRA et al., 2001)

Nos cades a infeccdo por L. infantum tem sido considerada uma doenca
imunomediada (FEITOSA et al., 2000), onde os animais podem apresentar-se
assintomaticos, ou exibir sinais inespecificos como dermatopatias
(SARIDOMICHELAKIS e KOUTINAS, 2014), onicogrifose, apatia, anorexia, diarreia,
hemorragia, poliartrite e linfadenomegalia (SOLANO-GALEGO et al., 2011; SANTANA,
2017; SILVA et al., 2017).

Os parametros laboratoriais relacionados a hematopoiese, funcdo renal e
eletroforese de proteinas sérica devem ser usados na rotina clinica como ferramentas
no acompanhamento da doenca (REIS et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). E
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sabido que altas cargas parasitarias nos componentes do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), como por exemplo, medula Ossea e figado, desencadeia a
ocorréncia de patologias as funcdes hematopoiéticas e hepaticas (FREITAS et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2013; LEAL et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018). Dessa forma, as
alteracdes nas linhagens celulares na medula 6ssea sugerem que o parasitismo exerce
efeito negativo na hematopoiese (TROPIA DE ABREU et al., 2011; LAFUSE et al., 2013;
ALMEIDA, 2017).

Com base nos mecanismos envolvidos nas alteracdes hematologicas na LVC,
sabe-se que parte deles estéo relacionados ao comprometimento da medula 6ssea que
€ observado por altera¢des no mielograma (MOMO et al., 2014; NICOLATO et al., 2013).
Nesse contexto, considerando que a LV pode provocar alteragcdes nos exames
laboratoriais e pouco se conhece sobre as alteracBes que ocorrem na medula 6ssea
apos tratamento, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da terapia neste érgdo
por meio do mielograma e da carga parasitaria, além de observar a resposta clinica de

caes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a tratamento experimental.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca sistémica causada por protozoarios
da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, que possui como principais
espécies a Leishmania donovani, Leishmania infantum (JAIN e JAIN, 2015) e Leishmania
major (KARAMI et al., 2007). E considerada uma das zoonoses emergentes mais
importante do mundo (RIBEIRO et al., 2018), atingindo de 2 a 4 milhdes de pessoas
(WHO, 2007; AL-SALEM; HERRICKS; HOTEZ, 2016).

Em 2015, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classificou a LV como uma
Doenca Tropical Negligenciada (DTN) devido a auséncia de atencdo concedida pela
industria farmacéutica, resultando em taxas elevadas de mortalidade em populacdes
menos favorecidas ao redor do mundo (POSTIGO, 2010). Nas Américas, a LV é
endémica em 12 paises, onde no periodo de 2001-2017 foram registrados 59.769 casos
novos, sendo cerca de 96% (57.582) deles reportados no Brasil (OMS, 2019).

Acredita-se que no Brasil, 43% da populacdo esta em risco de desenvolver a
doenca (WHO, 2016), e casos de LV ja foram registrados em 23 unidades federativas
sendo a maioria concentrada na regido Nordeste do pais (JUNIOR, 2018). Os caes
possuem grande importancia epidemioldgica no ciclo da LV sendo considerado o

principal reservatorio urbano do parasito (WERNECK, 2014).

2.2 Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Em é&reas endémicas, a LVC tem prevaléncia variavel podendo ser observadas
positividades de 4,9 a 67%. Esta ampla variacdo pode estar relacionada a inUmeros
fatores, dentre eles o método diagnostico utilizado (SOLANO-GALLEGO et al., 2001;
FRANCA-SILVA et al.,, 2003; MONTEIRO et al., 2005; COURA-VITAL et al., 2011,
LOPES et al., 2014).

A expansdo da LVC no Brasil pode ser justificada através da associacdo de
diversos fatores, como: industrializacdo e urbanizacdo, que levam a destruicdo de

ambientes naturais devido ao desmatamento, precariedade do saneamento basico e
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medidas de controle de vetores e doencas ineficazes (RANGEL e VILELA, 2008;
FERNANDEZ et al., 2010; PAIVA et al., 2010; ROMERO e BOELAERT, 2010; HARHAY
et al., 2011; ARAUJO et al., 2013; SALOMON et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016;
MARCONDES e DAY, 2019).

Existem altas taxas de infecgdo em caes no Brasil, tendo uma relacéo direta entre
a alta prevaléncia de infec¢ao canina com um alto risco de doenca humana (BANETH et
al., 2008, BRASIL, 2006). Desde a década de 30 casos de LVC tém sido descrito no
Brasil (DEANE, 1956), e desde entdo a doenca expandiu-se em todas as regides
brasileiras (GRILL e ZURMENDI, 2017; WHO 2017).

Muitos estudos demonstraram que o0s sinais clinicos e laboratoriais de caes
infectados estéo relacionados com a evolucdo da doenca e interacdo entre o parasito e
a resposta imune de cada hospedeiro (FOGLIA-MANZILLO et al., 2013, BELO et al.,
2013). Caes infectados podem apresentar diferentes caracteristicas clinicas, variando de
assintomaticos a sintomaticos, com sinais clinicos incluindo linfadenopatia, onicogrifose,
lesdes cutaneas, alopecia, apatia, vomitos, diarreia, polidria, polidipsia, esplenomegalia
e palidez de mucosas (MANCIANTI et al., 1988; REIS et al., 2006; SILVA et al., 2017,
TRAVI et al., 2018).

2.2.1 Transmissao e ciclo bioldgico

A transmissao do parasito ocorre principalmente pela picada de fémeas de insetos
hematdéfagos pertencentes aos géneros Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho
Mundo) (REITHINGER et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2017; VAN GRIENSVEN e
DIRO, 2012; RIBEIRO et al.,, 2018). A espécie Lutzomyia longipalpis € a principal
responsavel pela transmissao, mas outras espécies como Lutzomyia cruzi (LAINSON;
RANGEL, 2005) podem estar envolvidas na cadeia epidemioldgica.

Ao fazer o repasto sanguineo em seus hospedeiros, flebotomineos infectados
regurgitam formas promastigotas de Leishmania spp na pele, que invadem os tecidos ou
sao fagocitadas por células hospedeiras locais, principalmente macrofagos. A partir dai,
formas promastigotas se transformam em formas amastigotas, que infectam outras

células do sistema fagocitico mononuclear, sendo transmitidas a outros flebotomineos
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ndo infectados por ocasido do repasto sanguineo (VANNIER-SANTOS; MARTINNY; DE
SOUZA, 2002; ROGERS et al., 2004).

Além desta forma, estudos indicam que a transmissédo da LVC pode ocorrer de
forma vertical, onde mées infectadas transmitiriam a doenca para seus filhotes (TOEPP
et al., 2019), através de transfusdo sanguinea (OWENS et al., 2001; DE FREITAS et al.,
2006) e pela via venérea (SILVA et al., 2009).

