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ANTUNES, T.R. Avaliacdo de medula 6ssea e perfil hemostatico de cées naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. 2021. Doutorado em Ciéncias
Veterindrias. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2021.

RESUMO

A leishmaniose visceral é considerada como uma das principais enfermidades parasitarias
negligenciadas de maior importancia para a salde publica, acometendo diferentes espécies de
mamiferos. Caes sintomaticos tém demonstrado distlrbios hemorragicos e estudos avaliando da
integridade dos componentes envolvidos na coagulacdo ainda s&o insuficientes para justificar
tais alteracdes. A presenca de plaquetopenia frequentemente € descrita em animais infectados,
entretanto, séo escassas as descricdes em medicina veterinaria do uso de plaquetas reticuladas
para avaliacdo de regeneragdo medular. O objetivo com este estudo é avaliar o perfil
hemostatico, a linhagem megacariocitica e a dinamica plaquetaria em cées infectados
naturalmente por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. Para a pesquisa foram utilizados
materiais biolégicos colhidos de 90 cées e o estudo foi dividido em duas etapas: na primeira fase
realizou-se a analise do perfil hemostatico em amostras sanguineas de 40 animais. Destes, 06
representaram o grupo controle e 34 apresentavam LVC. J4 na segunda etapa investigou-se
amostras sanguineas e de medula 6ssea de 50 cédes, sendo 5 higidos e 45 infectados por
Leishmania (L.) infantum chagasi. A andlise de biomarcadores hemostaticos neste estudo nao
demonstrou altera¢des importantes que levariam ao desenvolvimento de quadros hemorragicos
nos caes com LV. A auséncia de lesdo hepatica e/ou alteracdo de funcao renal pode justificar
esses resultados. Ao avaliar a medula 6ssea e a plaquetopoiese, alteracbes morfolégicas
megacariociticas foram observadas em 91% dos cées infectados e a presenca de
micromegacariécitos e hiperlobulacdes pode estar associada a infeccdes parasitarias medulares
mais intensas na LVC. A andlise de plaquetas reticuladas demonstrou plaquetogénese ativa,
para manutencdo de valores basais, em alguns caes infectados e resposta inadequada a
plaguetopenia devido comprometimento medular, constatada apés a analise dos valores
absolutos, chamando & atencdo para o uso deste parametro diante de concentracdes
plaguetarias circulantes diminuidas.

Palavras-chave: coagulacdo, indices plaquetarios, dimero-D, plaquetas reticuladas,
megacariocitos



ANTUNES, T.R. Evaluation of bone marrow and hemostatic profile of dogs naturally infected by
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. 2021. PhD in Veterinary Sciences. Graduate
Program in Veterinary Sciences. Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal
University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2021.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is considered one of the main neglected parasitic diseases of major
public health importance, affecting different species of mammals. Symptomatic dogs have
demonstrated bleeding disorders and studies evaluating the integrity of the components involved
in coagulation are still insufficient to justify such alterations. The presence of thrombocytopenia is
frequently described in infected animals, however, there are few descriptions in veterinary
medicine of the use of reticulated platelets to assess medullary regeneration. The aim of this
study is to evaluate the hemostatic profile, megakaryocytic lineage and platelet dynamics in dogs
naturally infected with Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. For the research, biological
materials collected from 90 dogs were used and the study was divided into two stages: in the first
phase, the analysis of the hemostatic profile in blood samples from 40 animals was carried out.
Of these, 06 represented the control group and 34 had CVL. In the second stage, blood and bone
marrow samples from 50 dogs were investigated, being 5 healthy and 45 infected by Leishmania
(L.) infantum chagasi. The analysis of hemostatic biomarkers in this study did not show important
changes that would lead to the development of hemorrhagic conditions in dogs with VL. The
absence of liver damage and/or impaired renal function may justify these results. When evaluating
bone marrow and thrombocytopoiesis, megakaryocytic morphological changes were observed in
91% of infected dogs and the presence of micromegakaryocytes and hyperlobulations may be
associated with more intense medullary parasitic infections in canine VL. The analysis of
reticulated platelets showed active thrombocytogenesis to maintain baseline values in some
infected dogs and inadequate response to thrombocytopenia due to medullary involvement,
verified after the analysis of absolute values, calling attention to the use of this parameter in the
face of decreased circulating platelet concentrations.

Keywords: coagulation, platelet indices, d-dimer, reticulated platelet, megakaryocytes
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1. CAPITULO |
1.1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca causada por protozoarios do
género Leishmania que apresenta epidemiologia complexa, com variagdes no
ciclo de transmissdo, hospedeiros reservatorios, vetores flebotominios,
manifestacdes clinicas e respostas a terapias, podendo acometer diversas
espécies, com destague para 0s caninos e os seres humanos (BRASIL, 2014;
2016; WHO, 2019; PAHO, 2021).

Essa zoonose € considerada como uma das principais enfermidades
parasitarias negligenciadas de maior importancia para a saude publica por
apresentar alto potencial de surto e mortalidade. De acordo com a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), ela € endémica nos cinco continentes e, mais de 90%
dos novos casos notificados ocorreram na Etiopia, india, Somalia, Sud&o, Sud&o
do Sul e no Brasil, pais em que a doenca se encontra em expansao e representa
mais de 97% dos registros nas Américas (BRASIL, 2014; 2016; WHO, 2019;
PAHO, 2021).

O aumento da incidéncia de LV humana associado a alta prevaléncia da
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) torna o cdo como um dos mais importantes
elos na transmisséo da Leishmania aos seres humanos, devido a alta densidade
do vetor, ao parasitismo da pele e a presenca de animais assintomaticos
(ASHFORD, 1996; PALATNIK-DE-SOUZA et al., 2001; TEIXEIRA-NETO et al.,
2014).

A LVC caracteriza-se por ser crbnica e multissistémica com amplo
espectro de sinais clinicos inespecificos em variados niveis de gravidade
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BRASIL, 2014; 2016). Sangramentos como
epistaxes, petéquias, hematuria e hemorragias digestivas ja foram relatadas
(MORENO, 1999; CIARAMELLA et al.,, 2005) e podem ocorrer devido a
plaguetopenias imunomediadas, dano hepético e/ou renal e coagulagédo
intravascular disseminada (CID) (CORONA et al., 2004; CIARAMELLA et al.,
2005; HONSE et al., 2014; TORRES et al., 2016).

Na LV, estudos avaliando a integridade dos componentes envolvidos na

coagulacao ainda sao insuficientes para justificar tais alteragbes hemorragicas
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em cédes, uma vez que demonstram resultados variaveis e, consequentemente
ainda inconclusivos, descritos na literatura investigada.

Rotineiramente, o perfil de coagulacéo inclui a analise das concentracdes
de plaquetas e fibrinogénio e determinagao dos tempos de protrombina (TP) e
tromboplastina parcial ativada (TTPa). Contudo, outros parametros laboratoriais
estdo sendo estudados, ja que a hemostasia € um processo dinamico complexo
e informagbes adicionais possibilitam aumentar a acuracia diagnostica
(STOCKHAM e SCOTT, 2011; TEMIZEL et al., 2011; PAAR et al.,, 2017,
ERDOGAN et al., 2019).

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos de
megacariocitos que participam principalmente na reparacédo de lesdo vascular
para impedir a ocorréncia de hemorragias (COWELL et al., 2009; STOCKHAM e
SCOTT, 2011). Apresentam estrutura complexa, contendo moléculas essenciais
para sua ativacdo, alteracdo morfologica e desempenho de funcdes em
processos hemostaticos e inflamatorios, estando envolvidas em diversos tipos
de patologias (CASTRO et al., 2006).

Analises de indices plaquetérios, tais como plaquetécrito (PCT), volume
plaquetario meédio (VPM), amplitude da distribuicdo plaquetaria (PDW),
porcentagem de macroplaquetas (PLC-R) e fracdo de plaquetas imaturas (IPF)
podem fornecer dados adicionais importantes (STOCKHAM e SCOTT, 2011;
ERDOGAN et al., 2019).

Condicdes trombdticas foram correlacionadas a valores aumentados de
VPM, PDW e PLC-R e a associacdo destes parametros com andlise das
concentracdes plasméticas de dimero-D podem ser Uteis para avaliacdo de risco
a trombofilias, como ocorre na CID (STOCKHAM e SCOTT, 2011; TEMIZEL et
al., 2011; ERDOGAN et al., 2019).

Apesar da ampla aplicabilidade do estudo da medula éssea na LVC,
devido ao rapido acumulo e persistente parasitismo de amastigotas (COTTEREL
et al., 2000), permitindo determinar a intensidade parasitaria e verificar o grau de
comprometimento hematolégico frente a infeccdo (CHULAY e BRYCESON,
1983; CARDOSO, 2010; SINGH et al., 2010), ainda ndo ha padroniza¢do quanto
a metodologia para avaliacdo da celularidade megacariocitica (COWELL et al.,
2009). Consequentemente, ha variabilidade da analise de acordo com o tipo de

técnica utilizada.
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Em contrapartida, o uso de plaquetas reticuladas para avaliacdo de
regeneracdo medular a plaquetopenias tem sido aplicada em seres humanos
como método alternativo menos invasivo (AULT et al., 1992; HOFFMAN, 2014).
Contudo, sdo escassas as descricbes em medicina veterindria e nao foram

encontrados relatos associados as leishmanioses.

1.2. OBJETIVOS
1.2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar amostras de medula éssea e sangue periférico de cades com LV e
caracterizar o perfil hemostéatico, a linhagem megacariocitica e dinamica

plaquetaria nesses animais.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros hemostaticos em cdes com LV incluindo indices
plaquetéarios e bioquimicos na composicao do perfil de analise laboratorial;

e Determinar alteracdes morfoldgicas megacariociticas na LVC,;

e Avaliar a associacao entre displasias de megacariécitos e intensidade
parasitaria medular em cdes com LV,

e Avaliar a resposta medular na plaquetopenia por meio do uso do parametro
de plaquetas reticuladas em caes com LV;

e Avaliar a associacdo entre concentracdes sanguineas e em medula 6ssea de
plaguetas reticuladas na LVC;

e Correlacionar as concentra¢cdes de plaquetas reticuladas na plaquetopenia e

hipocelularidade em caes com LV;

1.3. REVISAO DE LITERATURA
1.3.1. LESHMANIOSE VISCERAL CANINA NA HEMATOLOGIA E
HEMOSTASIA: ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses sdo um grupo de doencas negligenciadas parasitarias
potencialmente fatais causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e género Leishmania (WHO, 2019). Sua transmissao

€ principalmente vetorial por meio do repasto sanguineo de fémeas infectadas
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de flebotomineos (PAHO, 2021). As manifestacdes clinicas variam e as formas
cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e a visceral (LV) sdo mundialmente
reconhecidas, sendo esta considerada a mais grave e a segunda doenca com
envolvimento parasitario mais letal do mundo, superada apenas pela maléria
(WHO, 2019).

A LV é endémica nos cinco continentes e, nas américas, € causada pela
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, transmitida por meio da Lutzomyia
longipalpis, L. cruzi e L.evansi. Essa enfermidade acomete mamiferos,
especialmente o ser humano e o0 os caes. A espécie canina é considerada como
o principal reservatorio urbano e responsavel pela manutencéo da transmisséo
do agente, apesar de animais silvestres também participarem desse ciclo
(TEIXEIRA-NETO et al., 2014; PAHO, 2021).

A LVC é considerada um importante problema veterinario e de saude
publica por ser endémica em mais de 70 paises (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011). Os casos variam de sinais clinicos ausentes, oligossintomaticos e
sintomaticos progressivos e potencialmente fatais, manifestados geralmente 3-8
meses apos da inoculacdo do agente (PAHO, 2021). A presenca de caes
assintomaticos é estimada entre 40%-60% no Brasil (BRASIL 2014; 2016) e eles
sdo considerados tdo competentes quanto os sintomaticos na infeccéo do vetor,
favorecendo a disseminacdo do parasito e dificultando o diagnostico e controle
dessa zoonose (LAURENTI et al., 2013).

Durante a infec¢do o micro-organismo se dissemina para diversos 6rgaos
por meio do sistema vascular e linfatico, com preferéncia para o fagocitico-
mononuclear (BRASIL 2014; 2016; PAHO, 2021). Dentre os tecidos envolvidos,
em medula Ossea ocorre parasitismo rapido e persistente de amastigotas
(COTTERELL et al., 2000) e as citocinas ativadas na resposta inflamatoria
sistémica, associadas ao processo de deposicdo de imunocomplexos, podem
induzir a importantes anormalidades hematoldgicas nos pacientes portadores de
LVC (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; BRASIL, 2014, 2016).

Alteracbes hematoldgicas que envolvem eritrocitos, leucocitos e
plaquetas frequentemente sdo descritas na LV. Os achados laboratoriais, na
maioria dos casos, séo inespecificos e incluem anemia, leucocitose, leucopenia
com neutropenia, linfocitose e monocitose (SOLANO-GALLEGO et al., 2011;

PAHO,2021). A presenca de plaquetopenia tem sido relatada ha anos e Dube et
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al. (1995) revelaram que 92% dos casos em humanos apresentam
concentracdes plaquetarias diminuidas acompanhadas de comprometimento do
processo de adeséo e reducdo do fator Il plaquetério. A interacdo direta do
agente com as plaquetas foi demonstrada in vitro e associada a ocorréncia de
pseudoplaguetopenias in vivo (DOMINGUEZ e TORANO, 2001).

Na LVC, anormalidades megacariociticas podem contribuir nas
disfuncdes plaquetarias por comprometimento da megacariopoiese e, 0
processo de lesdo tecidual, por mecanismos inflamatérios e deposicdo de
imunocomplexos, causa vasculite, dano renal e hepatico e CID, favorecendo a
plaguetopenia e prejudicando a hemostasia (CORONA et al., 2004,
CIARAMELLA et al., 2005; HONSE et al., 2014; MOMO et al., 2014; TOMMASI
etal., 2014; TORRES et al., 2016). Alteracdes da coagulacao e fibrindlise podem
estar presentes em casos mais graves da doenca, uma vez que hemorragias séo
frequentes e representam, assim como infec¢des bacterianas, um dos fatores
para risco de morte de pacientes se a causa nédo for identificada e tratada
adequadamente (BADYLAK, 1988; VALLADARES et al., 1998; MORENO, 1999;
SOLANO-GALLEGO et al., 2011; PAHO, 2021).

Os processos de producédo de plaquetas e mecanismos hemostaticos séo
complexos e ha o envolvimento de diversos componentes em varias etapas.
Deste modo, conceitos sobre a fisiologia precisam ser revistos. Nos topicos
seguintes sdo abordadas as informacdes essenciais para o entendimento dos

resultados dos exames laboratoriais.

