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FONTES, Jonathan Luis Magalhdes. Deteccao de células produtoras de
anticorpos especificos para Leishmania infantum em tecido esplénico.
2019. 60 f. Dissertacao (Mestrado em Patologia) - Universidade Federal
da Bahia. Instituto Goncalo Moniz, Fundacdao Oswaldo Cruz, Salvador,
20109.

RESUMO

INTRODUGCAO: A leishmaniose visceral zoonédtica (LV) é uma
enfermidade causada pela Leishmania infantum, acomete seres humanos
e também animais. O baco esta envolvido na imunopatogénese da LV e
apresenta alteragcdes nos microambientes da polpa branca que estao
associadas ao aumento da susceptibilidade a coinfeccdes e a morte. A
plasmocitose é uma das alteracdes observadas no bago na LV, porém a
fracdo dessas células produtora de anticorpos especificos para moléculas
de Leishmania e a distribuicdo dessas células nos compartimentos
esplénicos ainda ndao é conhecida. OBJETIVO: O objetivo deste trabalho
foi padronizar a técnica para detecgao de células produtoras de anticorpos
contra antigenos de L. infantum e determinar a proporcao e distribuicao
dessas células no baco de cdes com LV. MATERIAL E METODOS:
Antigenos sollveis biotinilados de membrana de promastigotas de L.
infantum foram utilizados como sondas em uma reagao de
imunohistoquimica modificada para detectar a presenca de células
secretoras de anticorpos anti-L. infantum. Utilizamos bacos de 8 caes
oriundos de area endémica para LV e como controle, 3 caes normais do
canil do Instituto Gongalo Moniz. As amostras foram criopreservadas,
seccionadas e coletadas em laminas para imunohistoquimica. A
guantidade de células marcadas e nao marcadas foi quantificada, e
calculada a proporcao na polpa vermelha (PV) e Bainha linfoide
periarteriolar (PALS) do baco. RESULTADOS: Cdes com LV possuem
hiperglobulinemia e mais plasmodcitos na PV que cdes sem LV. Dos cdes
com LV, 75% (6/8) apresentavam menos de 42% de células secretoras de
anticorpos anti-L. infantum na PV. Ainda, a proporcao de plasmdcitos
marcados é maior na PALS (59,3%) do que na PV (29,8%) e quanto maior
a proporcao na PALS, menor é a proporcdo de células positivas na PV.
CONCLUSOES: A maioria dos plasmdcitos observados na PV durante a LV
nao é especifico para L.infantum. E os animais que tem perfil clinico mais
grave tendem a apresentar menor frequéncia de plasmdcitos especificos
na PV.

Palavras-chave: Plasmocitos; Leishmaniose Visceral;
Imunohistoquimica.



FONTES, Jonathan Luis Magalhdes. Detection of anti-L.infantum specific
antibody producing cells in splenic tissue. 2019. 60s. Dissertacao
(Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Instituto
Gongalo Moniz, Fundagao Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Visceral leishmaniasis (VL) is a disease caused by parasites of
the genus Leishmania, affecting humans and other mammals worldwide. Spleen
is involved in VL immunopathogenesis and presents alterations in white pulp
microenvironments that are associated with increased susceptibility to
coinfections and patient death. Plasmacytosis in splenic red pulp (RP) is one of
the main alterations observed, but the specificity of secreted antibodies and
distribution of these cells had not yet been evaluated. AIM: The aim of this
study was to standardize the technique for detection of anti-L. infantum antibody
producing cells and to determine the proportion of these cells in the spleen of
dogs with VL. MATERIAL AND METHODS: L. infantum soluble biotinylated
antigens were used as probes in a modified immunohistochemistry reaction to
detect the presence of anti-L. infantum antibody secreting cells. Were used
spleens from eight dogs from the endemic area for VL and as a control, three
dogs from Instituto Gongalo Moniz kennel. The samples were cryopreserved and
sectioned on slides for immunohistochemistry. The amount of labeled and
unlabeled cells was quantified, and the ratio in spleen RP and Periarteriolar
lymphatic sheath (PALS) was calculated. RESULTS: Dogs with VL present
hyperglobulinemia and more plasma cells in RP than dogs without VL. Among
dogs with VL, 75% (6/8) had less than 42% of anti-L. infantum antibody-
secreting cells in RP. The proportion of labeled plasma cells is higher in PALS
(59.3%) than in RP (29.8%) and as higher the proportion in PALS, smaller is the
proportion of positive cells in RP. CONCLUSIONS: Most plasma cells observed in
RP during VL are not specific for L. infantum. Also, animals that have severe
clinical profile tend to have a lower frequency of specific plasma cells in PV.

Keywords: Plasma cell; Visceral Leishmaniasis; Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose parasitaria, com
grande impacto na saude publica, presente em diversos paises do mundo
inclusive no Brasil (WHO, 2010). Os caes podem ser acometidos por essa
enfermidade e constituem uma importante fonte de infeccao para os seres
humanos. Essa doenca pode cursar de forma grave com a presencga de
sinais clinicos como emagrecimento progressivo, onicogrifose, alopecia,
linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (READY et al., 2014).

O baco é um importante 6rgdo linfoide secundario e estd envolvido
na maioria dos casos graves de LV. Dentre as principais alteracdes
histoldgicas observadas nesse 6rgao durante o curso da LV, destacam-se:
atrofia de foliculos linfoides, reducao de células dendriticas foliculares e
plasmocitose na polpa vermelha (HERMIDA et al., 2018).

Os plasmdcitos sao o estagio final da diferenciacdo de células B
ativadas, e sdo eles os principais responsaveis pela producao e secrecdo
de anticorpos (MINGES WOLS, 2006). Em condicdes normais, poucas
dessas células de vida longa sdo encontradas na polpa vermelha do baco,
sendo observadas principalmente em medula éssea, e regides linfoides do
intestino. Porém, ja foi observado que nos casos de LV existe uma
guantidade exacerbada dessas células na polpa vermelha esplénica
(SILVA-O'HARE et al., 2016), e apesar disso, uma grande quantidade de
anticorpos séricos respondem inespecificamente a antigenos diversos
(SILVA-BARRIOS et al., 2016). Por isso é importante respondermos ao
guestionamento: Quantas dessas células estdo realmente produzindo
anticorpos anti-L.infantum?

Desta forma, neste trabalho, objetivamos detectar através de uma
técnica modificada de imunohistoquimica quantos dos plasmécitos
presentes na polpa vermelha do bago sao realmente produtores de
anticorpos anti-L.infantum e como essas células estdao distribuidas nesse
orgao.
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1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

A Leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade parasitaria,
causada por protozoarios do género Leishmania, que acomete seres
humanos e outros mamiferos (WHO, 2010). A doenca esta presente em
guase todos os continentes, e nas Américas o Brasil é responsavel por
aproximadamente 90% dos casos. A espécie circulante no Brasil é a
Leishmania infantum, e no ano de 2017 foram diagnosticados mais de 4
mil casos, com uma taxa de letalidade de 8,8% (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Os cdes sao susceptiveis a infeccao e funcionam como o principal
reservatorio do ciclo urbano da doenca (MORENO e ALVAR, 2002; READY,
2014), apesar de recentemente, um estudo realizado por Risuefio e
colaboradores (2018) terem demonstrado existir relagdo proxima de
outros mamiferos no ciclo de transmissao urbana na Espanha. No Brasil, a
transmissao da LV ocorre de cao para cao, e do cao para o homem, por
intermédio do vetor artrépode Lutzomia longipalpis (DANTAS-TORRES,
2007).

Durante o repasto sanguineo das fémeas do vetor flebotomineo,
macrofagos contendo formas amastigotas do parasito sdo ingeridos. No
intestino do vetor, essas formas amastigotas se desenvolvem em formas
promastigotas, em um ciclo chamado digenético. Essas promastigotas sao
regurgitadas na pele de um novo hospedeiro através da probdscide do
flebotomineo completando o ciclo (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; WHO,
2010).

