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RESUMO

SILVA, Joselli Santos. Desestruturacdo da polpa branca do baco na leishmaniose
visceral canina: células e citocinas envolvidas. 183f. il. Tese (Doutorado) — Fundacao
Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Goncalo Moniz, Salvador, 2014.

A leishmaniose visceral estd associada as alteracdes arquiteturais esplénicas e
redistribuicao de populacdes celulares envolvidas na resposta imunolégica. Os
objetivos desta tese foram estudar a desestruturacdo da polpa branca do baco na
leishmaniose visceral canina e quais as células e citocinas envolvidas nesse processo.
Para isso, amostras de bacos de caes de uma area endémica para LV foram agrupadas
em trés categorias: TIPO1-CONT ou TIPO1-SIA (caes néo infectados ou sem infeccao
ativa e com polpa branca organizada), TIPO1-INF (caes infectados com polpa branca
organizada) e TIPO3-INF (caes infectados com polpa branca desorganizada). No
capitulo 2 e 3, as seccoes de baco foram marcadas através de imunoistoquimica com
anticorpos anti-CD3 (linfécitos T), anti-CD79-a (linfécitos B), anti-S100 (célula
dendritica folicular), anti-Ki-67 (células em proliferacdo), anti-IgG e anti-IgM
(plasmocitos secretores de IgA, IgG e IgM). Foram estimadas as densidades de todas as
populacdes celulares através de morfometria. As expressoes de citocinas e quimiocinas
foram avaliadas através de RT-PCR em tempo real. A ativacdo policlonal de células B e
hipergamaglobulinemia foram avaliadas por ELISA e eletroforese de proteinas séricas.
No capitulo 2, foi visto que a densidade de linfécitos B foi maior nos foliculos e na
zona marginal dos animais com baco TIPO1 do que nos dos animais com baco TIPO3
(teste de Mann-Whitney P < 0,02). Os numeros de células proliferantes, células B e
células dendriticas foliculares foram menores em animais de baco TIPO3. A expressao
da quimiocina CXCL13 foi maior nos animais com baco TIPO 1 (teste de Mann-
Whitney, P < 0,02). No capitulo 3, foi visto que a plasmocitose foi maior em animais de
baco TIPO3 do que nos animais com baco TIPO1 (Teste qui-quadrado, P < 0,04). A
densidade de plasmocitos secretores de imunoglobulina do isotipo IgG foi maior na
polpa vermelha de animais com baco TIPO3 (Teste Man-Whitney, P <0,05). Em geral,
observou-se uma tendéncia de maior densidade de plasmocitos secretores de
imunoglobulinas dos isotipos IgM e IgG nos animais de baco TIPO3 em comparacao
com animais do baco TIPO1l. Animais de baco TIPO3 apresentam maiores niveis
séricos de proteina gamaglobulina e também uma maior expressao das citocinas BAFF
e APRIL e da quimiocina CXCL12, que estdo envolvidas no processo de ativacédo e
homing de plasmocitos. No capitulo 4 foi visto que uma regido de aproximadamente
1.28Mb do cromossomo 8 canino foi encontrada com os segmentos génicos VH, DH e
JH. As principais conclusées obtidas nesse estudo foram que a redistribuicdo de
populacdes celulares do baco, especialmente de linfécitos B, células dendriticas
foliculares e plasmocitos estao relacionada com a desorganizacao do tecido esplénico e
com a expressdao anomala de CXCL13, CXCL12, BAFF e APRIL, que sao citocinas e
quimiocinas envolvida com a organizacdo do tecido esplénico, ativacdo e homing de
plasmoécitos. A ativacao policlonal, a hipergamaglobulinemia e a diglobulinemia sao
também relacionadas com a desorganizacdo do bago. As regides variaveis (VH),
diversidade (DH) e de juncao (JH) da cadeia pesada de imunoglobulina sdo compostos
de noventa e dois, dez e nove genes obtidos na linha germinativa canina,
respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: leishmaniose visceral canina, plasmocitose, ativacdo policlonal,
baco, CXCL13, CXLC12, BAFF, APRIL, PCR em tempo real.



ABSTRACT

SILVA, Joselli Santos. Disruption of splenic white pulp in canine visceral
leishmaniasis: cells and cytokines involved 183f. il. Tese (Doutorado) — Fundacéao
Oswaldo Criz, Instituto de Pesquisas Gong¢alo Monix, Salvador, 2014.

Visceral leishmaniasis is associated with splenic architectural changes and
redistribution of cell populations involved in the immune response. The objectives of
this thesis was to study the disruption of the white pulp of the spleen in canine
visceral leishmaniasis and which cells and cytokines are involved in this process. For
this, samples of spleens of dogs from an endemic area for VL were grouped into three
categories: TYPE1-CONT or TYPE1-NIF (non-infected dogs or without active infection
with organized white pulp), TYPE1-INF (infected dogs with pulp organized white) and
TYPES3-INF (infected animals with disorganized white pulp). In Chapter 2 and 3 the
spleens sections were stained by immunohistochemistry with anti-CD3 (T
lymphocytes), anti-CD79 (B lymphocytes), anti-S100 (follicular dendritic cells), anti-Ki-
67 (cells proliferation), anti-IgG and anti-IgM (plasma cells). The number and
distribution of all cell populations were estimated by morphometry. The expressions of
cytokines and chemokines were assessed by real time RT-PCR. The polyclonal B cell
activation and hypergammaglobulinemia were evaluated by ELISA and serum protein
electrophoresis. In chapter 2, it was seen that the density of B lymphocytes was higher
in the marginal zone and follicles of animals with spleen TYPE1-INF than animals with
the spleen TYPE3-INF (Mann -Whitney test P < 0.02). The numbers of proliferating
cells, B cells and follicular dendritic cells was lower in animals of TYPE3-INF. The
expression of the chemokine CXCL13 was higher in the spleen of animal with the
spleen TYPE 1 (Mann-Whitney, P < 0.02). No difference was observed in the expression
of other cytokines compared between the two groups of animals. In chapter 3, it was
seen that the plasma cells was higher in animals with spleen TYPE 3 than in animals
with spleen TYPE1 (Chi-square test, P < 0.04). The density of plasma cells secreting
the isotype IgG was higher in the red pulp of spleen of animals TYPE3 (Man-Whitney
test, P < 0.05). In general, there was a trend toward higher density of plasma cells
secreting the immunoglobulin of isotype IgM and IgG in the spleen of animals with
spleen TYPE3-INF in comparison to animal’s spleen TYPE1l. Animals with spleen
TYPE3 have higher levels of serum gamma globulin protein as well as increased
expression of citokines, BAFF and APRIL and the chemokine CXCL12 that are involved
in the activation and homing plasma cells. The main conclusions of this study were
that the redistribution of cell populations of the spleen, especially B lymphocytes,
follicular dendritic cells and plasma cells (characterized by intense plasmacytosis) are
related to the disorganization of the splenic tissue and aberrant expression of CXCL13,
CXCL12, BAFF and APRIL, which are cytokines and chemokines involved in the
organization of the splenic tissue, activation of B cells and plasma cell homing. The
polyclonal activation, hypergammaglobulinemia and diglobulinemia are also related to
the structural disorganization of the splenic lymphoid tissue. In addition, it was
concluded that the variable regions (VH), the diversity (DH) and junction (JH)
immunoglobulin heavy chain are composed of ninety-two, ten and nine genes that
have been obtained in canine germline.