2.2.2 Resposta Imune na LVC

O curso da infec¢do por L. infantum em cées depende da resposta imune do
hospedeiro, e da persisténcia e multiplicagdo do parasito (COSTA-PEREIRA et al.,
2015). Os neutrdfilos sé@o as primeiras células de defesa envolvidas no curso da infeccéo,
sendo recrutados para o local da picada do flebotomineo. Estudos in vitro demonstraram
qgue os neutréfilos, quando estimulados com antigenos de L. infantum, sdo capazes de
produzir altos niveis de IFN-y na tentativa de diminuir a carga parasitaria, além da
reducdo na sintese de IL-4, inibindo assim a proliferacdo e diferenciacdo de células B
(LEAL et al., 2014).

Para o estabelecimento de uma resposta imune protetora, é necessario que as
células da resposta imune inata (principalmente macrofagos e células dendriticas)
apresentem antigenos parasitarios aos linfécitos T (MOMO et al., 2013), que secretam
IFN-y e induzem o macrofago a produzir TNF-a e oxido nitrico (NO), para destruigdo das
formas amastigotas intracelulares (BARBIERI, 2006).

Durante a fase ativa da doenca, o parasito se multiplica dentro das células do
sistema fagocitario mononuclear presentes no baco, figado e de medula 6ssea (GOTO;
PRIANTI, 2009). O passo fundamental na geracdo de imunidade é a manutencdo da
proporcao de células T CD4+ e T CD8+, e a producao das interleucinas IL-2, IL-12, IFN-
Yy e TNF, promovendo o controle da infeccéo (SILVA, 2017).

O parasitismo presente na medula éssea pode interferir com a producéo celular,
provocando displasia e refletindo diretamente nos demais orgaos linfoides (CAR, 2010;
MANZILLO et al., 2006; VALDEZ et al., 2012). Manzillo et al. (2006) referem que as
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alteracbes da medula 6ssea sdo provocadas pela grande concentracdo de citocinas,
como TNF-a e IFN-y, produzidas pela infiltragdo de macrofagos.

2.3 Medula 6ssea e células hematopoiéticas

A medula éssea € o maior 6rgdo hematopoiético em mamiferos, sendo composto
de aproximadamente 2% do peso corporal em caes (JAIN, 1986) Histologicamente a
medula 0ssea é dividida em vermelha e amarela. A vermelha é composta por células
hematopoiéticas e pela estrutura de sustentacdo, que consiste em células reticulares,
mesenquimais, endoteliais, neurais e matriz extracelular, localizadas fora do espaco
vascular (SHARKEY, 2010). A medula 0ssea amarela é constituida por células
mesenquimais que acumulam lipidios que gradualmente substituem o tecido
hematopoiético (GUREVITCH et al., 2009), e pode transformar-se em medula vermelha
durante processos patoldgicos capazes de estimular a eritropoiese (STOCKHAM e
SCOTT, 2011).

Na avaliagcdo microscoépica, os aspirados de medula éssea contém precursores
das células hematopoiéticas, vasos, células reticulares, macrofagos e plasmdécitos, que
estdo presentes nos compartimentos de proliferacdo e de maturacdo (STOCKHAM e
SCOTT, 2011). Os megacariocitos sao células grandes, poliploides, com lobulacdo
nuclear e citoplasma claro e abundante, sendo capazes de produzir milhares de
plaquetas através da segmentagao citoplasmatica (SCHALM'S, 2010). Estima-se que
1000 a 3000 plaquetas sejam produzidas a partir de cada megacariécito, dependendo
do seu tamanho (HARVEY, 2012).

Eritrécitos provém da diferenciacdo da Unidade Formadora de Blastos — eritréide
(BFU-E), dando origem aos progenitores eritroides. Diversas citocinas atuam
sinergicamente com a eritropoietina (Epo) para estimular a replicacao e diferenciacéo da
linhagem de células vermelhas (STOCKHAM e SCOTT, 2011). Os sinusoides e a polpa
vermelha do baco sdo um compartimento de reserva repleto de eritrocitos, possuindo
também macréfagos adjacentes responsaveis por remover os eritrocitos lesados ou
menos deformaveis da circulagdo (STOCKHAM e SCOTT, 2011).
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Em relacdo a linhagem mieloide, a medula éssea contém precursores para
neutrofilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos, linfocitos e macréfagos. Uma célula tronco
pluripotencial pode dar origem a uma célula tronco linfoide ou a uma unidade formadora
de colbnia — granuldcito, eritrocito, monaocito, megacariocito (CFU-GEMM) (STOCKHAM
e SCOTT, 2011) (Figura 1). Os granulécitos realizam suas fungbes em defesa do
hospedeiro e morrem, ao contrario dos linfocitos, que podem sofrer blastogénese,
retornar ao sangue pelos vasos linfaticos ou morrer (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

Linfocitos sédo as células responsaveis por formar a imunidade celular e humoral
e na medula éssea séo visualizados de forma semelhante ao sangue periférico, sendo
divididos em linfocitos T, linfocitos B e células NK (Natural Killer). Linfécitos T sao
responsaveis pela imunidade celular, linfocitos B pela imunidade humoral, e as células
NK séo capazes de destruir as células estranhas ao organismo, como células tumorais,
infectadas por virus, com anticorpos em sua superficie, além de recrutar e ativar outras
células hematopoiéticas em locais de inflamagéo (HARVEY, 2012).

Mondcitos e neutréfilos compartilham da mesma célula tronco bipotencial (CFU-
GM) (Figura 1), que se diferencia quando estimulada por citocinas inflamatérias.
Mondécitos e suas células progenitoras (monoblastos e promonécitos) possuem trés
principais funcdes: fagocitose, apresentacdo de antigenos aos linfécitos T e
imunomodulacéo, devido a producdo de diversas citocinas envolvidas na regulacdo da
inflamacdo e hematopoiese (HARVEY, 2012). Os mondcitos migram para o tecido e
dependendo do local ou processo inflamatério instalado, os macréfagos se diferenciam

em uma variedade de subtipos, adquirindo fungdes especializadas (SCHALM’S, 2010).
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Figura 1. Diferenciacdo de células-tronco pluripotenciais em linhagens celulares comprometidas do
sistema hematopoiético. CFU-GEMM, unidade formadora de col6nia — granulécito, eritrocito, mondcito,
megacariécito; CFU-Meg, unidade formadora de colénia — megacaridcito; BFU-E, unidade formadora de
blastos — eritr6ide; CFU-GM, unidade formadora de colénia — granulécito/macréfago, CFU-E, unidade
formadora de coldnia — eritréide; CFU-G, unidade formadora de colénia — granulécito; CFU-M, unidade
formadora de colénia — mondcito; CFU-Eo, unidade formadora de coldnia — eosinofofilo; CFU-Baso,
unidade formadora de col6nia — basofilo; CFU-Mast, unidade formadora de coldnia — mastdcito; Linfocito
NK, linfocito destruidor natural (Fonte: STOCKHAM e SCOTT, 2011).