Uma vez na pele do hospedeiro, os parasitos sdao fagocitados por
macrofagos da derme, desenvolvem-se na forma amastigota e
multiplicam-se no interior dessas células (PALTRINIERI et al., 2010), e de
acordo com Pinelli e colaboradores (1994) ocorre a distribuicao
especialmente para o figado, baco, linfonodos e medula dssea do
hospedeiro. Nesses 0Orgaos, considerados nicho de sobrevivéncia, os
parasitos multiplicam-se no interior de macréfagos formando vacuolos
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parasitéforos, e podem romper as células liberando amastigotas para
infectar novas células.

A doenca possui um amplo espectro clinico, podendo cursar de
formas assintomatica ou sintomatica, apresentando emagrecimento
progressivo, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, onicogrifose,
dermatites, anemia, hipergamaglobulinemia e em alguns casos evoluir
para a morte (READY et al., 2014). Quando nao tratada, a LV pode vir a
ser fatal em humanos e em cdes, segundo Borja-Cabrera e colaboradores
(2008), e os principais fatores associados a essa letalidade sao
sangramentos e co-infeccdes (COSTA et al. 2010).

Existem diversos métodos diagndsticos para a LV. Métodos diretos
como citologia, achados histopatoldgicos e clinicos, PCR, cultura do
parasito a partir de amostra bioldgica, xenodiagnostico, e os métodos
indiretos, que contemplam testes soroldgicos (ELISA e
Imunofluorescéncia), e teste da resposta imune celular (PALTRINIERI et
al., 2010; TRAVI et al., 2018). No Brasil, o diagndstico de caes positivos é
feito com a combinagdo do DPP® como teste de triagem e o ELISA como
teste confirmatério (LAURENTI et al., 2014).

O diagndstico correto e precoce dos caes em areas endémicas é
essencial para estabelecer planos de controle da doenca. Apesar de existir
tratamento, geralmente a eutanasia dos animais positivos é a medida de
controle adotada no Brasil, uma vez que até mesmo quando
assintomaticos, os cdes permanecem capazes de transmitir o parasito
para os flebotomineos (BRASIL, 2014; LAURENTI et al., 2013; DANTAS-
TORRES et al., 2019).

Entretanto, essa estratégia se mostra controversa e pouco eficaz,
uma vez que o0s proprietarios de animais eutandsiados podem inserir
novos animais susceptiveis a infeccdo nessas areas endémicas, e também
pelo evidente aumento do nimero de casos nos ultimos anos (MORENO e
ALVAR, 2002; COSTA et al.,2013; DANTAS-TORRES et al., 2019).

14



1.2 ESTRUTURA E FUNCAO DO BACO

O baco é um o6rgao linfoide secundario, parenquimatoso, que possui
funcdo imunoldgica e também de filtragem sanguinea removendo
hemacias senescentes da circulacdo. Esse 6rgao é suprido pela artéria
esplénica, a qual se ramifica em diversas arteriolas centrais. Em
observacdo histoldégica do tecido é possivel dividi-lo em duas areas
conhecidas como polpa branca (PB) e polpa vermelha (PV), e a disposigao
destas areas esta diretamente relacionada com o bom funcionamento do
orgao (SCOTHORNE, 1985; FRY e MCGAVIN, 2012).

A PV é constituida principalmente por fibroblastos, mieldcitos,
células reticulares, macrofagos, fibras colagenas e elasticas, as quais
permitem a contracao do 6rgdo, além de alguns linfocitos e plasmdcitos
em menor numero (VAN KRIEKEN, 1997). A disposicao das fibras,
juntamente com células endoteliais, dificulta a passagem de hemaécias
senescentes, facilitando a interacdo com macréfagos locais que irdo
fagocitar e destruir essas células. Com esse processo, ocorre a reciclagem
do ferro presente nos eritrécitos, além de favorecer a identificacdo e
destruicdo de patdgenos presentes na corrente sanguinea, como algumas
bactérias (MEBIUS e KRAAL, 2005).

Por possuir essa caracteristica, o baco € um érgao linfoide capaz de
realizar a vigilancia imunoldgica para antigenos e patdgenos circulantes na
corrente sanguinea, funcdo desempenhada pela PB. Essa regidao é
composta predominantemente por células linfoides e organizada em: area
em volta da arteriola central conhecida como Bainha Linfoide Periarteriolar
(Periarteriolar Lymphatic Sheats - PALS), composta majoritariamente por
linfocitos T; foliculo linfoide, composto principalmente por linfocitos B,
esse pode ser subdividido em zona do manto e centro germinativo; zona
marginal, uma area de transicao entre o foliculo e a PV (CESTA, 2006).

Na zona marginal, por ser uma area de grande transito sanguineo,

existe a presenca de macrdéfagos, os quais realizam a monitoracao e
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combate a patdgenos intracelulares e sanguineos, além de linfécitos B e
alguns plasmécitos (MEBIUS, NOLTE e KRAAL, 2004).

A estrutura da PB é que permite que os linfécitos T interajam com
os linfocitos B e dessa forma induza a expansao clonal de linfocitos B. Por
sua vez, os linfocitos B ativados interagem com as células dendriticas
apresentadoras de antigeno no centro germinativo e diferenciam-se em
plasmoblastos, células precursoras dos plasmécitos. Essas células migram
para a polpa vermelha onde podem diferenciar-se em plasmocitos e
secretar anticorpos para a corrente sanguinea (MEBIUS e KRAAL, 2005;
SZCZEPANEK et al., 2012).

A migracdo e manutencdo dos linfécitos para as zonas
correspondentes sao dependentes da expressao de quimiocinas
especificas para cada tipo celular. Linfocitos B possuem receptores CXCR5
na superficie celular e sdo atraidos pela quimiocina CXCL13 produzida por
células do estroma folicular. Ja linfocitos T, necessitam da expressao de
guimiocinas, como CCL19 e CCL21, por células do estroma da PALS, o que
permite a atracdo e manutencdo dos linfécitos nessa regiao (MEBIUS e
KRAAL, 2005).

1.3 O BACO NA LEISHMANIOSE VISCERAL

Ao sofrer alguma injuria, o baco pode responder de diversas
maneiras, como hiperplasia das células na PV, congestao ou contracao
excessiva para liberar eritrocitos, até mesmo hiperplasia da polpa branca
com aumento da estimulacdao antigénica com posterior atrofia (FRY e
MCGAVIN, 2012).

Durante o curso da LV, o baco, assim como figado, medula dssea e
outros o6rgdos linfoides podem apresentar-se intensamente parasitados.
Entretanto, o baco é o 6rgao envolvido em todas as formas de LV,
apresentando alteracOes histoldgicas significativas que impactam na
funcao desempenhada por ele (HERMIDA et al., 2018).
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Em um estudo realizado por Veress e colaboradores (1977), foi
observado que pacientes humano com LV apresentavam uma grande
reducdao nas areas da polpa branca, e essa reducdo era também
acompanhada pela diminuicdo de linfocitos e o aparecimento de necrose e
fibrose tecidual, e sugeriram que no curso da LV, as alteracdes no 6rgao
constituem-se de uma inicial hiperplasia, seguida de atrofia de
compartimentos e degeneracao celular.

Essas alteragbes foram observadas posteriormente por Smelt e
colaboradores (1997), que mostraram a destruicdo de células dendriticas
foliculares e desestruturacdo de foliculos linfoides em camundongos
infectados com L. donovani. Os autores sugeriram que alteracdes da polpa
branca esplénica associada a leishmaniose poderiam resultar na ativacao
inadequada de linfécitos B nos foliculos, com liberacdo dessas células na
circulacdo e produgao excessiva de plasmocitos. De fato, a plasmocitose
esplénica é um achado frequente na LV e geralmente associado a
desorganizacao do tecido linfoide (SILVA-O'HARE et al., 2016).

Santana e colaboradores (2008), em um estudo com caes
naturalmente infectados, encontraram que 56% dos caes infectados e
potencialmente susceptiveis a infeccdo possuiam algum grau de
desestruturacdo na polpa branca esplénica. Nesse estudo, observaram
que o bago variava de organizado, com sub-regides da PB bem definidas a
desorganizado, em que ja nao havia distincdo clara entre as regides da PB
e PV. Recentemente essas alteracdoes foram revisadas por Hermida e
colaboradores (2018) classificando-as entdo em trés tipos: Baco
organizado, ou tipo I, baco moderadamente desorganizado ou tipo II;
baco desorganizado ou tipo III. O baco desorganizado foi relacionado ao
maior parasitismo esplénico e sintomatologia clinica mais grave em caes
naturalmente infectados (LIMA et al., 2014; CAVALCANTI et al., 2015).