KEYS WORDS: canine visceral leishmaniasis, plasmacytosis, polyclonal activation,
spleen, CXCL13, CXLC12, BAFF, APRIL, real-time PCR.
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INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral zoonoética esta em expansao no Brasil (COSTA et
al. 2002; DANTAS-TORRES 2006; MADEIRA et al. 2006), em outros
paises do Continente Americano (ENSERINK 2000; DUPREY et al. 2006)
e no mundo (ALVAR et al. 2012). Sabe-se que no mundo ocorrem
aproximadamente 0,2 a 0,4 milhoes de casos de LV a cada ano, sendo
mais de 90% desses casos ocorrem em seis paises: India, Bangladesh,
Sudao, Sudao do Sul, Brasil e Etiopia (ALVAR et al. 2012). No Brasil,
cerca de 40.000 individuos foram acometidos por leishmaniose visceral
entre os anos de 2000 e 2010 com uma letalidade de aproximadamente

6% (BRASIL, 2011).

De forma similar a humanos, caes infectados com Leishmania infantum
(syn. Leishmania chagasi podem desenvolver um espectro de
manifestacoes clinicas (MORENO et al. 2002). Tais semelhancas tornam
o conhecimento da doenca canina importante nao s6 de ponto de vista
veterinario e saude publica, como também a faz um modelo para a
leishmaniose visceral humana. Além disso, evidéncias suportam a idéia
de que o cao € o principal reservatério urbano da Leishmania infantum
(DESJEUX 1996; QUINNELL et al. 1997; ZERPA et al. 2000; QUINNELL
et al. 2003; COSTA et al 2007), por isso acredita-se que o
desenvolvimento de ferramentas para controle de LV canina tera forte
impacto sobre a reducao da incidéncia de LV em humanos (PALATNIK-

DE-SOUSA et al. 2009).

O perfil de susceptibilidade a LV em caes € marcado pela presenca de
sinais clinicos de doenca incluindo emagrecimento, anemia, leucopenia
e alteracoes da resposta imune, favorecendo ao surgimento de infeccoes
bacterianas. Adicionalmente, caes desenvolvem um intenso parasitismo
cutaneo, incomum em seres humanos infectados com L. infantum. Uma

das principais condicoes associadas ao 0bito nas formas clinicas graves
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da LV humana ou canina é o surgimento de infeccoes bacterianas

(KADIVAR et al. 2000).

Os elementos que contribuem para a pobre resposta do hospedeiro a
infeccoes bacterianas no curso da LV sao pouco conhecidos.
Possivelmente inclui a leucopenia com reducao do numero de
neutrofilos, a ativacao policlonal ineficaz da resposta imune humoral e
a supressao da resposta celular efetora inata ou adquirida (DE LUNA et

al. 1999).

Acreditamos que o conhecimento dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da doenca em caes € potencialmente util para a
escolha racional de reagentes candidatos ao uso como vacina ou
terapéutica contra a leishmaniose visceral canina e para a melhor

compreensao dos mecanismos da doenca humana.

Em um estudo anterior do mnosso grupo, observamos uma
desestruturacao do tecido linféide esplénico em céaes, associado com a
presenca de marcadores de susceptibilidade a leishmaniose visceral e
enfermidade mais grave (SANTANA et al. 2008). Nesse mesmo estudo,
foi observado que a frequéncia de plasmocito esta aumentada nos bacos

dos caes naturalmente infectados com Leishmania.

Recentemente noés demonstramos que em animais com evidéncia de
infeccao por Leishmania, essa desorganizacao estrutural do baco esta
associada com frequéncia de sinais clinicos e laboratoriais mais graves
da doenca (LIMA et al 2013). Em outro estudo ainda nao publicado,
vimos que Streptococcus e Staphylococcus sao os principais
microrganismos que infectam a pele e os olhos desses animais. Existe
uma maior frequéncia de infecgcoes bacterianas de pele em animais com
culturas de baco positivas para Leishmania (9/19, 47%) do que em
animais com culturas negativas (7/34, 21%) e a frequéncia de

conjuntivite purulenta foi maior no grupo de animais com infeccao por
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Leishmania e desorganizacao do tecido linfoide esplénico que em
animais com infeccao por Leishmania com organizacao estrutural do

tecido esplénico.

Dessa forma, nossa hipotese € de que essa desestruturacao da polpa
branca esplénica esta associada com a redistribuicao de populacoes
celulares imunocompetentes do baco e consequentemente, a resposta
ineficiente a infeccoes bacterianas e o estabelecimento de um status

inflamatorio, observados em estagios avancados da enfermidade.

Neste estudo, damos continuacao ao trabalho desenvolvido na
dissertacao de mestrado visando a compreensdao dos mecanismos de
desestruturacao histoarquitetural do baco no contexto da infeccao por
Leishmania infantum. Acreditamos que a desorganizacao linfoide
esplénica leva a uma diferenciacdo anormal de linfocitos B resultando
em uma plasmocitose importante que contribui para a progressao da
leishmaniose visceral, favorecendo, dessa forma, o aparecimento de
coinfeccoes. Buscamos entao avaliar alteracdes na distribuicdo dessas
células imunocompetentes do baco e a producao de citocinas
potencialmente envolvidas nesse processo de diferenciacao, homing e

sobrevivéncia dessas células.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A LEISHMANIOSE VISCERAL

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, € uma
doenca grave e sistémica com taxa de letalidade atingindo até 6,0%. No
Brasil, cerca de 40.000 individuos foram acometidos por leishmaniose
visceral entre os anos de 2000 e 2010 (BRASIL, 2011). Na Figura 1
podemos ver os numeros de casos de LV no Brasil entre os anos de

1984 e 2010 (ALVAR et al. 2012).

A transmissao da leishmaniose ocorre pela picada de um inseto vetor
fémea (flebotomineo) infectado. Em todo continente americano o
principal vetor € a Lutzomiya longipalpis (DESJEUX 2001), enquanto na
Europa, Asia e Africa os transmissores pertencem ao género
Phlebotomus, variando as espécies de uma regido para outra

(DESCOTEAUX et al. 1999).

Apobs serem injetadas na derme do hospedeiro, as formas promastigotas
(flageladas) da Leishmania sao englobadas por fagécitos mononucleares,
onde se transformam em amastigotas (aflageladas) que irdo se proliferar
e infectar células vizinhas (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO 1995;
DESCOTEAUX et al. 1999; ASHFORD 2000;) ou se estabelecem em
orgaos internos como baco, figado e medula 6ssea (BITTENCOURT &
BARRAL-NETTO 1995; FREITAS 2006).

Durante o desenvolvimento da LV, os parasitas Leishmania donovani ou
Leishmania infantum, mais raramente outras espécies de Leishmania
(BARRAL et al 1986) invadem células do sistema fagocitico
mononuclear de 6rgaos internos como figado, baco, linfonodo e medula
ossea (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO 1995; DESJEUX 1996;
MAURICIO et al. 2000). Na Figura 2 podem ser observados aspectos

histologicos de varios 6rgaos acometidos na LV.
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Figura 1. Grafico mostrando o nimero de casos de Leishmaniose Visceral

no Brasil nos altimos 26 anos (Supporting information, ALVAR et al, 2012).

LEISHMANIOSE VISCERAL

INTESTINO

Figura 2. Representacdo dos aspectos histologicos de varios orgaos da
leishmaniose visceral (HERMIDA et al, 2007).

Os padroes de disseminacao da LV incluem as formas antroponoética ou

zoonotica. A forma antropondtica, transmitida de humano para humano
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€ causada pela Leishmania donovani. A forma zoonética, que inclui no
ciclo de transmissao outros mamiferos como o cao, € causada pela

Leishmania infantum (SILVEIRA et al. 1982; TRAVI et al. 1998).

Considerada uma doenca endémica em algumas regides do mundo,
contabilizando 0,2 a 0,4 milhoes de casos a cada
ano, a LV esta presente em mais de 70 paises, sendo mais de 90% dos
casos globais ocorrem em seis paises: India, Bangladesh, Sudao, Sudao
do Sul, Etiopia e Brasil. Cerca de 90% dos casos de LV da Ameérica

Latina acontecem no Brasil (BRASIL 2009).