A puncgao aspirativa da medula 0ssea permite a avaliagdo das caracteristicas
citolégicas minuciosas das células hematopoiéticas, admitindo um estudo citolégico
completo através do mielograma (ALVES, 2009). Apesar de a medula éssea estar
sempre em renovacao (LEE et al., 2017), muitos estudos mostraram que infec¢des ou

inflamac0des sistémicas podem resultar em mudancas marcantes nas suas populacdes
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celulares (ZARETSKY et al., 2012; ZARETSKY et al., 2014), apesar de serem poucos 0S
relatos de LVC alterando a medula éssea (MOMO et al., 2014; PAOLA et al., 2016).

O mielograma é indicado quando sdo detectadas anormalidades no sangue
periférico como neutropenia persistente, trombocitopenia inexplicada, anemia nao
regenerativa, alteracdes proliferativas como leucocitose e trombocitose, morfologia
anormal das células ou presenca de células imaturas no sangue, além de condi¢cfes
neoplasicas, avaliacdo do estoque de ferro e busca de doencas (ALENCAR et al., 2002;
STOCKHAM e SCOTT, 2011; HARVEY, 2012). As contraindica¢des sdo poucas, como
nos casos de pacientes com diasteses hemorragicas (que pode levar a hemorragia pos
coleta) e riscos de infec¢des no local da puncgéo, raro quando se utiliza técnica adequada
de colheita (ALENCAR et al., 2002)

E um exame de baixo custo pois utiliza pouco material, rapido e pouco invasivo.
Anestesia ou sedac¢do do paciente somente é realizada nos casos em que a contencao
manual ndo é efetiva e em animais agressivos (HARVEY, 2012).

2.3.1 Alteragdes na medula 6ssea associadas a LVC

A medula 6ssea € o principal 6rgdo hematopoiético e um tecido linfoide primério,
além de ser considerado um importante local de proliferacéo de Leishmania sp. (TROPIA
DE ABREU et al., 2011). Embora muitos estudos demonstrem que ha alteracbes na
composicado celular associadas a medula 6ssea em cdes com LV (MOMO et al., 2014;
YIZENGAW et al., 2016), ainda s&o poucos os trabalhos relacionados ao mecanismo
patogénico nesse 6rgao (PINHO, 2014). Entre as alteracdes patolégicas mais comuns
na medula éssea de animais diagnosticados com LVC, estéo as alteracdes nas linhagens
de megacariocitos, (FOGLIA-MANZILLO et al., 2006; MOMO et al., 2014) e alteracdes
nas producées de leucocitos e hemécias (TROPIA DE ABREU et al., 2011).

Estudando a LVC associada a evolugdo do estado clinico, pesquisadores
observaram que o mielograma de cées sintomaticos estava intimamente relacionado a
contagem de células absolutas no sangue periférico, sugerindo que os disturbios na
mielopoiese estdo diretamente associados as contagens de eritrécitos e leucdcitos

circulantes, resultando em consequéncias como anemia e leucopenia (eosinopenia,
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monocitopenia e linfopenia) tipicas em cdes com doengas graves. Além disso, a LVC
causa alteragcbes nas linhagens de células eritropoiéticas (especialmente rubriblastos
basofilicos e rubriblastos ortocroméaticos), com sua consequente diminuicdo de acordo
com o progresso clinico da LVC, em contraste com o0 aumento de precursores
neutrofilicos e neutrofilos segmentados, linfocitose e reducdo de precursores
eosinofilicos (NICOLATO et al., 2013).

Em estudo realizado por De Tommasi e colaboradores (2014), foi possivel
observar supressdo da série eritréide, infiltracdo da medula 6ssea por linfécitos e
plasmdécitos e a presenca de mitoses atipicas em caes naturalmente infectados por L.
infantum. Hipoplasia eritréide e eosinofilica, proliferacéo de precursores de neutroéfilos e
aumento significativo de linfocitos e macrofagos também ja foram relatadas (ABREU et
al., 2011; NICOLATO et al., 2013).

Embora alguns trabalhos demonstrem alteragbes quantitativas e qualitativas no
mielograma em cées com infecgdo natural por Leishmania infantum, raros estudos
relatam as alteragcbes na génese celular na medula envolvida nesses processos,
mostrando assim a necessidade de estudos mais detalhados para elucidar a interferéncia

do parasito na hematopoiese.

2.4 Diagnéstico da LVC

O diagnoéstico da LVC é extremamente complexo, devido a variedade de sinais
clinicos inespecificos e ao grande numero de animais assintomaticos. Na maioria dos
casos, é necessaria uma abordagem integrada, considerando sinais clinicos, histérico,
procedéncia e uma combinacédo de testes diagndsticos para confirmacao ou excluséo da
suspeita clinica (PAPARCONE et al., 2013).

2.4.1. Diagnéstico parasitologico

O exame padrao-ouro € baseado na identificacdo de formas amastigotas de
Leishmania sp. em amostras de medula 6ssea, linfonodo e/ou bago (SUNDAR, 2002),

além da citologia esfoliativa e suabe ocular que também tem se mostrado sensiveis na
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deteccdo do parasito (BARBOSA et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2004). S&o técnicas
com a vantagem de serem minimamente invasivas., além de serem métodos seguro e
de facil execucdo (PAPARCONE et al., 2013). O exame parasitologico direto € altamente
especifico, podendo chegar a 100%, entretanto a sensibilidade € variavel, uma vez que
a distribuicéo tecidual ndo € homogénea (FARIA e ANDRADE, 2012).

Outra técnica utilizada é a imuno-histoquimica, sendo altamente sensivel e
especifica para a deteccao de formas amastigotas em tecidos como pele, figado e 6rgaos
linfoides (LAURENTI, 2009). A cultura e inoculacdo em animais de laboratorio também é
um método de diagndstico parasitolégico, embora ndo seja muito utilizada ja que séo
necessarias varias semanas até se verificar positividade na inoculagdo (QUEIROZ,
2008).

2.4.2. Diagnéstico sorolégico

Os testes sorolégicos sdo mais utilizados para realizacdo de levantamentos
epidemioldgicos pela vantagem de serem métodos praticos, menos onerosos e rapidos
(TAVORA et al., 2007), porém eles devem ser usados e interpretados com cautela pois
podem gerar resultados falsos positivos devido a possibilidade de reacéo cruzada com
outros patdgenos, como por exemplo parasitos do género Trypanosoma e outras
espécies de Leishmania (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Os métodos soroldgicos sdo baseados na deteccdo de anticorpos especificos
(IgG), sendo os mais utilizados a RIFI (Reag&o de Imunofluorescéncia Indireta) e o ELISA
(Ensaio de Imunoabsorcao Enzimética) (SOLANO-GALLEGO, 2011).