Essa desestruturacdo na conformacao esplénica é provocada por
alteracbes na expressao de quimiocinas, observado por Silva e
colaboradores (2012) que cdaes que apresentavam grau de

desestruturacdao esplénica, comparados a caes que possuiam o baco
17



organizado, possuiam menor expressao da quimiocina CXCL13, com isso,
ha uma incapacidade de manutencao dos linfécitos B no foliculo linfoide.

Além das alteragdes ocorridas nos foliculos linfoides esplénicos, a
zona marginal também sofre alteragcdes na sua conformacao. Ato e
colaboradores (2004) demonstraram experimentalmente em
camundongos que durante o curso da leishmaniose visceral ocorre uma
reducao na expressao de quimiocinas como a CCL19 e CCL21, quimiocinas
importantes para formagao da ZM.

A fungao imunoldgica dos érgaos linfoides secundarios, como é o
caso do bacgo, € mantida pela manutengdao da estrutura bem organizada
do 6rgao (BORGES-DA-SILVA et al., 2015). Por isso, quando ocorre a
desestruturacdo dos ambientes esplénicos, como na leishmaniose visceral,
a funcao imunoldgica do dérgao fica comprometida, possivelmente levando
ao aumento de susceptibilidade a doenca e ao aparecimento de infecgdes
oportunistas (HERMIDA et al., 2018).

Além das alteragdes imunoldgicas e estruturais, o baco durante o
curso da LV pode apresentar uma condicao conhecida como
hiperesplenismo, com sequestro de hemacias, plaquetas e leucécitos. Essa
retencao leva ao aparecimento de anemias, hemorragias e co-infecgoes,
umas das principais causas de morte na LV (VARMA e NASEEM, 2010;
COSTA et al., 2010).

1.4 IMPORTANCIA E FUNGAO DOS PLASMOCITOS

Os plasmécitos sao células correspondentes a um dos estagios finais
da diferenciacdo de células B ativadas e os principais responsaveis pela
producao e secrecao de anticorpos (MINGES WOLS, 2006). Essas células
podem ser divididas em dois subtipos: plasmodcitos de vida longa,
responsaveis pela producdo e manutencao de niveis séricos de anticorpos,
e plasmocitos de vida curta, responsaveis principalmente pela producao
inicial e local de anticorpos (SZYSZKO et al., 2011).
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No processo de ativacdo das células B T-dependentes, uma vez que
os linfécitos B reconhecam antigenos através do BCR, esses podem ser
ativados com auxilio de linfécitos T auxiliares e proliferar dando origem a
multiplas células B com diferentes BCR’s. Apds hipermutacdo somatica,
gque modificam as regides determinantes de complementaridade
(Complementarity determining region — CDR’s) das imunoglobulinas para
melhor adequarem-se ao antigeno, ocorre selecao pela capacidade de
ligar-se aos antigenos apresentados pelas células dendriticas foliculares.
Ocorrendo ligagao de alta especificidade e afinidade, ocorre a
diferenciacao de células B em plasmoblastos, do contrario, essas células
entram em apoptose (HIEPE et al., 2011), esse processo esta ilustrado na

figura 1.
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Figura 1- Esquema ilustrativo da diferenciacao dos linfocitos B. Os linfocitos B da
zona marginal (ZM) podem ser ativados por antigenos circulantes na corrente sanguinea,
adentrar ao foliculo em direcdo a Bainha linfoide Peri arteriolar (PALS), proliferar e
diferenciar em plasmdécitos de vida curta em focos extrafoliculares. Além disso, os
linfécitos B ativados podem interagir com linfécitos T na PALS, adentrarem ao Centro
Germinativo (CG), interagir com linfocitos T auxiliar (Ts) ou células dendriticas e
diferenciar em Linfocitos B de memodria, ou plasmoblastos. (Adaptado de ORACKI et al.,
2010)
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Apds a selecdo, os plasmoblastos aumentam gradativamente a
expressao de CXCR4, receptor para a quimiocina CXCL12, e migram em
direcdo a PV, passando pela PALS. Uma vez na PV, podem maturar dando
origem a plasmodcitos em focos extrafoliculares ou podem migrar para
medula dssea e se diferenciarem em plasmocitos de vida longa
(HARGREAVES et al., 2001; TARLINTON et al., 2008). Os plasmocitos sao
mantidos em nichos de sobrevivéncia, como na medula dssea, por meio
da sinalizagao de citocinas como CXCL12, APRIL, BAFF e IL6, secretadas
por células estromais e eosindfilos. Na auséncia dos dessas citocinas,
denominadas fatores de sobrevida, os plasmédcitos entram em apoptose
(NUTT et al., 2015).

Em condicdes de higidez, apenas alguns plasmécitos permanecem
na polpa vermelha do baco ou na regido extrafolicular de outros érgaos
linfoides secundarios. Os plasmoblastos podem também se diferenciar em
plasmécitos de vida curta e acumular temporariamente em locais de
inflamagao, ou no caso de doencgas autoimunes (SZYSZKO et al., 2011;
CHU e BEREK, 2013; KHODADADI et al., 2019).

A producao de anticorpos pode ser mantida por longos anos gracgas
a esse mecanismo de sobrevivéncia dos plasmédcitos de vida longa,
conferindo protecao ao individuo em caso de segundo contato com o
antigeno (MINGES WOLS, 2006). E é também devido a manutengao da
secrecao de anticorpos que essas células sao importantes na patogenia de
doencas autoimunes como Lupus e doenca celiaca (SZYSZKO et al., 2011;
DI NIRO et al., 2012; HIEPE e RADBRUCH, 2016).

Em cortes histolégicos corados em hematoxilina e eosina é possivel
diferenciar plasmécitos de linfocitos. Os plasmécitos apresentam-se como
células com maior relagcao citoplasma/nucleo, citoplasma acidofilo e
corado em tons de roxo, com nucleo condensado e excéntrico, além disso,
apresentam uma regidao clara proxima ao nucleo correspondente ao
Complexo de Golgi, que é proeminente devido a producao e secrecao de
anticorpos (MINGES WOLS, 2006).
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1.5 PLASMOCITOS NAS DOENCAS CRONICAS E INFECCIOSAS

Em algumas doencas cronicas, infecciosas ou autoimunes, a
inflamacdo e persisténcia antigénica criam condicdes que favorecem a
sobrevivéncia dos plasmoécitos nesses sitios inflamatérios (MALLISON et
al., 1991; MIZUTANI et al., 2009; SLOCOMBE et al., 2013). Em doencas
autoimunes, como Lupus eritematoso, esclerose multipla ou artrite
reumatoide, os plasmdcitos participam da patogénese ao secretar grandes
quantidades de auto-anticorpos.

Ja foi observado que camundongos com encefalomielite autoimune
experimental apresentavam o aumento da expressao de CXCL12 nas
areas inflamadas do sistema nervoso central e vasos sanguineos
adjacentes, além do aumento da expressdo de fatores de sobrevivéncia
para os plasmocitos, como VCAM-1, APRIL, BAFF, pelas células locais
(POLLOK et al., 2017). Uma vez nos tecidos, essas células permaneciam
por longos periodos contribuindo para a manutencao da inflamagao.

Além disso, em algumas doengas cronicas inflamatérias, um
mecanismo conhecido como “Epitope spreading”, contribui
significativamente na progressao da doencga. Nesse processo, a destruicao
tecidual provocada pela resposta imunoldgica leva a liberagdo de auto-
antigenos e ativagao de células B, culminando com a diferenciagdo dessas
células em plasmocitos auto-reativos (VANDERLUGT e MILLER, 1996;
MATSUMOTO, PARK e KOHYAMA, 2007; CORNABY et al., 2015).