Ha alguns anos a LV era considerada uma doenca predominantemente
rural, porém com a migracao da populacdo para os centros urbanos
tem ocorrido uma rapida urbanizacdo dessa doenca no Brasil
(MARZOCHI et al. 1994; SILVA et al. 2001; COSTA 2008) e em muitos
outros paises da Ameérica do Sul (CHAPPUIS et al. 2007).

Condicoes favoraveis como a presenca do inseto vetor nas cidades,
pobreza, subnutricio, mas condicdes sanitarias e o aumento da
populacao de caes reservatorios junto a populacao, tém sido apontadas
como importantes fatores demograficos e ecologicos desencadeadores da
sua expansao (SILVA et al. 2001; CALDAS et al. 2002; CABRERA et al.
2003).

Apdés um periodo de incubacao de 10 dias ou até 24 meses (BRASIL
2009), a LV pode apresentar uma evolucao aguda, subaguda ou
cronica, mas parte dos individuos infectados permanece completamente
assintomatica (BADARO, CARVALHO, et al. 1986; BITTENCOURT &
BARRAL-NETTO 1995).

As manifestacoes classicas da LV incluem febre, caquexia,
hepatoesplenomegalia (hepatomegalia predominante), pancitopenia

(com anemia, trombocitopenia e leucopenia, com neutropenia,
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eosinopenia, e relativas linfocitose e monocitose) e
hipergamaglobulinemia com ativacdao policlonal de células B com
hipoalbuminemia (BADARO, JONES, et al. 1986; DAVIDSON 1999;
HERWALDT 1999; OSMAN et al. 2000; COLLIN et al. 2004). Os
sintomas podem persistir por semanas ou meses antes dos pacientes
buscarem cuidados médicos ou morrerem por co-infeccoes bacterianas
(por exemplo, pneumonia, diarréia ou tuberculose), hemorragia ou

anemia grave (CHAPPUIS et al. 2007).

A LV tem também emergido como uma importante infeccao oportunista
em pacientes imunossuprimidos, incluindo pacientes com AIDS (ALVAR
et al. 1997; DAVIDSON 1999; DESJEUX et al. 2003). Nessas condicoes
de co-infeccoes que causam imunossupressao pode levar a progressao
da LV para a forma classica da enfermidade, ja que a resposta imune
celular efetiva ao parasita esta comprometida (BITTENCOURT &
BARRAL-NETTO 1995).

As principais estratégias de controle da LV no Brasil estao centradas na
identificacao e eliminacao dos reservatorios, principalmente o cao,
aplicacao de inseticidas para eliminacao do inseto vetor e no diagnostico
e tratamento adequado dos casos registrados (ASHFORD 1996). Dentre
essas medidas, o sacrificio de caes infectados soropositivos € a mais

polémica por questdes éticas e limitada aceitacdo nas comunidades.

A eliminacao flebotomineo através do uso de inseticidas nao é de facil
execucao, devido a dificuldade de encontrar seus sitios de deposicao o
que limita a eliminacado das formas jovens do inseto vetor (DANTAS-
TORRES et al. 2006). No Brasil, o controle do vetor deve ser realizado
frequentemente uma que vez que estudos demonstram a ocorréncia do
Lutzomyia longipalpis durante todos os meses do ano, o que contribui
para a manutencao da transmissao da leishmaniose visceral, pelo seu
contato constante com o cao infectado (FORATTINI et al. 1973; REBELO
2001; ARAUJO E SILVA et al. 2007; RANGEL et al. 2008). Em outros
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paises, como a India e diferentes regides da Italia, a transmissao
intensa de LV ocorre durante dois periodos do ano com picos
influenciados por fatores climaticos (BETTINI et al. 1986; FERROGLIO
et al. 2005; ROSSI et al. 2008; SHARMA et al. 2008).

O desenvolvimento de uma vacina para caes tem sido apontado como
uma boa alternativa para prevenir a leishmaniose visceral (DYE 1996).
Varios grupos de pesquisa tém se dedicado ao desenvolvimento de
vacinas para a leishmaniose viceral humana ou canina (DAVIES et al.

2003; GRADONI 2001; REQUENA et al. 2004).

A vacinacao experimental contra a leishmaniose tem evoluido a partir
da pratica de leishmanizacdo com parasitas vivos a vacinacao com
lisados brutos, extratos de parasitas nativos além de vacinas
recombinantes e de DNA. Mais de 30 vacinas tém sido estudadas em
modelos laboratoriais, no entanto a formulacdao para humano nao foi
autorizada até agora, embora existam trés vacinas caninas de segunda
geracao registradas (PALATNIK-DE-SOUSA et al. 2009). E importante
lembrar que para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a LVC,
a compreensao dos mecanismos envolvidos na resposta imune canina a

Leishmania € sem duvidas imperativo (PINELLI et al. 1999).

2.2 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC)

A LVC foi descrita pela primeira vez na Tunisia em 1908 por Nicole &
Conte (ASHFORD et al. 1998) e, desde entao, o cao tem sido
considerado o principal reservatorio da L. infantum, especialmente na
China, bacia do Mediterraneo e Américas (ENSERINK 2000; ZERPA et
al. 2000; MORENO et al. 2002; STRAUSS-AYALI et al. 2007).

A soroprevaléncia de L. infantum em caes dos paises Mediterraneos tem
variado entre 2-20%, atingindo picos de até 40% (BETTINI et al. 1986;
MARTINEZ-MORENO et al. 1995). Em estudo realizado com uma
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amostra de caes assintomaticos dessa regiao a soroprevaléncia foi de
66% (BERRAHAL et al. 1996). Na América de Sul, altas taxas de
soroprevaléncia tém sido reportadas, especialmente em cidade
endémicas para LV da regidao nordeste do Brasil. O que se sabe € que a
leishmaniose visceral ocorre em ondas periodicas em areas endémicas

do Brasil (FRAGA et al, 2012).

Estudos realizados em uma area endémica para LV, a cidade de Jequié
(Bahia-Brasil) demonstraram que 43% dos animais errantes coletados
nas ruas eram sororreagentes (DOS-SANTOS et al 2008) e uma
incidéncia de infeccao de 6,55 casos/100 caes-ano (PARANHOS-SILVA
et al. 1998). Em estudo mais recente, Fraga e colaboradores (2012)
observaram a prevaléncia da leishmaniose visceral humana e de
infeccao por Leishmania infantum em caes errantes nessa mesma area
endémica, entre 1997 e 2010. A prevaléncia de leishmaniose visceral
humana teve dois picos (40 casos) em 1997 e 2006, com quedas
acentuadas a dois casos em 2001 e para cinco casos em 2008.
Flutuacoes semelhantes também foram observadas na ocorréncia de
cultura do baco positiva e sorologia anti-Leishmania em caes, embora a
proporcdo de caes com parasitismo ativo do baco manteve-se
relativamente alta, mesmo nos periodos de baixa prevaléncia da doenca
humana. Esses achados permitiram os autores concluirem que caes
errantes podem constituir uma fonte renovavel de parasitas, capazes de
sustentar a persisténcia da infeccdo em areas urbanas, mesmo em

periodos de baixa transmissao por flebotomineos (FRAGA et al. 2012).

As consequUéncias da LVC sao altamente variaveis. Caes infectados
podem desenvolver uma infeccao polissintomatica apresentando mais
de trés sinais comuns da doenca, outros apresentam uma forma
oligossintomatica com dois a trés sinais, e outros nao desenvolvem a
doenca e permanecem assintomaticos (BARBIERI 2006; MANCIANTI et
al. 1988; POZIO et al. 1981; REIS et al. 2006)
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Apbés um periodo de incubacdo de 2 a 4 meses, caes com a doenca
progressiva desenvolvem manifestacoes clinicas classicas como
linfoadenopatia, anemia, diarreia, alopecia, dermatite, onicogrifose,
perda de peso, caquexia, problemas de locomocao, ceratoconjutivite e

epitaxis (CIARAMELLA et al. 1997; BARROUIN-MELO et al. 2006).

