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“Uma das causas mais comuns de todas as doencas ¢ o diagndstico”
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RESUMO

As leishmanioses compreendem um complexo de doencas causadas por parasitas
intracelulares obrigatérios pertencentes ao género Leishmania, tendo os cdes domésticos
como os principais responsaveis pela manutencdo da cadeia epidemioldgica da doenca,
e sabendo que mais da metade dos cdes infectados ndo manifestam sinais da
enfermidade, as leishmanioses vém sendo consideradas como importante problema de
saude publica. Avaliou-se o perfil clinico e imunolégico de cdes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi no municipio de Sao Luis- MA.
Foram coletadas 20 amostras de sangue de animais positivos € sintomdticos para
Leishmaniose Visceral Canina (LVC), 20 de animais positivos e assintomadticos e 10 de
animais sabidamente negativos para a enfermidade. As amostras foram analisadas pelo
teste imunocromatografico (DPP/Biomanguinhos) e pelo ELISA (EIE/Biomanguinhos)
indireto para detec¢do de anticorpos anti-leishmania. Foi ainda realizada cultura para
verificar a presenca de formas promastigotas do parasito nas amostras positivas. As
amostras foram encaminhadas para avaliagdo das séries eritrocitdrias, leucocitdrias e
plaquetdrias, bem como para determinacdo das concentragdes de ureia, creatinina, AST
(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) e albumina. As aliquotas
de soro dos animais foram encaminhadas para o Laboratério de Imunologia de Doengas
Infecciosas da UFMG, para andlise e quantificacdo das citocinas IFN-y e IL-10.
Observou-se que os sinais clinicos mais frequentes para LVC foram: linfadenopatia,
perda de peso, ulceras e onicogrifose. Pode-se concluir que houve alteragdes
significativas nos valores dos parametros hematimétricos dos animais sintomédticos e
assintomdticos para LVC, e que os valores de AST, ALT, ureia e creatinina obtidos nas
andlises bioquimicas dos animais ndo foram estatisticamente significativos, porém as
andlises de albumina apresentaram valores estatisticamente significativos entre os
grupos (P<0,05). Em relagdo as analises imunoldgicas, observou-se que houve um
aumento significativo nos niveis de IFN-y nos animais assintomdticos € um aumento
significativo de IL-10 nos sintométicos, sendo estatisticamente diferentes entre os

grupos (P<0,05).

Palavras-chave: leishmaniose, sinais clinicos, cdo, imunologia



ABSTRACT

Leishmaniasis comprise a complex of diseases caused by intracellular parasites required
belonging to the genus Leishmania, and domestic dogs as the main responsible for
maintaining the epidemiological chain of the disease, and knowing that more than half
of infected dogs do not manifest the disease signs, leishmaniasis They have been
considered as a major public health problem. We evaluated the clinical and
immunological profile of dogs naturally infected with Leishmania (Leishmania) chagasi
in Sao Luis- MA. It collected 20 blood samples from positive and symptomatic animals
for Canine Visceral Leishmaniasis (LVC), 20 positive animals, and asymptomatic and
10 animals known to be negative for the disease. Samples were analyzed by
immunoassay (DPP/Biomanguinhos) and by ELISA (EIE/Biomanguinhos) for indirect
detection of anti-Leishmania antibodies. Culture was also performed to verify the
presence of promastigotes of the parasite in positive samples. The samples were
submitted for evaluation of the erythrocyte series, leukocyte and platelet, and for
determining the concentrations of urea, creatinine, AST (aspartate aminotransferase),
ALT (alanine aminotransferase) and albumin. The rates of serum of animals were taken
to the Infectious Disease Immunology Laboratory at UFMG for analysis and
quantification of IFN-y and IL-10 cytokines. It was observed that the most common
clinical signs for LVC were Ilymphadenopathy, weight loss, ulcers and
onychogryphosis. It can be concluded that there were significant changes in the values
of parameters of symptomatic animals and asymptomatic for LVC and that AST, ALT,
urea and creatinine obtained from the biochemical analyzes of the animals were not
statistically significant, however albumin analyzes showed statistically significant
differences between groups (P<0.05). Regarding immunological analysis, it was
observed that there was a significant increase in IFN-y levels in asymptomatic animals
and a significant increase of IL-10 in symptomatic patients, and was statistically

different between groups (P<0.05).

Key Words: leishmaniasis, clinical signs, dog, immunology
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem um grupo de doencgas cronicas transmitidas por
parasitas intracelulares do género Leishmania. Os cies domésticos sdo 0s principais
responsdveis pela manuten¢do da cadeia epidemiolégica da doenca, pois vivem
diretamente com o homem. Nesse contexto, a leishmaniose vem sendo considerada
como importante problema de saide publica.

As diferentes manifestacdes clinicas estdo relacionadas a espécie de Leishmania
e a resposta imunoldgica do hospedeiro, podendo variar desde animais assintomdticos a
animais sintomdticos apresentando diversas formas clinicas, como febre, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e ulceras, este ultimo relacionado a
leishmaniose cutinea.

A infeccdo por Leishmania pode desencadear dois tipos de imunidade adaptativa
associada a atividade dos linfocitos: a resposta humoral (anticorpos), associada a
susceptibilidade a doencga, e a resposta celular que preferencialmente promove a
resisténcia a infecc¢ao.

Em caes assintomdticos, a infec¢do por Leishmania (Leishmania) chagasi
normalmente promove a doenca sist€émica cronica. No entanto, a evolugdo pode ser
aguda e grave, levando o animal a 6bito em poucas semanas, ou a doenca pode tornar-se
latente e evoluir para a cura clinica espontinea (GENARO, 1993). Nos caes
sintomaticos, observa-se uma reducdo no numero de linfécitos TCD4+ concomitante a
proliferacdo do parasita nos macréfagos, sugerindo a auséncia da resposta imune efetiva
(BOURDOISEAU et al., 1997a).

Os fatores iniciais que contribuem para a inibi¢do ou proliferacdo dos parasitas
nas células do hospedeiro sd@o pouco compreendidos, mas citocinas tais como IFN-y,
interleucina-12 (IL-12), IL-10 e TGF-B sdo conhecidas por influenciarem na sua
replicacdo nos macrofagos (MURRAY et al., 1995; WILSON et al., 1998; WALKER et
al., 1999).

Por outro lado, o papel das citocinas da resposta Th2, como IL-4 e IL-10, nos
animais sintomdticos ainda € controverso, havendo cada vez mais evidéncias que
apontam para uma correlacdo entre estas citocinas e a doenga progressiva. As células

N

TCD8+ citotéxicas parecem também estar envolvidas na resisténcia a leishmaniose

visceral (GOTO e LINDOSO, 2004).
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Na leishmaniose a indu¢do de oOxido nitrico (NO) € um dos principais
mecanismos efetores utilizados pelos macréfagos para eliminacdo de Leishmania
(LIEW, 1990). Ja foi demonstrado que animais infectados apresentam ativacdo da
enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) em 6rgdo infectados (BORIES et al.,
1997), entretanto, sao insuficientes, os estudos relacionando a presenga de 6xido nitrico
com resisténcia a infec¢do nos humanos e nos reservatdrios caninos.

Além disso, uma das moléculas fundamentais na indu¢do da producgdo de 6xido
nitrico é o IFN- vy, e conforme demonstrado por Santos-Gomes et al. (2008), caes recém-
infectados apresentam uma inibicdo da produgdo desta citocina, sugerindo um papel
imunomodulador do parasita que inibiria a ativacdo dos macréfagos e
consequentemente a produgdo de 6xido nitrico. Os estudos que determinam o perfil de
citocinas em cdes com LVC apresentando as diferentes formas clinicas da doenca sdo
escassos e a participagdo da IL-10 na progressao da doenca ndo estd clara.

Dessa forma, os resultados provenientes da andlise da expressdao do IFN-y e
TNF-B, possibilitam especular que a expressio aumentada e simultinea desses
mediadores podem estar intimamente envolvida com mecanismos imunoprotetores
durante a LVC, visto que, observou-se aumento dessas citocinas na pele de animais
portadores da forma clinica assintomética (MENEZES-SOUZA, 2009).

Diante da importancia do cdo como reservatério do parasita em regides
endémicas para LV humana, em decorréncia principalmente do intenso parasitismo
cutdneo que ocorre nesses animais que sdo fontes potenciais para flebotomineos e
considerando ainda o grande nimero de casos de LVC nessas dreas principalmente de
casos assintomaticos (ABRANCHES et al. 1991; REIS et al. 2006*; MENEZES-
SOUZA, 2009; RESENDE, 2011), o entendimento do perfil imune € de fundamental
importancia para o estabelecimento de marcadores que determinariam a
resisténcia/suscetibilidade a infecc¢do por Leishmania chagasi.

Além disso, a identificacdo desses marcadores consiste em importantes pré-
requisitos para uma andlise mais acurada da resposta imune para ser empregada em
estudos de novas estratégias imunoprofilaticas ou quimioterdpica anti-LVC.
Adicionalmente, baseado na similaridade entre os sinais clinicos observados na LV
humana e canina, assim como, na evolu¢do da histdria natural da doenca, o estudo da
LVC tem sido indicado como alternativa para o entendimento da patogénese da doenga

humana (SANCHEZ et al. 2004; REIS et al. 2006*; RESENDE, 2011).
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Desta forma torna-se importante a realizacdo de estudo da expressdo de
citocinas, na infeccdo natural por Leishmania (Leishmania) chagasi com e sem

manifestacdes clinicas no municipio de Sdo Luis- MA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

Os agentes etioldgicos das leishmanioses foram observados inicialmente no final
do século XIX por Cunningham, na India, ao descrever formas amastigotas em casos
humanos denominados “Calazar”. Em 1903, Leishman observou corpusculos ovais com
2-3 um de diametro em preparagdes de baco de um soldado inglés que havia morrido de
febre Dum-Dum, contraida em Calcutd na India. Nesse mesmo periodo, Donovan
relatou a observacdo destes parasitas em aspirados esplénicos de um hindu com 12 anos
de idade e que estava acometido por febre irregular, enquanto Ross demonstrou que
estes organismos ndo eram esporozodrios, denominando-o Leishmania donovani
(BADARO, 2002).

O papel do cdo como reservatério da Leishmania foi descrito pela primeira vez
por Nicolle e Comte, em 1908, na Tunisia, quando experimentalmente foi comprovada a
infeccdo deste animal. Posteriormente, em inquérito realizado naquele pais, foi
comprovada a transmissdo natural em caes e assim registrado o primeiro foco de LVC
no mundo. No Brasil, as primeiras evidéncias de transmissdo da LVC foram em Abaeté
-PA, durante os trabalhos desenvolvidos por comissdo do Instituto Oswaldo Cruz para a
avaliacdo dessa problemdtica (LACERDA, 1994). Porém, apenas em 1955, foi
estabelecido por Deane & Deane (1954) o papel do cdo como reservatorio, quando
constatada a transmissdo em cdes residentes em zona urbana do municipio de Sobral
(CE), verificando-se frequéncia muitas vezes intensa do parasitismo cutaneo.