1.3.2. MEGACARIOPOIESE E PLAQUETOPOIESE

Plaquetas de mamiferos sdo fragmentos anucleares celulares
provenientes de megacariécitos derivados de células-tronco hematopoiéticas
(COWELL et al., 2009; STOCKHAM e SCOTT, 2011). Elas caracterizam-se por
serem essenciais a hemostasia e, apesar de apresentarem uma estrutura
pequena, sdo complexas e contém proteinas e glicoproteinas, fosfolipidios,
organelas, granulos e receptores citoplasmaticos, dentre outros importantes
componentes necessarios para o controle de hemorragias (GIBBINS, 2004;
CASTRO et al., 2006; THRALL et al., 2012).

15



165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198

O processo de producdo de plaguetas € intricado e ocorre em duas
etapas: a megacariopoiese e plaguetopoiese (KAUSHANSKY, 2008;
STOCKHAM e SCOTT, 2011).

A megacariopoiese consiste na proliferagdo e maturacdo da linhagem
megacariocitica que ocorre principalmente em medula Ossea. Ja a
plaguetopoiese é o estagio final da formacdo de plaguetas a partir da
fragmentacdo citoplasmatica de megacariocitos (KAUSHANSKY, 2008;
STOCKHAM e SCOTT, 2011). Ambos 0s processos ocorrem em resposta a
estimulo de citocinas, principalmente trombopoietina (Tpo), entretanto, a
producdo basal de plaguetas na auséncia de Tpo ja foi descrita (SHIVDASANI
et al., 1995; ALEXANDER, 1999).

A Tpo apresenta produgdo constante no organismo principalmente em
hepatdcitos, epitélio tubular renal e em células da medula 6ssea (STOCKHAM e
SCOTT, 2011). Ela é capturada da circulacdo ao se ligar em seu receptor
especifico, a proteina c-Mpl, que é expressa na superficie das “células alvo”
(célula tronco pluripotente, célula tronco mieloide, unidade formadora de col6nia
megacariocitica, células da linhagem megacariocitica e plaquetas), induzindo as
vias de sinalizacdo intracelular e estimulando a producdo e maturacdo de
megacariocitos (KUTER e ROSENBERG, 1995; ALEXANDER, 1999;
KAUSHANSKY, 2008).

A destruicdo de plaguetas e megacariocitos, seja fisioldgica ou patologica,
permite que maior quantidade de Tpo permaneca disponivel (livre) para
estimular a megacariopoiese e, quando ha diminuicdo concomitante da massa
plaguetaria circulante, mais Tpo se ligara as células progenitoras, reduzindo
suas concentracgdes circulantes. A medida que as quantidades de plaquetas na
corrente sanguinea se normalizam, hd menos Tpo livre para estimular a
megacariopoise. Deste modo, a producdo de plagquetas depende da
disponibilidade celular e do nivel citocinas circulantes, sendo a concentracao de
plaguetas dependente do equilibrio entre as taxas de producdo, consumo,
destruicdo e desvio de plaguetas da circulagéao e para a circulagdo (NICHOL et
al., 1995; KAUSHANSKY e DRACHMAN 2002; KAUSHANSKY, 2005;
STOCKHAM e SCOTT, 2011).

Durante a megacariopoiese 0s megacariocitos adaptam seu citoplasma e

sistemas de membrana para a biogénese plaquetaria, um processo altamente
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ativo e movel que resulta em ramificacdo de pro-plaquetas (precursores de
plaquetas) (ITALIANO JR et al., 1999; KAUSHANSKY, 2008).

Antes de um megacariocito ter a capacidade de liberar plaquetas, ele
aumenta consideravelmente de diametro e se enche com altas concentragdes
de ribossomos que facilitam a producao de proteinas especificas das plaquetas.
O aumento celular ocorre em resposta principalmente a Tpo e é mediado por
vérios ciclos de endomitoses, um processo que amplifica seu DNA em até 64
vezes. Além da expansdo do DNA, h& formagéo de uma rede membranosa de
cisternas e tdbulos interconectados, chamada de sistema de membrana de
demarcacdo (DMS), que atua como um reservatorio de membrana para
formacao de pro-plaquetas. Proteinas, receptores, mitocondrias, granulos, uma
rede tubular densa e o sistema canalicular aberto (envolvido com a liberacdo de
granulos) também séo formados (EBBE e STOHLMAN JR, 1965; ITALIANO JR
etal., 1999; SCHULZE e SHIVDASANI, 2005; MACHLUS e ITALIANO JR, 2013).

Ap6s sua maturacdo em estdgio final, o megacariécito se torna
plaguetogénico. Ele gera pro-plaguetas a partir de prolongamentos de
microtubulos citoplasméaticos que formam pseudopodes, com migracdo de
organelas e granulos para a periferia dessas extensdes (RICHARDSON et al.,
2005). A formacdo de pré-plaquetas continua a se expandir e o citoplasma
celular torna-se inteiramente transformado em uma rede extensa e complexa de
pré-plaquetas interconectadas que comprimem e expulsam o nucleo
multilobulado, que é eliminado por fagocitose mediada por macrofagos. As
plaguetas jovens, ricas em RNA (reticuladas), se destacam e entram na corrente
sanguinea por meio de sinusoides medulares (EBBE e STOHLMAN, 1965;
ITALIANO JR et al.,, 1999; SCHULZE e SHIVDASANI, 2005; MACHLUS e
ITALIANO JR, 2013; GHALLOUSSI et al., 2019).

Estima-se que cada megacariocito dé origem a 1.000 e 3.000 plaquetas,
(STENBERG e LEVIN, 1989) sendo a concentracdo de formas imaturas na
medula 0ssea, em média, 2—-3 vezes maior do que a quantidade presente no
sangue periférico, correlacionando-se com o niumero de megacariocitos (AULT
etal., 1992; HOFFMAN, 2014). Enquanto a vida média das plaguetas circulantes
geralmente é de 5-10 dias em animais higidos, com variacdo entre espécies,
(STOCKHAM e SCOTT, 2011), as plaquetas reticuladas contém vida util mais

curta, em torno de 24-36h, periodo em que ocorre a degradacgdo progressiva do
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RNA e posterior transformacéo em formas maduras (AULT e KNOWLES, 1995;
JUNG et al., 2010; BUTTARELLO et al., 2020). Desta forma, assim como 0s
reticulocitos para eritrocitos, elas podem ser utilizadas como biomarcadores da

atividade megacariopoiética na medula 6ssea (HOFFMAN, 2014).

1.3.3. HEMOSTASIA

A hemostasia representa o conjunto de eventos mecéanicos e bioquimicos
gue ocorrem no organismo para que o sangue permaneca circulando, em fluxo
continuo, no interior dos vasos, mas que também permitem a formacéo rapida
de tampdes solidos para estancar hemorragias na presenca de lesdo vascular
(BOOM, 1993; OGEDEGBE, 2002; STOCKHAM e SCOTT, 2011; RODRIGUES
et al.,, 2012; THRALL et al., 2012).

Em condi¢cBes fisioldgicas, a hemostasia ocorre em um processo
sincrénico e sequencial mantido pelas interacdes complexas entre vasos
sanguineos, plaguetas, fatores de coagulacéo e fibrinoliticos que determinam a
formacao e resolucdo do tampdo hemostético (BOOM, 1993; STOCKHAM e
SCOTT, 2011). A descoberta da interacdo desses componentes levou ao
desenvolvimento do modelo classico (DAVIE e RATNOFF, 1964;
MACFARLANE, 1964) com segmentacao da hemostasia em trés fases distintas:
primaria (formacdo o tampao plaquetario), secundaria ou coagulacédo (vias
intrinseca, extrinseca e comum da cascata de coagulacdo) e terciaria ou
fibrindlise (FERREIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2012; THRALL et al.,
2012).

Estudos tem demonstrado que o modelo classico nédo reflete diretamente
0 que ocorre in vivo, com identificacdo de deficiéncias, nos ultimos anos, que
nao representam alguns aspectos clinicos de disturbios de coagulacao
(HOFFMAN, 2001; RIDDEL et al., 2007; SMITH, 2009; RODRIGUES et al., 2012;
SUCKER e ZzOTZ, 2014). Um novo esquema, baseado em superficies celulares,
parece explicar melhor a fisiologia hemostatica. A atual teoria da coagulacéo
considera a interrelacdo dos processos fisicos, celulares e bioquimicos que
atuam em uma série de estagios e ndo nas vias intrinseca, extrinseca e comum
da cascata da coagulacédo (RIDDEL JR et al., 2007; FERREIRA et al., 2010).
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No modelo classico, apds a lesdo vascular e exposicdo do colageno

subendotelial, ocorrem o0s seguintes eventos (RIDDEL JR et al., 2007;
STOCKHAM e SCOTT, 2011; THRALL et al., 2012):

Vasoconstricdo reflexa: células do musculo liso vascular se
contraem transitoriamente, em resposta a endotelina liberada apés
a lesdo, o que induz a diminuicdo do fluxo sanguineo e
consequente reducao de perda de sangue.

Ativacdo de células endoteliais: as células expressam funcdes pro-
trombdticas e antitromboéticas para limitar o sangramento e a
coagulagao, respectivamente, atuando como “maestrina” entre
essas vias opostas.

Adesdo plaquetéaria (Fig.1): a lesdo vascular expde o colageno
subendotelial, tornando o fator de von Willebrand (FvW) acessivel
a adeséo de plaquetas, via glicoproteina |, ao longo do defeito no
vaso. Obs.: o FYW se associa ao fator VIl da cascata de
coagulacéo (discutida a seguir), formando o complexo FVW-VIII, o
gue torna o fator VIII estabilizado, contudo, para a agregacéo
plaquetéria no sitio da lesdo esse composto pode ser desfeito.
Agregacado plaquetéaria (Fig.1): as plaquetas aderidas e ativadas
liberam moléculas estocadas em seus granulos (ADP, tromboxano
A2, trombospondina, trombina, entre outros) que ativam o0s
receptores para glicoproteina Il na membrana plaquetaria. As
plaquetas circulantes se agregam mediante pontes de fibrinogénio
e FvW, que se ligam a glicoproteina allbp, formando o tampéao
hemostéatico primario. Os produtos secretados pelas plaquetas

ajudam a manter a vasocontrigdo e a coagulacao.

Facilitacdo da coagulagdo: fosfolipidios (fosfatidilserina — fator
plaquetario) se movem da membrana interna para a externa apos
a ativagdo plaquetaria, ficando disponiveis para a ligacdo de
enzimas, cofatores e zimogénios da coagulacao.

Cascata de coagulacdo: fatores de coagulacdo (Tab.l) sé&o
ativados em sequéncia. E ativada por meio do fator tecidual (via

extrinseca) ou induzida pela superficie (intrinseca) e resulta na
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formacéao de fibrina com ligagdes cruzadas (fibrina estavel) na via

comum. Na figura 2 sdo demonstrados 0s processos.

e Fibrindlise e fibrinogendlise: para que o codgulo pare de crescer e
ndo obstrua o lumen do vaso, ocorre a degradacdo enziméatica da
fibrina. Ela se inicia simultaneamente com a coagulacdo: o
zimogénio inativo (plasminogénio) se liga a fibrina O ativador de
plasminogénio liberado pelas células endoteliais liga-se ao
complexo fibrina-plasminogénio clivando-o em plasmina, que
degrada enzimaticamente a fibrina, o fibrinogénio e os fatores Va,
Vllla, fvW, entre outros. A degradacéao da fibrina ndo estabilizada e
do fibrinogénio leva a formacédo dos produtos da degradacédo da
fibrina e fibrinogénio (PDFs). Dimeros-D sé&o resultantes da fibrina

estavel.

GP lib-llla

GP llb-llla

GP Ib-V-IX

vWF
Célula endotelial

GP VI
Célula endotelial

MATRIZ DE COLAGENO SUBENDOTELIAL
(SUCKER e ZOTZ, 2014)

Figura 1. llustragdo esquematica da adesdo e agregacdo plaquetéria. Ap6s a lesdo
endotelial, as plaquetas se aderem ao colageno pela interacdo da glicoproteina receptora (GP)
Ib/V /1X com o fator de von Willebrand que esta ligado ao colageno. Esta adesdo € estabilizada
pela interacéo direta dos receptores de colageno plaquetario GP la /lla e GP VI com o coldgeno.
ApoOs a ativacdo dos receptores de agregacdo GP Ilb / llla, as plaguetas se agregam, mediada
pelo fator de von Willebrand ou fibrinogénio (SUCKER e ZOTZ, 2014).

O modelo de hemostasia classica € util para a compreensdo de como as
etapas enzimaticas de coagulacdo ocorrem in vitro, permitindo a interpretacéo
clinica de exames laboratoriais e a investigacdo de anormalidades de
coagulacao que ocorrem no plasma ou em sistemas de fluido a base de proteina

purificada, que é estéatico e ndo interage com parede vascular ou superficies
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celulares (MANN et al., 2003; SMITH, 2009). A compreenséo que o fator tecidual
€ uma proteina transmembranica, presente em células endoteliais e do leito
vascular (musculo liso e fibroblastos), que age como receptor e cofator para o
fator VII, resultou no questionamento do verdadeiro papel da via extrinseca na
hemostasia in vivo (FERREIRA et al., 2010).

A inclusdo do modelo baseado em superficies celulares permite
compreender 0s mecanismos em um sistema vascular dinamico e que algumas
enzimas podem executar fungbes em outros mecanismos fisiolégicos do
organismo (SMITH, 2009). Neste novo esquema, a exposicao do fator tecidual
na corrente sanguinea, por lesdo de células endoteliais e vizinhas ou ativacao
de endoteliais e mondcitos, induz ao inicio da coagulacdo (FERREIRA et al.,
2010; SUCKER e ZOTZ, 2014). O complexo fator Vlla-fator tecidual ativa
também o fator IX, além do X, e esse conjunto € essencial para estimular a
coagulacdo (RIDDEL JR et al., 2007). O modelo baseado em superficies
celulares contém quatro fases que garantem a hemostasia (SMITH, 2009;
FERREIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2012; SUCKER e ZOTZ, 2014) e

seus detalhes podem ser vistos da figura 3.

Tabela 1. Fatores de coagulacao.