Em doencas infecciosas, como em infeccoes por Salmonella, os
plasmécitos ndo somente secretam imunoglobulinas (IgG, IgA ou IgM),
mas também algumas citocinas como IL-10 e IL-35. Essas citocinas
possuem papel imunossupressor e atuam favorecendo a persisténcia da
infecgdo (FILLATREAU, 2015).

1.6 PLASMOCITOS E RESPOSTA IMUNOLOGICA NA LV
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A LV é uma doenca de carater crbnico que cursa com alteracdes
imunoldgicas, em que, em alguns casos o paciente ndao consegue
estabelecer resposta imunolégica adequada, e pode vir a o&bito
principalmente por sangramentos e co-infecgdes bacterianas (COSTA et al.
2010).

Em um estudo realizado por Silva-O’Hare e colaboradores (2016),
caes com LV e que apresentavam bago desorganizado, conforme a
classificacdo de Santana e colaboradores (2008), eram também os que
apresentavam intensa plasmocitose na PV esplénica, além de niveis de
IgG elevados, em comparacao aos caes de baco organizado. A
persisténcia dos plasmodcitos no baco pode ser explicada pelas alteracdes
estruturais observadas, assim como aumento de quimiocinas como BAFF e
APRIL, importantes na sobrevivéncia e migracao de plasmoblastos (GOTO
et al., 2014; OMACHI et al., 2017).

Apesar da grande quantidade dessas células no baco, ao avaliar a
especificidade dos anticorpos séricos encontrados no soro desses animais,
observou-se que havia uma tendéncia de aumento na quantidade de
anticorpos inespecificos nos animais com bago desorganizado, sugerindo
ativacdo inespecifica das células B (SILVA O'HARE et al., 2016). Essa
producao inespecifica de anticorpos pode ser explicada por uma condicao
conhecida como ativacao policlonal de linfécitos B, e ja foi descrita em
outras infeccOes causadas por virus, bactérias, e protozoarios como alguns
tripanossomatideos (MONTES et al., 2002; DEAK et al., 2010).

Na ativacdao policlonal, moléculas dos patégenos funcionam como
mitdgenos para célula B, induzindo a proliferacdo e expansao policlonal
independente da especificidade do BCR. Assim, multiplos clones de células
B se diferenciam e dao origem a células secretoras de anticorpos com as
mais diversas especificidades, inclusive com a produgdao de auto-
anticorpos (REINA-SAN-MARTIN, COSSON e MINOPRIO, 2000).

Na LV, a expansao policlonal de linfocitos B esta relacionada com
aumento da susceptibilidade, e com a hipergamaglobulinemia (SILVA-

BARRIOS e STAGER, 2019). A hipergamaglobulinemia é responséavel pela
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formacdo de complexos imunes, que podem se depositar nos tubulos
renais, e em capilares, provocando alteracdes renais (GIUNCHETTI et al.,
2019).

23



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

2.1 JUSTIFICATIVA

A deteccao de plasmdcitos possibilita aprimorar o entendimento de
aspectos imunolégicos de doencas infecciosas, diagnosticar doencas
autoimunes e até mesmo verificar efetividade de protocolos de vacinas.
Para isso, existem diversas técnicas para a identificacdo de plasmdcitos e
para qual antigeno esses produzem anticorpos, como a técnica de
ELISPOT e citometria de fluxo (ODHENDAHL et al., 2005). Entretanto,
essas técnicas ndo permitem que sejam avaliadas a distribuicao no tecido
e a especificidade de anticorpos produzidos, ao mesmo tempo.

Mizutani e colaboradores (2014), utilizando uma técnica similar a
imunohistoquimica (MIZUTANI et al., 2009), conseguiram detectar
plasmdcitos produtores de anticorpos especificos na doenga periodontal
em tecido congelado de bidpsia. Essa técnica, ndao s6 permitiu que fosse
feita a deteccdo da especificidade dos plasmdcitos, mas também verificar
a localizagdo no tecido histoldgico, possibilitando fazer inferéncias da
participacdao dessas células no processo inflamatério. Porém, até o
momento, essa técnica ndo foi utilizada em estudos com doencas
parasitarias.

Sabemos que durante a LV, observa-se uma elevacao na globulina
sérica dos animais e seres humanos, e que essa elevacao esta relacionada
ao perfil clinico mais grave. Além disso, observa-se um acumulo de
plasmécitos na PV do baco relacionada com a desorganizacdao dos
microambientes de PB. Como os plasmdcitos sao as células responsaveis
pela secrecdo de anticorpos, é possivel que a plasmocitose observada
contribua para o agravamento da LV.

Tendo em vista a importancia dos plasmaécitos na evolucdao da LV e o
fato de até o momento a especificidade dessas células ndo ter sido
verificada, assim como a frequéncia dessas células que efetivamente

produzem anticorpos para antigenos de L. inftantum no tecido esplénico,
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acreditamos que utilizando a técnica descrita por Mizutani e colaboradores
(2009), sera possivel identificar os plasmoécitos produtores de anticorpos
anti-L. infantum. Assim, poderemos acessar informagdes como qual a real
proporcdo de plasmécitos presentes no baco que produzem anticorpos
anti-L.infantum durante a LV e se esses plasmocitos que se acumulam na

PV contribuem para o perfil de doengca mais grave.

2.2 HIPOTESE

A nossa hipdtese é que uma a maioria dos plasmdcitos presentes no
baco de cdes com LV nao é especifica para antigenos de Leishmania e que
utilizando a técnica modificada de imunohistoquimica sera possivel
identificar a células produtoras de anticorpos anti-L.infantum e determinar

a proporgao destas no bago de caes com LV.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar técnica de identificacdo de plasmocitos produtores de
anticorpos especificos para L.infantum e estimar a proporcao desses

plasmocitos no baco de caes com LV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produzir antigeno biotinilado de L.infantum, para marcagdao em
imunohistoquimica;

2. Determinar a densidade de plasmdcitos na polpa vermelha do baco
de caes com LV;

3. Padronizar uma técnica de imuno-histoquimica modificada para
detecgdo de plasmdécitos especificos;

4. Identificar plasmocitos produtores de anticorpos especificos para
L.infantum em tecido esplénico;

5. Estimar a densidade de plasmécitos que produzem anticorpos
especificos para L. infantum nos diferentes compartimentos

esplénicos.
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4. METODOLOGIA E ESTRATEGIAS DE ACAO

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Céaes sem LV

Céaes com LV
: N=3

N=8

Promastigotas de
L.infantum em
fase estacionaria Criopreservacgio

Biotinilagao ‘
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Figura 2 - Desenho esquematico do delineamento experimental

4.2 AMOSTRA EXPERIMENTAL

4.2.1 Animais
Foram obtidos oito cdes oriundos de area endémica da cidade de

Camacari-Ba e com leishmaniose visceral canina. Esses animais foram
voluntariamente entregues ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da
cidade de Camacari-BA, com resultados positivos de ELISA e DPP®,
realizados pelo Laboratério Central de Saude Publica (LACEN-BA). Como
animais controle, trés caes oriundos do canil de experimentacdo da

Fiocruz-Ba foram utilizados.

4.2.2 Exame clinico e eutanasia
Os animais foram submetidos ao exame clinico e classificados de

acordo com a ficha de avaliagao clinica descrita por Solca e colaboradores
(2016). Oportunamente, foi coletado o sangue para obtencao de soro,

feita anestesia geral utilizando 0,05mL de cloridrato de xilazina + 0,15mL
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de cetamina por kg e a eutanasia com dose letal de solugao supersaturada

de cloreto de potassio injetado por via intracardiaca.

4.2.3 Baco

Apds a eutandsia, foram coletados trés fragmentos de baco

conforme o esquema mostrado na Figura 3:

|
|

Figura 3. Desenho esquematico da coleta dos fragmentos no baco dos cdes.

O primeiro fragmento foi retirado do terco médio do dérgao, com
aproximadamente 10 X 10 X 2 mm e acondicionado em tubos
eppendorff contendo 1mL de RNA Later. Apds 24 horas na geladeira,
o RNA Later foi removido e o tecido congelado em nitrogénio liquido
até utilizacao para gPCR.

O segundo fragmento foi retirado do terco médio, com
aproximadamente 1 X 1 X 1 cm, e acondicionado em tubo contendo
solugao salina. Esse fragmento foi utilizado para isolamento de
Leishmania em cultura.