No Brasil, Lutz e Neiva em 1912 descreveram pela primeira vez o flebotomineo
L. longipalpis como transmissor da LV endemicamente encontrado na regido nordeste
(GUSHI, 2008). A primeira orientacdo epidemioldgica foi determinada a partir dos
relatérios de Penna, em 1934, em exames histopatoldgicos de figado obtidos por meio
de viscerotomia post-mortem em suspeitos de febre amarela. Registraram-se 41 casos de
LV em 47.000 amostras histologicas com a seguinte distribui¢do geografica dos casos
positivos: Ceard 15, Bahia 9, Sergipe 5, Alagoas 4, Para 3, Piaui 3, Rio Grande do Norte
1 e Pernambuco 1 (BERMAN, 2006; LAINSON, 2005; PARAENSE, 2005).

A doenca esteve ausente, no Maranhdo, até o final da década de 1970
(BRANDAO, 1974). Em 1980, comecou a incidir em nosso meio (SILVA et al., 1983),

a partir de bairros da cidade de Sao Luis, logo se expandindo para outros municipios da
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Ilha de Sdo Luis (NASCIMENTO et al., 1996; MENDES et al., 2002). Silva et al.
(1997), estudando a evolucdo do calazar na Ilha de Sao Luis, mostrou que a letalidade
hospitalar anunciada, de 3,9%, estava subestimada, sendo na realidade de 6,7%, em
decorréncia dos 6bitos que ocorreram nas residéncias de pacientes nao notificados.

Em 2002, a equipe do Centro de Referéncia em Doengas Infecciosas e
Parasitarias (CREDIP) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), levantando os
dados de calazar encontrou uma letalidade de 11,7%. Em 2003, seus integrantes

acompanharam as ocorréncias de calazar e detectaram uma letalidade de 12,5% (SILVA

et al., 2008).

2.2 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses t€m como agentes etiologicos microrganismos que sao
parasitas intracelulares obrigatérios capazes de infectar diferentes espécies de
mamiferos e nestes se reproduzirem dentro do sistema fagocitico mononuclear. Esses
micro-organismos foram sistematicamente alocados no grupo dos chamados
protozodrios eucariontes e sdo taxonomicamente classificados na Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania, divididos nos Subgéneros Leishmania
e Viannia (BRASIL, 2006; GONTIJO; MELO, 2004; LAINSON et al., 1987).

Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas, 1937 ocorre nas Américas,
sendo responsavel pela LV em seres humanos e caes (LAINSON et al., 1987). Este
protozodrio apresenta trés ciclos epidemioldgicos distintos no Brasil: o ciclo silvestre, o
ciclo doméstico ou peridoméstico, que podem se sobrepor, € o ciclo antropondtico
artificial epidémico (GONTIJO; MELO, 2004).

Os caes domésticos sdo os principais responsaveis pela manutencdo da cadeia
epidemioldgica da doenga, pois vivem diretamente com o homem. Nesse contexto, é
que as leishmanioses vém sendo considerada como importante problema de sadde
publica. Constituindo uma das mais importantes doencas tropicais negligenciadas no
mundo, erradicada em quase todos os paises desenvolvidos. Em consequéncia dos
terriveis sofrimentos e as incapacidades permanentes que ela provoca esta enfermidade
desperta pouca atenc¢do do governo, pois persiste exclusivamente nas comunidades mais
pobres e marginalizadas que vivem nas regides tropicais e subtropicais (OMS, 2007).

A OMS estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco com

registro aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas.
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Atualmente, a doenca afeta 98 paises estimando-se uma prevaléncia de 14 milhdes de
casos e 50 mil ébitos, nimero este que, no caso de doencgas parasitarias, s6 é superado
pelas mortes causadas por malaria. (WHO, 2013).

A epidemiologia da leishmaniose depende das caracteristicas das espécies de
parasitas, as caracteristicas ecoldgicas dos locais de transmissdo, a exposi¢do da
populacdo humana ao parasita e comportamento humano. Segundo a WHO
(2014) existem trés formas principais da doenca.

A leishmaniose visceral humana (LV também conhecida como calazar) € fatal se
ndo tratada. Caracterizada por acessos irregulares de febre, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia ¢ anemia. E altamente endémica no subcontinente
indiano e na Africa Oriental. Estima-se que 200.000 novos casos de LV ocorrem no
mundo a cada ano. Mais de 90% dos novos casos ocorrem em seis paises: Bangladesh,
Brasil, Etiopia, fndia, Sudao do Sul e Sudio.

A leishmaniose cutanea (LC) € a forma mais comum da leishmaniose e provoca
tlceras nas partes expostas do corpo, deixando cicatrizes. Cerca de 100% dos casos de
LTA ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterrianeo, Asia Central e Oriente
Médio. Aproximadamente dois tercos dos novos casos ocorrem em seis paises:
Afeganistdao, Argélia, Brasil, Colombia, Ird e a Reptblica Arabe da Siria. Estima-se que
0,7 a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem anualmente em todo o mundo.

A leishmaniose mucocutinea leva a destrui¢do parcial ou total das membranas
mucosas do nariz, boca e garganta. Quase 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea
ocorrem no Estado Plurinacional da Bolivia, Brasil e Peru.

O céo € o principal reservatério doméstico de Leishmania chagasi/infantum. A
infeccdo canina geralmente precede o aparecimento de casos humanos, sendo ainda,
mais prevalente que a doenca humana. Os cdes preenchem as condi¢cdes necessdrias
para serem reservatérios de L. chagasi, por serem altamente susceptiveis a infec¢do, por
apresentarem intenso parasitismo cutaneo e também pelo seu convivio junto ao homem

(DANTAS-TORRES, 2006).

2.3 Sinais clinicos da Leishmaniose Visceral Canina

Os caes infectados podem apresentar uma grande variedade de perfis clinicos,
desde aparentemente sauddveis a severamente acometidos, sendo este grau de

apresentacdo dos sinais clinicos determinado pela cepa do parasito, genética e estado
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imunolégico do animal (HANDMAN, 2002). Um fato intrigante é que a doenca canina
pode permanecer clinicamente inaparente por longos periodos (LONGSTAFFE et al.,
1983) e este € um dos principais problemas na erradicagdo da leishmaniose, por isso €
de extrema importincia o estudo imunoldgico dessa enfermidade.

Na LVC tem sido reportado que altos titulos de anticorpos anti-Leishmania,
principalmente IgG e IgM, sio detectados em animais sintomdticos (BARBIERI, 2006,
MARQUES, 2008), contudo, nao fornecem imunoprotecdo. Esse perfil de
imunoglobulinas elevado, consequentemente leva a formacdo de complexos imunes
soldveis no sangue, que sdo depositados em vdrios 6rgaos e tecidos como os rins, vasos
sanguineos, dentre outros, favorecendo o aparecimento de vdrios sintomas com
epistaxe, polidria e polidipsia, uveite, conjuntivite e episclerite, dlceras de pele,
hiperqueratose e poliartrite, hepatoesplenomegalia, perda acentuada de peso, febre e
onicogrifose, dentre outros (CIARAMELLA e CORONA, 2003, BRACHELENTE et
al., 2005, BARBIERI, 2006, CARDOSO et al., 2007, REIS et al., 2010,). O depdsito de
complexos imunes sobre o endotélio vascular desencadeia uma reagcdo de
hipersensibilidade do tipo III (MARQUES, 2008).

O elemento patogénico secundério estd diretamente relacionado com o tipo de
resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro mamifero, sendo responsavel pelas
manifestacoes clinicas caracteristicas (CIARAMELLA e CORONA, 2003).

A LVC, de acordo com o aparecimento da sintomatologia, pode ser classificada
como animais assintomadticos, oligossintomaticos e sintomdticos (IKEDA et al., 2003;
BRACHELENTE et al., 2005; REIS et al., 2006; CARDOSO et al., 2007). Contudo,
outra classificacdo vem sendo proposta de acordo com 0s sinais clinicos, as alteracdes
laboratoriais caracteristicas e a confirmagdo do parasita L. chagasi, em doenca clinica
ou subclinica (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Na LVC a anemia é um dos principais achados laboratoriais em caes
naturalmente infectados, entretanto sua patogénese € muito complexa e pouco
conhecida, podendo ser ocasionada por hemorragia, falha renal, aplasia medular, dentre
outras causas (KOUTINAS et al., 1999, CTARAMELLA e CORONA, 2003, REIS et
al., 2006, DANESHVAR et al., 2009). Com relagcdo a contagem de células brancas, as
principais alteragdes relatadas sdo leucocitose e neutropenia (FREITAS et al., 2011),
leucopenia com eosinopenia, linfopenia e monocitopenia (REIS et al., 2006; PALUDO

et al., 2007).
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Na avalia¢do bioquimica, ¢ comumente observado aumento nos valores de ureia
(ABREU-SILVA et al., 2008), proteinas totais e globulinas (REIS et al., 2006, ABREU-
SILVA et al., 2008). A uremia estd diretamente relacionada a falha da funcdo renal
(CIARAMELLA e CORONA, 2003). J4 a hiperproteinemia com hiperglobulinemia esta
associada ao aumento na producdo de anticorpos anti-leishmania (CIARAMELLA e
CORONA, 2003).

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos, embora sejam limitados no
diagnéstico da LVC, sdo de grande utilidade na avaliac@o do estado clinico do animal e
da extensdo das lesdes em 6rgdos e tecidos, podendo dar indicagdes sobre o progndstico

do animal (IKEDA et al., 2003, REIS et al., 2006).

2.4 Imunologia

A invasdo do hospedeiro por Leishmania envolve componentes da imunidade
inata e adaptativa, bem como, de resposta imunitdria humoral e celular. Na infeccdo por
Leishmania chagasi, mostrou-se que a imunidade inata tem um papel crucial no
controle da disseminacdo do parasita, e, as primeiras c€lulas a surgir no local de
infeccdo sdo os neutréfilos, dando inicio a fagocitose dos promastigotas, seguidos pelos
macréfagos (SANTOS-GOMES et al., 2008; MENEZES-SOUZA, 2009).

As citocinas sdo produzidas em resposta a diferentes antigenos e podem
estimular diversas respostas celulares envolvidas na imunidade e na inflamagdo. A agdo
das citocinas frequentemente € pleiotrpica e redundante. As citocinas geralmente
influenciam na sintese e a acdo de outras citocinas, levando a uma cascata onde a
segunda ou a terceira citocina pode mediar os efeitos bioldgicos da primeira. Duas
citocinas, podem ter efeitos antagdnicos ou sinérgicos, locais ou sistémicos. As
respostas as citocinas consistem em mudangas na expressao genética nas células alvo, o
que resulta em novas fun¢des e algumas vezes, na proliferacao de células-alvo.