FATOR NOME VIA
I Fibrinogénio Comum
1* Protrombina Comum
i Fator tecidual, fator tromboplastina tecidual Extrinseca
\ Célcio livre ionizado Intrinseca
Vv Proacelerina Comum
VII* Proconvertina Extrinseca
VI Fator anti-hemolitico Intrinseca
IX* Fator de Christmas Intrinseca
X* Fator de Stuart, Stuart-Power Comum
Xl Antecedente da tromboplastina plasmatica Intrinseca
Xl Fator de Hageman Intrinseca
Xl Fator estabilizador da fibrina, fibrinase Comum
HMWK Fator de Fitzgerald Intrinseca
FP3 Fator plaquetario 3, principalmente fosfatidilserina Intrinseca, comum
PK Fator Fletcher Intrinseca

STOCKHAM e SCOTT, (2011). * Fatores que dependem de vitamina K para serem funcionais.
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VIA INTRINSECA

Xl
Fator CALICREINA
Hegeman
HMWK VIA EXTRINSECA
cininogénio Xlla
HMWK / VIl Proconvertina
X| e X |2
Antecedente Ca** (Fator |
Tromboplastinico / { o
S iXa COMPLEXO TROMBOPLASTINA TECIDUAL
Tromboplastinico Ca** (Fator IV) DO Fator Tecidual (Fator Ill)
do plasma FATOR VIl  yjia
FP3 .
VIl e V2 .
l VIA FINAL COMUM
X e RS 1  COMPLEXO
Fator FP3 DO
Stuart-Prower pA FATOR V
a
Va V Prec lerina
Atividade
/ Tromboplastinica XIll Fator Estabilizador
ibrina
PROTROMBINA »| TROMBINA >
Fator Il i Fator lla Xiit
a

Ca*

FIBRINOGENIO FIBRINA
(RODRIGUES et al., 2012) (Fatorl) > FIBRINA == gSTAVEL

Figura 2. Cascata da coagulacéo. A cascata da coagulagdo comecga com a ativacdo das vias
do fator tecidual (extrinseca) ou induzida pela superficie (intrinseca). Via extrinseca: é iniciada
pelo fator tecidual liberado de, ou exposto a, tecido lesado ou monécitos, macrofagos e
possivelmente células endoteliais ativadas. O fator tecidual da membrana celular liga-se ao fator
VIl (e Vlla) na presencga de calcio livre ionizado, e o complexo fator tecidual-Vlla resultante
rapidamente ativa o fator X (via comum) e IX (via intrinseca) na presenca de calcio livre ionizado
e fosfolipidio. O inibidor da via da coagulacéo do fator tecidual inativa rapidamente o complexo
fator tecidual-Vlla, mas ndo até que a trombina seja gerada através da via comum. A trombina
ativa o fator XI e a amplificac@o dos pro-cofatores V e VIII para manter a producdo de fator Xa
pela via induzida pela superficie. Via intrinseca: é iniciada pela ativa¢éo do fator XIl em Xlla por
por contato com uma superficie carregada negativamente (coldgeno subendotelial exposto no
local da lesdo vascular). O fator Xlla ativa a pré-calicreina em calicreina, que produz
enzimaticamente mais calicreina e mais fator Xlla em uma potente via de amplificagdo. O fator
Xlla cliva o fator XI produzindo Xla, que cliva o fator IX na presenca de calcio livre iozinado para
formar o fator IXa. O fator 1Xa forma o complexo tenase com o fator Vllla (ativado anteriormente
principalmente pela trombina) na presencga de célcio livre ionizado, que cliva o fator X para formar
o fator Xa. Via comum: continuagdo comum das vias extrinseca e intrinseca, comeg¢ando com a
ativagdo do fator X. O fator Xa forma um complexo com o fator Va (ativado principalmente pela
trombina) e o célcio livre ionizado em uma superficie fosfolipidica para formar o complexo pré-
trombinase ativo, que resulta na conversdo enzimética de protrombina (fator 1) em trombina (fator
Ila). A trombina entdo ativa as plaquetas e cliva seus muitos substratos, dentre os principais:
fibrinogénio é clivado para formar mondmeros de fibrina. A trombina cliva o fator Xlll em Xllla,
que na presenca de calcio livre ionizado faz liga¢des cruzadas para estabilizacdo da fibrina e
reforca o tampao hemostético secundario. A trombina cliva o fator Xl em Xla, ocorrendo uma
retroalimentacéo positiva nas vias comum e intrinseca. A proteina C ativada inativa os fatores
Va e Vllla e promove a fibrindlise por intermédio do ativador de plasminogénio tecidual. A
trombina, por meio da trombomodulina, ativa o inibidor da fibrindlise ativdvel por trombina inibe
a fibrindlise clivado os locais de ligagdo do plasminogénio da fibrina (STOCKHAM e SCOTT,
2011).
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Figura 3. Novo modelo da cascata de coagulagcdo baseado em superficies celulares. O
processo ocorre em uma série de etapas simultaneas. Na fase de iniciacdo células endoteliais,
microparticulas ou mondcitos expdem o fator tecidual (FT) que se associa ao fator Vlla presente
no sangue, formando o complexo FT-Vlla, que ativa pequenas quantidades de fator IX e X em
IXa e Xa. O fator Xa ativa o V em Va. O fator V também pode ser ativado por proteases ndo
coagulantes. O fator Xa entdo se associa ao Va e forma o complexo Xa-Va (protrombinase) na
superficie da célula que expressa o fator tecidual. A protrombinase transforma pequenas
quantidades do fator Il (protrombina) em lla (trombina). Essas concentracdes sdo suficientes
para completar o processo de formagédo do coagulo de fibrina e sdo fundamentais para as fases
de amplificacdo e propagacédo. Independentemente da presenca de lesédo vascular, pequenas
quantidades de trombina s&o produzidas constantemente fora do leito vascular, estando a via
iniciagdo constantemente ativa e o processo de amplificagdo ocorre somente quando ha dano
vascular. Obs.: a trombina e outros fatores (VII, X e protrombina) sdo capazes de deixar o vaso
sanguineo e percorrer espagos entre os tecidos. Na fase de amplificacdo, a lesdo vascular
exp0e o fator de von Willebrand (FvW) presente no colageno, ocorrendo o processo de formacgéo
do tampéo hemostético primario descrito ho modelo classico e também do complexo FvW-fator
VIIl. Como houve lesdo, a trombina presente no espago extravascular pode interagir com as
plaquetas, tornando-as ativadas, e com o complexo FvW-fator VIII dissociando-o. A trombina
também ativa os fatores V, VIII, XI e X que foram atraidos para a superficie das plaquetas,
iniciando-se rapidamente a fase de propagacdo. A ativagdo do fator Xl pela trombina na
superficie das plaquetas explica por que o fator Xll ndo é necessario para a hemostasia normal
neste novo modelo baseado em superficies celulares. Na fase de propagacéo ha recrutamento
de grande numero de plaquetas para o sitio da lesdo e também séo formados dois complexos:
tenase (IXa-Vllla) e protrombinase (Xa-Va) na superficie das plaquetas ativadas. O fator 1Xa,
ativado durante a fase de iniciagéo, liga-se ao fator Vllla na superficie das plaquetas, formando
o complexo tenase. Como o fator Xa ndo pode se mover efetivamente das células que expressam
fator tecidual para a plaqueta ativada, maior quantidade de fator Xa deve ser produzida,
diretamente na superficie da plaqueta, pelo complexo tenase. O fator Xa se associa ao fator Va
ligado a plagueta durante a fase de amplificacdo, resultando na formagdo do complexo
protrombinase, 0 qual converte grande quantidade de protrombina em trombina que cliva o
fibrinogénio para formar fibrina, que depois € estabilizada. Na fase de finalizagdo ocorrem
processos para se evitar a disseminacao da coagulacado e a oclusé@o trombética do vaso. Entram
em acdo quatro anticoagulantes naturais: o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a proteina C
(PC), a proteina S (PS), e a antitrombina (AT). O TFPI é uma proteina secretada pelo endotélio,
que forma um complexo quaternério (fator tecidual-fator Vlla-fator Xa-inibidor do fator tecidual),
inativando os fatores ativados. As proteinas C e S inativam os cofatores procoagulantes Va e
Vllla. A proteina C, quando ativada, promove a protedlise dos cofatores Va e Vllla. A proteina C
(PC) é ativada pela trombina, que esta ligada a proteina transmembranica trombomodulina OS
na superficie das células endoteliais intactas. A atividade da PC é aumentada pela proteina S
(OS) que atua como cofator. A antitrombina (AT) inibe a atividade da trombina e outras serino
proteases (fatores Ixa, Xa, Xia e Xlla. As células endoteliais produzem uma variedade de
glicosaminoglicanos, que funcionam como sitios de ligacéo, de alta afinidade, para a AT, que
sdo cruciais para uma rapida inativacéo da trombina (FERREIRA et al., 2010; RODRIGUES et
al., 2012).

1.3.4. EXAMES LABORATORIAIS
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1.3.4.1. PLAQUETOGRAMA

O hemograma €& um exame laboratorial utilizado para analisar os
componentes celulares sanguineos com o0 objetivo de detectar alteracdes
fisiopatoldgicas que podem ocorrer em respostas a doencas ou identificar
anormalidades hematolégicas (STOCKHAM e SCOTT, 2011). Este exame é
dividido em etapas, sendo o plaquetograma (mamiferos) e trombograma (nédo
mamiferos) o processo de analise de plaquetas e trombdcitos respectivamente.
(STOCKHAM e SCOTT, 2011; THRALL et al., 2012).

Assim como nas demais fases do hemograma, o plaquetograma é
composto por avaliagdes quantitativas, como a determinagao das concentragoes
plaguetarias circulantes, e qualitativas, em que ha a procura por alteracdes
morfologicas (THRALL et al., 2012).

A concentracdo de plaquetas representa a quantidade de particulas que
estdo dentro de um intervalo definido para o tamanho plaquetério, de acordo com
a espécie (STOCKHAM e SCOTT, 2011). E determinada por meios
automatizados e manuais com 0 objetivo de identificar interferéncias pré-
analiticas e analiticas (controle interno de qualidade) (COMAR et al., 2009). Na
microscopia, além de se estimar os valores por mm?, investiga-se a presenca de
agregados, microcoagulos, macro e microplaquetas, setelismo e, até mesmo se
megacariocitos estdo presentes na amostra (HARVEY, 2001; COWELL et al.,
2009). A andlise de esfregacos diretos representa um método auxiliar utilizada
para complementar e corroborar com os resultados do hemograma fornecidos
por aparelhos, aumentando a acuracia do diagnéstico laboratorial (COMAR et
al., 2009).

Em relacdo a interpretacdo, quantidades plaquetarias diminuidas
(plaquetopenia) decorrem de reducdo do tempo de vida (consumo e/ou
destruicdo), redistribuicdo anormal (sequestro esplénico, por ex.) ou diminuicéo
de producdo (hipoplasia ou aplasia medular). Ja valores aumentados
(plaquetocitose) sdo encontrados quando ha elevacdo de producgdo, seja
fisiologica (correcdo de plaguetopenia; resposta ao estresse) ou patoldgica
(leucemia) (STOCKHAM e SCOTT, 2011; THRALL et al., 2012). As alteracdes

morfolégicas podem ser encontradas devido a condi¢des diversas e devem ser
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analisadas considerando-se o historico do paciente e outros resultados do
hemograma (COMAR et al., 2009; COWELL et al., 2009).

Com a evolugdo dos métodos automatizados, novas ferramentas foram
introduzidas, o que permite o enriguecimento das analises sanguineas e devem
ser utilizadas para complementacdo da investigacdo diagndéstica. Elas estédo
disponiveis ha varios anos na rotina laboratorial, contudo, ainda sdo pouco
utilizadas devido a problemas metodolégicos que dificultam a padronizacao e a
determinacao de valores de referéncia (GIOVANETTI et al, 2011; BUTTARELLO
et al., 2020).

Na medicina veterinaria esses “novos” indices plaquetarios vdo sendo
utilizados na rotina a partir da producéo de intervalos de referéncia para as
espécies. Dentre eles, o plaquetdcrito (PCT), o volume plaquetario médio (VPM),
a largura de distribuicdo plaquetaria (PDW) e a porcentagem de macroplaquetas
com volume geralmente superior a 12 fL (PLC-R) representam os parametros
mais acessiveis por estarem disponiveis na maioria dos aparelhos com
metodologia de impedancia, ndo acrescentando custos adicionais ao
hemograma. Ja para a avaliacdo de plaquetas jovens circulantes (fracdo de
plaguetas imaturas-IPF; porcentagem de plaquetas reticuladas) € necessario o
uso de equipamentos e metodologias mais complexas. Deste modo, essas
analises ainda sdo aplicadas, em sua maioria, em pesquisas cientificas devido a
necessidade de maior investimento financeiro (GIOVANETTI et al, 2011;
STOCKHAM e SCOTT, 2011; THRALL et al., 2012; BUTTARELLO et al., 2020).

Em relacdo aos parametros do plaguetograma, o PCT representa a massa
plaguetaria do sangue, medida equivalente ao hematécrito da série vermelha.
Valores diminuidos deste pardmetro sédo encontrados quando héa plaquetopenias
acentuadas arregenerativas (ndo compensadas). O PCT é calculado a partir dos
valores de VPM e da concentracdo de plaquetas. Portanto, seus resultados
dependem que a mensuracdo destes parametros seja realizada sem
interferéncias analiticas (STOCKHAM e SCOTT, 2011; MONTEIRO, 2017).

Ja o VPM é o tamanho (volume) médio aparente das plaquetas de uma
amostra. Por se tratar da média de uma populacao, é necessaria a presenca de
grande quantidade de macroplaquetas ou microplaquetas para que haja
deslocamento do histograma e consequente alteracdo desse parametro.

Portanto, plaquetas grandes ou pequenas podem ser detectadas em
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microscopia na presenca de valores de VPM dentro do intervalo de referéncia
para a espeécie. Este parametro se assemelha ao VCM (volume corpuscular
médio) do eritrograma (FARIAS e BO, 2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011).

A presenca de VPM aumentado geralmente sugere trombopoiese
acelerada devido aumento de estimulo para producdo de plaguetas, em
decorréncia de plaguetopenia, que ocorreu em qualquer periodo do tempo de
sobrevida plaquetéria em condi¢des de saude (5-10 dias) (THOMPSON et al.,
1983; THREATTE, 1993; STOCKHAM e SCOTT, 2011 TEMIZEL et al., 2011,
ERDOGAN et al., 2019). De acordo com Bowles et al., (2005), valores muito
elevados de VPM tendem a estar associados a consumo de plaquetas do que
diminuicdo de producao, possibilitando a exclusdo de alteracdo medular apos
plaguetogramas seriados.

O volume plaquetario pode estar correlacionado a ploidia (nUumero de
cromossomos e/ou nucleo) de megacariécitos. O estimulo de citocinas para
aumento de velocidade da renovacao plaquetaria leva as células da linhagem se
tornarem plaqguetogénicas antes de finalizarem sua maturagao, resultando na
producado de plaguetas maiores e mais reativas (CORASH et al., 1987). Deste
modo, em condi¢des fisiologicas, o VPM é inversamente proporcional a
contagem de plaquetas (BUTTARELLO e PLEBANI, 2008).

Hipocelularidade medular, sepse e processos inflamatoérios tem sido
associados a presenca de microplaquetas e consequente VPM diminuido em
amostras de humanos, entretanto, causas de diminuicdo em animais ainda séo
controversas (FARIAS e BO, 2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011).

O PDW representa a intensidade de anisocitose da massa plaquetaria, ou
seja, o grau de variabilidade do tamanho de plaguetas. Se assemelha ao RDW
(largura da distribuicdo de eritrécitos) sendo, portanto, calculado a partir dos
histogramas da popula¢do. Na maioria dos aparelhos, € determinado por meio
do desvio padrdao em relagdo a meédia (VPM), calculo que representa o
coeficiente de variacdo (PDW-CV). Sua elevacgao ocorre devido ao aumento da
populacdo de plaquetas grandes e/ou pequenas. Valores diminuidos devem ser
interpretados com cautela uma vez que indicam homogeneidade da populacéo
(STOCKHAM e SCOTT, 2011; MONTEIRO, 2017).