O terceiro fragmento foi retirado do terco médio do érgao, contendo
capsula, com aproximadamente 10 X 10 X 3 mm e acondicionado
em paraformaldeido 4% por 4 horas a 4°C. Apds esse periodo, o
fragmento foi acondicionado em tubo contendo sacarose 10%, por 4

horas a 4°C. Passado esse tempo, o fragmento foi transferido para
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um tubo contendo 15% de sacarose e armazenado na geladeira
overnight. Entao, o fragmento foi transferido para tubo contendo
sacarose 25%, e armazenado por 4 horas a 4°C. Em seguida, foi
acondicionado em Tissue Tek®, congelado em vapor de nitrogénio
liguido, e armazenado a -80°C até utilizacdao para coloracao em H&E

e imuno-histoquimica.

4.3 PRODUCAO DE ANTIGENO SOLUVEL DE L. INFANTUM BIOTINILADO

Cepas de L. infantum foram cultivadas in vitro em meio Schneider
contendo 20% de soro fetal bovino, por aproximadamente 4 a 5 dias,
quando alcancaram a fase estacionaria de cultivo. A cultura foi transferida
para tubo de polipropileno de 50 mL e submetida a centrifugacao (3000
rom, 4°C por 10 minutos), descartado o sobrenadante e o pellet
ressuspenso em HBSS. Esse procedimento foi repetido por mais 3 vezes,
sendo que apods a ultima lavagem, foi realizada a contagem de Leishmania
em camara de Neubauer.

Ajustada a concentragdo para 1,6 x 10® Leishmania/mL em PBS,
separamos a suspensao em dois tubos com aproximadamente 5mL cada,
um para submeter os parasitos a biotinilagdo e o outro para manter os
parasitos que serviram para controle experimental. Esses tubos foram
novamente centrifugados conforme descrito acima e descartado o
sobrenadante.

No tubo para biotinilagdo, o pellet foi ressuspenso em uma solugao
contendo 30mg de Biotina + 450uL de DMSO em 15mL de PBS. Entao foi
incubado por 1 hora em estufa de CO, a 37°C. Apds a incubacdo, o
material foi centrifugado a 2400 rpm, 4°C, por 10 minutos para obtencao
do pellet. Esse foi lavado trés vezes com PBS + 5% de BSA, nas mesmas
condicdes anteriores e entdo foi realizada uma nova contagem dos
parasitos.

Para a obtencdao do antigeno solivel de L. infantum biotinilado

(bSLA), foi adicionado tampao de lise (NP40 +Tris/HCI + EDTA) no volume
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semelhante ao volume do pellet, homogeneizado, colocado em agitador
por 10 minutos. Apds esse periodo, o conteudo foi centrifugado por 3
minutos, 2000 RPM a 4°C. Todo o conteudo foi transferido para um tubo
eppendorf de 1,5mL e novamente centrifugado a 13000 RPM, 4°C por
cinco minutos. O sobrenadante foi aliquotado, identificado como “1° lisado
do antigeno biotinilado”. O pellet foi novamente ressuspenso em volume
semelhante com tampao de |lise e centrifugado novamente. O
sobrenadante foi aliquotado e identificado como “2° lisado do antigeno
biotinilado”. Todas as aliquotas foram armazenadas a -20°C até utilizacdo.

Procedimento semelhante foi realizado para producao de antigenos
biotinilados de macréfagos de linhagem murina J774. Esses antigenos

foram utilizados como controle negativo da reacdo de imunohistoquimica.

4.4 CONTROLE DA BIOTINILACAO

Para o controle da biotinilagdo, foi realizada citocentrifugagao dos
parasitos e das células 1774 em laminas para imunofluorescéncia
utilizando Cytospin™ (Thermo Scientific, EUA). Para cada tubo (biotinilado
ou controle) foram adicionados 100uL da suspensao por pogo,
centrifugado a 500 x g por 5 minutos e repetido o processo totalizando
dois spots para cada lamina. Essas laminas foram fixadas em acetona
gelada e armazenadas a -20°C até utilizagao.

As laminas foram descongeladas no momento do uso, e hidratadas
em PBS 1x. A estreptavidina conjugada ao FITC foi diluida em PBS 1x na
concentracao final de 5ug/mL, entdo se adicionou 50uL em cada spot e
incubou-se por 1 hora em camara Umida na temperatura ambiente. Apos
a incubacgdo, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS 1x, montadas
com VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium com DAPI e analisadas

em microscoépio invertido de fluorescéncia.
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4.5 LIGACAO DOS bSLA A IG DE CAES

Utilizou-se a técnica de Dot Blot para verificar a ligacao do antigeno
biotinilado a imunoglobulina de cdes naturalmente infectados por
L.infantum e determinar a diluicdo do antigeno a ser utilizada nas reacdes
de imunohistoquimica. Para isso, imunoglobulinas de soro de caes de area
endémica com alta e baixa titulacdo sérica para L.infantum foram
impregnadas em membrana de nitrocelulose utilizando bomba a vacuo.

Foram feitas diferentes diluicdes das imunoglobulinas em PBS 1x,
com concentracdes de 40ug, 20ug e 10pg por mL. Apds a etapa de
impregnagao, verificou-se a formagao dos spots na membrana de
nitrocelulose pela coloragcao com Vermelho de Ponceau. Prosseguiu-se
com as lavagens com PBS + Tween20 0,05% e bloqueio dos sitios de
ligacdes inespecificos com solucao de PBS + 5% de leite desnatado por 2
horas na temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram
incubadas com bSLA em diferentes concentragoes (1:50 e 1:100), diluidos
em PBS + 5% leite desnatado + Tween20 0,05%, pelo periodo de 1 hora
em temperatura ambiente.

Terminada a incubagao com o bSLA e as lavagens com PBS + 5% de
leite desnatado, foi feita a incubacdao com a Streptavidina-HRP diluida a
2ug/mL em PBS + 5% de leite desnatado por 1 hora a TA. Entdo, a
membrana foi lavada com PBS e revelada com solugao de Tris-HCI 0,05M
+ 0,06% de DAB + 0,002% de H,0, até visualizacao dos spots. A reacao

foi parada com lavagens em agua destilada.

4.6 IMUNOHISTOQUIMICA MODIFICADA

Com o objetivo de identificar células produtoras de anticorpos anti-
L.infantum em tecido esplénico de caes, foi realizada uma técnica de
imunohistoquimica modificada de acordo com a revisao feita por Mizutani

e colaboradores (2016), adicionadas as padronizacdes necessarias.
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Inicialmente, fragmento de baco congelado em Tissue Tek® foi
cortado em fragmentos de 3-4uym de espessura e as secgdoes colocadas
em laminas de vidro silanizadas e armazenadas a -20°C até a utilizacao.

As laminas foram descongeladas a temperatura ambiente e entdo
foram hidratadas em &gua corrente por 5 minutos. Foi realizado o
blogueio da peroxidase enddgena imergindo as laminas em solucao
contendo 0.3% de peréxido de hidrogénio + metanol por 30 minutos. As
laminas foram lavadas em PBS 1x e imersas em solugdao TBS 0,05 M, pH
7,6 com 5 pg/mL de proteinase K por 15 minutos na temperatura
ambiente. Foi feita a lavagem com PBS 1X, pH 7,2, e entdao adicionado
50uL do bSLA, em cada seccao, na diluicao 1:100 e incubado por 1 hora
em temperatura ambiente.

Depois de incubadas, as laminas foram lavadas trés vezes com
PBS1X, e incubadas com Streptavidina-HRP 2ug/mL por mais 1 hora a
temperatura ambiente. Repetido o procedimento de lavagens, foi realizada
a coloracao com solucao contendo 0,05M Tris-HCI, pH 7,6, 0,02% DAB e
0,006% de perdéxido de hidrogénio. Revelada a coloracdo, as laminas
foram lavadas em d&gua corrente, os nucleos contra corados com
hematoxilina, desidratadas em gradiente de etanol, penetradas em xilol e

montadas com Balsamo do Canada.