Outros sinais como hepatoesplenomegalia, apatia, hemorragia
intestinal, hiperqueratose, infiltrados inflamatorios cutaneos além de
ulceracoes, particularmente em orelha e focinho sao também frequientes
na LVC (GENARO et al. 1988; ANDRADE et al. 1989; ANDRADE et al.
1990; CIAR AMELLA et al. 1997; DIAS et al. 1999; BARROUIN-MELO et
al. 2006; DOS-SANTOS et al. 2004).

O diagnostico de LVC geralmente € dificil uma vez que a variabilidade
de sinais clinicos é grande decorrente do extraordinario pleomorfismo
da doenca que acaba por mimetizar outras doencas (DA COSTA et al.
1991; ROURA et al. 1999). Existem basicamente trés categorias de
testes usados para o diagnostico de LVC: parasitologicos (deteccao do
parasito em esfregacos e imprints, e isolamento em cultura);
imunologicos: métodos sorolégicos (deteccao de anticorpos circulantes
anti-Leishmania) e teste cutaneo da leishmanina (TCL) tem se mostrado
capaz de detectar atividade imunologica celular no cao que resiste a LV
(PINELLI et al. 1994; CARDOSO et al. 1998; BALEEIRO et al. 2006;;
DOS-SANTOS et al. 2008) e métodos baseados em biologia molecular
pela amplificacao do DNA do parasita por PCR (SOLCA et al. 2012, REIS
et al. 2013).

Sabe-se também que as associacgdes entre parametros parasitolégicos e
imunoloégicos podem melhorar o desempenho destes na predicdao da

susceptibilidade a LVC (DOS-SANTOS et al. 2008).
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2.3 0 BAco

2.3.1 ESTRUTURA E FUNCOES ESPLENICAS

O baco € o maior acumulo linféide do organismo e esta localizado na
parte esquerda da cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma
(MEBIUS et al. 2005). Como o uUnico o6rgao linfoide interposto na
circulacao sanguinea, ele € o maior filtro de sangue do corpo (KRAAL
1992; STEINIGER et al. 2000) e o principal responsavel pela eliminacao

de particulas e patogenos em suspensao no sangue.

Esse orgao € parenquimatoso e € envolvido por uma capsula a partir da
qual emergem trabéculas fibrosas para o seu interior (VAN ROOIJEN
1989). Por essas trabéculas caminham artérias que se dividem ao
deixarem a capsula, passam a ser chamadas de artérias centrais e sao
envolvidas por uma bainha de linfécitos (a maioria deles linfocitos T). A
bainha de linfocitos por vezes se espessa formando nédulos ou foliculos

(JUNQUEIRA 1995)

O parénquima esplénico € subdividido em dois compartimentos
chamados de polpa branca (KYAW et al. 2006) e polpa vermelha (PV)
devido aos seus aspectos macroscopicos (na polpa branca tem sua
aparéncia devido a presenca de acumulos compactos de leucoécitos e a
polpa vermelha devido a grande quantidade de eritrocitos) (CHAPLIN
2002).

A polpa vermelha é formada por corddes esplénicos, separados por
sinusoides. Os cordoes esplénicos, também chamados de cordoes de
Billroth, sdao continuos e de espessura variavel, conforme o estado local
de distensao de sinuséides. Sao constituidos por uma rede frouxa de
células reticulares e fibras reticulares de colageno do tipo III, que
contém outras células, como macrofagos, linfocitos T e B, plasmocitos,

monocitos, granulécitos, megacariocitos (especialmente em caes e
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camundongos), além de plaquetas e eritrocitos (VAN ROOIJEN ET AL.
1988, JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A polpa vermelha também € conhecida como o sitio onde plasmoblastos
e plasmocitos se alojam. A posicao dos plasmoblastos na PV se
assemelha a localizacao de plasmoblastos nos cordoes medulares dos
linfonodos, e & responsavel por uma producdao de anticorpos
extrafolicular que leva a uma rapida entrada de anticorpos na corrente

sanguinea (HARGREAVES et al. 2001).

Funcionalmente, a PV esta prioritariamente relacionada a filtracao do
sangue com remocao de eritrocitos velhos, reciclagem de ferro por
fagocitose dos eritrocitos e além pela producao de anticorpos (devido a
presenca de plasmocitos) (MEBIUS et al. 2005). A polpa vermelha
funciona também como via de saida para a maioria das células linféides
recirculantes. A presenca de macrofagos nessa regiao favorece a

fagocitose de antigenos presentes no sangue.

A polpa branca é composta pela (1) bainha periarteriolar rica em
linfocitos T (PALS) que envolve a artéria central; (2) foliculos linfoides
(FOL) que sao agregados predominantemente de linfécitos B, que
surgem a partir da regido perarteriolar e consistem de uma zona do
manto e um centro germinativo; (3) a zona marginal (GRAYSON et al.
2003) que contorna a regiao periarteriolar e o foliculo separando da
polpa vermelha (VAN ROOIJEN 1989). A organizacao correta e a
manutencao da polpa branca sao controladas por quimiocinas
especificas, que atraem células T e B para os seus respectivos dominios,
estabelecendo assim zonas especificas dentro da polpa branca (MEBIUS

et al. 2005).

A zona de células T (PALS) esta relacionada com a ativacao da resposta
imune celular. As DCs maduras expressando antigenos ligados ao seu

MHC migram da ZM para a PALS e apresentam os antigenos para os



27

linfécitos T favorecendo dessa forma o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa. Na area central da PALS encontram-se também
células nao linféides interdigitantes (IDCs) que participam como células
acessorias na resposta imune, na apresentacdo de antigenos
(STEINMAN et al. 1980; KAMPERDIJK et al. 1985; BREEL et al. 1987) .
A inibicao de IL 12, ou da expressao de receptores para quimiocinas
reduz a migracao de células dendriticas para o PALS e compromente a
ativacao dos linfocitos T nessa area (ENGWERDA et al. 2002; ATO et al.
2002).

O FOL tem um papel muito importante na resposta imune humoral.
Apds o contato com os antigenos na ZM, as células B migram para o
interior do FOL aonde apés alguns dias irao se proliferar (expansao
clonal de células B), havera a selecao de células B com receptores
antigénicos de alta afinidade pelos antigenos, apoptose de células B
auto-reativas e diferenciacao de células B em células de memoria
(HARGREAVES et al. 2001). O foliculo apresenta ainda células nao
linfoides capazes de reter complexo antigeno-anticorpo conhecidas

como células dendriticas foliculares (FDCs) (KLAUS ET AL. 1980).

Durante as reacdoes imunologicas, os foliculos primarios transformam-
se em foliculos secundarios ativados. Os foliculos secundarios sao
formados pelo centro germinativo e pelo manto (ou coroa) e geralmente
sdao maiores do que os foliculos primarios. O trafico celular influencia
na manutencao dos compartimentos esplénicos e no estabelecimento da

resposta imune (BALOGH et al. 2004).