A determinacao da PLC-R, assim como para o PDW, é calculada a partir

dos histogramas de distribuicdo de plaquetas. Este parametro representa, em
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porcentagem, a quantidade de plaquetas grandes presentes na amostra e
podem complementar a avaliacdo da cinética plaquetaria (MONTEIRO, 2017).
Devido a escassez de intervalos de referéncia, seu uso tem sido evitado na
medicina veterinéria.

Os parametros IPF ou plaquetas reticuladas, que sdo baseados no
principio de plaquetas fluorescentes, determinam a quantidade de particulas que
emitem luz apds o acréscimo de um corante especifico (laranja de tiazol ou de
acridina) que se liga ao RNA presente nas plaquetas. A andlise conjunta das
caracteristicas de tamanho (volume) e complexidade celular permite que esses
fragmentos de megacariocitos sejam diferenciados de outras células ou
particulas presentes nas amostras. Para aumentar a acuracia, marcacdo com
anticorpos fluorescentes anti proteinas plaquetarias podem ser utilizadas, uma
vez que reticuldcitos, especialmente fragmentados, podem interferir nos ensaios
(BUTTARELLO e PLEBANI, 2008; STOCKHAM e SCOTT, 2011; BUTTARELLO
et al., 2020; SYSMEX, 2021).

A analise de plaquetas jovens representa um método pouco invasivo para
avaliar a resposta medular na plaguetopenia (HOFFMAN, 2014). Deste modo,
assim como deve ser interpretado as concentracfes de reticuldcitos, valores
aumentados de plaquetas imaturas indicam resposta medular adequada. Ja
resultados normais ou diminuidos sugerem reducdo ou auséncia de producédo
devido a alteragcbes medulares que devem ser investigadas (BUTTARELLO e
PLEBANI, 2008).

Para interpretar os indices plaquetérios, € primordial considerar todos os
parametros disponiveis no plaquetograma ja que eles sdo complementares.
Cabe destacar que é importante também analisar o tipo de equipamento e
anticoagulante utilizados, o tempo e temperatura de armazenamento, a espécie
e se estdo presentes agregados e/ou fibrina na amostra, uma vez que todos
podem interferir nos resultados (JACKSON e CARTER, 1993; THREATTE, 1993;
FARIAS e BO, 2010; BUTTARELLO e PLEBANI, 2008; STOCKHAM e SCOTT,
2011).

1.3.4.2. COAGULOGRAMA
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O coagulograma € o exame realizado para avaliar se 0s processos
hemostéticos estdo adequados, ou seja, se ha alteracdo na fisiologia normal do
paciente (STOCKHAM e SCOTT, 2011; THRALL et al., 2012). Nele procura-se
explorar a participacdo de todos os componentes da coagulacédo e fibrindlise na
hemostasia para tentar identificar a causa de processos hemorragicos e/ou
trombdticos. Alguns ensaios sdo mais complexos (dosagem de FvW,
agregometria, tromboelastometria, tromboelastografia por ex.) e, portanto,
realizados somente em instituicdes ou laboratérios especializados (RUSSEL,
2010; ZAMORA-GONZALEZ, 2012; GAMT et al., 2020).

De regra geral, sdo analisados o tempo de sangramento da mucosa oral
(TSMO), o plaquetograma, as concentracdes plasmaticas de fibrinogénio e
determinados os tempos de protrombina (TP) e tromboplastina parcial ativada
(TTPa). Quando disponivel, a analise do dimero-D também ¢é realizada
(STOCKHAM e SCOTT, 2011; THRALL et al., 2012).

O TSMO é um teste in vivo, relativamente insensivel, utilizado para
avaliacdo plaquetaria e os processos envolvidos na formacdo do tampéo
primario. Neste exame registra-se o tempo para estancamento do sangramento
apos leséao realizada intencionalmente em mucosa oral. Tempos prolongados (>
5 minutos) sugerem defeitos em hemostasia primaria ou fase de amplificacdo da
coagulacao, sendo necessario maiores investigacbes (FERREIRA et al., 2010;
STOCKHAM e SCOTT, 2011; RODRIGUES et al., 2012). Por se tratar de um
teste geralmente realizado beira-leito, na maioria dos casos nao sera encontrado
nos laudos laboratoriais

Assim como o TSMO, o plaguetograma representa o0 conjunto de
parametros que permitem dizer que ha alteracdo em algum(ns) dos processos
gue ocorrem na hemostasia primaria ou fase de amplificacdo (STOCKHAM e
SCOTT, 2011). Conceitos devem ser revistos em tépico anterior.

Para avaliacdo da funcdo de plaquetas é necessario analisar a sua
capacidade de resposta em se agregar ap0s a ativacdo com compostos
especificos (agonistas) na agregometria. A adicdo, em varias concentragoes, de
colageno, ADP (adenosina difosfato), epinefrina, ristocetina, trombina ou acido
araquidodnico induz a ativacdo, mudanca de conformacao e agregacao, que séo

registados em graficos de curvas. Os resultados permitem indicar alteracéo nas

28



589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622

vias de ativacdo, demonstrando falhas na estrutura e/ou funcdo plaquetéaria
(PATRICIO, 2017).

O fibrinogénio € uma proteina plasmética inflamatéria de fase aguda
positiva produzida em hepatdcitos que, na hemostasia, € convertida em fibrina,
atuando diretamente na formacao do tampéo hemostatico. Sua analise permite
avaliar a hemostasia secundaria in vitro e fase de propagacao da coagulacao in
vivo. Concentragfes diminuidas indicam aumento de consumo ou diminuigcdo de
producdo e valores aumentados ocorrem devido a processos inflamatorios ou
hemoconcentracdo (FERREIRA et al., 2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011;
RODRIGUES et al., 2012; THRALL et al., 2012).

O TP e o TTPa séo testes que simulam o processo de coagulacgéo in vitro
no plasma com o objetivo de se determinar do tempo para formacéo da fibrina.
No TP a coagulacéo é ativada por meio da acdo do fator tecidual (tromboplastina)
e permite avaliar via do fator VII (extrinseca e comum; fase de iniciacédo). J& no
TTPa a ativacdo é por contato em que o &cido eldgeno, em substituicdo ao
colageno, estimula o fator Xll, permitindo analisar a cascata subsequente de
ativacao (via intrinseca e comum; fase de amplificacéo e propagacao). Tempos
prolongados indicam deficiéncia de fatores que pode ocorrer devido a diminuicdo
de producdo ou aumento de consumo ou inativagdo (STOCKHAM e SCOTT,
2011; RODRIGUES et al.,, 2012; ZAMORA-GONZALEZ, 2012; SUCKER e
Z0OTZ, 2014).

Os dimeros D séo fragmentos da fibrina estavel formados durante a
fibrindlise. Deste modo, valores aumentados sdo observados quando ha
formacdo e/ou degradacdo aumentada de fibrina, permitindo avaliar a
hemostasia terciaria ou a fase de finalizacdo da coagulacdo (FERREIRA et al.,
2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011; RODRIGUES et al., 2012).

A tromboelastometria e tromboelastografia sdo métodos laboratoriais que
demonstram alteracdes na viscoelasticidade durante a formacdo do coagulo.
Elas permitem determinar a resisténcia do coagulo e avaliar desde a sua
formacdo até a degradacdo, sendo os resultados expressos no formado de
gréficos. As propriedades fisicas do codgulo dependem das relacdes entre
fibrinogénio, plaquetas e proteinas do plasma. Com esses exames é possivel a
avaliacdo, em tempo real, da coagulacéo in vivo do paciente (CROCHEMORE
et al., 2017).
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Apesar de existirem novos conceitos que justifiguem o0s processos
hemostaticos, alguns dos exames laboratoriais citados acima procuram simular
in vitro o que ocorre in vivo, sem considerar a dindmica celular. Na rotina médica
veterindria, ainda sdo aplicados os conhecimentos do modelo da hemostasia
classica para a compreensao dos resultados laboratoriais. Adaptacdes ainda séo
necessarias para a inclusao da interpretacao correta dos estagios da coagulacéo
e fibrindlise que ocorrem no sistema dindmico do novo modelo baseado em

superficies celulares.

1.3.4.3. MIELOGRAMA: LINHAGEM MEGACARIOCITICA

A medula éssea € o principal 6rgao linfoide e hematopoiético do
organismo (ALENCAR et al., 2002). Ela é um tecido localizado na cavidade dos
0ssos, sendo envolto pela cortical 6ssea e 0ssos esponjosos. E composta, em
sua maioria, por células hematopoiéticas, tecido adiposo e tecido de sustentacéo
(STOCKHAM e SCOTT, 2011), sedo considerada, entdo, como maior 6rgéo
hematopoiético do corpo (COWELL et al, 2009).

A avaliacdo microscépica da medula 6ssea é essencial na investigacdo
de anormalidades hematolégicas que ndo sao prontamente explicaveis com
base em um bom histérico, exame fisico, perfil bioquimico e/ou outros
procedimentos complementares realizados de maneira seriada, na qual seu
estudo possibilite o diagndstico, acompanhamento da doenca e/ou avalia¢do da
resposta ao tratamento (KNOWLES e HOFFBRAND, 1980; RYAN e FELGAR,
2005; COWELL et al., 2009; ADRIOLO et al., 2014), uma vez que a analise
morfolégica da medula 6ssea, por citologia ou cortes histoldgicos, fornece
informagdes mais detalhadas que passariam despercebidas principalmente no
exame do sangue periférico (TRAVLOS, 2006).

O mielograma ou exame citolégico da medula dssea € utilizado
principalmente para identificacdo de micro-organismos e avaliar a morfologia
celular j& que os métodos de colheita, armazenamento e processamento da
amostra permitem preservar as caracteristicas das células hematopoiéticas
(KNOWLES e HOFFBRAND, 1980; BAIN, 2001; HARVEY, 2001; RYAN e
FELGAR, 2005; ALVES, 2009; LOKEN et al., 2009). Devido a hemodilui¢ao, a

analise da celularidade deve ser determinada pela observagcdo das espiculas
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(“mini bidpsias”) que contém elementos hematopoiéticos e gordurosos
suficientes para se estimar a quantidade celular (RYAN e FELGAR, 2005).

No mielograma, as linhagens rotineiramente analisadas incluem a
eritroide, mieloide, megacariocitica e linfoplasmocitaria, porém, distlrbios
envolvendo outros tipos celulares também podem ser estudados (HARVEY,
2001; COWELL et al., 2009; STOCKHAM e SCOTT, 2011; OLIVEIRA et al.,
2016). Em relacdo a avaliacdo da série megacariocitica, verifica-se a
celularidade, a escala de maturacéo (diferencial) e a morfologia.

Na literatura consultada existe variabilidade de métodos utilizados para se
determinar a quantidade de megacariécitos e seus precursores.
Consequentemente, h& diferentes intervalos de referéncia de acordo com a
metodologia utilizada, que incluem: por lamina (COWELL et al., 2009); por
campo (MISCHKE, 2002; COWELL et al., 2009); por espicula em esfregaco
direto (MYLONAKIS, 2005; COWELL et al., 2009); por espicula em esfregaco
apos recuperacao de fragmentos em placa de petri (MYLONAKIS, 2005); por
camada lipidica (MYLONAKIS, 2005) ou por camada leucocitaria (MYLONAKIS,
2005). Apesar disso, por representarem fragmentos teciduais medulares, a
analise por grumo medular pode demonstrar maior precisdo analitica (RYAN e
FELGAR, 2005).

A andlise de maturacao celular permite verificar se as proporcdes e tipos
celulares representam a quantidade e sequéncia compativeis com a fisiologia
normal da hematopoiese. Geralmente, mais que 70% das células da linhagem
sdo megacariécitos maduros (Tab.2) e 30% representam precursores imaturos.
Elevacdo nas concentracdes de células mais jovens, com propor¢des iguais
(50% maduros e 50% imaturos) é indicativo de resposta regenerativa ou defeito
na maturacdo. Se blastos estiverem super-representados (maior que 30%)
investiga-se neoplasia (COWELL et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016). Na tabela
3 séo descritos os padrdes de maturacao celular.

Na microscopia verifica-se a presenca de displasias e/ou atipias (Fig.4),
ou seja, se had ou ndo células da linhagem megacariocitica realizando
emperipolese (fagocitando neutrofilos e outros tipos celulares), se apresentando
na forma de micromegacariocitos (menos de 20 pm) ou contendo nucleos
pequenos, arredondados e soltos (sem endomitose, desconectados),

hipolobulados (geralmente mononucleares) ou hiperlobulados (WEISS, 2005;
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OLIVEIRA et al.,, 2016). Quando presentes e associados ha contagens
plaquetarias menores que 100.000/mm?2 ou /L, a medula 6ssea encontra-se
dismegacariopoiética, indicando presenca de mielodisplasia. Contudo, €
necessario que o minimo de 30 células da linhagem sejam visualizadas e
proporc¢des iguais ou superiores a 10% destas encontrem-se atipicas (HARVEY,
2001; COWELL et al., 2009; STOCKHAM e SCOTT, 2011; OLIVEIRA et al.,
2016).

Como foi demonstrado, o mielograma, assim como a histologia, é um
exame complementar complexo, composto por varias etapas de avaliacao, e é
essencial para investigar e/ou confirmar patologias que ndo podem ser
diagnosticadas somente com 0s demais exames complementares disponiveis na

rotina médica veterinaria.

Tabela 2. Células da linhagem megacariocitica reconhecidas
microscopicamente.

CELULAS CARACTERISTICAS EM CONDICOES FISIOLOGICAS

Megacarioblastos Célula relativamente grande com ntcleo Unico, arredondado ou ovalado
e muito grande (ocupa quase toda a célula-alta relagdo
ndcleo:citoplasma) contendo cromatina frouxa, porém, os nucleos
costumam parecer mais densos quando comparado com outros tipos de
blastos. Raramente séo vistas formas multinucleadas. Os nucléolos sao
em nUmero variado, mas nem sempre estdo visiveis. O citoplasma é
escasso, agranular, com intensa basofilia e pode conter nUmero variavel
de vacuolos. Esta presente em quantidades muito baixas em aspirado

medular normal.

Promegacariécitos Célula maior que o megacarioblasto. Apresenta dois a quatro nucleos
que podem parecer separados, mas estéo ligados por finas linhas de
material nuclear. A cromatina € mais densa, sem nucléolos, e
citoplasma um pouco mais abundante que a fase anterior, contudo,
permanece intensamente basofilico, com vacutolos e contém contorno

irregular.

Megacariécito basofilico Megacariocito imaturo. Célula gigante contendo mais de quatro nucleos
gue sdo unidos formando uma massa lobulada. Apresenta citoplasma
mais abundante e menos basofilico que as fases anteriores. Também
pode conter vacuolos e contorno irregular.