As citocinas sdo classificadas em trés categorias: mediadores e reguladores da
imunidade inata, mediadores e reguladores da imunidade adaptativa, e estimuladores da
hematopoiese. Em geral as citocinas da imunidade inata e adaptativa sdo produzidas por
diferentes populacdes de células e agem em diferentes células alvo. Estas distin¢des ndo
sao absolutas, uma vez que uma mesma citocina pode ser produzida durante reacdes da
imunidade inata ou adaptativa e diferentes citocinas podem ter acdes sobrepostas. As

citocinas da imunidade inata sdo mediadores locais ou sistémicos da inflamagdo,
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produzidas em grande quantidade principalmente pelos macréfagos, neutréfilos e
células natural-killer (NK) em resposta a agentes infeccioso apresentam efeitos locais e
sistétmicos e usualmente sdo detectiveis no soro. Diferentemente, as citocinas da
imunidade adaptativa regulam o crescimento e a ativacdo de linfocitose de células
efetoras. Estas citocinas sao produzidas principalmente pelos linfocitos T, em pequenas
quantidades, em resposta ao reconhecimento especifico de antigenos estranhos,
usualmente sdo indetectdveis no soro e quase sempre tém apenas efeito local (ABBAS
et al., 2007).

O estabelecimento da infeccdo processa-se em trés etapas principais: 1. O
reconhecimento e entrada de Leishmania no macréfago, resistindo as componentes
citotoxicos do soro; 2. Sobrevivéncia e multiplicacdo da Leishmania dentro dos
fagolisossomas dos macrdfagos; 3. Modulagdo da resposta imunitdria mediada pelos
linfécitos T (HADMAN e BULLEN, 2002; MENEZES-SOUZA, 2009).

A imunidade efetiva para Leishmania sp. € mediada por células e resulta na
morte do parasita por macréfagos ativados. Em macréfagos, o 6xido nitrico produzido a
partir do precursor L-arginina, pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (INOS), é
uma das mais importantes moléculas responsadveis pela morte do parasita, tanto in vivo
quanto in vitro (BOGDAN, 2001).

Sendo o parasita obrigatoriamente intracelular o seu primeiro alvo sdo os
fagdcitos. Porém, o controle da infec¢do estd associado a destrui¢do intracelular dos
amastigotas pelos macrofagos, pela ativagdo das células NK e pelos linfécitos T
(SANTOS-GOMES et al., 2008; MENEZES-SOUZA, 2009).

Os macréfagos possuem vdrias acdes antimicrobianas, mas o principal
mecanismo leishmanicida € a respiragdo oxidativa que leva a produgdo de 6xido nitrico
(NO), (SANTOS- GOMES et al., 2008; SILVA, 2011). Verificou-se que a produgdo de
NO ¢ dependente da producdo do IFN- y e do TNF-a (LIEW et al., 1990; SILVA,
2011).

Apesar dos macréfagos serem células especializadas na fagocitose e destruicao
de agentes patogénicos, a Leishmania possui um conjunto de estratégias que permitem,
ndo so, alterar a produgdo de citocinas importantes para uma resposta protetora, mas
também contrariar a atividade dos macréfagos e resistir ao sistema imunitdrio do
hospedeiro.

Além da imunidade inata, a infeccdo por Leishmania pode desencadear dois

tipos de imunidade adaptativa, associadas a atividade dos linfdcitos: a resposta humoral
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(anticorpos) associada a susceptibilidade a doenca, e a resposta celular que
preferencialmente promove a resisténcia a infeccdo. Na resposta humoral, elevados
valores de anticorpos ndo impedem a progressdao da doenca e estdo associados a uma
diminui¢ao da imunidade celular (ROSA, 2012).

A elevada producdo de imunoglobulinas favorece o parasita, porque parece
facilitar a sua internalizacdo nos macréfagos, e no caso dos cdes contribuem para a
patologia, como € o caso da insuficiéncia renal que é promovida pela deposicdo de
anticorpos ao nivel dos rins (SANTOS-GOMES et al., 2008).

Quatro subclasses de IgG anti-Leishmania (IgG1-IgG4) tém sido descritas em
cdes (MAZZA et al., 1995). Atualmente, alguns autores procuram associar a presenca
de determinado subtipo de IgG aos diferentes quadros clinicos de LVC, buscando
assim, a determinacdo de marcadores soroldgicos de protecdo ou de progressdo da
doenca. A discussdo entre autores, sobre a presenca de uma determinada subclasse e a
consequente predisposi¢do a manifestacdo ou ndo de sinais clinicos em cées infectados,
¢ ainda controversa (BARBIERI, 2006; MENEZES-SOUZA, 2009).

Trabalhos evidenciam que o perfil de imunoglobulinas se apresenta como um
importante marcador para monitoramento do progndstico do estado clinico e da
densidade parasitaria (SOLANO-GALLEGO et al. 2001; QUINNELL et al. 2003; REIS
et al. 2006b; MENEZES-SOUZA et al, 2009; RESENDE et al. 2011; SILVA, 2011),
geralmente associado a gravidade do quadro clinico e ao aumento da replicagdo de
formas amastigotas em 6rgdos linfoides.

Enquanto, alguns autores associam a presenca de sinais clinicos de LVC a altos
niveis de IgG1 (DEPLAZES et al., 1995; NIETO et al. 1999; QUINNELL et al., 2003;
INIESTA et al., 2005) outros relacionam o subtipo IgG2 a manifestacdo clinica da
doenca (LEANDRO et al., 2001; REIS et al., 2006b; COSTA-VAL et al., 2007;
MENEZES-SOUZA, 2009; RESENDE, 2011; SILVA, 2011).

Na infecc@o experimental ou natural, o desencadeamento da resposta humoral,
refletida pelo aumento nos niveis de classes e subclasses de Ig(s) € frequentemente
associado a progressdo clinica da doenga, e o estabelecimento da imunidade efetiva
anti-LVC parece ser dependente da imunidade celular especifica (CABRAL et al. 1992;
PINELLI et al. 1994; REIS et al. 2006a; SILVA, 2011). A avaliacdo dos niveis das
subclasses IgG1 e IgG2, tem sido indicado como marcador de evolugdo clinica mais
importante do que a avaliacdo dos niveis de IgG total (DEPLAZES et al. 1995;
RESENDE, 2011; SILVA, 2011).
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De maneira geral, a populacao de linfécitos TCD4+ auxiliares divide-se em duas
subpopulagdes: linfécitos TCD4+ auxiliares tipol (Thl) e linfécitos TCD4+ auxiliares
tipo 2 (Th2), as quais sdo definidas com base no seu padrao de citocinas (MOSMANN
et al., 1986).

Em humanos e especialmente em camundongos, caracterizou-se que a
resisténcia a infec¢do estd associada a resposta Th1 com a produgdo de citocinas IL.-12,
IFN-y e TNF-a, enquanto a suscetibilidade deve-se a resposta regulatéria Th2 com a
producdo de IL-4, IL-10 e TGF-B (BARRAL et al., 1993; BOGDAN, 2001; KANE et
al., 2001; MURRAY et al.,, 2002; TRINCHIERI et al., 2003; TRINCHIERI et al.,
2007).

O INF-y ¢ produzido pelas células T e células NK, estimuladas pela 1L-12
(TRINCHIERI, 1993). Em pacientes com LV a maior fonte de INF-y sdo as células
TCD4+ (BACELLAR et al., 2002). A citocina INF-y induz a sintese de 6xido nitrico
sintase (iINOS) (REINER e LOCKSLEY, 1995) que produz 6xido nitrico e leva a morte
intracelular dos amastigotas por apoptose, em modelos murinos (EVANS et al., 1993)
ativando as fungdes microbicidas (REINER e LOCKSLEY, 1995). Regula
positivamente a producdo de TNF-a, uma citocina pré inflamatéria (STEIN e
GORDON, 1991) envolvida na patogénese da LV e de outras doengas parasitarias e
bacterianas (GRAU et al., 1989; SARNO et al., 1991).

Esta citocina junto com a IL-2 tem sido mostrada como importante para a
resposta imune e para a morte das leishmanias e a sua auséncia representa o defeito
chave na resposta imune a LV (CARVALHO et al., 1985). A produgdo de INF-y no
periodo inicial da infec¢do humana por L. (L.) chagasi, foi associada a capacidade do
hospedeiro em prevenir a progressao da doengca (CARVALHO et al., 1992), pois esta
citocina € critica para a protecdo inata ou adquirida (CARVALHO et al.,, 1992;
MURRAY et al., 1992). Estudos mostraram que a inabilidade para o controle da
replicagdo de L (L.) donovani, no inicio da infeccdo em camundongos, foi associada a
baixa capacidade das células esplénicas em produzir in vitro INF-y (KAYE; CURRY;
BLACKWELL, 1991).

Carvalho et al. (1994) demonstraram in vitro que a restauracdo da resposta
linfoproliferativa para o antigeno de Leishmania sp. ocorreu pela adi¢ao de I1L-2 e INF-y
nas culturas de linfécitos. Os possiveis papéis destas citocinas na restauracdo da

resposta pelas células T incluem: o aumento da expressdo das moléculas de MHC de
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classe II nas APC’s (REINER et al., 1988), a regulacdo negativa da produgdo de IL-4 e
IL-10 (MOSMANN e COFFMAN, 1987) e o aumento da ativacdo de macr6fagos
(LIEW ET al., 1989).

O INF-y desenvolveu um papel central na limitagdo do crescimento de
Leishmania sp. em macréfagos murinos e humanos e foi limitante na progressdo das
leishmanioses (CARVALHO et al., 1992; MURRAY et al., 1992). Assim, a modulagdo
sistétmica ou localizada dos niveis de INF-y pode ser um determinante critico da
resolucdo da enfermidade (MURRAY et al., 1992). Apesar de sua importincia no
controle da enfermidade, somente o INF-y ndo foi suficiente para eliminar o parasita,
pois houve necessidade também da producdo de IL-12, migracdo de células T e células
dendriticas para os sitios de parasitismo cronico (MELBY et al., 2001).

A apoptose de células T foi mostrada na LV experimental, em uma porcentagem
de 40% de células TCD4+ de camundongos susceptiveis, concomitante a significante
queda na secre¢do de IL-2 e INF-y durante a infec¢do por L. (L.) donovani, estando
estes eventos relacionados a imunossupressiao (DAS et al., 1999).

O nivel de INF-y quando analisado isoladamente, ndo foi um bom indicador de
resisténcia a enfermidade ou da eventual cura (KARP et al.,, 1993; CHAMIZO;
MORENO; ALVAR, 2005), porque caes infectados com L. (L.) chagasi, apresentando
ou ndo sintomatologia manifesta, acumularam niveis similares de INF-y no soro e na
medula 6ssea (QUINNELL et al., 2001). A producdo de INF-y foi fortemente associada
a produgdo de anticorpos, o que sugeriu uma grande regulacdo positiva de resposta
imune anti-Leishmania no hospedeiro infectado (QUINNELL et al., 2001).

Wilson et al. (1996) observaram que na fase inicial da infec¢@o, hé elevada carga
parasitdria no figado, diminuindo progressivamente. Porém a multiplicagdo no baco se
mantém baixa, indicando que L. (L.) chagasi promoveu uma replicacdo eficiente no
figado dos camundongos infectados, sugerindo a auséncia de INF-y neste orgdo.
Enquanto que no bago, a presenga de INF-y inibiu a replicagdo do parasita.