4.7 QUANTIFICAGCAO DE PLASMOCITOS TOTAIS E MARCADOS

As laminas de imunohistoquimica e coradas em H&E foram
fotografadas em aumento maximo de 400X pelo equipamento (Virtual
Slide Microscopy VS120, Olympus, Japan). As imagens obtidas foram
visualizadas através do software Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics).

A contagem de plasmoécitos totais foi realizada em 5 campos
aleatorios da polpa vermelha, considerando as células com morfologia
caracteristica de plasmocitos: citoplasma levemente acidofilo, nucleo
deslocado para a periferia da célula e area clara proximo ao nucleo

correspondente ao complexo de Golgi. Foi calculada a média de células
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guantificadas, e o valor encontrado foi dividido pela area total da foto em
mm?2, sendo o valor representado em células/mm?2 para cada animal.
Procedimento semelhante foi realizado para quantificacao de
plasmécitos marcados na imunohistoquimica, sendo consideradas
positivas as células com morfologia caracteristica de plasmocitos e
coradas em marrom-castanho, correspondente a coloracao do DAB. O

valor dessas células também foi expresso em células/mm?2.

4.8 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos envolvendo animais vivos, realizados neste
trabalho, ndo violam as rotinas propostas no manual de vigilancia e
controle de leishmaniose visceral (BRASIL, 2014). Foram conduzidos de
acordo com a Lei No. 11.794, relativa a experimentagcdo com animal
(BRASIL, 2008) e com as diretrizes da Fundagao Oswaldo Cruz para
pesquisa com animais
(http://sistemas.cpqam.fiocruz.br/ceua/hiceuaw000.aspx). Este trabalho
fez parte do projeto “"Desenvolvimento de testes baseados na resposta
imune celular para a identificacao de caes infectados com Leishmania para
a definicdo de resisténcia e susceptibilidade de gravidade na leishmaniose
visceral”, aprovado pelo comité de ética para o uso de animais em
pesquisa (CPgGM-FIOCRUZ, CEUA, licenca N.017/2017).

4.9 EXPRESSAO E ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em valores numéricos absolutos e
relativos, em tabelas e graficos, quando adequado, utilizando o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). O valor da significancia
estatistica das diferencas observadas entre os grupos foi determinado
através de testes paramétricos de comparacao de médias (ANOVA), para
nimero de células por &area definida, por exemplo. Para variaveis
categodricas, semiquantativas ou de distribuicdo nao gaussiana, foi
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utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Diferencas entre
proporcoes foram analisadas utilizando-se o teste do Qui-quadrado, ou o
teste exato de Fisher, quando recomendado. O valor critico para

significancia dos resultados foi estabelecido para p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 BIOTINILACAO DE L. infantum E PRODUCAO DE ANTIGENOS

Apds a etapa de biotinilacdo e a reacao de imunofluorescéncia,
verificou-se que havia a marcagao positiva apenas nas promastigotas de
L. infantum que passaram pelo processo de biotinilacao (figuras 4 e 5). E

possivel observar a morfologia caracteristica do parasito, com ligacao da

biotina em toda superficie externa, inclusive no flagelo (Figura 4A).

Q B)

Figura 4. L. infatum em fase estacionaria de cultivo in vitro biotiniladas observadas em
aumento de 400x em microscopia de fluorescéncia. A- FITC; B- Nucleos corados com
DAPI; C- Sobreposicdo das imagens A e B.
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Na reacao de imunofluorescéncia para as L.infantum nao biotiniladas
(figura 5) é possivel observar apenas autofluorescéncia, porém sem

morfologia definida como observado nas L.infantum biotiniladas.

(A B

Figura 5. L.infatum em fase estacionaria de cultivo in vitro sem biotinilar observadas por
microscopio de fluorescéncia. Aumento de 400x. A- FITC; B- Nucleos corados com DAPI;
C- Sobreposicdo das imagens A e B.

Padrao semelhante foi observado na marcacao das células 1774, em

gue apenas as células biotiniladas apresentaram fluorescéncia (figura 6).
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Figura 6- Macrofagos de linhagem J774. As imagens A, B e C correspondem as células biotiniladas coradas com FITC (A), DAPI (B) e
sobreposicdao das imagens (C). As imagens D, E e F correspondem as células sem estar conjugadas a biotina coradas com FITC (D), DAPI

(E) e sobreposicdo das imagens (F). Observar que apenas as células biotiniladas foram positivas na imunofluorescéncia com
streptavidina-FITC. Aumento de 400x.
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Uma vez produzido o bSLA, a confirmacdao da ligacao do antigeno
biotinilado com imunoglobulinas de caes naturalmente infectados foi feita
com a reacgao de Dot Blot.

Observamos que houve coloracdao apenas nos spots em que havia
imunoglobulinas de cao positivo para LV e com alto titulo de anticorpos no
soro (figura 7). Além disso, foi possivel definir a melhor diluicdo do bSLA
para utilizacdo nas reacgdes de imunohistoquimica modificada em 1:100,
uma vez que havia formagao de cor mesmo em diluicdes menores de
imunoglobulinas.

Wi M s : Antigel
Diluicdo Imunoglobulinas Lo

40ug 20ng  10ug

|0-

Antigeno 1:50

g+

Ig-

Antigeno 1:100

g+

Figura 7- Titulagdo do antigeno biotinilado utilizando rea¢&o de Dot Blot. Imunoglobulinas de caes
com alto titulo (Ig+) e baixo titulo (Ig-) de anticorpos para L.infantum foram impregnadas em
membrana de nitrocelulose. Antigenos biotinilados de L.infantum foram diluidos em 1:50 e 1:100.
Como controle positivo foi impregnado antigeno bruto biotinilado de L.infantum.

5.2 APRESENTACAO CLINICA DOS ANIMAIS

Todos os animais oriundos do Centro de Controle de Zoonoses,

Camacari-Ba foram positivos no ELISA e na cultura do macerado
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esplénico. Além disso, ao exame clinico, os animais apresentaram em sua

maioria sinais clinicos que variaram de brandos a intensos, prevalecendo

conjuntivite, crostas na orelha, emagrecimento, mucosas hipocoradas e

onicogrifose (Tabela 1). Além desses, outros sinais como linfadenopatia,

dermatite, alopecia, esplenomegalia e hiperqueratose também foram

observados em menor frequéncia. Todos os animais foram classificados

como sintomaticos, de acordo com os parametros clinicos descritos por

Solca e colaboradores (2016).

Tabela 1- Caracteristicas clinicas gerais dos caes.

Parédmetros Com LV Sem LV
N(%) N(%)
N (%) 8 (100) 3 (100)
Sexo Macho 7 (88) 0 (0)
Fémea 1(12) 3 (100)
Idade
Filhote 1(12,5) 0 (0)
Jovem 2 (25) 0 (0)
Adulto 4 (50) 3 (100)
Idoso 1(12,5) 0 (0)
Escore
clinico
Subclinico <3 0(0) 3 (100)
Moderado 24 <7 2 (25) 0 (0)
Grave 27 6 (75) 0 (0)
Sinais
clinicos
Conjuntivite 7 (88) 0 (0)
Crosta orelha 6 (75) 0 (0)
Emagrecimento 5 (63) 0 (0)
Mucosas hipocoradas 5 (63) 0 (0)
Onicogrifose 5 (63) 0 (0)
Esplenomegalia 4 (50) 0 (0)
Dermatite periocular 4 (50) 0 (0)
Alopecia 4 (50) 0 (0)
Dermatite furfuracea 4 (50) 0 (0)
Linfadenomegalia 3 (38) 0 (0)
Despigmentacéo 3 (38) 0 (0)
Ulcera na orelha 2 (25) 0 (0)
Hiperqueratose 2 (25) 0 (0)
Parasitismo
gPCR 6 (75) 0 (0)
ELISA 8 (100) -
Cultura do aspirado esplénico 8 (100) -

Ao avaliarmos as proteinas séricas, observamos que os animais com

LV apresentavam menor valor na relacao albumina/globulina, quando

comparados

com

0S animais

controle

(p=0,0358)

caracterizando uma hiperglobulinemia nesses animais.