Pode se tornar plaquetogénico dependendo da necessidade do

organismo.

Megacariocito eosinofilico | Megacariocito maduro. Ligeiramente maior que a anterior, com
quantidade de citoplasma mais abundante e coloragéo variando de

anfofilica a eosinofilica. Finas granulages de cor magenta estao
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linhagem anterior.

presentes. As caracteristicas nucleares se mantém semelhantes a

Fase que demonstra intensa plaguetogénse.

705 COWELL et al. (2009); OLIVEIRA et al. (2016).
706
707 Tabela 3. Interpretacdo dos padrées de maturacao celular.

PADRAO CARACTERISTICAS SIGNIFICADO CLINICO

Ordenado Todos os estagios de maturagdo presentes em | Animais saudaveis.
propor¢des normais.

Blastos s&o incomuns (<5%).
Células imaturas (<30%).
Células maduras (>70%).

Desvio a esquerda | Todos os estagios de maturacdo presentes e | Inicio ou fim de
ordenados, exceto pelos estagios iniciais que | hiperplasia.
estéo super-representados. Leucemia.

Desvio a direita Todos os estagios de maturacdo presentes e | Inicio de hipoplasia.
ordenados, exceto pelos estagios finais que estdo | Inicio de recuperagéo da
super-representados. medula dssea.

Retardado Todas as células estdo no compartimento blastico | Doencga mieloproliferativa.
el/ou proliferativo, com auséncia do compartimento | Destruicdo imunomediada
de maturagéo apoés este estagio. dos estagios finais.

Discrasia/displasia | Aumento inadequado de células blasticas e/ou | Doencas
células morfologicamente atipicas. mieloproliferativas.

Sindrome mielodisplasica.
Toxicidade.
Drosgas/quimioterapia.
Inicio de neoplasia
(leucemia).

Neoplasia Intenso aumento de blastos (>30%) e precursores | Leucemia.
jovens com minimo de maturagao. Linfoma.

Presenca de células andbmalas. Neoplasia metastatica.
708 Cowell et al., (2009).
709
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Figura 4. Displasias megacariociticas. A) Micromegacariocito mononuclear (hipolobulado). B)
Nucleos multiplos, arredondados e soltos (setas). C) Emperipolese de neutréfilo (seta)
(OLIVEIRA et al., 2016). D) Hiperlobulacdo. (VACARI, 2020).

1.4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Ceua/UFMS), sob o
protocolo de niumero 951/2018.

Para a pesquisa foram utilizados materiais bioldgicos colhidos de 90 cées
e o estudo foi dividido em duas etapas: na primeira fase realizou-se a analise do
perfil hemostatico em amostras sanguineas de 40 animais. Destes, 06
representaram o0 grupo controle e 34 eram positivos para Leishmania (L.)
infantum chagasi. Ja4 na segunda etapa investigou-se amostras sanguineas e de
medula 6ssea de 50 cédes, sendo 5 higidos e 45 portadores da LVC. As

respectivas metodologias das duas etapas sao descritas nos proximos capitulos.

1.5. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

A LV é uma enfermidade infecciosa parasitaria zoonGtica presente nos
cinco continentes que acomete diferentes espécies de mamiferos e cursa com

variedade de manifestagdes clinicas em diferentes niveis de gravidade. Dentre

elas, os sinais indicativos de hemorragias sugerem a presenca de anormalidades
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hematolégicas e hemostaticas que podem se transformar em emergéncias
médicas.

Esta pesquisa € fundamentada na aplicacdo de metodologias de
diagnostico laboratorial que permitem a avaliagdo completa do sistema
hemostético para investigar causas de hemorragias em cédes portadores de LV
e, também, analisar o comportamento da resposta plaguetaria nesses pacientes.
Os resultados impactam no direcionamento de conduta médica mais especifica,
permitindo a aplicagdo de tratamentos que podem melhorar o progndstico e
reduzir a chance de ocorréncia de Obitos. Cabe destacar que devido as
semelhancas entre a fisiopatogenia canina e humana durante a infeccdo e
resposta imunoldgica, os resultados também podem ser aplicados para seres
humanos.

Em relacdo aos ensaios laboratoriais na medicina veterinaria, este
trabalho pode impactar no uso de um perfil hemostatico mais completo com
inclusdo de novos parametros de analise que permitem ampliar a busca por
informacdes. Além disso, os resultados podem contribuir na elaboracdo de novo
protocolo para avaliacdo e interpretacdo de resposta plaquetaria de maneira
menos invasiva, se assemelhando a analise eritrocitaria, permitindo diminuir o
estresse que constitui um fator importante durante o processo de recuperacéo

de um paciente.
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RESUMO

A andlise de componentes hemostaticos € necessdria para investigar quadros
hemorragicos que ocorrem na leishmaniose visceral. O objetivo com este estudo foi
avaliar o perfil hemostatico de cées infectados naturalmente por Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi. Quando comparado com o grupo controle, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas (p>0,05) para todos os parametros estudados. A
analise de biomarcadores hemostaticos neste estudo ndo demonstrou alteracdes
importantes que levariam ao desenvolvimento de quadros hemorragicos nos cdes com
LV. A auséncia de lesdo hepética e/ou alteracdo de funcdo renal pode justificar esses
resultados.

Palavras-chave: canino, coagulacédo, Leishmania

ABSTRACT
The analysis of hemostatic components is necessary to investigate hemorrhagic
conditions that occur in visceral leishmaniasis. The aim of this study was to evaluate the
hemostatic profile of dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi. When compared with the control group, no statistically significant differences
(p> 0.05) were observed for all parameters studied. The analysis of hemostatic

biomarkers in this study did not demonstrate any important changes that would lead to
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the development of hemorrhagic conditions in dogs with LV. The absence of liver damage
and / or changes in renal function may justify these results.

Keywords: canine, coagulation, Leishmania

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose parasitaria negligenciada de grande
importancia para a saude publica (WHO, 2019). No Brasil, é causada pelo protozoario
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e o céo ainda € o principal reservatorio da
doencga (Shaw, 2002; Brasil, 2014; 2016).

A LV apresenta epidemiologia complexa, acometendo diversas espécies de
mamiferos. Em cées a doenca caracteriza-se por ser sistémica, afetando diferentes 6rgaos.
Assim, animais infectados, quando sintomaticos, apresentam sinais clinicos inespecificos
e varidveis (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011), entretanto, desordens
hemorréagicas como epistaxes, hematuria, petéquias, sangramentos digestivos e sufusdes
tem sido observadas e representam, na maioria dos casos, emergéncias médicas com risco
de dbito se ndo tratadas adequadamente (Valladares et al., 1998; Stockham e Scott, 2011;
Solano-Gallego et al., 2011).

A presenca de plaquetopenia frequentemente é descrita na LV (Ciaramella et al.,
2005; Petanides et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011), contudo, a hemostasia é um
sistema dinamico complexo em que hd o envolvimento de varias componentes e
processos que precisam ser destrinchados e investigados (Smith, 2009; Ferreira et al.,
2010; Rodrigues et al., 2012).

A determinacdo das concentracdes de plaquetas e fibrinogénio e dos tempos de
protrombina e tromboplastina parcial ativada representam os métodos frequentemente
utilizados para a triagem investigativa (Stockham e Scott, 2011) e, nos Gltimos anos,
outros parametros, tais como indices plaquetarios, albumina e dimero-D tem sido
incluidos para ampliar a busca por respostas, ja que auxiliam na avaliagcdo da dindmica
dos fatores de coagulagéo a na detecgéo de trombofilia, como a que ocorre na coagulagéo
intravascular disseminada (CID) (Temizel et al., 2011; Paar et al., 2017; Erdogan et al.,
2019).

Até o presente momento, o enfoque principal das descri¢cGes cientificas para
justificar processos hemorragicos em cdes com LV tem se destinado & avaliagdo das
concentragOes plaquetarias e eritrocitarias. Os perfis hemostaticos realizados ainda séo

insuficientes uma vez que demonstram resultados variaveis e, consequentemente ainda

46



1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118

inconclusivos. Portanto o objetivo com este estudo é avaliar o perfil hemostatico de cdes

infectados naturalmente por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fundag&o
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Ceua/UFMS), sob o protocolo de nimero
951/2018.

Para o estudo foram utilizados 40 cdes adultos sem restricdo de sexo, peso e raca,
cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Campo Grande,
MS. Desses, 34 eram positivos para Leishmania (L.) infantum chagasi (grupo LV) em
ensaio sorologico imunoenzimatico (DPP®, Bio-Manguinhos, FIOCRUZ, Brasil) e em
reacdo em cadeia da polimerase — PCR (Cortes et al., 2009). O conjunto dos resultados
das andlises de amostras de seis animais higidos, negativos para Leishmania sp. e
infeccdes por Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis e Hepatozoon canis,
foram utilizados como valores de referéncia desta espécie (grupo controle). Cées
positivos tratados para LV e/ou contendo comorbidades foram excluidos do estudo
devido a possivel interferéncia destes fatores em pardmetros hematoldgicos. As
informacdes epidemioldgicas quanto ao curso das manifestagdes clinicas estavam
indisponiveis devido a procedéncia dos animais.

Para realizacdo de exames laboratoriais obteve-se amostras sanguineas, por pun¢ao
da veia jugular, que foram acondicionadas em tubos estéreis contendo citrato de sodio
(1:9), anticoagulante EDTA k2, heparina de litio e tubos com a ativador de codgulo para
avaliacdo hemostatica e analises bioquimicas séricas.

O perfil de coagulacdo incluiu a avaliacdo plaquetaria, incluindo indices obtidos
por impedancia — plaquetdcrito (PCT), volume plaquetario médio (VPM), largura de
distribuicdo plaquetaria (PDW) e porcentagem de macroplaquetas com volume superior
a12 fL (PLC-R) —, mensuracgéo dos tempos de protrombina (TP) e tromboplastina parcial
ativada (TTPa) e das concentragcfes de fibrinogénio, plaquetas, albumina e dimero-D.
Para avaliacdo hepéatica e renal determinou-se as atividades séricas de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransfesase (AST), além das concentragdes de
colesterol total, creatinina, ureia e fosforo. Os ensaios foram realizados utilizando-se de
Kits comerciais, aparelhos automaticos e semiautomaticos.

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk

e a comparacéo entre 0s grupos, em relacao aos parametros laboratoriais analisados, com
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os testes t de Student e Mann-Whitney para dados com distribuicdo paramétrica e néo-
paramétrica respectivamente. A analise de correlacdo de Spearman foi utilizada para
investigar a associacao entre parametros hemostaticos e bioquimicos séricos dos cdes com

LV. As diferencas foram consideradas significativas quando p-value <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados dos cdes do grupo controle neste estudo demonstraram distribuicdo com
aproximacdo da normalidade (p>0,05) por meio da estatistica de Shapiro-Wilk. As curvas
das popula¢des foram potencialmente simétricas indicando presenca de média, mediana
e moda semelhantes. Apesar do pequeno nudmero amostral, os resultados dos cdes nao
infectados podem ser utilizados como referéncia para espécie (Spiegel e Stephens, 2000;
Stockham e Scott, 2011).

Em relacdo aos ensaios, a andlise laboratorial da hemostasia é realizada por meio
da utilizacdo de um conjunto de biomarcadores que permitem identificar alteracfes em
cada etapa desse processo dindmico (Stockham e Scott, 2011; Temizel et al., 2011; Paar
et al.,, 2017; Erdogan et al., 2019). Na tabela 1 sdo demonstrados os resultados da
avaliaco plaquetaria nas amostras dos cies negativos e positivos para LV. E possivel
observar auséncia de diferenca estatistica significativa (p>0,05) ao comparar os dados,
entre 0s grupos, em relacdo as concentragdes sanguineas.

As plaguetas sdo essenciais para hemostasia por serem responsaveis pela
interrupcdo inicial temporaria do fluxo de sangue ap6s a lesdo (Castro et al., 2006;
Ferreira et al., 2010; Thrall et al., 2012). Dominguez e Torafio, (2001) demonstraram in
vitro que nas fases iniciais de infec¢do por Leishmania sp., o parasito pode interagir com
as plaquetas por meio de imunoaderéncia, induzindo a formacéo de grandes agregados,
gerando pseudotrombocitopenias in vivo.

A presenca de destruicdo ou consumo aumentado, imunoglobulinas anti-
plaquetarias e alteragdes em trombopoise também podem ser responsaveis pela
ocorréncia de plaguetopenia na LV (Ciaramella et al., 2005; Petanides et al., 2008;
Stockham e Scott, 2011). Contudo, sugere-se que 0s cdes do presente estudo néo
apresentaram essas anormalidades uma vez que demonstraram concentragdes
plaquetarias semelhantes ao grupo controle (Tab.1).

Em relagdo aos indices plaquetarios, os resultados das analises dos cées infectados

se assemelharam aos animais higidos (Tab.1). Entretanto, valores aumentados desses
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pardmetros ja foram descritos na LVC (Temizel et al.; 2011), indicando presencga de
plaquetas grandes e/ou formagéo de aglomerados plaquetérios (Stockham e Scott, 2011).

Macroplaquetas caracterizam-se por serem mais reativas e agregaveis, produzirem
mais tromboxano., apresentarem altas quantidades de granulos densos e expressarem
mais glicoproteinas adesivas quando comparado a plaquetas menores e menos ativas
(Martin et al., 2012). Devido a auséncia de alteragdo em VPM, PDW e PLC-R (Tab.1),
deste modo e possivel sugerir que o0s cdes neste estudo ndo demonstraram risco
aumentando para o desenvolvimento de trombofilias (Comar e Silva, 2009; Souza et al.,
2016).

Cabe destacar que devido a impossibilidade de realizacdo de testes para a
verificacdo da funcdo de plaquetas e, apesar de ndo serem constatadas diferencas
estatisticas significativas, é incerto afirmar que os cdes com LV ndo apresentaram

alteragBes no componente plaquetario.

Tabela 1. Medianas e quartis dos resultados das analises laboratoriais para avaliacdo
plaquetaria em amostras de cdes negativos (grupo controle) e positivos para Leishmaniose
Visceral.

Parametros CRUPOS
Laboratoriais CONTROLE LV

Med (1°Q; 3°Q) Med (1°Q; 3°Q)
PLT (10%/uL) 349,50 (280,75; 365,00) 295,00 (202,00; 388,00)
PCT (%) 0,362 (0,32; 0,41) 0,292 (0,23; 0,41)
VPM (fL) 10,302 (9,50; 13,70) 11,202 (9,80; 12,10)
PDW (fL) 12,00? (11,33; 14,18) 13,00? (11,00; 14,70)
PLC-R (%0) 33,822 (24,30; 41,05) 33,982 (24,00; 44,00)

Abreviagdes: Md: mediana; 1°Q: primeiro quartil; 3°Q: terceiro quartil; PLT: plaquetas; PCT: plaquetdcrito; VPM: volume plaquetério
médio; PDW: largura de distribuigdo plaquetéria; PLC-R: porcentagem de macroplaquetas com volume superior a 12 fL. Medianas
seguidas de letras maiusculas e mindsculas iguais entre colunas indicam auséncia de diferenca estatistica pelo teste t de Student e
Mann-Whitney (p>0,05) respectivamente.