No Brasil, 0 exame de triagem recomendado pelo Ministério da Saude € o Dual
Path Platform (DPP®) — BioManguinhos/ Fundacdo Oswaldo Cruz, um teste rapido
imunocromatogréafico que utiliza a proteina recombinante K39 como antigeno. Por ser
um teste de triagem, permite que apenas 0s animais positivos sejam encaminhados para
testes confirmatorios. Para confirmacéo, € preconizado pelo Ministério da Saude o
ELISA, que apresenta sensibilidade de 100% e especificidade entre 96 a 100%
(METTLER et al., 2005).
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2.4.3. Diagndéstico molecular

O diagnéstico molecular, método baseado na identificagdo do DNA do parasito
através da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), é muito utilizado para o diagndstico
da doenca em cées assintomatico ou ainda em caes recém infectados, ja que na maioria
dos casos esses animais ndo apresentam soro conversao (SOLCA, 2012). Esse método
tem como vantagem uma sensibilidade e especificidade proximas a 100% de acordo com
a amostra utilizada (NASCIMENTO 2015), além da vantagem de poder utilizar diferentes
materiais bioldgicos (FARIA & ANDRADE, 2012).

A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa (QPCR), permite
guantificar a amplificacdo do produto da reacg&o, utilizando corantes ou sondas
fluorescentes (SOLCA, 2012). Essa variacdo da técnica é amplamente utilizada para
monitoramento dos niveis de parasitismo em animais submetidos a tratamento
(QUARESMA, 2007).

Outra modificacdo da técnica de PCR é a LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification - Amplificacdo isotérmica mediada por loop) que utiliza trés pares de
primers que se ligam em oito regides distintas do DNA alvo, o que torna a reagao
altamente especifica (GONCALVES, 2014; ABBASI et al.,, 2016) e permite o rapido
diagndstico da doenca (SRIWORARAT et al., 2015).

2.5 Tratamento da LVC

O tratamento da LVC €& um desafio para o médico veterinario devido a
complexidade da doenca, o envolvimento sistémico e cutaneo e a condicao clinica geral
do paciente. Diferentes protocolos de tratamento vém sendo utilizados em caes com LV,
a maioria j4 estabelecidos nos paises europeus (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Os
principais farmacos utilizados sdo o0s antimoniais pentavalentes, a anfotericina B
convencional ou encapsulada em lipossomas, o sulfato de aminosidina, o alopurinol, a
pentamidina e miltefosine (NOLI; AUXILIA, 2005; REGUERA et al., 2016).

Os antimoniais pentavalentes sdo usados desde os anos 1940 no tratamento das

leishmanioses cutanea e visceral em humanos (TIUMAN et al., 2011). E um sal de
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antiménio, que € o elemento que age sobre a leishmania, inibindo seu metabolismo,
tendo acao leishmanicida (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Embora a terapia combinada de antimoniato de meglumina e alopurinol seja a
primeira op¢ao de protocolo terapéutico em caes na Europa, o uso de N-metil-glucamina
€ proibido no Brasil devido a Portaria Interministerial N° 1.426, de 11 de julho de 2008.
Dessa maneira, em 2016, foi autorizado o uso do Milteforan (VIRBAC SAUDE ANIMAL),
para o tratamento da leishmaniose visceral em caes, a partir da assinatura da nota
técnica conjunta n° 001/2016 MAPA/MS pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e pelo Ministério da Saude (MS).

Embora seu mecanismo de acédo ndo esteja totalmente esclarecido, estudos
mostram que a miltefosina é capaz de estimular células T elevando os niveis de IFN-y,
estimulando assim a producao de éxido nitrico e radicais reativos de oxigénio dentro dos
vacuolos dos macrofagos, eliminando os parasitos (MANNA et al., 2009; REGUERA et
al.,, 2016). Quando usado como monoterapia reduz consideravelmente a carga
parasitaria, porém estudos demonstram que ndo ocorre eliminacado completa do parasito
(MANNA et al., 2008; ANDRADE et al., 2011). Dessa forma, é recomendavel a
associacdo com outros farmacos, como o alopurinol, protocolo que tem mostrado boa
efetividade (MANNA et al., 2015; REGUERA et al., 2016).

O alopurinol é uma droga leishmaniostatica, atuando como um anéalogo de purina
e inibindo sintese proteica quando incorporada ao RNA do parasito (NOLI;
SARIDOMICHELAKIS, 2014). Como terapia associada com uma droga leishmanicida,
representa o composto mais usado contra o LVC na Europa (MATTIN et al., 2014),
induzindo remisséo dos sinais clinicos e baixa toxicidade (RIBEIRO, 2008).

Protocolos  terapéuticos associando farmacos leishmaniostaticos e
imunoestimulantes também vem sendo muito utilizados. Apesar de uma droga humana,
hé literatura técnica que baseia o uso da domperidona na medicina veterinaria (OCHOA,
2014). Essa droga € um antagonista do receptor de dopamina e provoca a liberacéo de
serotonina, estimulando producgéo de prolactina e producéo de linfocitos Thl e de IL-2,
IL-12, INF-y e TNF-q, levando a ativacdo dos macrofagos seguida da diminuicdo da
populacdo de Th2 (GOMEZ-OCHOA et al., 2009).
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Estudos demostram que a administragdo de domperidona em cées sadios
consegue estimular a hematopoiese e a atividade leucocitaria, e que a utilizagdo em cées
com leishmaniose € capaz de frear a evolucdo da doenca e melhorar os sintomas clinicos
(OCHOA, 2014).

Dados recentes indicam que a resisténcia aos antimoniais tem se tornado um
problema na india e no Sud&do. Estudos demonstraram resisténcia ao alopurinol
associado a recidiva de doenca clinica (YASUR-LANDAU et al., 2016). O uso de
antimoniais usados no tratamento da doenca em humanos para o tratamento da doenca

em cdes, pratica comum nos paises da Regido Mediterranea, € um gatilho para o
desenvolvimento da resisténcia do parasito ao farmaco (GRAMICCIA et al., 1992).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o mielograma e a carga parasitaria em caes naturalmente infectados por

Leishmania infantum submetidos a tratamento experimental.

3.2 Especificos

e Avaliar as alteracbes da medula éssea por meio do mielograma em caes
naturalmente infectados por Leshmania sp. no dia zero e 30 dias ap6s o
tratamento experimental.

e Detectar a persisténcia de formas amastigotas de Leishmania sp. na medula
Ossea apoés 30 dias de tratamento.

e Verificar a associacao entre a manifestacdo clinica e a carga parasitaria na
medula 6ssea no dia zero e apoés 30 dias de tratamento.

e Determinar a carga parasitaria por meio da PCR em tempo real em amostras
de medula 6ssea do dia zero e 30 dias apés tratamento.
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CAPITULO |