A ZM €é uma importante area de transicao de células que deixam a
corrente sanguinea e entram no baco. Basicamente, o sangue que
chega ao baco € distribuido através das arteriolas terminais e
desembocam na ZM, onde os antigenos circulantes sao capturados
pelos macrofagos de zona marginal (MZM), macrofagos metalofilicos

(MMM) e células dendriticas (AICHELE et al. 2003; MEBIUS et al. 2005).
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As células B da zona marginal, sob estimulo antigénico, migram para
outros compartimentos esplénicos onde ativam células TCD4+, e sao
também responsaveis pela proliferacdo e producao de anticorpos
especificos (ATTANAVANICH et al. 2004). Dessa forma, a zona marginal
favorece esse encontro entre o antigeno e células apresentadoras de
antigeno, imprescindivel para que haja ativacdao linfocitaria e
desenvolvimento da resposta imunologica especifica. (ATTANAVANICH

et al. 2004)

2.3.2 ORGANIZACAO DOS COMPARTIMENTOS ESPLENICOS, DINAMICA DA
DISTRIBUICAO DE CELULAS E QUIMICIONAS RESPONSAVEIS PELA RESPOSTA IMUNE

NO BACO

A organizacdo e manutencao das polpas branca e vermelha esplénicas
sao controladas por quimiocinas especificas que atraem as células
imunocompetentes para aos seus respectivos dominios (MEBIUS et al.
2005; MUELLER et al. 2008). Na Figura 3 pode ser observado um
desenho esquematico dos compartimentos esplénicos mostrando as

principais células e quimiocinas envolvidas.
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Figura 3. Desenho esquematico dos compartimentos do baco. Principais
células e quimiocinas envolvidas na organizacdao desses compartimentos.

A quimiocina CXCL13, produzida por FDCs e células estromais, €
requerida para que células B migrem para o foliculo (ANSEL et al. 2000;
OHL et al. 2003). As quimiocinas CCL19 e CCL21 estao envolvidas na
atracao de células T e células dendriticas para as zonas de células T
(PALS) (FORSTER et al. 1999; GUNN et al. 1999) e contribuem para a

manutencao de macrofagos na zona marginal (ATO et al. 2004).

Estudos tém demonstrado que células B maduras aumentam a
expressao de CXCRS e adquirem a capacidade de responder a
quimiocina CXCL13, produzida em foliculos linfoides. Essas células B
maduras também expressam CCR7, um receptor de quimiocina de zona
T fazendo-as migrarem em direcdo as quimiocinas CCL19 e CCL21

(CYSTER 1999).
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As expressoes dessas quimiocinas sao controladas por Linfotoxina-alf32
(LTalPB2) e por fator de necrose tumoral (TNF). Foi demonstrado que a
producao de LTalP2 tem um papel critico na formacao e manutencao

da estrutura tecidual de o6rgaos linfoides secundarios (FU et al. 1999).

Como ja citado, células B expressam o receptor CCRS que medeia sua
migracao para o foliculo de células B. A sinalizacao através desse
receptor induz a expressao de LTalP2, que por sua vez, induz a
diferenciacao de FDCs e a expressdao de CXCL13 por um feedback
positivo (MEBIUS et al. 2005).

Um mecanismo similar ocorre para a regulacao da integridade da zona
de células T (PALS). Células estromais da PALS produzem CCL19 e
CCL21. Durante o desenvolvimento do compartimento estromal da zona
de células T, células B expressando LTalP2 sao requeridas para

expressao de CCL21 (NGO et al. 2001).

As células residentes da ZM estao diretamente envolvidas no
estabelecimento e manutencdo da sua integridade, especialmente a
populacao de células B de zona marginal (MZB). As células B que
expressam LTalP2 podem se ligar a LTBR que é expresso por células
estromais ou endoteliais presentes na ZM, levando a inducdo da
expressdo de quimiocinas (CXCL13, CCL19 e CCL21) que podem
influenciar a retencao dos subtipos celulares nessa regiao (MEBIUS et
al. 2005). Para a localizacao de células B na ZM, a sinalizacao através
do receptor S1P; € requerida, uma vez que células B S1P;.deficientes
migraram para o foliculo ao invés de permanecer na ZM (CINAMON et

al. 2004).

No que se refere a manutencao e disposicao de células na polpa
vermelha, evidéncias indicam os plasmoblastos (células B precursoras
dos plasmocitos) sao atraidos para a polpa vermelha apos o aumento da

expressao do receptor de quimiocina CXCR4. Esse receptor se liga a
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quimiocina CXCL12 que € expressa na polpa vermelha (HARGREAVES
et al. 2001).

Diversos estudos tém demonstrado que células B maduras, imaturas e
progenitoras expressam o receptor de quimiocina CXCR4 e seu ligante
CXCL12 é altamente expresso por células estromais da medula ossea

(BLEUL et al. 1996; D'APUZZO et al. 1997).

No entanto, Hargreaves e colaboradores (2001) demonstraram que
plasmocitos também expressam CXCR4 e tem um aumento de
capacidade de resposta a CXCL12, que interessantemente também é
produzido pelas células estromais da polpa vermelha esplénica. Dessa
forma sabe-se que essa interacdo CXCR4 e CXCL12 tém um papel
muito importante na regulacdo de plasmocitos e seu posicionamento no
baco. Além disso, esses autores também observaram que os plasmoécitos
presentes na polpa vermelha sao responsaveis pela downregulation de
receptores CXCRS e CXCR7 reduzindo com isso a resposta a

quimiocinas de zona B e T esplénicas, como CXCL13, CCL19 e CCL21.

Acredita-se entao que células B se diferenciam em plasmoécitos sob uma
mudanca coordenada na expressao de receptor de quimiocina e
capacidade de responder a essas quimiocinas. Dessa forma, parece que
a diminuicado da resposta de CXCL13, CCL19 e CCL21 ajuda
diretamente a localizacao de plasmoécitos fora da zona de células B e T,
enquanto a interacao CXCR4/CXCL12 regula a sua localizacao na polpa

vermelha esplénica além de alojamento na medula ossea.

Na resposta imune T-dependente no baco, sabe-se as células B que
entram em contato com antigeno na regiao de células T (PALS). A
diferenciacao de células B para plasmocitos se inicia entao e essas
células se movem para fora da zona de células T. No baco elas se
movem através da ZM e proximas a vasos e fibras colagenosas na PV.

Mais tardiamente na resposta, elas vao para a medula Ossea.
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Plasmocitos sidos gerados a partir da ativacdo de células B no CG tem
seu homing preferencial para medula 6ssea. A maioria dos plasmocitos
presentes na PV, em condicbes normais, vai viver apenas poucos dias
enquanto os plasmocitos que vao para a medula 6ssea vao viver por
semanas ou meses mantendo os niveis séricos de anticorpos elevados

apos a exposicao ao antigeno (BENNER et al. 1981, SLIFKA et al. 1998).

O que se sabe € que a capacidade de plasmocitos se tornarem
plasmocitos de vida longa esta ligada a sua habilidade de fazer o homing
para os nichos de células estromais que produzem moléculas criticas

(CXCL12) para a sobrevivéncia de plasmocitos (FAIRFAX et al. 2008).

Muitos fatores microambientais podem estar implicados para a
sobrevivéncia de plasmocitos na medula 6ssea (CASSESE et al. 2003);
O'CONNOR et al. 2004, MINGES WOLS et al. 2007) ou polpa vermelha
(BENNER et al. 1981, SLIFKA et al. 1998, SHAPIRO-SHELEF et al
2005).

Alguns estudos tem demonstrado a importancia de IL-6 na manutencao
da sobrevivéncia de plasmaocitos in vitro (CASSESE et al. 2003; ROLDAN
et al. 1991). Diversos autores descreveram que a reducao de fatores de
ativacao de células B pertencente a familia TNF (BAFF) e/ou APRIL leva
a uma diminuicao dos plasmocitos de vida longa (INGOLD et al. 2005,

O'CONNOR et al. 2004, RAMANUJAM et al. 2006).