Ao avaliar a integridade das substéncias pro-coagulantes nas fases de iniciacéo e
propagacao da coagulagdo in vivo por meio dos testes de TP e TTPA in vitro e dosagem
de fibrinogénio (Smith, 2009; Ferreira et al., 2010; Stockham e Scott, 2011), ndo foram
observados prolongamentos dos tempos de protrombina e tromboplastina parcial ativada
e alteracdes nas concentracdes dessa proteina plasmatica nos caes com LV (p>0,05). A
presenca de alteragdes em fatores de coagulagdo e hipofibrinogenemia ou
afibrinogenemia podem resultar em intensos processos hemorragicos (Ferreira et al.,

2010; Stockham e Scott, 2011; Rodrigues et al., 2012; Chambers, 2013; Jolivet et al.,
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2017), contudo, no presente estudo os dados indicaram auséncia de alteragOes
laboratoriais clinicamente relevantes (Tab.1l) e corroboraram com outros autores
(Valladares et al., 1998; Moreno, 1999; Ciaramella et al., 2005; Petanides et al., 2008;
Torres et al., 2016; Pasa et al., 2017).

Tabela 2. Medianas e quartis dos resultados das andlises laboratoriais estudadas em
amostras de cdes negativos (grupo controle) e positivos para Leishmaniose Visceral.

R GRUPOS

Parametro
Laboratoriais CONTROLE LV

Med (1°Q; 3°Q) Med (1°Q; 3°Q)
Fibrinogénio (mg/dL) 175,232 (116,47, 245,64) 204,922 (121,85; 379,58)
TP (seg.) 7,372(6,44; 7,70) 7,802(6,79; 8,94)
TTPa (seg.) 13,782 (7,74; 20,42) 14,29 (9,87; 28,83)
DIMERO-D (ug/mL) 0,102 (0,10; 0,11) 0,102 (0,10; 0,13)

Abreviagdes: Md: mediana; 1°Q: primeiro quartil; 3°Q: terceiro quartil. TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de tromboplastina
?SLg?OISe;t.ivado. Meédias seguidas de letras mailsculas iguais entre colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney

De acordo com os achados de Erdogan et al. (2019), tempos prolongados podem
ser detectados apenas quando os cdes apresentaram estagios mais graves da doenca. A
inexisténcia de lesdo hepatica e anormalidades em funcéo renal, demonstrados por meio
dos valores de ALT, AST, colesterol total, creatinina, ureia e fosforo (Tab.3), podem
justificar os resultados do presente estudo, ja que a maioria dos componentes da cascata
de coagulacdo sdo produzidos em hepatocitos e substancias anticoagulantes
(antitrombina, por exemplo) sdo perdidas excessivamente por meio da urina na presenca
de nefropatia (Eberst e Berkowitz, 1994; Riyuzo e Soares, 1995; Stockham e Scott, 2011).

Moreno (1999) descreveu prolongamento de TTPa em associacdo a elevacdo de
atividade da ALT em cdes com LV e, de acordo com Badylak (1988), o tipo, a gravidade
e a cronicidade da lesdo hepatica pode influenciar no aumento ou diminui¢do de um ou
mais fatores. Doenca renal frequentemente € relatada na LVC e pode ser leve, progredir
para doencga cronica, sindrome nefrdtica ou insuficiéncia renal (Solano-Gallego et al.,
2011), tornando os animais susceptiveis a desordens de coagulacdo. Entretanto, devido a
auséncia de cées com indicios dessas condi¢des, ndo foi possivel afirmar presenca de
associacdo entre alteracdes hepaticas-renais e disturbios hemostaticos, uma vez que 0s
valores de p-value ndo foram significativos (p>0,05) (Tab.4).

Em relacdo a albumina, essa proteina caracteriza-se por ser um importante

componente do organismo, atuando em diferentes processos fisioldgicos (Miller e
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Jedrzejczak, 2001). Na hemostasia, estudos ainda sdo controversos, com descri¢0es de
acdo pro-coagulante, por induzir a ativacdo de fator tecidual (Liu et al., 1997), e
anticoagulante, seja inibindo a agregacdo plaquetaria ou apresentando atividade
semelhante a heparina, ligando-se a antitrombina I1l que promove a inativagédo de fatores
de coagulacdo (Joorgensen e Stoffersen, 1979;1980; Paar et al., 2017).

No presente estudo, concentragOes inferiores de albumina foram constatadas nos
cdes com LV (Tab.3) e, uma vez que os valores de TP, TTPA e biomarcadores hepaticos
e renais se assemelharam aos do grupo controle, sugere-se que nao houve influéncia desse
analito na coagulacdo in vitro. O processo inflamatdrio devido a infeccdo do parasito
promove a menor producdo de albumina por hepatdcitos em resposta as citocinas
(interleucinas 1 e 6) e, consequentemente, desencadeia a reducdo das concentracdes

sanguineas dessa proteina (Stockham e Scott, 2011), justificando os resultados obtidos.

Tabela 3. Medianas e quartis dos resultados das analises laboratoriais estudadas em
amostras de cdes negativos (grupo controle) e positivos para Leishmaniose Visceral.

GRUPOS

CONTROLE LV
Med (1°Q; 3°Q) Med (1°Q; 3°Q)

37,50¢ (29,45; 60,32) 32,20° (26,30; 42,57)
28,15% (25,05 29,07) 34,15¢ (22,95; 54,97)
217,00° (190,75; 283,00) 218,007 (181,25; 253,75)
0,807 (0,70; 0,90) 0,5% (0,4; 0,7)

27,70° (25,47; 33,90) 35,15¢ (20,10; 52,90)
Fosforo (mg/dL) 4,26 (4,25; 4,91) 5,09° (4,63; 5,96)
Albumina (g/dL) 3,80° (3,50; 4,17) 2,25 (1,72; 3,10)

Parametros
Laboratoriais

ALT (UI/L)

AST (UI/L)

Colesterol Total (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Ureia (mg/dL)

Abreviagdes: Md: mediana; 1°Q: primeiro quartil; 3°Q: terceiro quartil ALT: alanina aminostransferase; AST: aspartato
aminotransferase. Medianas seguidas de letras minusculas iguais entre colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Mann-
Whitney (p>0,05).

Tabela 4. Andlises de correlacdo entre parametros hemostaticos e analitos séricos em
cdes com leishmaniose visceral.

PARAMETROS HEMOSTATICOS

Analitos

Séricos TP TTPa Fibrinogénio
R (p-value) R (p-value) R (p-value’

ALT 0,1757 (0,32) -0,1592 (0,37) -0,6560 (0,71)

AST -0,0943 (0,60) 0,0695 (0,69) -0,0084 (0,96)

Colesterol Total

-0,0784 (0,66)

0,0738 (0,68)

0,2584 (0,14)

Creatinina 0,0837 (0,64) 0,2155 (0,22) 0,1289 (0,47)
Ureia 0,0179 (0,92) 0,2853 (0,10) -0,0857 (0,63)
Fésforo 0,1484 (0,40) 0,1967 (0,26) -0,0228 (0,90)
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Abreviagdes: ALT: alanina aminostransferase; AST: aspartato aminotransferase; TP: tempo de protrombina; TTPa: tempo de
tromboplastina parcial ativado. R: coeficiente de correlagdo de Spearman, nivel de significancia de 5%.

Os dimeros-D sdo fragmentos de fibrina que possibilitam, por meio de sua
mensuracdo sanguinea, avaliar o aumento da fibrindlise associada a coagulacéo
(Stockham e Scott, 2011). No presente trabalho, ndo houve evidéncias de distlrbios
trombdticos devido a auséncia de alteragdes significativas das concentragdes desse analito
quando comparado ao grupo controle (Tab.2).

Apesar de concentracdes elevadas ja tenham sido relatadas em cdes com LV (Pasa
etal., 2017), Erdogan et al. (2019) descreveram niveis aumentados de dimero-D somente
em animais que apresentaram as formas mais graves da doenca. Nesses casos, geralmente
ha doenca renal cronica em estagios mais avancados, por vezes evoluida para sindrome
nefrotica (Solano-Gallego et al., 2011). H& aumento do risco de desenvolver trombose,
seja por perda de antitrombina Ill, interferindo na modulacéo da coagulacdo, ou aumento
de producdo de tromboxano. associado a hiperlipidemia (Rasedee e Feldman, 1985;
Green, 1988; Riyuzo e Soares, 1995; Stockham e Scott, 2011).

CONCLUSOES
A analise de biomarcadores hemostaticos neste estudo ndo demonstrou alteracfes
importantes que levariam ao desenvolvimento de quadros hemorrégicos nos cdes com
LV. A auséncia de lesdo hepética e/ou alteracdo de funcdo renal pode justificar esses

resultados.
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RESUMO

N&o foram encontrados estudos envolvendo a analise megacariocitica e de turnover
plaquetario em cdes naturalmente infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi. O
objetivo com esse trabalho é avaliar a medula 6ssea e dindmica plaquetaria, por meio da
analise de plaquetas reticuladas circulantes, na leishmaniose visceral canina. Dentre as
alteracbes morfoldgicas investigadas, micromegacariécitos e hiperlobulagcdes podem
estar associados a maior intensidade parasitaria medular. A analise dos valores absolutos
de plaquetas reticuladas na plaquetopenia revelou resposta arregenerativa devido
comprometimento medular nos cdes com LV. A interpretacdo dos resultados em
porcentagem deve ser realizada com atencdo especialmente na presenca de valores
plaquetérios circulantes diminuidos.

Palavras-chave: morfologia, medula 0ssea, plaquetopoiese, plagquetas imaturas,

leishmania

ABSTRACT
No studies were found involving megakaryocytic analysis and platelet turnover in dogs
naturally infected with Leishmania (L.) infantum chagasi. The objective of this work is to

evaluate the bone marrow and platelet dynamics, through the analysis of circulating
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reticulated platelets, in canine visceral leishmaniasis. Among the morphological changes
investigated, micromegakaryocytes and hyperlobulations may be associated with higher
medullary parasitic intensity. The analysis of the absolute values of crosslinked platelets
in thrombocytopenia revealed a non-regenerative response due to medullary involvement
in dogs with VL. The interpretation of results in percentage must be carried out with
attention, especially in the presence of decreased circulating platelet values.

Keywords: morphology, bone marrow, thrombopoiesis, immature platelets, leishmania

INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV), causada por protozodrios do género Leishmania,
é uma enfermidade de grande importancia para a satde publica que acomete diferentes
espécies de mamiferos (WHO, 2019). Diversas anormalidades clinicas e laboratoriais séo
relatadas, tanto em seres humanos quanto animais (Solano-Gallego et al., 2011; Brasil,
2014; 2016; WHO, 2019), e o parasitismo rapido e persistente de amastigotas em medula
Ossea induz a importantes anormalidades hematoldgicas nos pacientes infectados por
Leishmania (Cotterell et al., 2000). No hemograma a anemia representa uma das
principais alteracOes detectadas e plaquetopenias frequentemente sdo descritas na LV
(Ciaramella et al., 2005; Solano-Gallego et al., 2011; Brasil, 2014; 2016; Who, 2019).

Para avaliacdo de reposta medular, devido concentragdes eritrocitarias
diminuidas, é utilizada a contagem de reticulécitos (Stockham e Scott, 2011), um
protocolo mundialmente aceito nas medicinas ha décadas. Ja em relacdo as plaquetas, a
analise da medula 6ssea ainda é considerada um bom método para avaliacdo de resposta
regenerativa da linhagem celular (Ciaramella et al., 2005; Petanides et al., 2008; Solano-
Gallego et al., 2011). Contudo, ainda ndo ha padronizacdo quanto a metodologia para
avaliacdo da celularidade megacariocitica, com variabilidade da analise de acordo com o
tipo de técnica utilizada (Mischke, 2002; Mylonakis, 2005; Ryan e Felgar, 2005; Grindem
et al., 2009) e, de acordo com alguns autores, a citologia da medula 6ssea ndo tem
demonstrado ser util na avaliacdo da linhagem plaquetaria de cdes que apresentam
plaquetopenias graves na auséncia de outras altera¢cGes hematoldgicas (Lewis e Meyers,
1996; Miller e Lunn, 2007).

Atualmente, novos parametros laboratoriais estdo sendo estudados como métodos
auxiliares para avaliagdo da dindmica plaquetaria (Comar e Silva, 2009; Erdogan et al.,
2019). Apesar da analise de indices plaquetarios, tais como plaquetécrito (PCT), volume

plaquetario medio (VPM), amplitude da distribuicdo plaquetaria (PDW) e porcentagem
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de macroplaquetas (PLC-R) fornecerem informacg0es significativas, a avaliacdo de
plaquetas reticuladas pode ser considerada mais acurada para investigacéo de regeneracao
medular (Hoffman, 2014).

Por representarem as formas mais jovens circulantes, com curta vida Util, a analise
de plaquetas imaturas tem sido aplicada, principalmente em amostras humanas, como
marcadores ndo invasivos da atividade megacariopoiética em substituicdo ao mielograma,
além de permitirem, de maneira confiavel, a diferenciacdo entre plaquetopenia por
consumo ou alteracao na producéo (Ault et al., 1992; Hoffman, 2014).

Apesar da importancia e aplicabilidade da analise da medula 6ssea e plaquetas
imaturas circulantes nas plaquetopenias, ha poucos estudos na medicina veterinaria e ndo
foram encontradas pesquisas envolvendo a avaliacdo do turnover plaquetario nas
leishmanioses. Deste modo, 0 objetivo com esse trabalho é avaliar a medula 0ssea e
dindmica plaquetéria, por meio da analise de plaquetas reticuladas circulantes, na
leishmaniose visceral canina (LVC).

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fundagéo
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Ceua/UFMS), sob o protocolo de nimero
951/2018.

Para a pesquisa foram utilizadas amostras de 50 cédes adultos sem restricdo de sexo,
peso e raga. Desses, 45 foram cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do
municipio de Campo Grande — MS e eram positivos para Leishmania (L.) infantum
chagasi (grupo LV) em ensaio sorolégico imunoenzimético (DPP®, Bio-Manguinhos,
FIOCRUZ, Brasil) e em reacdo em cadeia da polimerase — PCR (Cortes et al., 2009). O
conjunto dos resultados das analises de amostras de cinco animais higidos, negativos para
Leishmania sp. e infecgdes por Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis e
Hepatozoon canis, foram utilizados como valores de referéncia desta espécie (grupo
controle). Cées positivos tratados para LV e/ou contendo comorbidades foram excluidos
do estudo devido a possivel interferéncia destes fatores em pardmetros hematoldgicos. As
informacdes epidemiologicas quanto ao curso das manifestagdes clinicas foram de acesso
indisponivel devido a procedéncia dos animais.