AVALIACAO DO MIELOGRAMA EM CAES (Canis lupus familiaris)
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania infantum SUBMETIDOS A
TRATAMENTO EXPERIMENTAL COM DOMPERIDONA ASSOCIADA A
ALOPURINOL
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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) pode provocar diversas alteragcdes na
producédo de células hematopoiéticas, que séo vistas por meio do mielograma. O objetivo
desse trabalho foi avaliar as alteracdes no mielograma de cdes naturalmente infectados
por Leishmania infantum e submetidos a tratamento experimental. Foram utilizados 10
cées adultos, de ambos os sexos, que foram tratados por 30 dias com a associagao de
alopurinol (10mg/kg/BID) e domperidona (1mg/kg/SID) foram utilizados no estudo. As
puncbes de medula 6ssea foram realizadas no dia zero e 30 dias apos o inicio do
tratamento, onde foram confeccionados esfregacos em laminas de vidro, fixadas e
coradas para avaliacdo citolégica. O mielograma dos animais revelou, no dia zero,
reducdo no numero de metarrubricitos, diminui¢cdo nos valores de promiel4cito, mieldcito
neutrofilicos, metamieldcito neutrofilico e bastonete neutrofilicos, e aumento no numero
de neutroéfilos e macréfagos, além de diminuicdo no nimero de megacariocitos. No dia
30 foi observado reducdo no numero de metarrubricitos, prorrubricitos, promielécito,
mieldcito  neutrofilicos, metamielocito  neutrofilicos, bastonete neutrofilicos, e
megacariocitos. Observou-se também aumento no nimero de neutrofilos, macrofagos e
plasmacitos, além de aumento discreto na relacdo mieloide:eritrdide. Com relacédo as
alteracdes morfolégicas, foi observado binucleacao celular (2/10) e presenca de mitoses
atipicas (2/10). Leucofagocitose foi observada em 20% (2/10) dos animais. Em 70% dos
animais, formas amastigotas de Leishmania sp. foram visualizadas apds tratamento.
Com esses resultados sugere-se que o mielograma nao seja a melhor ferramenta para
o0 acompanhamento de cdes com LVC quando se objetiva avaliar a resposta do paciente

num curto periodo de tratamento.

Palavras-chave: Mielograma. Células hematopoiéticas. Leishmaniose Visceral Canina.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) can cause several changes in the production
of hematopoietic cells, which are seen through the myelogram. Thus, the objective of this
study was to evaluate the changes in the myelogram of dogs naturally infected with
Leishmania infantum and submitted to experimental treatment. For this, 10 adult dogs of
both sexes were used and treated for 30 days with the combination of allopurinol
(10mg/kg/BID) and domperidona (1mg/kg/SID). Bone marrow punctures were performed
on day zero and 30 days after the start of treatment, where smears were made on glass
slides, fixed and stained for cytological evaluation. The myelogram of the animals
showed, on day zero, a reduction in the number of metarubricytes, a decrease in the
values of promyelocytes, neutrophilic myelocytes, neutrophilic metamelocytes and
neutrophilic band, and an increase in the number of neutrophils and macrophages, as
well as a decrease in the number of megakaryocytes. At day 30, a reduction in the number
of metarubricytes, prorubricytes, promyelocytes, neutrophilic myelocytes, neutrophilic
metamielocytes, neutrophilic band, and megakaryocytes was observed. An increase in
the number of neutrophils, macrophages and plasmocytes was observed, as well as a
slight increase in the myeloid:erythroid ratio. Regarding morphological changes, cell
binucleation (2/10) and presence of atypical mitoses (2/10) were observed.
Leukophagocytosis was observed in 20% (2/10) of the animals. In 70% of the animals,
amastigote forms of Leishmania sp. were visualized before and after treatment. With
these results, it is suggested that the myelogram is not the best tool for monitoring dogs
with CVL when the objective is to evaluate the patient's response in a short treatment

period.

Key words: Myelogram. Hematopoietic cells. Canine Visceral Leishmaniasis.
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1 Introducéo

A leishmaniose visceral (LV), causada pela Leishmania infantum, é uma doenca
de carater zoonotico e negligenciada em todo o mundo (POSTIGO, 2010). Em éareas
endémicas, os cdes sao a principal fonte de infeccéo para o vetor (WERNECK, 2014),
sendo o Lutzomyia longipalpis a principal espécie responsavel pela transmissao do
parasito no ambiente urbano no Brasil (LAINSON; RANGEL, 2005; DANTAS-TORRES
et al., 2012).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) pode se manifestar com diversos sinais
clinicos e diferentes graus de severidade (SOLANO-GALLEGO et. al., 2011), como
também pode se apresentar de forma assintomética (LOPES et al., 2014). Alteracdes
nos parametros hematoldgicos também podem ser observadas, sendo os mais comuns
anemia normocitica normocrémica, trombocitopenia (ULCHAR, 2015), leucopenia,
hiperproteinemia e hipergamaglobulinemia (REIS et al., 2006; FREITAS et al., 2012).

O diagnéstico da doenca ainda € um desafio devido a existéncia de caes
assintomaticos ou com sinais clinicos inespecificos, e pela dificuldade de se obter um
teste 100% sensivel e especifico (MOREIRA, et al., 2003). Muitas vezes o diagnéstico é
alcancado pela combinacdo de diversos exames laboratoriais, sendo o diagndéstico
definitivo baseado no isolamento do parasito in vitro ou na deteccdo de DNA de
Leishmania infantum por meio de testes moleculares. (METTLER et al., 2005).

Diversos protocolos de tratamento vém sendo estudados no controle da doencga,
uma vez que cées tratados apresentam reducdo da carga parasitaria e, por
consequéncia, reducéo da infectividade pelo flebotomineo (RIBEIRO et al., 2008; MIRO
et al.,, 2011; NERY et al., 2017). No Brasil, o tratamento autorizado pelo Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e Ministério da Saude (MS) é realizado
com o farmaco Miltefosina. Porém, estudos ja vem demonstrando que a monoterapia
com essa droga ndo é recomendada em areas endémicas por ndo ser eficaz na reducao
da carga parasitaria (ANDRADE et al., 2011).

Tendo como base que parte das alteracbes hematoldgicas estdo ligadas ao
comprometimento da medula éssea na LV, e que a presenca do parasito neste 6rgao
pode influenciar o processo de proliferacado e diferenciagao celular, o qual pode ser
observado por meio do mielograma (NICOLATO et al., 2013), o objetivo deste trabalho
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foi avaliar as alteragfes citologicas da medula 6ssea em cées naturalmente infectados

por Leishmania infantum e submetidos a tratamento experimental.

2 Material e Métodos
O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica institucional, de n°.

011/2019.

2.1 Populacédo estudada

Foram utilizados 10 caes (Canis lupus familiaris), cinco machos e cinco fémeas,
adultos (entre 1 e 2 anos de idade), procedentes do atendimento ambulatorial de
Diagnostico e Tratamento de Leishmaniose Visceral Canina do HV da UFRPE. Todos os
animais foram submetidos a pesquisa direta de hematozoérios, sendo negativos para
piroplasmas, Ehrlichia sp., Anaplasma platys e Hepatozoon canis. Em relagcdo a
vacinacao, todos 0s animais estavam imunizados apenas contra raiva. Os animais foram
mantidos no domicilio sob a responsabilidade de seus tutores e foram acompanhados
durante um més pela equipe de veterinarios responsaveis. A alimentacdo dos animais

era a base de racdes comerciais.

2.2 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina

O diagndstico foi realizado através da puncédo aspirativa de medula 6ssea junto a
manubrio do osso esterno, utilizando-se seringas de 20mL e agulhas hipodérmicas
40x1,20. Do material obtido, foi realizado esfregacos em laminas de vidro. Apos
secagem, foram fixados com &lcool metilico, corados pelo método de coloracdo de
Romanowsky e examinados em microscopio de luz, detectando-se as formas

amastigotas de Leishmania sp.