Kalled e colaboradores (2005) descreveram BAFF como uma citocina
responsavel pela sobrevivéncia de células B, que tem sido amplamente
usada na investigacdo da compreensao da maturacado de célula B e na
compreensao dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
patologias de células B. APRIL € um “parente proximo” do BAFF e o qual
seus papéis biologicos sao menos compreendidos, podendo ter funcoes

imunes e nao-imunes (KALLED et al. 2005).
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Logo, essas citocinas da superfamilia TNF, BAFF e APRIL, sao
conhecidas por serem cruciais na sobrevivéncia, maturacao e
diferenciacao de ceélulas B (KALLED 2005, MACKAY et al. 2003). A
superexpressao de BAFF em animais transgénicos leva a um fenoétipo de
doenca autoimune lupica caracterizada pela hipergamaglobulinemia e
altos niveis de anticorpos (KHARE ET AL, 2000). Chu e colaboradores
(2009) mostraram que a ativacao de células B leva a uma alta expressao
de BAFF e APRIL em plasmocitos que pode levar a uma alca autocrina
de auto sustentacao que prolonga a sobrevivéncia de plasmocitos na
medula ossea. (CHU et al. 2009). Esses autores demonstraram uma
forte expressdao dessas duas citocinas em células B e plasmocitos de
pacientes com Lupus em alta atividade da doenca, provendo uma fonte

local constante desses fatores de crescimento para essas células.

Wols e colaboradores (2007) compararam a habilidade de células
estromais do baco e da medula 6ssea para dar suporte a sobrevivéncia
de plasmocitos de vida longa. Os estudos deles concluiram que a
sobrevivéncia dos plasmoécitos nao € pré-programada, mas € fortemente
manipulada pelo ambiente estromal. Em condi¢cdées normais, as células
estromais da medula expressam mais CXCL12 do que as células
estromais do baco ou LN, e uma fator que contribui para isso € o fato de
células estromais da medula 6ssea produzem IL6 (conhecido como fator
derivado de células estromais) que influencia na sobrevivéncia (MINGES

WOLS et al. 2007).

Investigacoes mais profundas sao necessarias para definir a base da
propensao de alguns plasmocitos permanecerem em oOrgaos linfoides
secundarios versus a propensao de outras de migrarem para a medula

ossea.
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2.3.3 ALTERACOES DO BACO EM DOENCAS

Por ser um orgao altamente organizado, o baco possui uma rede
estrutural adequada para geracdo de uma resposta imune eficiente. A
manutencao da integridade desse orgao é fundamental para defesa

contra microorganismos (NASSIF et al. 2004).

A auséncia do baco esta associada a uma maior susceptibilidade a
disseminacao de infeccoes por bactérias encapsuladas e com aumento
da mortalidade decorrente dessa infeccao (ANDRADE et al 1989;
ANDRADE et al. 1990; HANSEN et al. 2001; KYAW et al. 2006). A
esplenectomia ja foi usada algumas vezes em tratamento de LV severa

humana e experimental (REES et al. 1984; MAIOLI et al. 2007).

Criancas com a forma hepato-esplénica da esquistossomose
apresentam uma reducao na producao de espécies reativas de oxigénio
(BRANDT ET AL. 2005) e adultos esplenectomizados tiveram uma
mudanca no perfil de células T CD4+ naive (KARAKANTZA et al. 2004).
Em paciente com AIDS ha uma destruicdo progressiva de FDCs e

concomitante perda de centro germinativo (FOX et al. 1992).

Alteracoes arquiteturais da polpa branca esplénica tém sido descrita em
modelos experimentais murinos de infeccoes com virus (BENEDICT et
al. 2006). A migracao de macrofagos de zona marginal (MZM) para a
polpa vermelha e de células B de zona marginal para o foliculo foi
observada como resposta a infeccao experimental com Staphylococcus

aureus (KARLSSON et al. 2003).

Em um modelo murino de infeccao com malaria foi visto o aumento de
proliferacao celular e desorganizacao na polpa branca, vacuolizacao das
células esplénicas e um grande numero de células apoptoticas (DKHIL
2009).
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Achados como esplenomegalia com acentuada hiperplasia de polpa
branca, espessamento de cordoes esplénicos e moderada expansao de
regiao de célula T (PALS) foram observados em um modelo de erlichiose
monocitica canina. Houve também um aumento da expressao de células
produtoras de IgG nos cordoes esplénicos e na zona marginal dos
animais infectados em relacao aos animais do grupo controle (DE

CASTRO et al. 2004).

2.3.4 ALTERACOES DO BACO NA LEISHMANIOSE VISCERAL

O baco possui um papel central na LV, uma vez que esta infectado em
todos os casos da doenca e mantém essa infeccao durante todo o seu
curso (CARRION et al. 2006; WILSON et al. 1996). Além disso, esse
orgao € de grande importancia, pois € um sitio de interacdao entre o
sistema imune e a Leishmania, vez que € onde os principais elementos
da resposta imune aos parasitas se encontram em grandes
quantidades. Entre estes elementos estdo os antigenos circulantes
(amastigotas de Leishmania), células apresentadoras de antigenos tais
como as células dendriticas e células respondedoras a esses antigenos,

como os linfocitos B e T.

E possivel que muitas decisées imunolégicas descritas na leishmaniose
ocorram no baco, favorecidas pela sua localizacao, microarquitetura
altamente organizada e pela sua diversidade celular (BALOGH et al.
2004; MEBIUS AND KRAAL 2005). Alteracoes significativas dos
ambientes imunologicos esplénicos tém sido associadas as infeccoes por
Leishmania envolvendo caes, roedores e o homem (BENEDICT et al
2006; CORREA et al. 2007; ENGWERDA et al. 2002; VERESS et al.
1977).

Aspectos histologicos do baco e linfonodos foram analisados em vinte

casos fatais de leishmaniose visceral humana do Suddo. Eles
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observaram atrofia da polpa branca do baco, associada com necrose e
fibrose da area timo-dependente, o acumulo de histiocitos contendo

parasita e hiperplasia de plasmocitos (VERESS et al. 1977).

Diversos estudos utilizando modelo murino de leishmaniose visceral
mostraram que a infeccao por Leishmania faz com que a perda de
populacoes de celulares do baco prejudique a migracao celular para a
zona marginal e foliculos linféides, o que em conjunto perturba a
estrutura do 6rgao (SMELT et al. 1997; ATO et al. 2002; ENGWERDA et
al. 2002). A perda de células imunocompetentes e as acoes de citocinas,
tais como TNF e IL-10 parecem ser os principais fatores envolvidos
neste processo (MELBY et al. 2001; ENGWERDA et al, 2002; ATO et al,
2002; CARRION et al. 2006). Como ja revisado, outras moléculas, tais
como o quimiocinas e citocinas da familia das linfotoxinas, sao também
envolvidas na organizacdo e manutencao da estrutura do baco (ANSEL

et al. 2000; CINAMON et al. 2004; ATO et al. 2006).

A perda progressiva de FDCs foi associada com infiltracao de
macrofagos fortemente parasitados no centro germinativo folicular em

estagio avancado de LV em BALB/c (SMELT et al. 1997).

Ato e colaboradores (2002) demonstraram que DCs de camundongos
com infeccdo cronica por L. donovani falharam em migrar da zona
marginal para a PALS devido a expressdao reduzida de CCR7 na
superficie dessas células. Essa falha na migracdao de DCs foi atribuida
ao aumento na producao de TNF-a, que aumentou da producao de IL-
10 e por sua vez inibiu a expressao de CCR7 na superficie das DCs

(ATO et al. 2002).

Mecanismos TNF-a dependentes parecem também estar envolvidos na
perda de células estromais gp38+ da PALS e diminuindo a producao de
CCL19 e CCL21 no baco desses animais. Camundongos deficientes para

producao de CCL19 e CCL21 infectados com L. donovani apresentaram
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perda seletiva de MZM e falha na migracao de DCs da ZM para a PALS
(ATO et al. 2006; ATO et al. 2004; ATO et al. 2002).

No mesmo modelo de infeccado, foi observada a perda de MZM sob
influéncia da acao de TNF-a que resultou em restricoes na migracao de
linfocitos na polpa branca desses animais (ENGWERDA et al. 2002). Foi
observada também uma alta producao de TNF-a por MZM, trés dias

apos a infeccao com L. donovani (GORAK et al. 1998).

Na leishmaniose visceral canina, as alteracoes esplénicas também estao
presentes no curso da infeccao natural por L. infantum em caes e elas
possivelmente refletem o perfil de susceptibilidade desses caes para a

LV (SANTANA et al. 2008).