(figura

8),
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Figura 8- Relacao das proteinas séricas albumina/globulina. C3es infectados com
L.infantum apresentam menor razao albumina/globulina quando comparados com caes
controle. Cada ponto no grafico corresponde a um animal. (p=0,0358, teste t
paramétrico).

5.3 PLASMOCITOSE NA POLPA VERMELHA E ESPECIFICIDADE DE
ANTICORPO

A analise histolégica das laminas de bacos coradas em HE foi
realizada, e foram encontradas alteracdbes como periesplenite (2/8),
deposicdo de matriz extracelular em corddes esplénicos (1/8), atrofia de
foliculos linfoides e centro germinativo (2/8), além da presenca de
neutroéfilos (4/8) e granuloma (1/8) na polpa vermelha. Esses achados

estao representados na figura 9.
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Figura 9- Fotomicrografias de baco de caes com LV. A- Infiltrado inflamatdério em capsula. B-
Deposicao de matriz extracelular em corddes esplénicos. C- Multiplos granulomas na PV. D-
Granuloma em maior aumento, setas pretas indicam a presenca de plasmécitos ao redor desse
granuloma. E- Macréfagos parasitados na PV (Setas vermelhas), células de Mott (Seta amarela),

neutrofilo (Seta branca) e plasmadcitos (Setas pretas) na PV, aumento de 1000x. Ladminas
coradas em HE.
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Além disso, verificamos que havia acimulo de plasmécitos na PV do

orgao e esse numero de plasmécitos foi maior que o observado em baco

de caes controle (p<0,01) (figura 10).

Plasmdacitos na PV

1400 . x |
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Controle Infectados

Figura 10- Plasmocitose na polpa vermelha do bacgo. A- Fotomicrografia de
plasmdcitos acumulados na polpa vermelha do baco de cdes com LV, 400x, HE. B- A
guantidade de plasmdcitos na polpa vermelha foi quantificada em 5 campos aleatorios e
calculada a média de células por mmz2. Cada ponto no grafico corresponde a média de
plasmacitos por animal. Observa-se que ha aumento no nimero de plasmocitos nos
animais infectados. (p=0,0121, Mann-Whitney).

A reatividade desses plasmocitos foi verificada através da reacao de
imunohistoquimica modificada utilizando bSLA e antigenos de ]J774 como
sondas. NOs observamos que havia a ligacdao bSLA’s com anticorpos em
alguns plasmécitos na polpa vermelha do bago de caes naturalmente
infectados (figura 11), e que essa ligacao nao ocorreu quando incubamos
0 bSLA com bacos de caes sem infeccao por L. infantum (figura 12). Nao
houve, nos bagos desses animais, marcacdo de células com antigenos de
1774 biotinilados.
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Figura 11 - Fotomicrografias de bacos marcados por IHQ para identificagdo de células
produtoras de anticorpos anti-SLA. A- Células marcadas distribuidas na PV do baco em
aumento de 100x. B- Células marcadas (setas vermelhas) e ndo marcadas (setas
verdes) ao redor de granulomas na PV do baco em aumento de 200x. C-
Fotomicrografia em maior aumento da PV (400x) mostrando células marcadas (setas 43
vermelhas) e ndo marcadas (setas verdes)



Figura 12- Fotomicrografias de bacos dos cdes controle. A - Area representativa de
polpa branca, H&E, 200x. B- Polpa vermelha em aumento de 400x, corada em H&E, 44
observar a presenca de plasmacitos (seta preta) e pigmentos castanhos (seta

amarela). C- Imunohistoquimica modificada, observar que ndo houve marcagao,
aumento de 400x.



Além da presenca de células marcadas na PV, observamos que em
alguns casos havia apresenca dessas células na PB, especificamente nas
regioes de PALS (figura 13). Nao verificamos a presenga em outras

regides da PB, como CG, manto ou ZM.

i

mn" Ve Sz a” ::. = Ay
@;“«’Q" .:a ¥ Sglhy
® % :

e

10K ¢4 ?”
*‘ F

Figura 13- Fotomicrografia de bago de cdo com LV. Observar células marcadas com
DAB (setas vermelhas) distribuidas ao redor de arteriola central (linha tracejada) em
area correspondente a PALS. Observar que existem também plasmdcitos ndo marcados
(seta verde).

As células positivas na imunohistoquimica foram quantificadas
escolhendo-se 5 campos em que havia maior representacdo de células
marcadas, e calculada a média da quantidade dessas células por campo
para cada animal. A proporcao de células marcadas foi calculada em
relacdo a quantidade de plasmocitos totais quantificados nas laminas de
HE.

Observamos que a mediana da proporcao de células marcadas na PV
foi de 21,5% [14,2-41,5] e que dos 8 animais com leishmaniose visceral
6 apresentavam em menos de 42% de plasmodcitos reativos para

antigenos de L.infantum. Avaliamos também a presenca dessas células
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marcadas na PALS, e procedimento semelhante foi realizado. Os

resultados dessas quantificacdes foram sumarizados na tabela 2.

Tabela 2- Quantificacdao de plasmocitos totais e marcados por
imunohistoquimica modificada.

Baco Plas:1‘;’)cito P:::::gg';o EV Plasmacito P:::_Zg;';o PALS Es,c?re
PV (%) PALS PALS (%) clinico
OR 363 54 15 815 663 81,4 12
OR 524 75 14 375 81 21,6 10
OR 568 118 21 330 252 76,4 17
OR 1214 269 22 782 608 77,8 9
OR 358 151 42 164 40 24,4 6
DO 1006 398 40 424 302 71,3 4
DO 842 65 8 524 419 80 11
DO 239 183 76 323 139 41,3 13
Média 639,3 164,1 29,8° 467,1 313 59,3° 10,2

Nota:A quantidade de células expressas na tabela corresponde a quantidade de
células/mm?2. A proporcdo de plasmécitos especificos foi calculada em relacdo a
quantidade total de plasmécitos quantificados na polpa vermelha. A classificacdo do bago
foi feita de acordo com a organizacao da polpa branca em organizado (OR) ou
desorganizado (DO). O escore clinico corresponde a soma dos valores atribuidos para a
apresentacao e intensidade dos sinais clinicos ao exame clinico.  Diferenca estatistica
entre as médias, Mann-Whitney, p=0,02.

Observamos que a proporcao de células marcadas nos caes com LV
€ maior na PALS (59,3%) do que na PV (29,8%) do baco (p=0,02). Além
disso, ao plotarmos a proporcdao de células marcadas na PALS x PV,
observamos que existe uma curva polinomial que muda de direcdo a
medida que aumentam as células marcadas na PALS (R2=0,9102) (Figura
14).
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Figura 14- Relagdo entre proporgao de plasmécitos marcados na PALS e na PV
de caes com LV. E possivel observar que os animais com maior porcentagem de células
positivas na PALS tendem a serem os animais com menor proporcao de células positivas

na PV. Cada ponto no grafico corresponde a um animal. (Polindmio quadratico; R2
0,9102).

Ao relacionarmos a proporcao de plasmdcitos reativos na PV ao
score clinico desses animais, observamos que existe uma tendéncia de
agueles que apresentam menor niumero de plasmocitos especificos serem
0s que possuem escore clinico mais grave (>7), porém ainda sem

diferenga estatistica (figura 15).
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Figura 15- Relagcdo entre porcentagem de plasmocitos especificos e score
clinicos dos animais com LV. A linha tracejada corresponde ao 75° percentil da
amostra. Cada ponto no grafico corresponde a um cdo infectado.
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6. DISCUSSAO

Com esse trabalho, nds objetivamos padronizar a técnica para
identificar plasmoédcitos produtores de anticorpos anti-antigenos de
superficie de L.infantum em tecido esplénico. NOs realizamos a biotinilacao
de promastigotas de L.infantum, produzimos antigenos solUveis a partir
desses parasitos e entdao utilizamos esses antigenos em uma técnica de
imunohistoquimica modificada. Foi identificada presenca de plasmécitos
na PV, em regidoes da PALS e ao redor de granulomas. Porém, apenas
uma porcentagem dessas células produtoras de anticorpos com afinidade
por bSLA’'s e ndao houve diferenca quanto a distribuicdo em relagdo a
organizacao do baco ou escore clinico.