2.3 Tratamento
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Foi prescrita a associacdo entre domperidona, utilizada uma vez ao dia, na
dosagem de 1 mg/kg, segundo Meireles (2008), e alopurinol, administrado duas vezes
ao dia, na dosagem de 10 mg/kg como descrito por Guinel et al (1998) e Saridomichelakis
(2005), ambos durante 30 dias.

2.4 Mielograma

O material foi obtido conforme descrito anteriormente e os esfregacos foram
examinados em microscopio de luz para exame citopatolégico segundo Harvey (2012).
As seéries eritroide, mieloide, linfoide, monocitica e megacariocitica foram avaliadas
guanto a frequéncia, maturidade e morfologia através da contagem diferencial de 500
células. A determinacdo da relacdo mieloide/eritroide (M:E) foi obtida dividindo-se o
numero total de células da série mieloide pelo numero total de células nucleadas da série

eritréide.

2.5 Andlise Estatistica

As medianas e quartis 25% e 75% foram utilizados para avaliar as variaveis
continuas dos parametros laboratoriais. Para verificar a existéncia de significancia entre
as variaveis continuas antes (D0) e 30 dias ap0s o inicio do tratamento (D30), utilizou-
se o teste Wilcoxon. As analises foram realizadas por meio do programa estatistico

computacional GraphPad Prism 5.0 e o nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

3 Resultados

Em 70% dos animais, formas amastigotas de Leishmania sp. foram visibilizadas
apos tratamento (Figura 1. D). Com relacdo as alteracdes morfoldgicas, foi observado
binucleacao celular (Figura 1. B) e presenca de mitoses atipicas (Figura 1. A) em 20%
dos cées, além de leucofagocitose (Figura 1. C), também observada em 20% (2/10) dos
animais. Os resultados detalhados dos mielogramas nos diferentes dias de avaliacao

estao dispostos na tabela 1.
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Figura 1. Esfregacos de medula ossea de caes com Leishmania infantum. A. Mitose

atipica. B. Binucleagdo de precursor eritroide. C. Leucofagocitose. D. Formas

amastigotas de Leishmania sp. livres e fagocitadas por macrofago.
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Tabela 1. Avaliagédo da celularidade da medula 6ssea de cédes naturalmente infectados
por L. infantum antes e apés tratamento com alopurinol e domperidona.

Cées positivos para L. infantum

Valores de referéncia

Parametros DO D30 ~
(n=10) (n=10) em cao adulto

Série eritréide
Rubriblasto 0,35 (0-0,6)* 0,35 (0,15-0,86) 0.2-1.1
Prorrubricito 0,9 (0,62-1,52) 0,8 (0,5-1,35) 0,9-2,2
Rubricito 23,75 (17,6-27,43) 21,65 (12,53-26,23) 19,2-35.1
Metarubricito 8,9 (6,75-11,0) 8,8 (6,0-9,8) 9.2-16.4
Série mieldide
Mieloblasto 0,6 (0,22-0,9) 0,4 (0-0,65) 0,4-1.1
Promielécito 0,6 (0,3-0,75) 0,5 (0,37-0,7) 1,1-2,3
Mielécito neutrofilo 2,35(1,9-3,5) 2,55(1,17-3,5) 3,1-6,1
Mielécito eosindfilo 0 (0-1,0) 0 (0-0,37) 0-2,07
Metamielécito neutrofilo 3,7 (3,1-4,52) 4,15 (2,37-5,22) 5,3-8,8
Metamielécito 0 (0-0,47) 0 (0-0,52) 0-2,81
eosinofilo
Bastonete neutrofilo 11,15 (9,02-12,25) 11,25 (8,9-11,7) 12,7-17,2
Bastonete eosindfilo 0 (0-0,07) 0 (0-0,07) 0,07-2,81
Neutrofilos 31,75 (27,6-40,5) 35,65 (33,1-39,6) 13,8-24,2
Eosindfilos 2,6 (1,15-3,65) 3,95 (1,45-6,85) 3,6
Outros
Linfécitos 4,85 (3,3-5,9) 3,8 (2,6-7,1) 1,7-49
Plasmaocitos 2,3 (1,45-4,8) 2,75 (1,57-3,3) 0,6-2,4
Macrofagos 2,45 (1,9-4,2) 1,9 (1,2-3,1) 0-0,4
M:E 1,57 (1,16-2,44) 1,8 (1,5-3,2) 0,9-1,76
Megacariécitos 4,2 (1,9-6,0) 3,5(2,8-6,1)

*Mediana (percentis 25 — 75).
bP<0,05, teste de Wilcoxon comparando cdes no DO e D30.

# Valores de referéncia em céo adulto (HARVEY, 2012).

4 Discussao

O achado de formas amastigotas de Leishmania sp na medula 6ssea assegura a
puncédo aspirativa de medula 6ssea como o método padrdo ouro no diagnéstico da LVC,
fato este que tem sido confirmado por varios autores (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005;
MAIA e CAMPINO, 2008; ANTUNES et al., 2018).

No que concerne a série eritroide, a redugcdo no numero de metarrubricitos antes
e depois do tratamento, sem haver reducdo no nimero dos demais precursores da
linhagem eritrdide, indica que houve producdo adequada, porém a maturacdo foi
incompleta, o que deve refletir no desenvolvimento de anemia nos animais com LVC
(NICOLATO et al., 2013; ALMEIDA, 2017). A displasia eritroide, com a presenca de
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precursores binucleados aqui observado esta de acordo com os resultados de Miranda
(2018) e Manzillo et. al. (2006), que chama atencdo para as alteracdes na celularidade
por maturacdo incompleta dessa série em cdes com leishmaniose visceral.

A neutrofilia vista na série mieléide em ambos os tempos estudados, também foi
observada por Nicolato e colaboradores (2013), sendo um achado comum em algumas
doencas inflamatorias crénicas, como a LVC, onde as citocinas inflamatérias estimulam
a producao de fatores de crescimento (CFU-GM e CFU-G) na medula 6ssea. Também
ocorre liberagdo aumentada de neutrofilos do compartimento de armazenamento como
resposta ao processo inflamatério (FURZE e RANKIN, 2008; STOCKHAM E SCOTT,
2011; Pereira et. al., 2017), o que pode explicar o aumento dessa célula no mielograma
dos animais avaliados.

Vale salientar que além dos neutrofilos serem considerados o0s principais
mediadores inflamatérios na LV, ocorre também um recrutamento destas células com
intuito de debelar a infec¢édo através de mecanismos incluindo fagocitose e producéo de
espécies reativas de oxigénio (YIZENGAW et al., 2016).

O valor aumentado no nimero de macréfagos aqui observado tanto no dia zero
como no dia 30, em relagdo ao valor de referéncia, € indicativo de uma boa resposta do
organismo, tendo em vista que essas células tém como principal fungdo restringir a
replicacdo de microorganismos celulares (SHALM’S, 2010). Resultados semelhante
foram observados por Almeida et. al. (2017) associando o aumento do numero de
macréfagos com a progressao da doenca.