Além de alteracdes macroscopicas comuns como a esplenomegalia, foi
observado em animais sintomaticos um aumento de parasitas
amastigotas no baco, especialmente dispersos na polpa vermelha ou
adjacentes a capsula (TRYPHONAS et al. 1977; KEENAN et al. 1984;
TAFURI et al. 1996; REIS et al. 2006; SANCHEZ et al. 2004).

Recentemente foi descrito que na LVC ha uma forte relacao entre altas
taxas de parasitismo esplénico com a diminuicao do numero absoluto
de monoécitos circulantes assim como também com mudancas

fenotipicas nessa populacao celular (GUERRA et al. 2009).

O aumento de plasmoécitos em o6rgaos linféides € um achado comum na
LVC. Corbeil e colaboradores (1976) observaram muitos plasmocitos na
PALS e dispersos na polpa vermelha do baco de caes infectados
(CORBEIL et al. 1976). Foi descrito também por Martinez-Moreno e
colaboradores (1995) um aumento significante na porcentagem de
plasmocitos esplénicos em animais infectados (MARTINEZ-MORENO et
al. 1995).
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Em caes com LV, o baco pode apresentar foliculos hiperplasiados e
hialinose (TRYPHONAS et al. 1977), depédsito de substancias amildides
em polpa branca e polpa vermelha (CORBEIL et al. 1976) e atrofia
folicular (TAFURI et al. 1996). Tafuri e colaboradores descreveram em
1996 e 2001 a presenca de espessamento capsular com reacao
inflamatoria difusa nos bacos de caes com LV (TAFURI et al. 1996;
TAFURI et al. 2001).

Alguns estudos foram realizados analisando o perfil de citocinas em
bacos de caes naturalmente infectados com Leishmania. Os niveis de
IL-10, IL-4, IL-12, IL-10, IFN-y e TNF-a foram analisados semi-
quantitativamente por RT-PCR convencional em bacos de caes
infectados de Belo Horizonte. O aumento das expressoes de IL-10 e IFN-
y foi visto em associacao com aumento da carga parasitaria dos animais

e a progressao da doenca (LAGE et al. 2007).

As producoes de TNF-a e IL-6 foram avaliadas por ELISA em caes
infectados com L. infantum de Aracatuba (Sao Paulo-Brasil). Nao foram
observadas diferencas na producao de TNF-a e a producao de IL-6 foi
maior em caes com LV ativa quando comparados com saudaveis (DE

LIMA et al. 2007).

O aumento de expressao de IFN-gama foi visto em cdo com LV
adquiridas naturalmente e experimentalmente, sugerindo um
predominio de resposta imune do tipo Thl durante a LVC (STRAUSS-
AYALI et al. 2007).

Em um estudo recente, investigou-se a relacdo entre os niveis de
expressao de determinadas quimiocinas e receptores de quimiocinas
(em baco e figado) e o estado clinico de caes com leishmaniose visceral.
Nesse estudo, vinte e um caes foram clinicamente avaliados e
classificados como assintomaticos (n = 11) ou sintomatica (n = 10).

Esplenomegalia, perda de peso e onicogrifose foram os sintomas mais
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pronunciados. No baco, os niveis de expressao CCL1, CCI3, CCL17,
CCL20, CCL26, CXCL9, CCR3, CCR4, CCR6 e CCRS8 foram reduzidos
em caes sintomaticos e assintomaticos em relacdo aos niveis de
expressao em animais nao infectados. Esses autores concluiram que
caes sintomaticos tém menor nivel de expressdao de quimiocinas e
receptores de quimiocina relativo a animais assintomaticos ou nao
infectados. A diminuicao da migracao de células favoreceria a replicacao
e disseminacao do parasita, desencadeando os sintomas tipicos da LVC

(NASCIMENTO et al. 2013).

Santana e colaboradores (2008) examinaram 72 caes de rua de uma
area endémica para leishmaniose visceral, Jequié (BA-Brasil), com
diferentes perfis de resposta a infeccao com Leishmania e mostraram a
ocorréncia de desorganizacao do tecido linfoide (14/25, P<0,0001),
maior ocorréncia de periesplenite 18/25, P=0.0001), existéncia de
granulomas (7/28, P=0,0102), aumento da freqiiéncia de plasmocitos
na polpa vermelha, presenca de amastigotas de Leishmania em area
subcapsular e polpa vermelha. Observou-se também uma reducao na
quantidade e tamanho dos foliculos linfoides (20/25, P=0,0036), além
de uma reducdo de centros germinativos e zona marginal (15/25,
P=0,0025), nos bacos desses caes com leishmaniose visceral
naturalmente infectados. Tais alteracdes esplénicas parecem estar
relacionadas com a susceptibilidade dos cdes para a leishmaniose

visceral (SANTANA et al. 2008).

Dados clinicos e laboratoriais de 206 caes dessa mesma area endémica
para LV recolhidos entre 2004 e 2010 foram revisados. As seccoes de
baco dos caes foram analisadas e classificadas, seguindo os parametros
definidos previamente por Santana e colaboradores (2008): baco bem
organizado, quando se distingue a bainha periarteriolar de linfocitos,
centro germinativo, zona do manto e a zona marginal (baco tipo 1 ),
ligeiramente desorganizado, quando a polpa branca esta evidente, mas

suas regioes sao pobremente individualizadas e distintas (baco tipo 2); ,
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ou extensivamente desorganizado quando a estrutura folicular esta
raramente distinta da polpa vermelha e area de células T (baco tipo 3).
De 199 caes infectados com Leishmania infantum, 54 (27%) tinham
baco tipo 1; 99 (50 %) baco tipo 2, e 46 (23 %) baco do tipo 3. O numero
de sinais clinicos associados com a leishmaniose visceral foi maior nos
animais infectados com baco tipo 3 (mediana = 3, P <0,001) ou tipo 2
(mediana = 3 , P <0,01 ) do que nos animais com baco tipo 1 (mediana =
2). Dentre os sinais clinicos, alopécia (P < 0,01), anemia (P < 0,05), a
desidratacao (P < 0,05), dermatite (P < 0,05), linfadenopatia (P < 0,001)
e onicogrifose (P < 0,01) foram mais frequentes entre os caes infectados
com baco tipo 3 do que entre os caes infectados baco tipo 1 (LIMA et al,

2013).

A associacado entre a gravidade da leishmaniose visceral canina e a
desorganizacao do tecido linfoide do baco é ainda mais evidente no
grupo de animais com a cultura do bacgo positiva. Outros sinais clinicos
como conjuntivite e ulcera também foram mais freqlientes nos animais
com baco tipo 3 do que nos animais com baco tipo 1. Os niveis séricos
de albumina e creatinina foram menores e os niveis séricos de AST
foram maiores em animais com baco tipo 3 do que nos animais com
baco tipo 1. Esses achados demonstraram claramente que a
desetruturacdao do tecido linféide esplénico esta associado com a
apresentacao clinica mais grave da leishmaniose visceral canina (LIMA

etal, 2013).

Acredita-se que o perfil de susceptibilidade a LV em caes € marcado
pela presenca desses sinais clinicos de doenca favorecendo ao
surgimento de infeccoes bacterianas. Sabemos que uma das principais
condicoes associadas ao obito nas formas clinicas graves da LV humana
ou canina € o surgimento de infeccoes bacterianas (KADIVAR et al.

2000).
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Em achados recentes do mnosso grupo ainda nao publicados
Streptococcus e Staphylococcus sao os principais microrganismos que
infectam a pele e os olhos de caes capturados na area endémica de
Jequié. Existe uma maior frequéncia de infeccoes bacterianas de pele
em animais com culturas de baco positivas para Leishmania (9/19,
47%) do que em animais com culturas negativas (7/34, 21%) e a
frequéncia de conjuntivite purulenta foi maior no grupo de animais com
infeccao por Leishmania e desorganizacao do tecido linfoide esplénico
que em animais com infeccao por Leishmania com organizacao

estrutural do tecido esplénico (dado nao publicado).