Para realizagdo de exames laboratoriais obteve-se amostras sanguineas e de medula
Ossea, por meio de pungdo da veia jugular e Umero, respectivamente, que foram

acondicionadas em tubos estéreis contendo anticoagulante EDTA k2 (acido
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etilenodiaminotetracético  dipotassico).  Esfregacos  diretos também  foram
confeccionados, fixados e corados apds a aspiracdo dos materiais. Para todos os cées, a
colheita da medula 6ssea foi realizada de acordo com os meétodos preconizados por
Grindem et al. (2009), obedecendo os devidos cuidados de antissepsia e analgesia.

As amostras sanguineas foram utilizadas para realizagdo de hemogramas e
avaliacdo das plaquetas reticuladas, também executada nos aspirados medulares. As
extensdes diretas deste tecido destinaram-se a andlise quantitativa e qualitativa da
linhagem megacariocitica bem como para determinacao da intensidade parasitaria.

Os materiais de sangue periférico dos cdes do grupo LV foram classificados, de
acordo com suas concentracdes plaquetérias, em plagquetopenia (<200.000), DIR - dentro
do intervalo de referéncia para espécie (entre 200.000 e 500.000) e plaquetocitose
(>500.000) conforme os parametros definidos por Weiss e Wardrop (2010).

A celularidade da linhagem megacariocitica foi avaliada em menor aumento
(objetivas de 10x e 40x), em toda extenséo das laminas, classificando-se em normal (2-4
células por espicula), aumentada (> 4 células por espicula) e diminuida (<2 células por
espicula) a partir da média aritmética das analises de 4 laminas consecutivas. Ja a
maturacdo da série celular foi classificada como sendo ordenada, com ou sem desvios a
esquerda ou direita, desordenada ou retardada e a analise morfoldgica consistiu na
investigacdo de emperipolese, micromegacariocitos, hipolobulacdo, hiperlobulagéo, e
nucleos soltos, alteracBes displasicas dessa linhagem celular (Weiss, 2005; Oliveira et al.,
2016).

A determinacdo da intensidade parasitaria nas amostras de medula éssea foi
realizada de acordo com a adaptacdo do protocolo descrito por Chulay e Bryceson (1983)
em: grau O (zero), diante de auséncia de amastigotas ap0s observacao de 1.000 campos;
grau 1+, apos identificacdo entre uma e 10 amastigotas em 1.000 campos; grau 2+, entre
uma e 10 amastigotas em 500 campos; grau 3+, entre uma e 10 amastigotas em 100
campos; grau 4+, entre uma e 10 amastigotas em 10 campos; grau 5+, entre uma e 10
amastigotas no primeiro campo de avaliagéo; e grau 6+ quando mais de 10 amastigotas
foram visualizadas no primeiro campo de avaliagao.

Para identificacdo e quantificacdo, em porcentagem, das plaquetas reticuladas nas
amostras sanguineas e medulares, os materiais foram corados e marcados com laranja de
tiazol (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos da América) na concentracdo de 20 ng/mL
(Santoro, 2004) e anticorpo anti-CD61 (PE Mouse anti-human CD61 clone VI-PL2,
Becton Dickinson®, Estados Unidos da Ameérica) para posterior analise em citometria de
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fluxo (CitoFLEX, Beckman-Coulter®, Estados Unidos da América). Solucdo fisioldgica
foi utilizada diluente e, também, para constituicdo de controle negativo (amostra ndo
coradas e/ou ndo marcada).

Ap0s a preparacdo das solucgdes finais, elas foram homogeneizadas e deixadas por
30 minutos em temperatura de refrigeracdo (+4°C), protegidas da luz, para marcacéo de
acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Realizou-se a aquisicdo de 100 mil
(sangue) e 300 mil (medula déssea) eventos de acordo com o tipo de amostra utilizada. Os
fluorocromos foram excitados com o laser de argonio (488nm) e as fluorescéncias
capturadas por meio dos filtros de tamanho (Forward Scatter — FSC), complexidade (Side
Scatter - SSC), PE-585nm/42 (anti-CD61) e FITC-525nm/40 (laranja de tiazol).
Compensacao foi realizada para corrigir a sobreposicao espectral.

Histogramas de amostras sem marcacéo e/ou coloracdo (ndo marcado e ndo corado;
corado e ndo marcado; ndo corado e marcado) foram utilizados para auxiliar na defini¢éo
de area espacial de andlise (controle negativo). A selecdo da regido da populagédo
plaquetaria foi realizada apos a analise de graficos contendo informac6es sobre o tamanho
e complexidade das particulas adquiridas e intensidade de fluorescéncia emitida em
resposta a marcacdo com anticorpo anti-proteinas plaquetarias. A estimacao do nivel de
plaquetas reticuladas (valores relativos) foi determinada ap6s analise da porcentagem de
intensidade de fluorescéncia emitida em resposta a coloracdo com laranja de tiazol
(Fig.1). A estimacdo dos valores absolutos de plaquetas imaturas circulantes foi realizada
por meio de adaptacdo do calculo para determinacdo das concentracdes de reticuldcitos
(Silvaetal., 2012).

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada por meio do teste de
Shapiro-Wilk. O teste exato de Fisher foi aplicado para avaliar as diferencas entre as
porcentagens de anormalidades megacariociticas nos cdes nao infectados e portadores da
LV de acordo com a intensidade parasitaria medular. Nas comparacGes entre dois grupos
dependentes de mesmo tamanho amostral (porcentagem de plaquetas reticuladas
sanguineas versus medulares) utilizou-se o teste t de Student. Ja o Mann-Whitney foi
aplicado para grupos independentes, de tamanhos populacionais diferentes, em que pelo
menos um apresentou dados ndo parametricos (controle versus LV). Comparacdes entre
trés ou mais grupos, com diferentes tamanhos amostrais e pelo menos um apresentando
distribuicdo ndo normal, foram realizadas por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido

pelo teste de Dunn. As analises de correlacdo de Spearman e regressao com ajustamento
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de curvas foram utilizadas para avaliar associa¢des e interdependéncia entre variaveis.

Para todas as anélises adotou-se o nivel de significancia de 5%.
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Figura 1. Identificacdo das populacdes de plaquetas e suas formas imaturas (reticuladas) em amostra
canina. Nota-se formagcéo de picos a partir de 10* da escala logaritmica (seta) (B) indicando a presenca de
emissdo de fluorescéncia nas amostras somente marcadas com anticorpo anti CD61 conjugado ao
fluorocromo PE (ficoeritrina) quando comparado ao controle negativo (A). O mesmo por ser observado
para o uso do corante fluorescente laranja de tiazol (FITC) em C. Apds o isolamento (gate) da populagdo
plaquetaria (particulas CD61 positivas adquiridas em citdmetro) em grafico de dispersédo, de acordo com o
tamanho (FSC) e complexidade (SSC) celular (D), se identifica 49,4% de populacédo de plaquetas imaturas
(E) em &rea de marcacdo e coloracdo positivas para anti-CD61 (PE) e laranja de tiazol (FITC).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados dos cées ndo infectados demonstraram distribui¢do normal (p>0,05), por
meio da estatistica de Shapiro-Wilk, com curvas das populacdes potencialmente
simétricas e mesocurticas, indicando que a média, mediana e moda se assemelham. Deste
modo, apesar do pequeno numero amostral, os resultados podem ser utilizados como
parametros de referéncia para espécie neste estudo (Spiegel e Stephens, 2000; Stockham
e Scott, 2011).
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Em relacdo aos achados laboratoriais, as concentraces plaquetarias circulantes,
celularidade, maturacdo e morfologia hematopoiética megacariocitica, nos 45 cées
infectados, variaram.

Plaquetocitoses e plaquetopenias foram observadas em 4,44% (2/45) e 51,11%
(23/45), respectivamente, e 6,67% (3/45) das amostras medulares estavam hipercelulares
e 55,56 % (25/45) hipocelulares (Fig.2). A linhagem megacariocitica demonstrou
somente padrdo ordenado de maturacdo (71,11%, 32/45), porém, as vezes acompanhado
de discreto desvio a esquerda (6,67%, 3/45) ou a direita (6,67%, 3/45) em alguns dos
animais. Em 28,89% (13/45), ndo foi possivel avaliar a escala de maturacdo devido a
intensa hipocelularidade medular.

Pelo menos um tipo de alteracdo morfoldgica megacariocitica foi encontrada em
91,11% (41/45) dos materiais analisados, sendo a emperilopese também identificada em
cées ndo infectados (Tab.1). Contudo, das displasias observadas (Fig.2), € possivel sugerir
que micromegacariécitos e hiperlobulagbes ocorrem quando maior ndmero de

amastigotas estdo presentes em medula dssea (p<0,05) e nucleos soltos no citoplasma

podem ser observados mesmo diante de baixa infeccdo parasitaria tecidual (Tab.1)

~ ; ~x 1
Figura 2. AlteragBes medulares megacariociticas encontradas em caes infectados por Leishmania (L.)
infantum chagasi. Espiculas demonstrando hipocelularidade (A) e hipercelularidade (B) megacariociticas;
emperipolese de amastigotas (C) e células (D); micromegacaridcitos hipolobulares (E e F); hiperlobulagédo
(G); nacleo solto (H).

As displasias compreendem defeitos de maturacdo por producdo ineficaz de
células hematopoiéticas que podem cursar com citopenias medulares e periféricas (Weiss,

2005; Oliveira et al., 2016). A linhagem megacariocitica contém diferentes estagios que
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1576  se maturam até a formacao das plaquetas, com mudanga gradual de seu fenotipo (Harvey,
1577  2001; Grindem et al., 2009; Weiss e Wardrop, 2010; Oliveira et al., 2016).

1578 Vérios fatores que atuam diretamente no DNA durante o ciclo celular tém
1579  influéncia sob a megacariopoiese que é regulada por substancias que inibem e estimulam
1580  adiferenciacdo celular. Essas substancias quando alteradas podem levar a plaquetopenias
1581  e/ou formacdo de alteragdes morfoldgicas (Shivdasani et al., 1995; Vyas et al., 1999;
1582  Kuhl, 2005; Oliveira et al., 2016).

1583 Nas leishmanioses, devido ao aumento de macrofagos no tecido em consequéncia
1584  ainfeccdo medular, sugere-se que um desequilibrio de citocitas e fatores de crescimento
1585  possam estar envolvidos no desenvolvimento de displasias celulares (Quinnell et al.,
1586  2001; Jacintho, 2010; Momo et al., 2014; Tommasi et al., 2014; Oliveira et al., 2016;
1587  Almeida et al., 2021). Contudo, investigacBes aprofundadas ainda sdo necessarias
1588  (Kaushansky, 2005; Maia e Campino, 2011; Stockham e Scott, 2011; Momo et al., 2014;
1589  Oliveira et al., 2016).

1590 Quanto a emperipolese, definida por Humble et al., (1956), sua etiopatogenia
1591  ainda é incerta e pode ser observada em medulas normais ou alteradas (Sable et al., 2009),
1592  conforme também observado no presente estudo para céaes higidos e infectados (Tab.1).
1593  Sugere-se participacdo de fatores de crescimento e outras citocinas liberadas de ganulos-
1594  alfa megacariociticos e a expressao de selectinas pelas células penetrantes, resultando no
1595  aprisionamento no interior de megacariécitos (Schmitt et al., 2000).

1596 Na LVC, mediadores inflamatérios liberados por macréfagos podem estar
1597  envolvidos na emperipolese de células e a presenca de amastigotas deve ser diferenciada
1598  de infeccdo nessa linhagem celular, com a necessidade de estudos mais conclusivos
1599  (Momo 2013; Momo et al., 2014).

1600

1601  Tabela 1. Distribuicdo de frequéncias contendo os valores relativos e absolutos das
1602  alteragbes morfoldgicas em linhagem megacariocitica de cdes negativos e naturalmente
1603 infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi estratificados de acordo com a
1604 intensidade parasitaria medular.

FREQUENCIA
MORFOLOGIA INTENSIDADE PARASITARIA MEDULAR DE AMASTIGOTAS

Controle Grau0 Graul+ Grau 2+ Grau 3+ Grau 4+ Grau5+ Grau6+

Sem alteracio 40,00% 0,00% 25,00% 0,00% 0,00% 16,67%  12,50%  11,12%
¢ (2/5) (0/6) (1/4) (017) (0/5) (1/6) (1/8) (1/9)
. 60,00%  66,67%  50,00% 71,43% 80,00% 66,67%  75,00%  88,89%
Emperipolese
(3/5) (4/6) (214) (517) (4/5) (4/6) (6/8) (8/9)
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Micromega_ 0,00% 16,67% 25,00% 14,29% 40,00% 16,67%  62,50%* 77,78%*
Caridcitos (0/5) (1/6) (1/4) /7 (2/5) (1/4) (5/8) (7/9)
. . 0,00% 16,67% 0,00% 28,57% 20,00% 16,67% 50,00%  44,44%
Hipolobulagdo
(0/5) (1/6) (0/4) (2/7) (1/5) (2/4) (4/8) (4/9)
. . 0,00% 66,67% 50,00% 28,57% 40,00% 33,33%  62,50%* 55,56%*
Hiperlobulagdo
(0/5) (4/6) (2/4) (2/7) (2/5) (2/4) (5/8) (5/9)
. 0,00% 66,67% 25,009  100,00%*  100,00%* 66,67%* 62,50%* 88,89%*
Nucleos soltos
(0/5) (4/6) (1/4) (7/7) (5/5) (4/4) (5/8) (8/9)

1605
1606

1607
1608
1609
1610
1611
1612
1613
1614
1615
1616
1617
1618
1619

1620
1621
1622

1623
1624
1625
1626

1627

*Diferenca estatistica pelo teste exato de Fisher (p<0,05).

Quando analisadas a marcacdo com anticorpo anti-CD61 e coloracdo com laranja
de tiazol, foi possivel estimar o nivel de plaquetas imaturas nos materiais sanguineos e
medulares de cées higidos e infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi (Fig.1).

Ao observar as concentracdes de plaquetas reticuladas, os valores relativos e
absolutos em sangue periférico nos animais com Leishmania foram maiores quando
comparado com o grupo controle (p<0,05). J& em relacdo as amostras medulares, as
concentragdes nos cées infectados e ndo infectados foram semelhantes (p>0,05) (Tab.2).

Quando avaliadas as proporcdes sanguineas e medulares, os valores relativos em
medula dssea de cdes higidos e infectados foram quinze e trés vezes maiores,
respectivamente, quando comparado com o0s do sangue periférico (p<0,05) (Tab.2;
Fig.3A). Na estratificagdo de acordo com as concentragfes plaquetarias circulantes e

celularidade medular, esse tipo de proporcdo também pode ser observada (Tab.2; Fig.3B).

Tabela 2. Médias, desvios-padrdes, valores minimos e maximos dos resultados das
analises laboratoriais estudadas em amostras de cdes negativos (grupo controle) e
positivos para Leishmaniose Visceral (grupo LV).