Santos-Gomes et al. (2002), observaram em células mononucleares do sangue
periférico, de cdes inoculados com formas amastigotas de L. (L.) chagasi, uma baixa
propor¢do de cdes infectados, ndo estimulados ou especificamente estimulados, que
mostraram a expressao de IL-12, IL.-2 e INF-y e este resultado quando associado a baixa
deteccao de IL-10, foi sugerido como ocorréncia de um “estabelecimento de siléncio”

do parasita.
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Assim, a produgdo de INF-y esteve elevada por um breve periodo durante a fase
prepatente na infeccdo experimental e foi ausente durante a fase sintomdtica. Foi
observada também producdo de INF-y em cdes ndo infectados, mas somente na cultura
de células estimuladas pela concanavalina A.

No estudo realizado por Melby et al. (2001) em camundongos BALB/c
infectados por L. (L.) donovani foi observado o aumento na producio de INF-y e IL-12,
vérias semana ap0s a infec¢do, a0 mesmo tempo em que a carga parasitaria do bago e do
figado declinaram.

Holzmuller et al. (2005) mostraram que cdes imunizados com antigeno
purificado de promastigotas de L. (L.) infantum exibiram uma eficiente resposta imune
celular in vitro contra a infec¢do, caracterizada pelo aumento da atividade leishmanicida
do INF-y, que ativou macréfagos, induzindo a producdo de grandes quantias de 6xido
nitrico, um potente leishmanicida, com atividade tanto in vitro como in vivo.

Strauss-Ayali et al. (2005) verificaram que as células mononucleares do sangue
periférico de cdes experimentalmente infectados por L. (L.) infantum proliferaram e
produziram INF-y. Em cdes naturalmente infectados ndo houve proliferacdo de INF-y,
entretanto, em caes controle, ndo proliferaram nem produziram INF-y. Quando foi
realizado o estimulo destas células com IL-12 exdégeno, houve uma tendéncia no
aumento da proliferacdo e considerdavel aumento na expressao e producdo de INF-y em
todos os cdes infectados, pois a IL-12 favorece a resposta imune do tipo Thl, como a
ativacdo de macréfagos e células NK, além de induzir a produc¢do do INF-y (ROITT;
BROSTOFF; MALE, 1997).

A incapacidade das células TCD4+ de secretar niveis significantes de citocinas
ativadoras de macréfagos, tais como INF-y, em resposta aos antigenos de Leishmania
sp. tem importante papel na imunopatologia da enfermidade (MURRAY; RUBIN;
ROTHERMEL, 1983; CARVALHO et al., 1985).

Em cées assintomadticos, a infec¢do por L. (L.) chagasi normalmente evolui para
doenca sistémica cronica. Em alguns casos, a evolugdo pode ser aguda e grave, levando
o animal a 6bito em poucas semanas, ou a doencga pode tornar-se latente e evoluir para a
cura clinica espontanea (GENARO, 1993). Nos cdes sintomdticos, observa-se uma
redu¢cdo no nimero de linfécitos TCD4+ concomitante a proliferacio do parasita nos
macréfagos, o que sugere a auséncia de resposta imune efetiva no sentido de eliminar o

parasita (BOURDOISEAU et al., 1997a).
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A predominancia da resposta do tipo Thl (com simultanea expressao de INF-y,
IL-2 e IL-12) por um curto periodo de tempo, evidenciou que esse tipo de respostas é
necessdria para o controle da infeccdo e retarda a progressao da enfermidade em caes
experimentalmente infectados por L. (L.) infantum, mas foi incapaz de controlar a
infec¢do por um maior intervalo de tempo (SANTOS-GOMES et al., 2002).

Os fatores iniciais que contribuem para a inibi¢do ou proliferacdo dos parasitas
nas células do hospedeiro sdo pouco compreendidos, mas citocinas como IFN-y,
interleucina-12 (IL-12), IL-10 e TGF-B influenciam a replicacdo desses parasitas nos
macréfagos (MURRAY et al., 1995; WILSON et al., 1998; WALKER et al., 1999).

Lima et al. (2007) utilizando a técnica de ELISA de captura, dosaram TNF-a no
soro de cdes sintomdticos com infec¢ao natural por L. chagasi e caes ndo infectados e
observaram que os niveis de TNF-a eram semelhantes entre os dois grupos avaliados.
Por outro lado, algumas investigacdes ndo encontraram diferencas na expressao de IFN-
vy € TNF-a ao avaliarem a medula 6ssea (QUINNELL et al. 2001) ou esplendcitos
(LAGE et al. 2007) em caes naturalmente infectados portadores de diferentes formas

clinicas da LVC.

Adicionalmente, em um recente trabalho desenvolvido por Sanchez-Robert et al.
(2008) foi demonstrado expressdo aumentada de IFN-y em PBMC (Peripheral blood
mononuclear cells) nas formas clinicas mais graves da LVC, o que também aponta para
o papel imunopatolégico dessas citocinas nos processos relacionados a inflamagdo
generalizada e visceral.

O envolvimento de IFN-y e TNF-a na resposta imune protetora anti-LVC,
também foi descrito por Alves et al. (2009) ao avaliarem linfonodos de caes
naturalmente infectados, onde foi observado correlagdo negativa da expressao dessas
citocinas com evolugdo clinica e carga parasitdria nesse compartimento.

Dessa forma, os resultados provenientes da andlise da expressdo de IFN-y e
TNF-a, possibilitam especular que a expressdo aumentada e simultinea desses
mediadores deve estar intimamente envolvida com mecanismos imunoprotetores
durante a LVC, visto que, observou-se aumento dessas citocinas na pele de animais
portadores da forma clinica assintomética (MENEZES-SOUZA, 2009).

Por outro lado, o papel das citocinas da resposta Th2, como IL-4 e IL-10, nos
animais sintomdticos ainda é controverso, havendo cada vez mais evidéncias que

apontam para uma correlacdo entre estas citocinas e a progressao da doenga. As células
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TCD8+ citotéxicas parecem também estar envolvidas na resisténcia a leishmaniose
visceral (GOTO e LINDOSO, 2004).

A IL-10 € produzida por macréfagos, células T e B (HOWARD e O'GARRA,
1992; GASIM et al., 1998) e por mondcitos humanos ativados por lipopolissacarideos
(LPS) (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a). Apresenta efeito pleiotréfico em vérias
células. E um potente supressor dos mecanismos efetores microbicidas conhecidos da
ativacdo de macréfagos, incluindo a regulacdo negativa das células apresentadoras de
antigenos (APC) (FIORENTINO et al., 1991; DE WAAL MALEFYT et al., 1991a), a
producdo de citocinas (INF-y, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, entre outras) (BOGDAN;
VODOVOTZ; NATHAN, 1991; DE WAAL MALEFYT et al., 1991b; RALPH et al.,
1992) e os eventos metabdlicos associados a ativacdo de macréfagos, como a produgdo
de intermedidrios reativos de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI) (BOGDAN;
VODOVOTZ; NATHAN, 1991).

E uma citocina antagénica ao INF-y (MURRAY; RUBIN; ROTHERMEL,
1983), influenciando na resolugdo parcial da infeccdo pelo bloqueio da sua produgdo
(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; MOORE et al., 1990).

A IL-10 na infec¢do humana ou experimental tem ampla a¢do nas APC’s e nos
mecanismos coestimulatérios das células T, na proliferacdo de células T e na secrecao
de citocinas que inativam células Thl (BOGDAN; VODOVOTZ; NATHAN, 1991;
KARP et al., 1993; WILSON et al., 1998; BACELLAR et al., 2000). E a principal
citocina que pode regular negativamente a resposta imune em humanos com LV e
modelos murinos (BARRAL et al., 1993; BACELLAR et al., 2000).

Embora desprovida de propriedades pré inflamatérias (KUHN et al., 1993), a
IL-10 claramente tem o potencial de incapacitar a defesa do hospedeiro contra a
Leishmania sp. e levar a infeccdo visceral e em paralelo, enfraquecer a responsividade
aos quimioterdpicos, em camundongos (MURRAY et al., 2002).

A IL-10 esta relacionada a patogénese da infeccdo em humanos (KARP et al.,
1993). Estudos mostraram que na LVH ha niveis significativamente altos de IL-10 e
também de INF-y, comprovando a existéncia dos dois tipos de resposta imune Thl e
Th2 (KARP et al., 1993; KENNEY et al., 1998). Outro estudo sugeriu que a IL-10
atuou como um fator regulatério que permitiu o balanceamento entre os dois tipos de
respostas (KEMP et al., 1999). A neutralizacdo de IL-10, reestabeleceu a proliferacao de
linfécitos e a produgdo de INF-y pelas células mononucleares do sangue periférico, de

pacientes com LV ativa (CARVALHO et al., 1994; GHALIB et al., 1995).



31

Ghalib et al. (1993) relataram que pacientes com LV aguda t€m habilidade para
responder especificamente ao antigeno de Leishmania sp. com producdo de IL-10,
sugerindo que esta seja importante para a persisténcia do parasita nas células do
hospedeiro, possivelmente porque macréfagos e células T estejam produzindo IL-10 em
resposta a Leishmania sp. e esta seja importante para a regulacdo negativa da resposta
das células T.

Gasim et al. (1998) estudaram o plasma e os queratindcitos de pacientes tratados
para LV que desenvolveram leishmaniose dermal pés-calazar e Holaday (2000) estudou
as células do sangue periférico, também de pacientes em tratamento para LV e sugeriu
que niveis altos da secrecdo de IL-10 end6geno estd relacionada com a esplenomegalia,
hepatomegalia e a progressdo da LV apds a infeccdo da derme. A observacdo da
variabilidade dos niveis desta citocina talvez explique a variabilidade da resposta imune
celular obtida pelos pacientes com LV.

Em um estudo semi-quantitativo do aspirado de medula &ssea, em caes
naturalmente infectados com L. (L.) chagasi, sugeriram que ao contrdrio do que ocorre
para a LVH, a citocina IL-10, talvez ndo represente o papel chave na imunossupressao
em caes, pois foram encontrados niveis baixos de IL-10 (QUINNELL et al. 2001).

Em estudo com células mononucleares do sangue periférico de caes
experimentalmente infectados com amastigotas de L. (L.) infantum, foi observado a
baixa propor¢ao de animais que expressaram IL-10, sugerindo que esta citocina talvez
nao tenha efeito inibitorio direto sobre INF-y e IL-2 e que esta observacdo talvez nao
tenha relacdo com a imunossupressao da resposta mediada por células nestes animais ou
com a doenca severa, associada a expressio da IL-10, pois alguns animais ndo
conseguiram controlar a infecgdo (SANTOS-GOMES et al., 2002).

E importante destacar que ha diferenca entre a progressio da enfermidade na
infeccdo experimental e na natural, j4 que a saliva do vetor tem funcdo
imunomodulatéria. Paranhos et al. (1993) em um estudo com caes, observaram que
estes quando inoculados com lisado de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis
simultnea a inoculacdo de promastigotas de L. (L.) chagasi, ambos pela via
intradérmica, foi induzida uma eosinofilia significativa, sem evidéncias de infecgao,
diferente daqueles cdes inoculados com promastigotas de L. (L.) chagasi, pela via
intravenosa, ou com o lisado de glandula salivar.