Apesar de observada a marcacao positiva, verificamos baixa
proporcao de células na PV. Sabe-se que a L. infantum apresenta um ciclo
digenético, com alteragcbes morfoldgicas marcantes, e tem a forma
amastigota como forma evolutiva no hospedeiro (COELHO et al., 2012).
Mesmo que ja tenha sido demonstrado que uma grande parte das
proteinas expressas permanece comum aos estagios evolutivos,
conservando a imunogenicidade, o que se observa é que a combinacdo de
proteinas de superficie de amastigotas com as proteinas de promastigotas
aumentam a acuracia de diagndstico (MARTINS et al., 2016). Por isso, a
utilizacdo de proteinas de superficie de formas promastigotas de L.
infantum é um fator limitante que precisa ser considerado.

Nesse estudo observamos que os cdaes com LV apresentam uma
intensa plasmocitose na PV, e que apesar disso, menos de 42% dessas
células produzem anticorpos especificos para antigenos de superficie de
promastigotas de L.infantum. Além disso, ao avaliarmos a distribuicao das
células marcadas no baco, verificamos que essas eram mais frequentes na
PALS e que na medida em que a proporcdo de plasmocitos marcados

aumentam na PALS esses reduzem na PV.
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Também foi observado que «cdes com LV apresentam
hiperglobulinemia caracterizada pela reducao da relacao
albumina/globulina e que a proporcdao de plasmoécitos produtores de
anticorpos para antigenos de superficie de promastigotas de L.infantum
tendia a se menor nos caes com escore clinico mais grave.

Considerando o processo de ativacdo e diferenciacao das células B, é
esperado encontrar uma parcela de plasmoécitos na PALS, sugerindo que
essas células passaram por selecdo e maturacao por afinidade no foliculo
linfoide (ORACKI et al., 2010). Em condigdes normais, os plasmoblastos
que passaram por essa maturagdo migram em direcdao a polpa vermelha e
entao seguem para a medula dssea para diferenciar-se em plasmadcitos de
vida longa. Silva-O'Hare e colaboradores (2016) identificaram grande
quantidade de células IgG positivas na PV de cdes com bago
desorganizado. Porém, o que observamos é que quanto maior a proporgao
de células marcadas na PALS, menor a quantidade na PV. Esses dados
corroboram para que exista uma ativacdo policlonal de linfécitos B,
sugerindo que ha diferenciacdo andmala dessas células na PV.

A presenca de plasmoécitos ao redor de granulomas pode ser
explicada pela capacidade das células do granuloma secretarem grandes
guantidades de APRIL, uma quimiocina importante na sobrevivéncia dos
plasmocitos (MUELLER et al., 2014). Além disso, ja foi observado, em um
estudo em caes com LV, que o bago possui aumento da expressao de
citocinas como CXCL12, BAFF e APRIL (SILVA-O'HARE et al., 2016), essas
quimiocinas sdo importantes para a migracdo e sobrevivéncia dos
plasmécitos, tornando o baco o local ideal para permanéncia dos dessas
células no curso da LV.

A plasmocitose na PV e hiperglobulinemia sao alteragbes comuns na
LV. Ainda que altos niveis de anticorpos sejam observados, o que se
verifica € que muitos dos anticorpos séricos ndao sao especificos para L.
infantum, inclusive com a presenca elevada de auto anticorpos (SILVA-
O'HARE et al., 2016; CHAABOUNI et al.,, 2018; SILVA-BARRIOS e

STAGER, 2019). Como em nosso estudo demonstramos que menos da
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metade dos plasmécitos na PV do baco de caes infectados sdao especificos
para antigenos de superficie de promastigotas de L. infantum, é possivel
gue a maioria desses plasmdcitos produza anticorpos nao especificos para
L. infantum. Na verdade, estudos demonstram uma baixa quantidade de
imunoglobulinas séricas para antigenos de L. infantum em comparagao ao
total de imunoglobulinas (RODRIGUES et al., 2014; SILVA-O'HARE et al.,
2016).

O aumento na quantidade de células produtoras de anticorpos
implica na presenca da hiperglobulinemia, alteragcao observada em nosso
estudo. Ademais, houve tendéncia a menor numero de plasmoécitos
especificos associado a doenca clinica mais grave. A hiperglobulinemia
esta relacionada ao aumento da susceptibilidade para LV, sendo inclusive
um marcador utilizado para avaliacao da eficacia do tratamento. De fato,
a presenca de grande quantidade de imunoglobulinas circulantes favorece
a formacao de imunocomplexos que podem causar dano tecidual e cursar
com apresentacao clinica mais grave (CARREIRA, MONTEIRO e AZEVEDO,
2017; GIUNCHETTI et al.,, 2019). Além do dano direto, a
hiperglobulinemia pode modular o sistema imunoldégico para um perfil
mais regulatdério, uma vez que amastigotas opsonizadas quando
fagocitadas podem induzir a producdo de IL-10, uma citocina regulatoria
que favorece a persisténcia do parasito (RODRIGUES et al., 2016).

Um dos possiveis mecanismos que poderia justificar a grande
guantidade de plasmécitos e a pouca quantidade dessas células
responsivas a L. infantum é a ativacao policlonal de linfécitos B conforme
descrita nas infeccdes por Tripanosoma cruzi e Leishmania sp. (MONTES
et al., 2002; DEAK et al.,, 2010; SILVA-BARRIOS, CHARPENTIER e
STAGER, 2018). Durante esse processo, a alta quantidade de antigenos de
L. infantum funcionaria como mitdgeno de células B, induzindo a rapida
proliferacao e diferenciacao dessas células independente da especificidade
do BCR, levando ao aumento do numero de plasmécitos no baco desses

animais.
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Um dos pilares da reacdo de imunohistoquimica se baseia na
capacidade de ligacdao das moléculas de biotina com a avidina. A biotina é
uma molécula que pode se ligar a porcao amino-terminal de outras
proteinas, permitindo que essas (proteinas purificadas ou mesmo em
superficies de células vivas) sejam rotuladas (ELIA, 2008). Por isso, foi
possivel fazer a biotinilacdo das proteinas de superficie de L. infantum, o
gue permitiu com que essas fossem utilizadas como “sondas” na reacao
de imunohistoquimica e entdo identificar a ligagdo dos bSLA’s aos
anticorpos presentes no tecido.

Como se trata de um estudo exploratério, o numero amostral
reduzido dificultou que a amostra fosse estratificada quanto ao tipo de
baco. Para mais, os cdes em areas endémicas possuem diferentes niveis
de organizacao do baco e apresentacdo clinica da LV. Isso porque esses
animais, em sua maioria, sao semi-domiciliados que estao expostos a
diversos outros patégenos, possuem nutricdo inadequada e diferentes
condicoes de cuidado. Fazendo com que, diferente de estudos
experimentais, a evolugao da LV seja diferente em cada animal.

A utilizacao dessa técnica de imunohistoquimica modificada permitiu
com que fosse determinada a proporcao de células produtoras de
anticorpos para antigenos de L. infantum e como essas células estdo
distribuidas no baco de caes com LV. Assim, identificar localmente os
plasmécitos e para qual antigeno essas células sdao reativas nos permite
compreender melhor o papel dessas células na progressao da LV.

Dessa forma, utilizar esse procedimento pode ser uma ferramenta
importante na avaliacdo do progndstico dos pacientes, ndao somente em
casos de LV, mas de outras doencas em que essas células participem da
patogenia, e até mesmo, servir para avaliar da eficiéncia de novos

peptideos na producdo de vacinas, por exemplo.
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7. CONCLUSOES

1) Cdes com LV possuem mais plasmécitos na PV do que cdes sem LV;

2) A imunohistoquimica modificada, utilizando bSLA’s como sondas,
detecta células produtoras de anticorpos reativos para antigenos de

superficie de L. infantum;

3) Cdes com LV apresentam menos de 50% de plasmaocitos produtores
de anticorpos para antigenos de superficie de L. infantum na polpa

vermelha do baco;

4) Plasmocitos produtores de anticorpos para antigenos de superficie

de L. infantum sao mais frequentes na PALS que na PV.
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