GRUPOS

Parametros
Laboratoriais CONTROLE Lv

X + SD Min.*  Max.” X + SD Min.*  Max.”
PLT (10%/uL) 2512 + 82 - - 2032 + 133 - -
PR (%) ST 2,22 A2+ 0,65 1,56 3,52 7,19%0 + 5 74 4,29 18,67
PR (10%/uL) 5,852 + 3,15 0 12,15 13,28° + 13,14 0 39,56
PR (%) MO 32,3382+ 15 83 16,50 63,98 21,2782+ 17,18 13,09 55,63

Abreviacdes: X: média; SD: desvio padrdo; PLT: plaquetas; PR: plaquetas reticuladas; ST: sangue total; MO: medula 6ssea. Médias
seguidas de letras maiUsculas diferentes entre linhas indicam diferenca estatistica pelo teste t de Student (p<0,05). Médias seguidas
por letras mindsculas iguais entre colunas indicam auséncia de diferenga estatistica pelo teste Mann-Whitney (p>0,05). Valores
minimos e maximos calculados considerando-se dois desvios-padrdes.
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Figura 3. Distribuicéo da porcentagem de plaquetas reticuladas em sangue periférico e medula 6ssea
de cées higidos (controle) e infectados (LV) por Leishmania (L.) infantum chagasi. Em A) nota-se que
as proporgdes relativas em medula éssea (MO) foram superiores as de sangue periférico (ST) tanto para o
grupo controle quanto LV. Esta diferenca também pode ser observada em B) nos cdes com LV que
apresentaram plaquetopenia. Letras mailsculas indicam diferenca estatistica significativa entre ST e MO
no grupo controle e letras mindsculas no grupo LV pelo teste t de Student (p<0,05).

A constante megacariopoiese leva a formacdo de 1.000 a 3.000 plaquetas
reticuladas em medula Gssea por megacaridcito (Stenberg e Levin, 1989) e a répida
maturacdo em sangue periférico, em torno de 24-36 horas (Dale et al., 1994; Ault e
Knowles, 1995; Jung et al., 2010; Corpataux et al., 2020), faz com que sejam encontradas,
em média, pelo menos uma proporcdo de duas a trés vezes maior em medula 6ssea em
relacdo a circulacdo e depende diretamente do nimero de megacariocitos em estagio de
plaquetogénese, justificando os resultados do presente estudo (Ault et al., 1992;
Stohlawetz et al., 1999; Hoffman, 2014).

A maior quantidade de plaquetas reticuladas sanguineas em cdes com LV,
observadas em relacdo aos dados do grupo controle (Tab.2), sugere plaguetopoiese ativa
em alguns dos animais. A producdo de plaquetas depende dos mecanismos envolvidos
em sua estimulacdo, elevando-se o turnover, e remocdo na corrente sanguinea,
permitindo-se diferenciar destruicdo periférica de supressdo medular (Hoffman, 2014;
Dusse e Freitas, 2015; Corpataux et al., 2020).

Ao realizar a avaliagdo dos resultados relativos e absolutos de acordo com as
concentragdes circulantes plaquetarias e celularidade megacariocitica medular (Tab.3),
nota-se gque os valores sanguineos de plaguetas jovens se encontram aumentados nos caes
infectados com normoplaquetose periférica e normocelularidade de megacariocitos.

Esses dados sugerem que houve um pico de producdo recente para manutencéao

das concentragdes basais circulantes na auséncia de alta demanda periférica, seja por
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consumo/destruicdo ou sequestro esplénico (Ault e Knowles, 1995; Jung et al., 2010;
Stockham e Scott, 2011; Hoffman, 2014). A maior propor¢édo de plaquetas reticuladas
medulares, que se assemelharam ao grupo controle (p>0,05), aproximadamente trés vezes
superior em relacdo a do sangue periférico, corrobora essa interpretacéo.

Na plaquetopenia e hipocelularidade megacariocitica, apesar de serem observados
valores relativos aumentados (p<0,05), nota-se que as concentracOes absolutas
sanguineas se assemelharam ao grupo controle (Tab.3), com correlacdo moderada em
relacdo as porcentagens de plaquetas reticuladas medulares (Fig.4). Assim como para
reticuldcitos, na identificacdo de resposta adequada a citopenia periférica é necessaria que
as concentracdes de plaquetas reticuladas sejam superiores as basais, demonstradas no
grupo controle em nosso estudo (Stockham e Scott, 2011; Thrall et al., 2012).

Em condi¢cdes de normalidade, baixa quantidade de formas jovens pode ser
encontrada na circulagdo. Quando h& demanda plaquetéaria aumentada por diminuigéo do
tempo de vida, ocorre elevacdo da megacariopoiese e consequente maior liberacdo, na
circulacdo, de formas imaturas que ainda contém RNA, elevando-se as concentracdes de
plaquetas reticuladas. Nas reducdes periféricas devido a hipocelularidade
megacariocitica, os valores de plaquetas jovens tendem a estar normais ou diminuidos,
indicando comprometimento medular (Hoffman, 2014; Dusse e Freitas, 2015; Buttarello
et al., 2020).

Ao analisar a tabela 3, nossos resultados sugerem que ndo ha resposta regenerativa
nos cées com LV, apesar de existirem altas porcentagens de formas imaturas circulantes.
Além disso, chama a atencdo o uso dos valores absolutos na plaquetopenia,
principalmente porque foram acompanhados da reducdo das porcentagens de plaguetas
reticuladas em medula dssea (Fig.3B e 4), um indicio de diminuicdo de producao
(Hoffman, 2014; Buttarello et al., 2020).

A escolha entre valores relativos ou absolutos para a interpretacdo da dinamica
plaquetéaria € controversa nas medicinas. Em trabalhos humanos e veterinarios séo
utilizadas porcentagens, contagens absolutas ou ambas (Stohlawetz et al., 1999; Jung et
al., 2010; Silva et al., 2012; Zmigrodzka et al., 2014; Oellers et al., 2016). Contudo,
respostas medulares inadequadas podem ser observadas ao analisar os resultados
absolutos na plaguetopenia mesmo na presenca de altos dados relativos (Richards e
Baglin, 1995; Silva et al., 2012), assim como constatado em nosso estudo.

O uso de valores absolutos é recomendado por representarem as concentrages

celulares presentes por volume sangue e os dados relativos podem ser enganosos por néo
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1690  considerarem as oscilacdes celulares (Thrall et al., 2012). A presenca de porcentagens
1691 aumentadas nem sempre indica regeneracdo a anemia, por exemplo, pois elevagoes
1692  relativas podem ocorrer devido a reducdo de eritrocitos maduros e ndo ao aumento de
1693  reticuldcitos (Stockham e Scott, 2011).
1694 De acordo com Richards e Baglin (1995), a analise das porcentagens de plaquetas
1695  reticuladas é restringida as reducgdes das concentraces plaquetérias circulantes. Uma
1696  porcentagem de 15% pode indicar regeneracdo adequada e inadequada diante de 70 mil
1697 e 10 mil plaquetas respectivamente (Richards e Baglin, 1995). Deste modo, os resultados
1698  das analises laboratoriais na plaguetopenia devem ser interpretados com cautela.
1699
1700  Tabela 3. Médias e desvios-padrdes dos resultados das analises laboratoriais estudadas
1701 em amostras de cées negativos (grupo controle) e positivos para Leishmaniose Visceral
1702 (grupo LV) estratificados de acordo com as concentragdes plaquetéarias sanguineas e
1703  celularidade megacariocitica.
GRUPOS
Parametros Lv
Laboratoriais CONTROLE _ .
% +SD [PLT] DIR Plaguetopenia Normocelular Hipocelular
B X +SD X + SD X + SD X + SD
PR (%) ST 2,227 + 0,65 7,034 + 4,57 7,58 + 6,84 8,420 + 6,24 6,35"° + 5,51
PR (10%/uL) 5,852 + 3,15 20,78 + 15,17 5,952 + 5,62 21,65° + 15,36 7,122 +7,82
PR (%) MO  32,33%2+1583 21,38%2+17,49 19,44 +16,43 2566%*°+19,63 16,108 + 13,71
1704 Abreviaces: X: média; SD: desvio padrdo; PLT: plaquetas; PR: plaquetas reticuladas; ST: sangue total; MO: medula dssea. Médias
1705 seguidas de letras maitsculas diferentes entre linhas indicam diferenca estatistica pelo teste t de Student (p<0,05) e letras minudsculas
1706 iguais entre colunas indicam auséncia de diferenca estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (p>0,05).
1707
1708
A) Plaquetopeniana LV B) Hipocelularidade medular na LV
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- e 60
£ . el =
g 50 L] g ’ L4
P . - P R=0,4324 (p-value:0,0308)
4 0 R=0.5194 (p-value: 00110)| § 40 R?=0,1857(p-value:0,0314)
E ° o R=0.2815(p-value:0,0092)| = - .
.§ 30 e -8 30 Py
S I i & . e
1B ® g Yo O
g 10 'o:. o oo g 10 ’_9_..;'5'"'0'";
0 ** = = * = ) ®° e
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1709 Plaquetas Reticuladas (/uL) em ST Plaquetas Reticuladas (/uL) em ST
1710 Figura 4. Graficos de dispersao entre concentragdes absolutas (/uL) em sangue total (ST) e valores
1711 relativos (%) de plaguetas reticuladas em medula 6ssea (MO). Nota-se correlacdo moderada positiva
1712 em cées infectados por Leishmania (L.) infatum chagasi com plaquetopenia (R=0,5194) e hipocelularidade
1713 megacariocitica (0,4324) (p<0,05).
1714
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A avaliacdo de plaquetas reticuladas na plaquetocitose de cées infectados néo foi
discutida neste estudo uma vez que a elevagdo nas concentragdes circulantes infere a
megacariopoiese aumentada, seja por resposta fisiologica ou patoldgica (leucémica)
(Hoffman, 2014; Dusse e Freitas, 2015; Corpataux et al., 2020).

Em relagdo a intensidade parasitaria medular, ndo foi possivel determinar se
quantidade de amastigotas neste tecido pode influenciar nas concentragdes de plaquetas
reticuladas circulantes e medulares ja que os valores de p-value ndo foram significativos

para os coeficientes de correlacéo obtidos (Tab.4).

Tabela 4. Anélises de correlacdo entre intensidade parasitaria medular e concentracoes
de plaquetas reticulas em sangue total e medula 6ssea em cdes com leishmaniose visceral.

INTENSIDADE PARASITARIA

AMOSTRA
Zero 1+ 2+ 3+ 4+ 5+ 6+
0.02 -0.80 0.43 -0.60 -0.14 0.01 0.36 R*
ST
0.95 0.10 0.33 0.28 0.78 0.35 0.33 p-value
-0.20 0.30 0.05 -0.30 0.14 0.60 -0.16 R*
MO

0.95 0.62 0.90 0.62 0.78 0.11 0.67 p-value

Abreviagbes: ST: sangue total; MO: medula 6ssea. *Coeficiente de correlacdo de Spearman, nivel de
significancia de 5%.

CONCLUSOES
A presenca de micromegacariécitos e hiperlobulac6es pode ocorrer em infecgdes
parasitarias medulares mais intensas na LVC. A analise de plaquetas reticuladas permitiu
avaliar a dinamica plaquetaria nos cdes naturalmente infectados por Leishmania (L.)
infantum chagasi e revelou, apds a observacdo dos dados absolutos, resposta medular
inadequada a plaquetopenia devido comprometimento medular. A interpretacdo das
porcentagens de plaquetas imaturas circulantes requer atencdo por ser limitada as

concentracdes das formas maturas circulantes, especialmente quando diminuidas.
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1890 4. CAPITULO IV - ANEXOS

1891 4.1. Anexo | - RESOLUCOES DO COLEGIADO DE POS-
1892 GRADUACAO

Servico Publico Federal
Ministério da Educacéo
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

RESOLUCAO N° 17, DE 06 DE ABRIL DE 2017.

A PRESIDENTE DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE
MESTRADO E DOUTORADO EM CIENCIAS VETERINARIAS da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,

no uso de suas atribuigdes legais, resolve, ad referendum:

Homologar o resultado do processo seletivo da candidata Tamires Ramborger Antunes
- protocolo 201718863 - no curso de Doutorado 2017 do Programa de Pos-Graduagao em

Ciéncias Veterinarias, a qual foi declarada APROVADA pela banca de selecao responsavel.

ELIANE VIANNA DA COSTA E SILVA.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FAMEZ
Avenida Senador Filinto Muller n® 2443 - Cidade Universitaria - Caixa Postal 549 - 3345-3645
79070-900 Campo Grande-MS / hitps://www.ufms.br email: civet.famez@ufms.br
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1894

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagdo
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

RESOLUCAO N° 21 DE 27 DE MARCO DE 2018.

A PRESIDENTE DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE
MESTRADO E DOUTORADO EM CIENCIAS VETERINARIAS da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,

no uso de suas atribuicdes legais, resolve, ad referendum:

Aprovar o projeto da aluna do curso de Doutorado do Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Veterinarias, com ingresso em abril de 2017, com base no parecer favoravel da

Comissao de Avaliacdo, conforme se segue:

Aluno: Orientador: Titulo:

Avaliacdo de medula 6ssea e perfil
hemostatico de cdes naturalmente
infectados por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi

Tamires Ramborger Antunes | Alda Izabel de Souza

ELIANE VIANNA DA COSTA E SILVA.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FAMEZ
Avenida Senador Filinto Muller n° 2443 - Cidade Universitaria - Caixa Postal 549 - 3345-3645
79070-900 Campo Grande-MS / https://www.ufms.br email: civet.famez@ufms.br
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1895

15/04/2021

SEIUFMS - 2515290 - Resolugao

Servigo Piblico Federal
Ministério da Educagdo
Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul | <=

RESOLUGAO N2 92-CPOS/CIV/FAMEZ/UFMS, DE 15 DE ABRIL DE 2021.

A PRESIDENTE DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE MESTRADO E
DOUTORADO EM CIENCIAS VETERINARIAS da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no uso de suas atribuigGes legais,
resolve, ad referendum:

Manifestar-se favoravelmente a solicitagdo de prorrogacdo de prazo de curso
da doutoranda Tamires Ramborger Antunes, RGA 201736025, sendo o prazo final para
conclusdo do curso até 15-10-2021.

THYARA DE DECO SOUZA E ARAUJO

seil o

Documento assinado eletronicamente por Thyara de Deco Souza e Araujo,
Presidente de Colegiado, em 15/04/2021, as 15:57, conforme horario oficial
de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2
8.539, de 8 de outubro de 2015.

assinatura
eletrénica

;% https: i.ufms.br/sei/controlador_externo.php?

q#=* acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo
L1 verificador 2515290 e o cédigo CRC 90343F39.

COLEGIADO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
Av Costa e Silva, s/n° - Cidade Universitaria
Fone:
CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n? 23104.002794/2021-16 SEI n2 2515290

https://sei.ufms.br/sei/controlador.php?acaoc=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=3044680&infra_sistenT&
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