Kane e Mosser (2001), visando determinar o papel da IL-10 na progressao da

leishmaniose, examinaram o desenvolvimento da lesdo apds infecciao por L. major em
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camundongos BALB/c geneticamente deficientes para a produgao de IL-10.
Camundongos BALB/c normais sdo geneticamente susceptiveis a infeccdo por L.
major. Neste estudo, os autores observaram que, enquanto os camundongos normais
desenvolveram lesdes progressivas que ndo se curaram no periodo de acompanhamento,
apresentando elevada carga parasitdria, os animais IL-10 controlaram a progressdo da
lesdo e a multiplicac@o do parasita. Ainda neste estudo, em um ensaio realizado in vitro,
a IL-10 produzida por macréfagos infectados inibiu a ativacdo dos macréfagos e
diminuiu a producdo de IL-12 e IFN-y por estas células, prevenindo a morte dos
parasitas.

Belkaid et al. (2001) também demonstraram que a IL-10 é necessdria para a
sobrevivéncia e persisténcia da L. major. Camundongos knock-out em IL-10 e
camundongos tipo selvagem, tratados com anticorpo anti IL-10R, apresentaram risco de
reativacdo da doenga.

Murray et al. (2002) com o objetivo de avaliar a importancia da IL-10 na LV,
trataram camundongos BALB/c infectados com L. donovani, com anticorpo monoclonal
anti IL-10R. Os autores verificaram que o bloqueio desse receptor induzia a morte do
parasita, e que em animais pré-tratados com anti-IL-10R e tratados com antimonio,
potencializaram o efeito do tratamento. A demonstracdo da eficiéncia do bloqueio de
IL-10R, antes do tratamento com antimdnio indica uma importante direcdo para testes
de imunoquimioterapia.

Gama et al. (2004) ao pesquisarem o perfil de citocinas em criangas do estado do
Maranhao, Brasil, apresentando a forma assintomatica da LV verificaram a producdo
tanto de citocinas tipo Th1 (IFN-y, IL-2 e IL-12) quanto de citocinas regulatérias como
IL-10 e TNF-a. A deteccdo de ambas citocinas explicaria a evolugdo da doenga com
discretas alteracdoes observada nesta fase, devido provavelmente a um equilibrio
exercido pelo efeito imunorregulatério da IL-10. Os estudos que determinam o perfil de
citocinas em cdes com LVC apresentando as diferentes formas clinicas da doenca sao
escassos € a participacdo da IL-10 na progressao da doenga ndo esta clara.

Em um estudo realizado por Pinelli et al. (1999), a expressio do RNA
mensageiro de IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10 foi qualitativamente determinada em células
mononucleares do sangue periférico de caes infectados com L. infantum. Verificou-se,
em um animal assintomdtico, a deteccdo da expressdao de todas as citocinas avaliadas,

enquanto que, em quatro animais que apresentaram sintomatologia da LVC, apenas a
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expressao de IL-4 ou IL-10 foi detectada indicando uma possivel participagao destas
citocinas no desenvolvimento de manifestacdes clinicas da doenca.

No entanto, em trabalho realizado por Quinnell et al. (2001) e Correa (2006),
niao foi constatado o papel imunossupressor da IL-10 na LVC. Caes naturalmente
infectados por L. chagasi foram comparados com controles ndo infectados. Verificou-se
maior expressdo de IFN- y nos cdes infectados, sendo que, ndo foi observado aumento
da expressdao de IL-4, IL-18 e IL-10 nestes animais, em relacdo aos animais ndo
infectados.

Em estudo realizado por Santos-Gomes et al. (2002), com caes infectados
experimentalmente com L. infantum resultados semelhantes aos de Quinnell et al.
(2001) foram verificados, ndo sendo possivel estabelecer uma correlacdo entre a
severidade da doenga e a expressdo de IL-10. Corréa et al. (2006) avaliaram de forma
quantitativa a producdo de IFN-y, TGF-B e IL-10 em extratos de baco e figado de caes
com e sem sinais clinicos através da técnica de ELISA de captura.

Santos-Gomes et al. (2002), no seu trabalho observou que altos niveis de IL-10
foram encontrados em ambos os grupos de cies. TGF-B foi verificado em niveis mais
elevados no grupo de caes assintomadticos. IFN-y foi encontrado em niveis semelhantes
nos dois grupos em estudo, porém em concentragdes significativamente inferiores as de
IL-10 e TGF-B.

Nesse contexto, ao avaliar a expressdo de IL-10 e de TGF-B1 de acordo com o
estado clinico, foi observado aumento dos niveis de IL-10 apenas no grupo
oligossintomdtico quando comparado aos animais controle e sintomdticos. Assim,
correlacdo entre os niveis dessa citocina e evolugdo clinica da doenca ndo pode ser
estabelecida (MENEZES-SOUZA, 2009). Essas observacdes corroboram com o0s
estudos desenvolvidos por Manna et al. (2006, 2009) ao avaliarem a expressao de IL-10
em CMSP, onde nido foi possivel ser estabelecida a correlagdo dos niveis dessa citocina
com a progressao da doenga.

Por outro lado, Pinelli et al. (1999) avaliaram a expressdao de RNAm em CMSP
de cdes infectados com L. infantum e verificaram no grupo os animais que apresentaram
sinais clinicos, que apenas a expressao de IL-4 e IL-10 foi detectada, indicando a
possivel participacao dessas citocinas no desenvolvimento das manifestacdes clinicas da

doenca.
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Um estudo realizado em camundongos BALB/c infectados com a forma
promastigota da L. (L.) chagasi, mostrou na cultura de esplendcitos niveis elevados de
IL-10 e de INF-y, sugerindo que outra citocina além de IL-10 seja responsavel pela
inibicdo de INF-y. (WILSON et al., 1998; CORREA, 2006). A IL-10, como o TGF-B,
foi produzido na infeccdo por Leishmania sp. (HOLADAY, 1999; MOSSER e KARP,
1999) e foi responsdvel pela inducdo da arginase I, resultando na proliferacao do

parasita na célula, levando a progressao da doenga (INIESTA et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v Avaliar o perfil de citocinas de cdes naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi, com e sem manifestacoes clinicas da leishmaniose

visceral no municipio de Sao Luis.

3.2 Especificos

v" Quantificar niveis de IFN-y e IL-10, no sangue de cdes naturalmente infectados

por Leishmania chagasi;

v Comparar niveis de IFN-y e IL-10, entre os cdes naturalmente infectados por
Leishmania chagasi apresentando manifestacdes clinicas da leishmaniose

visceral e os cdes que ndo apresentaram manifestacdes clinicas da doenca;
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4 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a distribuicdo da leishmaniose visceral abrange principalmente a
regido Nordeste com 90% dos casos notificados € o Municipio de Sdo Luis- MA esta
entre os mais incidentes, o calazar canino € uma doenca sisttmica com um amplo
aspecto de caracteristicas clinicas, com uma populacdo de 40% a 60% dos caes
infectados que permanece assintomatica. Em func¢do disso, no diagndstico, considera-se
a origem epidemioldgica do cdo e o conjunto de sintomas apresentados.

A distribuicd@o geografica da LV revela que a epidemiologia da doenga apresenta
aspectos paisagisticos, climaticos e sociais bastante diversificados, nos mostrando a
grande adaptagdo do vetor transmissor a diferentes ambientes. Leishmania (Leishmania)
chagasi Cunha & Chagas, 1937 ocorre nas Américas, sendo responsavel pela LV em
seres humanos e caes (LAINSON et al., 1987).

Diante da grande importincia do cdo como reservatorio em regides endémicas
para Leishmaniose humana, considerando ainda o grande nimero de casos de LVC
nessas dreas principalmente de casos assintomaticos, o entendimento do perfil imune é
de fundamental importancia para o estabelecimento de marcadores que determinariam a
resisténcia/suscetibilidade a infecc¢io por Leishmania chagasi.

Pouco se sabe sobre o perfil de citocinas que € expresso nas diferentes formas
clinicas dessa enfermidade. A determinagdo deste perfil, assim como da participacdo da
IL-10 na progressao da doenca seria de grande utilidade na confec¢do de vacinas. Esta
abordagem poderia também, ser utilizada para melhorar o desempenho dos atuais
medicamentos que sdo utilizados no tratamento da LVC e que se mostram ineficazes em
promover a cura da infeccdo. Desta forma torna-se importante a realizacdo de estudo
detalhado da expressdo de citocinas, na infeccao natural por Leishmania (Leishmania)

chagasi com e sem manifestacoes clinicas no municipio de Sao Luis- MA.
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S METODOLOGIA

5.1 Animais

Cinquenta cdes independentes do sexo, raca, idade e modo de vida, foram
selecionados aleatoriamente, dos atendimentos do Hospital Veterindrio Universitdrio da
Universidade Estadual do Maranhdao — UEMA.

Os cées foram submetidos a exame clinico detalhado e os dados foram anotados
em fichas individuais (APENDICE). Aqueles cdes com infeccdo por L. chagasi
comprovada pelo teste rapido (DPP/Biomanguinhos) e confirmada pelo teste soroldgico
(EIE-LVC/Biomanguinhos) foram divididos em grupos com formas polares da doenga:
um grupo com vinte animais assintomdticos e outro com vinte animais com sinais bem
definidos para LVC e um terceiro composto por 10 animais livres de infec¢io por L.
chagasi. Os sinais pesquisados para a classificacdo clinica dos caes foram:
linfadenopatia local ou generalizada, alopecia local ou generalizada, hiperceratose,
onicogrifose, dermatite, perda de peso, ulceras na pele e lesdes oculares.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da

Universidade Estadual do Maranhdo (CEEA/UEMA), processo N° 020/2014 (ANEXO).

5.2 Colheita e preparacao de material para analise

5.2.1 Colheita de sangue total

Foram coletados 5 mL de sangue de cada animal, sendo 2 mL utilizando-se de
tubos tipo “vacutainer” contendo anticoagulante EDTA, por meio de pungdo da veia
jugular externa para realizacdo do hemograma completo no Laboratério de Patologia

Clinica do Curso de Medicina Veterinaria da UEMA.

5.2.2 Colheita e processamento de soro sanguineo

Em seguida os 3 mL da amostra eram armazenados em frascos sem o
anticoagulante EDTA utilizando-se tubos tipo “vacutainer”, para realizacdo dos testes
bioquimicos e soroldgicos, mantidos a temperatura ambiente e posteriormente levados

ao Laboratério de Patologia Clinica do Curso de Medicina Veterindria da UEMA, para
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serem centrifugados a 1500rpm por 10 min. Apds a separagdo do soro, o mesmo foi
dividido em aliquotas de 1 mL em ependorf de 2 mL de capacidade, que foram
congeladas a -20°C até a realizacdo dos testes bioquimicos e da dosagem do perfil de
IL-10 e IFN-y realizadas no Cernitas (Laboratério de Diagnostico Veterindrio) e no
Laboratério de Imunologia de Doengas Infecciosas da Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMGQG), respectivamente.