A diminuicdo de megacariécitos observada nos dois periodos estudados, também
tem sido reportado por Manzillo et. al. (2006), em funcdo da cronicidade da infec¢éo por
L. infantum, tendo como consequéncia uma diminuicdo na producdo desta linhagem
celular.

O aumento no numero de plasmdcitos no dia 30 pés tratamento encontra-se de
acordo Miranda (2018). Gavgani et al. (2002) sugeriram que o0 parasito induza uma
resposta humoral ndo protetora, que leva a uma hipergamaglobulinemia, contribuindo
para a formacéo de imunocomplexos que podem se depositar em diversos tecidos.

As alteracbes morfologicas observadas nesse trabalho também foram vistas em

outros estudos que avaliaram as alteracdes morfoldgicas da medula éssea em cédes com
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leishmaniose visceral (MIRANDA, 2018; MOMO et al.,, 2014), sendo normalmente
atribuidas ao aumento de citonas inflamatérias, como TNF-a e IFN-y (YARALI et al.,
2002; MANZILLO et al., 2006).

Em relacdo ao tratamento instituido, com associacdo de alopurinol e
domperidona, ndo foi observada diferenca significativa, de acordo com o teste de
Wilcoxon, nos achados do mielograma nos dois periodos avaliados. Esse fato ocorreu
provavelmente pelo curto periodo de tratamento, j& que de acordo com Solano-Gallego
et al. (2011), a maioria dos caes apresentam melhora clinica no primeiro més de
tratamento, porém tempos mais longos de terapia sdo necessarios para avaliacdo na

resposta da celularidade da medula éssea.

5 Conclusao

7

Com os resultados desse trabalho, conclui-se que o mielograma ndo € uma
ferramenta adequada para o acompanhamento dos animais com leishmaniose visceral
submetidos a tratamento experimental, quando se quer avaliar a resposta do paciente
em um curto periodo de tratamento. Dessa forma, estudos com tempos mais longos de
acompanhamento s@o necessarios para elucidar a fisiopatogenia da Leishmania

infantum na medula 6ssea e uma possivel resposta ao tratamento.
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CAPITULO I

QUANTIFICATION OF Leishmania infantum PARASITE LOAD IN THE BONE
MARROW OF DOGS SUBMITTED A TREATMENT OF DOMEPERIDONE IN
COMBINATION OF ALLOPURINOL
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the parasite load in the bone marrow of
dogs with natural infection of L. infantum submitted a treatment of domperidone in
combination of allopurinol. Eleven dogs domiciliated, five males and five females, with
age between 1 and 2 years old were selected. The dogs were treated orally with
domperidone, 1 mg/kg (sid) in combination of allopurinol 10 mg/kg (bid) for 30 days. Bone
marrow aspiration was performed on the sternal bone manubrium using syringes of 20mL
and hypodermic needles 40x1,20. For the extraction of DNA from bone marrow cells, we
used the kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), according to the
manufacturer's recommendations. Reactions for absolute quantitation (QPCR) were
performed with the Applied Biosystems PowerUp SYBR Green Master Mix amplification
mix on a QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System thermal cycler (Thermo Fisher
Scientific). Bone marrow parasitic load revealed that 54.5% (6/11) of the animals had
decreased parasite load, while 45.4% (5/11) showed an increase in quantification 30 days
after treatment (Graph 1). The average quantification on day zero and day 30 was
4,424.82 and 16,673.2 parasites/uL, respectively, but there was no significant difference
between the studied periods (p=0.05). Therefore, the results obtained in our study confirm
that the 30-day follow-up of the animals is not sufficient to notice a satisfactory
parasitological response, and a long-term study is needed to understand the possible
mechanisms associated with bone marrow parasite loading during treatment of canine

visceral leishmaniosis.

Key words: Parasite load. Treatment. Bone marrow. Extraction. DNA.
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1 Introduction

Among the various clinical presentation of Leishmania infantum’s infection in dogs,
cutaneous lesions, including dermatitis, ulcers, nodules, alopecia and onychogryphosis,
are the most common signs in dogs (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; SILVA et al.,
2017). On the other hand, because the high number of asymptomatic animals (MANNA
et al., 2009), the early diagnosis of infection is considered a great way to treat and prevent
outbreaks.

Although the diagnostic methods based on parasite detection, particularly the bone
marrow biopsy is considered the gold standard (FARIA and ANDRADE, 2012), they are
invasive and present poor sensitivity. Otherwise, the immunological methods present high
sensitivity and have limited specificity (MANNA et al., 2008). In recent years, several PCR
protocols have been applied successfully to detect L. infantum, particularly to monitoring
dogs submitted to treatment (PENISSI et al., 2005; MANNA et al., 2008; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011).

But the therapy of Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is still a challenge not only
because of the intracellular localization of the parasite but also the persistence of parasite
load in various tissues (MANNA et al., 2008; RIBEIRO et al.,2008) after the treatment.

In some countries of Europe, the treatment of CVL include meglumine antimoniate,
aminosidine and miltefosine in combination with allopurinol which one has demonstrated
good clinical efficacy, but they not achieve complete cure of the disease. In Brazil
miltefosine has just been recommended for the treatment of CVL. Usually the treatment
of CVL is classified as inefficacious because the parasitic load did not decrease after the
therapeutic procedures and dogs remains a reservoir of Leishmania’s infections and
relapses are common (ANDRADE et al., 2011).

In this way the persistence of parasites in cutaneous lesions, blood, conjunctival
mucosa, lymph node and also bone marrow have been documented in asymptomatic and
symptomatic dogs after the treatment.

In Brazil, few studies have been conducted by using of leishmaniostatic and
immunomodulatory drugs in the treatment of CVL and the parasite load in body tissues.

The aim of this study was to investigate the parasite load in the bone marrow of dogs with
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natural infection of L. infantum submitted a treatment of domeperidone in combination of

alloupurinol.

2 Materials and Methods

The experimental protocol was approved by the institutional Ethics Committee,
n°. 011/2019.
2.1 Animal selection

Ten dogs domiciliated, five males and five females, with age between 1 and 2
years old were selected. The L. infantum infection was determined by clinical,
parasitological (bone marrow biopsy) and serological (immunocroatographic rapid test
DPP® diagnoses. Clinical examination was performed before (day zero) and after therapy
(30 days). Also, all dogs were evaluated for the presence of clinical signs associated with
other vector borne disease. During the experiment, these animals were kept at home

under the responsibility of their guardians.
2.2 Treatment

The dogs were treated orally with domperidone, 1 mg/kg (SID) body weight
(Meireles, 2008) in combination of alopurinol, 10 mg/kg (bid) as described by Guinel et al
(1998) and Saridomichelakis (2005) for 30 days.

2.3 Bone marrow collection

Bone marrow aspiration was performed on the sternal bone manubrium using
syringes of 20mL and hypodermic needles 40x1,20. The obtained material was placed in
plastic microtubes of 2mL with 10 uL of EDTA to 3% diluted in sterile physiological

solution.