5.3 Sorologia para a Leishmaniose — ELISA

O teste de ELISA (EIE-LVC/Biomanguinhos) indireto foi realizado com o
objetivo de confirmar os animais positivos e negativos no DPP (Biomanguinhos),
juntamente com a sintomatologia clinica dos caes, por serem oriundos de uma area
endémica e com um alto indice de transmissdo. Identificando os que apresentavam titulo
de anticorpos para Leishmania (Leishmania) chagasi. Os caes que apresentaram titulos
baixos associados a clinica e aos demais indices, foram classificados em animais livres
da infecc@o por Leishmania (Leishmania) chagasi e utilizados no grupo controle. O
ponto de corte considerado para o ensaio foi de 0,375 determinado pela média da
densidade Optica dos orificios do controle negativo multiplicado por dois.

As microplacas de polietileno de 96 pocos (EIE-LVC/Biomanguinhos) sao
previamente sensibilizadas com Leishmania major. Foram diluidos em tubos, SuLL dos
controles e das amostras de soro homogeneizadas, em 500uL do diluente (1:100)
disponibilizado no kit. Logo em seguida, na placa sensibilizada foram distribuidos
100uL dos controles e das amostras ja diluidas. A placa foi levada a estufa a 37°C por
30 minutos.

Logo ap6s, o contetido da placa foi lavado 6x em seguida, com 200uL/orificio,
aguardando 30 segundos entre cada lavagem. Foram homogeneizados e distribuidos
100uL da diluicao do conjugado em cada pogo da placa e incubada novamente a 37°C
por 30 min. Lavados novamente em solu¢do PBS para entdo serem distribuidos 100uL
do substrato em todos os orificios. Deixado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados S0uL de acido sulfurico 2M em
todos os orificios para bloquear a reagao.

A leitura foi realizada em espectrofotdmetro para microplacas de 96 pogos

utilizando-se filtro para comprimento de onda de 450nm.
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5.4 Esfregacos por extensao

O esfregaco por extensao foi realizado da seguinte forma: uma gota de material
puncionado de medula dssea foi depositada em laminas de vidro limpas e
desengorduradas e o esfregaco obtido por extensdo com outra lamina. Em seguida, os
esfregacos foram corados pelo método pandtico rapido.

Brevemente, as laminas foram submergidas durante 20s, sob discreta agitacao,
na solugdo fixadora (Triarilmetano 0,1%). Foram entdo escorridas e submergidas por
20s sob agitacdo na solug@o de corante bdsico (xantenos 0,1%) e escorridas. Por fim,
foram submergidas também por 20s sob agitacdo na soluciao de corante 4cido (tiazinas
0,1%) e em seguida lavadas em dgua corrente e secadas a temperatura ambiente,

estando prontas para o exame direto a0 microscopio 6tico sob objetiva de imersao.

5.5 Isolamento em cultura

Parte das amostras, obtidas na pun¢do de medula 6ssea de todos os animais, foi
semeada em duplicata em meio de cultura bifdsico NNN (Novy, McNeal e Nicolle)
enriquecido com meio MEM (Minumum Essential Medium, Gibco, EUA) e mantidos a
23%1°C em estufa bioldgica. A cada dez dias, todas as culturas foram examinadas para
avaliacdo da presenca de formas promastigotas do parasita e aquelas negativas foram

repicadas por até trés vezes e examinadas em intervalos de 10 dias.

5.6 Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) anti-citocinas

5.6.1 Quantificacao da IL-10

A determinagdo dos niveis de IL-10 foi realizada através de ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), utilizando-se soro sanguineo canino estimulado com
antigeno soldvel vacinal (VSA) e antigeno solivel de L. chagasi (SLcA). Foram
utilizados anticorpos e proteinas recombinantes R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA.
A cada poco de uma placa de 96 pocos (COSTAR®, USA) foram adicionados 25uL de
anticorpo monoclonal anti-citocina a ser dosada, diluido em PBS estéril. As placas

foram cobertas e incubadas durante o periodo noturno a temperatura ambiente.

Anticorpos ndo adsorvidos pelas placas foram descartados, por inversdo e 4 sucessivas
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lavagens com 100uL da solu¢do de PBS-Tween 20. A seguir, as placas foram
bloqueadas com 75uL/po¢o de uma solucdo contendo PBS-BSA 1% e 0,05% de azida
sodica (NaN3), durante uma hora, a temperatura ambiente, e lavadas conforme descrito
anteriormente. As amostras do sobrenadante de culturas foram aplicadas em um volume
de 25uL em cada poco da placa. Paralelamente, a citocina investigada foi diluida em
vdrias concentracdes para estabelecimento de uma curva padrdo, sendo que a diluicdao
foi feita em PBS contendo 0,1% de albumina de soro bovino (BSA). As placas foram
vagarosamente homogeneizadas por um minuto e, em seguida, foram cobertas e
incubadas por uma hora e meia, a temperatura ambiente. Apés o periodo de incubagdo,
as placas foram novamente lavadas com 100uL de PBS-Tween 20. Em seguida, foi
adicionado 25uL do anticorpo biotinilado diluido apropriadamente em PBS contendo
0,1% de albumina de soro bovino (BSA) e 0,05% de azida (NaN3), em cada pogo da
placa. As placas foram mais uma vez mantidas ao abrigo da luz e incubadas, a
temperatura ambiente, por uma hora e meia, e, em seguida foram lavadas em PBS-
Tween 20. Entdo, apds remog¢ao do sobrenadante, foi adicionado em cada pogo 25uL de
estreptoavidina (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA., DY998) diluida em PBS
contendo 0,1% de albumina de soro bovino (BSA) e 0,05% de azida (NaN3). As placas
foram mantidas ao abrigo da luz e incubadas, a temperatura ambiente, por vinte
minutos. Apds a incubagdo, foram novamente lavadas e, em cada poco, foi adicionado
25uL da solugdo de substrato (mistura 1:1 de H202 e tetrametilbenzidina). Mais uma
vez as placas foram incubadas, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente, por trinta
minutos. Em seguida, foi adicionado 25uL por pogo da solu¢do de parada (H2SO4 1M).
A densidade o6ptica foi, entdo, determinada usando leitor automdtico de microplacas

(Biotek, EL800) no comprimento de onda de 450 nm.

5.6.2 Quantificacao de IFN- y

Para determinar os niveis de IFN-y, foram utilizados os kits DuoSets (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA., DY781) para realizacao do ensaio ELISA de captura
em amostras de soro caninas estimuladas com antigeno vacinal e antigeno de L.
chagasi. O ensaio foi desenvolvido de acordo com instrucdes do fabricante dos
anticorpos R&D Systems. Foram utilizadas placas de 96 pogos (COSTAR, USA), onde
foi feita a sensibilizag@o, por toda a noite, com 25uL do anticorpo de captura (Part

842609) diluido em PBS estéril, na concentragao de 0,8pug/mL. As placas foram lavadas



41

4 vezes com 100uL solugdo de lavagem PBS-Tween 20 e incubadas, em temperatura
ambiente, com solu¢do de bloqueio (1% de BSA em PBS) por 1 hora. Foi realizada uma
nova etapa de lavagem com 100puL de PBS-Tween 20 e, em seguida foi adicionado
25ulL da amostra, sem dilui¢do, em cada poco. Paralelamente, para estabelecimento da
curva padrao, foi adicionado 25uL da proteina recombinante (Part 842611) diluida em
PBS com 1% de BSA, em dilui¢do seriada, comecando com a concentracdo inicial de
4000 pg/mL. Apés 2 horas de incubacdo, em temperatura ambiente, foi repetido o
processo de lavagem com 100uL de solucdo PBS-Tween 20 e aplicado 25 uL de
Streptoavidina-HRP (Part 890803). Apds 20 minutos de incubagdo ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente, foi repetido o processo de lavagem com 100uL da solugdao PBS-
Tween 20. Entdo foi adicionado 25uLl. da solugdo substrato, que corresponde a uma
mistura 1:1 do reagente de cor A, H,O», e reagente de cor B, tetrametilbenzidina, (R&D
Systems, DY999). Apo6s 20 minutos de incubagdo, em temperatura ambiente, foi
adicionado 13puL da solu¢dao de parada (R&D Systems, DY994). A determinagdo da
densidade Optica foi feita imediatamente, usando leitor automatico de microplacas

(Biotek, EL800) no comprimento de onda de 450 nm.

5.7 Analise estatistica

A realizacdo dos testes estatisticos foi feito com o apoio instrumental do
software GraphPad Prism 3.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA). A normalidade dos
dados foi demonstrada pelo teste T de Student. Os testes de andlise de varidncia
(ANOVA) seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey foram empregados
para avaliacdo entre os grupos relacionados aos resultados do hemograma, dosagens
bioquimicas e do perfil de citocinas. Os dados obtidos foram considerados

estatisticamente significativos quando o valor de P<0,05.
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6 RESULTADOS

Caes independente de raca, sexo e idade, provenientes do atendimento do
Hospital Veterindrio Universitario da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA),
passaram por exame clinico detalhado e os sinais clinicos anotados em fichas
individuais, os animais foram testados com o kit diagndstico rdpido para leishmaniose
(DPP/Biomanguinhos) e pelo teste soroldgico (EIE-LVC/Biomanguinhos).

Os animais que apresentaram os testes soroldgicos positivos foram submetidos
ao teste parasitologico. O encontro de formas amastigotas, no exame direto de esfregaco
de medula 6ssea (MO) ou o encontro de formas promastigotas no exame de cultura de
MO, permitiram a confirmacdo parasitoldgica da infeccdo por L. chagasi.

De posse dos resultados os animais foram divididos em grupos, sendo 20 caes
sintomadticos positivos (CS) para LVC, 20 caes assintomdticos e positivos (CA) para
LVC e 10 cdes no grupo controle (GC) sabidamente negativos para a enfermidade em

questao.

6.1 Pesquisa de IgG pela técnica de ELISA

A pesquisa de IgG pela técnica de ELISA revelou que, todos os animais
naturalmente infectados por L. chagasi, tanto do grupo dos CS quanto do grupo dos CA,
apresentaram valores de absorbancia positivos (superiores ao “cut off’= 0,375) e
significativamente superiores aos encontrados no grupo controle ndo infectados P<0,05
(Figura 1).

ELISA
Mean and Standard Deviation

A B C
Column

CA para LVC CS para LVC CONTROLE
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Figura 1. Producao de IgG, médias e desvios-padrao, no soro de caes assintomaticos e
sintomadticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, quantificada por ELISA de
captura. O teste de andlise de variancia ndo indicou diferenca estatistica entre os dois

grupos de cées estudados (P< 0,05).

6.2 Sinais clinicos de leishmaniose visceral encontrados no grupo de cies com
expressao clinica

O achado clinico mais frequente foi a linfadenopatia generalizada com 100% dos
animais acometidos. Os sinais cutaneos verificados, em maior frequéncia, foram
descamag@o em 90% dos caes e alopecia local ou generalizada (70%), seguidos por
lesdes oculares (75%), uveite (70%), prurido (65%) e pustulas na pele (60%). Metade
dos animais sintomdticos apresentou perda de peso, seguido por fraqueza. E a

onicogrifose acometeu os animais mais debilitados (Tabela 1).

Tabela 1. Sinais clinicos dos cades positivos e com sintomatologia (CS) para

Leishmaniose Visceral Canina (LVC) atendidos no Hospital Veterinario da UEMA.

Sinais Clinicos N %
Linfadenopatia 20 100
Perda de Peso 11 55
Fraqueza 8 40
AlteracOes gastrintestinais 3 15
Uveite 14 70
Alopecia 14 70
Descamacao 18 90
Hiperqueratose 9 45
Eritema 11 55
Prurido 13 65
Ulceras 10 50
Nédulos 8 40
Pustulas 12 60
Onicogrifose 9 45

Lesdes oculares 15 75
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6.3 Hemograma e analises bioquimicas

O estudo hematoldgico, dos cdes dos diferentes grupos experimentais, revelou
que, todos os animais livres de infec¢cdo por L. chagasi, apresentaram hemograma sem
alteracdes. Quase 40% dos caes assintomaticos (CA) apresentaram uma discreta anemia
normocitica normocroémica e os demais pardmetros avaliados no hemograma dos
animais deste grupo nao apresentaram alteracdes.

No grupo de caes sintomadticos (CS), todos os animais apresentaram anemia
normocitica e normocrdmica. Quando as médias dos numeros de hemadcias, das
concentracdes de hemoglobina e dos valores de hematdcritos dos trés grupos
experimentais foram comparadas, constatou-se que as médias destes parametros nos
cdes assintomdticos e sintomadticos foram significativamente inferiores (P<0,05) em
relacdo aos cdes do grupo controle (Tabela 2).

Ao ser avaliado o leucograma, verificou-se que dois dos animais sintométicos
apresentaram um quadro de linfocitose e leucocitose, este apresentando diferenca
significativa entre as médias. J4 na contagem de plaquetas, os animais sintométicos
apresentaram trombocitopenia, porém os valores foram estatisticamente diferentes entre

os grupos (P<0,05).

Tabela 2. Média dos valores hematolégicos dos cdes do grupo controle (GC), grupos

dos CA e grupo dos CS naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi.

Parametros Grupo Controle CA para LVC CS para LVC Referéncias?
X +o X +o X +0o

Eritrécitos(x 10/uL) 7,10 £0,37°"° 5404145 3,97 £1,16*>° 5.5-8,5
Hemoglobina(g/dL)  13,87+2,57*™  11,05£2,78""¢ 8,08£2,37*¢ 12,0-18,0
Hematdcrito (%) 46,942,687 3635:823*7C  253547,63*¢ 37,0-55,0
Leucocitos(x103L)  10,59+2,98*" 9,2243,47" 8,24+4,78%¢ 6,0-17,0
Eosinéfilos (%) 4,743,024 10£7,76*° 5,25%3,72"° 2,0-10,0
Linfécitos(%) 17,646,95 219,99 21,7+13,5 12,0-30,0
Plaquetas(mm?) 360,4+159,6¢ 228,7+130,6"° 152,9+112,2*¢ 200-500

Valores segundo Garcia-Navarro (2005). As letras a, b e ¢ mostram diferencas significativas (P <0,05)

em comparagdo com os grupos GC, CA e CS, respectivamente.

Quanto as anélises bioquimicas para a avaliacdo das funcdes hepética e renal ndo

houve diferenca significativa entre os grupos (P<0,05). E em relacdo a albumina
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observamos que houve diferenca significativa entre o grupo dos animais assintomaéticos,
sintomaticos e controle (P<0,05).
Com excecdo dos valores de ureia dos animais sintomdticos que se apresentaram

acima do valor de referéncia.

Tabela 3. Média dos valores bioquimicos dos cédes do grupo controle (GC), grupos dos

CA e grupo dos CS naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi.

Parametros Grupo Controle CA paraLVC CS para LVC Referéncias*
X +0 X +6 X +0

Creatinina (mg/dL) 1,24+0,39 1,35+0,67 1,120,73 0,5-1,8

Ureia (mg/dL) 37,4+5,21 40,77+20,14 49,35+20,33 15,0-40,0

Proteinas totais (g/dL) 7,31+0,70 9,11+1,26 8,94+1,77 6,0-8,0

Albumina (g/dL) 2,95+0,71* 2,530,99"¢ 1,971,04%"¢ 2,6-3,3

*Valores segundo Kaneko (1989). As letras a, b e ¢ mostram diferencas significativas (P <0,05) em

comparagdo com os grupos GC, CA e CS, respectivamente.

6.4 Quantificacao da IL-10

Foi detectada a presenca da citocina IL-10 no soro obtido dos dois grupos

estudados (Tab.4 e Fig.2) e, obtivemos diferencas estatisticas significantes (P< 0,05).

Tabela 4. Quantificacdo da IL-10 no soro sanguineo. Média e desvio-padrao do grupo
de cdes assintomdticos e sintomdticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi,

obtidos no ensaio de ELISA de captura.

Animais IL10

X +0
CA para LVC 0,616+0,10*
CS para LVC 0,872+ 0,04*°

As letras a e b mostram diferencas significativas (p <0,05) em comparagdo com os grupos CA e CS,

respectivamente.
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Figura 2. Producdo de IL-10, médias e desvios-padrdo, no soro de cdes naturalmente
infectados por L. (L.) chagasi, quantificada por ELISA de captura (“cut off’= 0,598).
Onde a coluna A € composta pelo grupo de CA e a coluna B pelo grupo de CS. O teste
de andlise de variancia indicou diferenca estatistica entre os dois grupos de caes

estudados (P< 0,05).

6.5 Quantificacdo do IFN-y

Foi detectada a presenca da citocina IFN-y no soro obtido dos dois grupos

estudados (Tab.5 e Fig.3) e, obtivemos diferencas estatisticas significantes (P< 0,05).

Tabela 5. Quantificacdo do IFN-y no soro sanguineo. Média e desvio-padriao do grupo
de cdes assintomdticos e sintomdticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi,

obtidos no ensaio de ELISA de captura.

Animais IFN-y

X +0
CA para LVC 0,809+0,04*"
CS para LVC 0,519+ 0,06™°

As letras a e b mostram diferencas significativas (P <0,05) em comparacdo com os grupos CA e CS,

respectivamente.
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Figura 3. Producdo de IFN-y, médias e desvios-padrdo, no soro de cdes naturalmente
infectados por L. (L.) chagasi, quantificada por ELISA de captura (“cut off’= 0,553).
Onde a coluna A € composta pelo grupo de CA e a coluna B pelo grupo de CS. O teste
de andlise de varidncia indicou diferenca estatistica entre os dois grupos de caes

estudados (P< 0,05).
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7 DISCUSSAO

7.1 Sinais Clinicos, hemograma e analises bioquimicas

A leishmaniose visceral € uma doenca infecciosa cronica que pode ser
caracterizada pelo desenvolvimento de uma infeccdo sintomdtica ou assintomatica,
acompanhada pelo aparecimento de vérios sinais habituais para essa enfermidade.

Em nosso estudo o alto percentual dos animais que apresentaram sinais clinicos
para LVC, apresentaram linfoadenopatia e sinais dermatoldgicos, de acordo com os
achados de Costa-Val et al., (2007); Ribeiro, (2007); Reis et al., (2006*); Baneth,
(2006); Alvar et al., (2004); Amusategui et al., (2003).

Amusategui et al., (2003) encontraram em um estudo realizado com 61 caes
naturalmente infectados por L. infantum, que o sinal clinico mais frequente foi
linfoadenopatia generalizada, acometendo 80% dos cdes. Em nosso estudo, todos os
animais do grupo CS (100%) apresentaram este sinal clinico, sendo o mais prevalente
no grupo. De forma semelhante, Ribeiro (2007) encontrou linfoadenopatia generalizada
em 100% dos 24 caes naturalmente infectados por L. chagasi CS, avaliados antes de
tratamento especifico. Outros autores (COSTA-VAL et al.,, 2007; ALVAR, 2004;
ALVES et al, 2009) também concordam que este sinal clinico seja o mais
frequentemente encontrado em caes que manifestam clinicamente a doencga.

As anormalidades cutaneas s3o muito comuns, porém, de extensdo e
caracterizacdo varidveis nos cdes com LVC. Os sinais cutaneos verificados, em maior
frequéncia foram: dermatite esfoliativa com formacao de caspas, hipotricose e alopecia
nao-pruriginosa, dermatites ulcerativas, formacdo de pustulas e nddulos, hiperceratose e
despigmentac¢do do focinho e regido periocular.

Na pele dos cdes com LVC, observa-se processo inflamatério com graus
variados de intensidade podendo apresentar-se distribuido ao redor dos anexos ou
difusamente na derme. Acantose, hiperceratose com presen¢a ou nao de pérolas corneas,
paraceratose e degeneragOes celulares sdo alteracdes histopatoldgicas comumente
observadas na leishmaniose visceral canina (SANTOS et al.,, 2004; SOLANO-
GALLEGO et al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2006; ALVES et al., 2009).

Todos esses sinais dermatolégicos foram encontrados, deixando claro uma
auséncia de APC’s, levando assim a um infiltrado significativo de parasitas e

macrofagos.  Apenas 9 cdes soropositivos se apresentaram com onicogrifose,
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considerado um sinal patognomonico para leishmaniose visceral por Sciaramella et al.
(1997), Strauss-Ayali e Baneth (2001) Alves et al. (2009). Marzochi et al. (1985)
explicaram que essa alteracdo € atribuida a baixa atividade dos cdes e consequente a
falta de desgaste das unhas.

Em nosso estudo 75% dos animais apresentaram lesdes oculares como
queratoconjuntivite, blefarite, inflamacdo do trato uveal e edema de cérnea, formacao de
sinéquia, lesdes em corpo ciliar e iris podendo estar associado ao depdsito de
imunocomplexos nestas areas, fato que pode ocorrer devido a presenga de anticorpos
especificos anti-leishmania em vdrios tecidos intraoculares, podendo significar lesdes
de origem imunopatolégica (GARCIA-ALONSO et al., 1996; CIARAMELLA et al.,
1997; FERRER, 1999; ALVES et al., 2009).

Em nosso experimento quase metade dos cdes sintomdticos apresentaram
enfraquecimento e perda de peso progressiva decorrentes de transtornos hemorragicos
ou infeccoes secunddrias (HUSS & ETTINGER, 1992). Este quadro se deve,
provavelmente, a um desequilibrio proteico, em virtude da proteindria associada a
deficiéncia 1imunoldgica cronica do animal doente (ALVAR et al., 2004;
AMUSATEGUI et al., 2003; ALVES et al., 2009).

Além de alguns desses animais também apresentarem alteracdes gastrintestinais,
sendo observada diarreia cronica e melena, devido as ulceracdes na mucosa gastrica
intestinal, colite ulcerativa e erosiva também pode estar presente (FERRER, 1999).

Nesse estudo foram encontradas alteracOes hematoldgicas compativeis com
animais anémicos, um dos achados mais comuns de cdes acometidos com LVC, 100%
dos CS apresentaram anemia normocitica € normocrdomica, sendo que, as médias dos
nimeros de hemadcias, concentragdo de hemoglobina e valores de hematdcrito, deste
grupo, foram significativamente inferiores as encontradas nos demais grupos. Estes
achados estdo de acordo com os dados descritos por Xavier (2002) Alves et al. (2009),
que relata uma maior propor¢do de alteracdes no hemograma de animais com sinais
clinicos da doenga, em relacdo aqueles cdes sem expressao clinica da mesma.