2.4 Parasitic load

For the extraction of DNA from bone marrow cells, we used the kit Wizard®

Genomic DNA Purification Kit (Promega), according to the manufacturer's
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recommendations. As a target for detection of the parasite, the primers used were Linf.1-
23F: 5-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3’ and Linf.1-154R: 5-
TTACACCAACCCCCAGTTTC-3, as described by Cavalcanti et al. (2009).

Reactions for absolute quantitation (QPCR) were performed with the Applied
Biosystems PowerUp SYBR Green Master Mix amplification mix on a QuantStudio™ 5
Real-Time PCR System thermal cycler (Thermo Fisher Scientific). Serial dilution of L.
infantum standard DNA was used to evaluate the system detection limit (1ng-1fg).

In each reaction, 2uL of DNA, 12.5uL of PowerUp SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems), 1.0uL of primer sense and antisense (10pM) and 8.5uL of water
were used for injection, totaling a final volume of 25uL. The first step of the amplification
protocol consisted of DNA denaturation at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of
amplification (95°C/15 s, 60°C/1 min). All assays were performed in duplicate and
contained negative controls (non-template controls) and a positive standard curve of L.

infantum.

2.5 Statistical analysis

Medians and quartiles 25% and 75% were used to evaluate continuous variables
of parasitic load. To verify the existence of significance between continuous variables
before (DO) and 30 days after the beginning of treatment (D30), the Wilcoxon test was
used. Analyzes were performed using the GraphPad Prism 5.0 computer statistical

program and the significance level was set at 5%.

3 Results

The most observed clinical signs on DO were dermatopathies and
lymphadenomegaly (90.9%), followed by onychogryphosis (72.7%) and
ophthalmopathies (27.3%). On day 30, clinical improvement was observed, even with
persistence of some signs such as dermatopathies, lymphadenomegaly and
onychogryphosis (81.8%, 72.7% and 54.5%, respectively), and the same value in cases

of ophthalmopathies (27.3%). In both moments of the study, none of the animals showed
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signs suggestive of hemaparasitosis as well as a positive parasitological/bacteriological
diagnosis.

Bone marrow parasitic load revealed that 54.5% (6/11) of the animals had
decreased parasite load, while 45.4% (5/11) showed an increase in quantification 30 days
after treatment (Graph 1). The average quantification on day zero and day 30 was
4,424.82 and 16,673.2 parasites/uL, respectively, but there was no significant difference
between the studied periods (p=0.05).
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Graph 1. Bone marrow parasitic load on day zero (DO) and 30 days after experimental treatment
(D30) of allopurinol-associated domperidone in dogs with natural Leishmania infantum infection.

4 Discussion

CVL is a systemic disease and may involve many organs and tissues, manifesting

itself as nonspecific clinical signs. The clinical signs found here were dermatopathies,
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onychogryphosis and lymphadenomegaly, corroborating the clinical findings in dogs with
natural L infantum infection (MIRO et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).

With the introduction of allopurinol and domperidone therapy, the animals showed
clinical response, according to Payano (2018) data, which observed clinical improvement
after 60 days of treatment. Cavaliero et al (1999) and Miranda (2018) noted clinical
improvement in animals treated exclusively with allopurinol at different treatment times.
In a study used as monotherapy, domperidone was effective in reducing clinical signs
and antibody titers, as well as improving the cellular immune response with lymphocyte
proliferation (GOMES-OCHOA et al., 2009).

Reis et al. (2006) observed a positive correlation between bone marrow parasitism
and clinical disease, where the evolution of asymptomatic to symptomatic animals was
accompanied by intense bone marrow parasitism. High parasitic loads were also detected
by Francino et al (2006), Belinchon-Lorenzo et al. (2016), Ramos et al (2013) and
Hernandez et al. (2015) in bone marrow samples.

According to Reis et al. (2006), analyzes pointed to the bone marrow as the place
that most correlates with the clinical signs of CVL. In their studies, they demonstrated that
symptomatic dogs have intense parasitic load on bone marrow and spleen when
compared to asymptomatic animals. Regarding the parasitic load on the bone marrow,
the data found here revealed that despite the clinical improvement, it was possible to
observe an increase in the average value of the parasite load 30 days after treatment.

According to Carter et al. (1989), parasites can be found in the spleen and bone
marrow even after treatment, suggesting that the resistance of the parasite is due to the
anatomy of these organs that does not allow the drug to reach, or due to underdosing.
Regarding the molecules used, although allopurinol is a leishmaniostatic drug, when used
as monotherapy it has efficiency in clinical improvement of patients but is unable to
completely eliminate the parasite (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005). Manna et al.
(2008) observed that even after 24 months of allopurinol treatment, the parasite may
persist in the tissues.

The results observed here, even coming from animals that were evaluated 30 days

after treatment, are in agreement with Penissi et al (2005) who reported the clinical
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improvement of dogs treated with allopurinol as monotherapy for 90 days, but the
parasitic load of blood and lymph node samples did not undergone significant changes.

Allopurinol, a xanthine oxidase and xanthine dehydrogenase inhibitor, has as its
major metabolite alloxanthin, which has a long stay in tissues (ZAGER & GMUR, 1989;
INSEL, 1996), especially in the liver and intestinal mucosa where activity of xanthine
oxidase is high. The low concentration of the drug in the bone marrow and spleen may
justify the permanence and increased parasitic load of Leishmania sp. in these tissues
even after treatment.

The persistence of L. infantum in 81.8% of allopurinol and domperidone treated
animals is consistent with the observations of Mir6 et al. (2011) that ensure that in some
animals the elimination of the parasite does not occur. This maintenance of the parasite
may be due to the molecule's own leishmaniostatic effect or resistance to allopurinol
(YASUR-LANDAU et al., 2016).

Studies have focused on the importance of bone marrow as a target for monitoring
parasite load reduction after treatment, demonstrating the effectiveness of different drugs
in reducing parasite load in different tissues (RIBEIRO et al., 2008). Travi et al (2018)
state that treatment goals are multiple, ranging from clinical improvement of animals to
parasitological cure, providing increased life expectancy of treated animals.

The duration of allopurinol treatment depends on disease severity, clinical
conditions, parasitological response to treatment and individual drug tolerance
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011). The same author states that allopurinol can only be
discontinued when there is recovery in physical examination and laboratory tests, in
addition to notable reduction in antibody levels.

The new therapeutic trend is the combination of immunomodulators and drugs
leishmaniostatic, in order to reduce the parasitic load and establish an appropriate
immune response (TRAVI et al., 2018). Studies have also demonstrated the effectiveness
of immunomodulators in preventing leishmaniosis in endemic areas (SABATE et al.,
2014).
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5 Conclusion

Experimental treatment combined with domperidone and allopurinol promoted
clinical improvement in animals, but there was no reduction in parasite load of the bone
marrow during the study period. Therefore, the results obtained in our study confirm that
the 30-day follow-up of the animals is not sufficient to notice a satisfactory parasitological
response, and a long-term study is needed to understand the possible mechanisms
associated with bone marrow parasite loading during treatment of canine visceral

leishmaniosis.
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