A causa da anemia pode estar relacionada com hemorragia, hemdlise,
inflamacdo, epistaxe, ulceracdo na pele, insufici€éncia renal, doenga crénica, e aplasia de
medula ou hipoplasia. No entanto, ndo foi encontrada nenhuma correla¢do entre anemia
e o aparecimento dos sinais clinicos.

No que diz respeito as alteragdes no leucograma, os pardmetros parecem nao ser

bons marcadores clinico-patoldgicos para o acompanhamento da infec¢ao canina, ja que
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parece ndo existir associacdo entre categoria clinica dos caes com LVC e as contagens
de leucdcitos, indicando que a doenga tem pouca influéncia sobre estes parametros
(COSTA-VAL et al., 2007; RIBEIRO, 2007; AMUSATEGUI, 2003; ALVES et al.,
2009).

Nos animais estudados nesse experimento, apenas dois apresentaram um quadro
de leucocitose, seguidos por um quadro de linfocitose. Na LV a linfopenia ocorre
devido ao confinamento temporario dos linfécitos no baco e/ou linfonodos enquanto
assim, respondem ao agente infeccioso ou pela destrui¢do destas células pela prépria
Leishmania (BUSH, 2004). No entanto, assim como verificado para a contagem global
de leucdcitos, a maioria dos autores concorda que ndo exista associacao entre os valores
diferenciais de leucdcitos e a evolugdo da infeccdo (COSTA-VAL et al., 2007;
RIBEIRO, 2007; AMUSATEGUI, 2003).

Alguns animais também apresentaram eosinofilia, onde a presenca de sinais
dermatoldgicos e a ocorréncia de outros parasitas podem contribuir para o aumento na
producdo de eosindfilos. Enquanto que a eosinopenia pode ser em ocorréncia da
condicdo de estresse mediado por cortisol, possivelmente estes dois mecanismos
ocorrem simultaneamente e em grau variavel (JAIN, 1993; ALVES et al., 2009).

A contagem de plaquetas também foi um achado laboratorial bastante
encontrado nesse experimento corroborando com os resultados de Ciaramela et al.,
(1997) e Slappendel (1988). No entanto, outros autores como Costa-Val et al., (2007) e
Ribeiro et al., (2007) ndo encontraram diferencas nas contagens de plaquetas entre os
caes assintomdticos e sintomaticos.

A intensa resposta humoral que ocorre logo apds a infeccdo na LVC leva a
disproteinemia sérica. O desequilibrio proteico € evidenciado pelo aumento das
proteinas séricas totais, em decorréncia da intensa hipergamaglobulinemia. Este quadro
¢ associado a hipoalbuminemia devido a perdas de albumina ocasionadas por
nefropatias, lesdes hepdticas e subnutricdo cronica em decorréncia da LVC. Tais
alteracOes levam a inversdo da relacdo albumina/globulina (AMUSATEGUI et al.,
2003; NOLI, 1999; SLAPPENDEL, 1988).

Alguns autores relatam a frequente observacdo de glomerulonefrite associada a
LVC como consequéncia da deposi¢ao de imunocomplexos (ALVAR, 2004; FERRER,
1992; ALVES et al.,, 2009) o que tem grande implicacdo na sobrevida dos caes
infectados, ja que as consequéncias da afeccd@o renal grave sdo as principais causas de

morte em cdes com LVC (NOLI, 1999).
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Nesse estudo observamos que 95% dos cdes com sintomatologia para
leishmaniose apresentaram hipoalbuminemia e alguns cdes assintomdticos também
apresentaram alteracOes discretas nesse paramentro. Estes resultados sdo indicios de
alteracOes renais apresentadas pelos animais, de acordo com os achados de Amusategui
et al., (2003), Nieto et al., (1992). Podendo ser também indicio de altera¢des hepdticas,
porém como os animais de nosso estudo eram animais jovens, ndo foram observadas
diferencas significativas em relac@o as dosagens hepaticas, corroborando com Costa-Val
et al., (2007), Ribeiro et al., (2007).

Nas dosagens das enzimas hepdticas realizadas ndo apresentaram diferenca
significa entre os grupos, corroborando com os achados de (KEENAN et al., 1984 a, b;
GENARO, 1993; AMUSATEGUI et al., 2003), isso provavelmente se deve a idade dos
animais em nosso grupo de estudo, por serem animais jovens € muitas das vezes,
estarem na fase inicial da doenca. Porém o aumento dos niveis de ureia em animais
sintomadticos, caracterizam que esses animais apresentavam uma alteracdo renal aguda,
corroborando com os achados de Ciaramella e Corona, (2003). Varios estudos tém
relatado uma alta producdo de anticorpos durante a LVC ativa com elevadas
concentracdes de imunocomplexos circulantes de IgM e IgA e depdsito dos mesmos nos
glomérulos, estabelecendo o que se denomina de  glomerulonefrite
mesangeoproliferativa que ird levar a um quadro de disfuncdo renal (TAFURI et al.,
1989; MARGARITO et al., 1998).

Observamos que em relacdo aos niveis de proteinas totais ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos, porém os niveis estdo acima dos valores de referéncia tanto no
grupo dos animais sintomdticos, como principalmente no grupo dos cades assintométicos,
isso se deve provavelmente ao aumento no nimero de anticorpos, logo apds o inicio da

infeccao.

7.2 Quantificacao da IL-10

A IL-10 inibe a fung@o das células apresentadoras de antigeno, pela diminuigdo
da expressdao de moléculas do complexo MHC de classe II e moléculas coestimulatdrias,
impossibilitando as fungdes de apresentacdo de antigenos por células dendriticas e
macréfagos.

Além disso, ocorre também inibi¢do da producdo de IL-12, o que pode resultar

em inibicdo de uma resposta antigeno-especifica do tipo Thl. A IL-10 também pode
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inibir a maturag@o e migracao de células dendriticas, além de contribuir para a apoptose
de células T e aumento da sobrevivéncia de células B, que podem ser fonte da geracdo
de mais IL-10.

O aumento da produgdo de anticorpos caracteristico da LV pode contribuir para
a patogé€nese da doenca, causando danos teciduais pela deposi¢do de imunocomplexos,
que por sua vez podem estimular mondcitos e macréfagos a produzirem mais IL-10
(NYLEN & SACKS, 2007).

A IL-10 suprimiu a resposta imune protetora em nosso estudo levando a
progressdao da doenca com o aumento da expressdo do parasita na célula, corroborando
com os achados de Iniesta et al. (2002); Bogdan et al. (1991), Karp et al. (1993), Wilson
et al. (1998), Bacellar et al. (2000).

No entanto, em trabalhos realizado por Quinnell et al. (2001), Santos-Gomes et
al. (2002), Correa (2006), Mana et al. (2006, 2009) e Menezes-Souza (2009) nao foi
constatado o papel imunossupressor da IL-10 na LVC. Verificou-se maior expressio de
IFN- vy nos caes infectados, sendo que, nao foi observado aumento da expressao de IL-
10 nestes animais, em relagdo aos animais ndo infectados.

A alta producdo de IL-10 observada, talvez indique que os macréfagos e as
células T, dos caes infectados, estejam produzindo IL-10 em resposta ao antigeno de
Leishmania e tal producdo talvez seja importante para que o parasita persista nas células

do hospedeiro.

7.3 Quantificacao da IFN-y

O IFN-y ¢ produzido por células T, dendriticas, macréfagos e células “natural
killer” (NK) e tem a fun¢do de induzir a sintese de 6xido nitrico, ativando funcgdes
microbicidas possuindo um espectro de acdo muito amplo, sendo considerada uma das
principais citocinas estimuladoras da imunidade contra infec¢des, atuando em ambas as
respostas imunes, inata e adaptativa. E considerado o principal ativador de macréfagos,
estimula a resposta imune por favorecer o crescimento de células Thl em detrimento
das Th2, e estimula a apresentacdo de antigenos pelo aumento da expressdo de
moléculas do MHC das classes I e II.

Dessa forma, os resultados provenientes da andlise da expressdo de IFN-y,
possibilitam especular que a expressao aumentada e simultanea desses mediadores deve

estar intimamente envolvida com mecanismos imunoprotetores durante a LVC, visto
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que, observou-se aumento dessas citocinas no soro de animais portadores da forma
clinica assintomatica.

Foi detectada a presenca da citocina IFN-y no soro obtido dos dois grupos
estudados e, obtivemos diferencas estatisticas significantes (P< 0,05). A incapacidade
das células TCD4+ de secretar quantias significantes de citocinas ativadoras de
macrofagos, tais como INF-y, em resposta aos antigenos de Leishmania sp., tem
importante papel na imunopatologia da enfermidade (MURRAY, 1983; CARVALHO
et al., 1985).

Os fatores iniciais que contribuem para a inibi¢dao ou proliferacdo dos parasitas
nas células do hospedeiro sdo pouco compreendidos, mas citocinas tais como IFN-y sdo
conhecidas por influenciarem na sua replicacdo nos macréfagos (MURRAY et al,,
1995; WILSON et al., 1998; WALKER et al., 1999).

Em nosso estudo a quantificacdo de IFN-y no soro de cdes assintomadticos e
sintomdticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, podemos observar um
aumento significativo dessa expressdo de citocina em animais assintomaticos,
estimulando a apresentacdo de antigenos pelo aumento da expressdo de moléculas do
MHC das classes I e II e desencadeando resposta protetora a infeccdo, por meio da
resposta Th1, corroborando com os achados de Santos-Gomes et al. (2002), Chamizo et
al. (2005).

Contrariando os achados de um trabalho desenvolvido por Sanchez-Robert et al.
(2008) que foi demonstrado um aumento da expressao de IFN-y em CMSP nas formas
clinicas mais graves da LVC, o que também aponta para o papel imunopatoldgico

dessas citocinas nos processos relacionados a inflamacao generalizada e visceral.
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8 CONCLUSOES

Diante do exposto, podemos concluir que:

Caes naturalmente infectados por Leishmania chagasi apresentaram alteracoes
laboratoriais como anemia, hiperproteinemia e trombocitopenia. Esses achados
sao importantes marcadores, associados aos sinais clinicos caracteristicos da

doenca, para auxiliar no diagnéstico da leishmaniose visceral canina.

Caes sintomdticos naturalmente infectados por Leishmania chagasi
apresentaram um aumento nos valores de ureia e uma hipoalbuminemia em

ambos 0s grupos positivos para a enfermidade.

A expressdo IL-10 dos cdes com leishmaniose visceral canina, estd associada a
progressao da doenca e a proliferagdo do parasita, j4 que niveis mais elevados

foram expressos nos cdes sintomaticos.

O IFN-y esta associado a resisténcia a infec¢do ja que niveis mais elevados desta
citocina foi evidenciado na maioria dos cdes assintomdticos em relacdo aos

sintomaticos.
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