Esses achados juntamente contribuem para consolidacdo da idéia de
que alteracoes importantes no tecido linfoide esplénico, comprometendo
a capacidade de geracao de foliculos linfoides secundarios, de
manutencao da zona marginal, a substituicao da celularidade normal
do baco (perda de populacdes celulares imunocompetentes) por
acumulos de plasmocitos pode comprometer a capacidade de o baco
atuar como orgao de vigilancia contra infecoes sistémicas ou localizadas

particularmente contra infeccoes bacterianas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as alteracdoes imunoarquiteturais do baco e o perfil de
expressao de citocinas envolvidas na desestruturacao da polpa branca

esplénica associadas a formas graves da leishmaniose visceral canina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Avaliar a distribuicao de populacoes celulares no baco de caes
com e sem desestruturacao da polpa branca associada a leishmaniose

visceral;

3.2.2 Estimar morfometricamente as populacoes de linfocitos B e T,
células dendriticas e plasmoécitos do baco de caes com infeccao natural

por L. infantum e desestruturacao da polpa branca esplénica;

3.2.3 Examinar a expressao de citocinas potencialmente relacionadas
com a manutencao da estrutura da polpa branca esplénica em caes
com infeccao natural por L. infantum e desestruturacao da polpa branca

esplénica,;

3.2.4 Comparar a presenca de ativacao policlonal de linfocitos B e
hipergamaglobulinemia em caes com infeccao natural por L. infantum

com e sem desestruturacao da polpa branca esplénica;
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ASSOCIADA COM A
REDISTRIBUICAO DE
POPULACOES CELULARES DO
BACO NA LVC
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de desestruturacao esplénica no contexto de infeccao tem
sido frequentemente associada com uma redistribuicdo, perda ou
substituicdo de populacoes de leucocitos normalmente atuantes na
resposta imune do hospedeiro ao parasita e a outros antigenos
capturados no baco (ATO et al. 2004; CARRION et al. 2006; MELBY et
al. 2001; SMELT et al. 1997).

Nesse contexto, diversos estudos experimentais realcam o papel de
citocinas e quimiocinas na manutencao de compartimentos esplénicos
(ENGWERDA et al. 2002; ATO et al. 2006; ATO et al. 2004). No entanto,
sabemos que o modelo experimental da leishmaniose visceral em reflete
apenas parcialmente, as caracteristicas da infeccao natural em animais

susceptiveis como caes e seres humanos.

Nosso grupo tem contribuido com esses estudos examinando caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum. Demonstramos que
a atrofia e desestruturacao do tecido linfoide esplénico estdo associadas
a marcadores de susceptibilidade a leishmaniose visceral (SANTANA et

al, 2008; LIMA et al, 2013).

O principal objetivo desse estudo foi definir as populacoes celulares e
quimiocinas relacionadas a esse processo de desestruturacao do tecido
linfoide do baco na leishmaniose visceral canina naturalmente
adquirida. Para isso utilizamos imunoistoquimica na identificacao de
populacoes celulares no baco (células B, células T, células dendriticas
foliculares e células em proliferacao). O exame do perfil de expressao de
citocinas, relacionadas a definicdo e manutencao da arquitetura do
tecido linféide do baco (CXCL13, TNF, TGF, IFN, IL10, CCL19, CCL21,
CCRY7, linfotoxinas alfa e beta) foi feito utilizando RT-PCR em tempo

real.
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Esse trabalho foi em parte desenvolvido durante o mestrado com a
avaliacao das distribuicoes de linfocitos B, T e células em proliferacao
aléem da analise da expressao de parte das citocinas previamente
citadas. Posteriormente, o trabalho foi significantemente ampliado e
refinado, incluindo-se a analise da distribuicao da populacao de células
dendriticas foliculares além da avaliacao da expressdao de outras
citocinas, como a linfotoxina-beta, que estdao envolvidas diretamente na
organizacao de tecido linfoide. A partir desse trabalho foi gerada uma

publicacao que consta no capitulo 7 dessa tese.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

TECIDO LINFOIDE ESPLENICO

Cées de area endémica para LV

v 7
Fixado em formalina (10%) Congelado
Inclusédo em parafina Mantido em nitrogénio liquido
v v
Analise histolégica Extracgdo e Purificacdo de RNA

Microscopia dtica convencional :
\4
h A Analise da expressao de citocinas

Fenotipagem das populagées celulares RT-PCR em tempo real

Imunohistoquimica
v

X Sequenciamento gendomico

Distribuicao das populagoes celulares

Morfometria

2.2 DETALHAMENTO DA METODOLOGIA
2.2.1 ANIMAIS

Este € um estudo retrospectivo baseado em espécimes histologicos e
registros experimentais arquivados no Laboratorio de Patologia e Bio-
Intervencao do Centro de Pesquisa Goncalo Moniz, FIOCRUZ (Bahia,
Brasil). Os espécimes histologicos representam fragmentos de baco
obtidos de 25 caes que foram coletados nas ruas de Jequié (Bahia,
Brasil, uma area endémica para LV) no periodo de 2004 a 2008, em
colaboracao com o Programa de Vigilancia de Doencas Endémicas do

Servico de Saude do Estado da Bahia. Todos os animais foram

Confirmagdo da especificidade dos primers
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examinados clinicamente por pelo menos dois médicos veterinarios
utilizando fichas clinicas, avaliando os seguintes parametros: sexo,
emagrecimento, anemia, dermatite, alopecia, conjuntivite, onicogrifose,

aumento de tamanho dos linfonodos, esplenomegalia e apatia.

Os animais foram agrupados nas seguintes categorias de acordo com os
sinais clinicos relatados sugestivos de leishmaniose visceral:
assintomaticos (sem sinais clinicos), oligossintomaticos (ndo mais de

trés sinais clinicos) e polissintomatica (com mais de trés sinais clinicos).

A presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro foi determinada por
ELISA e a resposta imune celular contra antigenos de L. infantum foi
detectada pelo teste cutaneo de leishmanina (TCL). Imediatamente apos
a eutanasia, aspirados de baco foram coletados para a cultura e
fragmentos do baco foram coletados e congelados em nitrogénio liquido
para os estudos de biologia molecular ou foram fixados em formol e

incluidos em parafina para estudos morfolégicos.

Para a determinacao da expressao das citocinas no baco de animais nao
infectados (ELISA, TCL e PCR negativos para a infeccao por Leishmania)
com estrutura baco organizada, foram utilizados seis animais
recolhidos das ruas de Jequié, no mesmo periodo e as condicoes

descritas acima.

Detalhes sobre a realizacdo do TCL e do ELISA foram publicados,
previamente, por nosso grupo (BALEEIRO et al. 2006; DOS-SANTOS et
al. 2008; PARANHOS-SILVA et al. 1998), descritos brevemente a seguir:

Preparo dos antigenos soluvel e bruto
Para as realizacoes dos testes ELISA e TCL foram previamente
produzidos antigenos soluvel e bruto, respectivamente. Para isso, foram

utilizadas promastigotas de L. infantum (cepas MHOM /BR2000
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/Merivaldo2 ou JPC) em fase estacionaria de cultivo in vitro, em meio
de Schneider (Gibco) contendo 10% de soro bovino fetal (Cultlab).

No preparo de antigeno bruto, os parasitos foram lavados trés vezes
com PBS e lizadas por ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento seguido por sonicacao. Lotes de antigenos para ser
usado em ELISA foram processados na presenca de uma combinacao de
inibidores enzimaticos: 2 pg/mkL de fluoreto de phenylmethanesulfonyl
(PMSF), 2 pg/mL de N-p-tosyl-L-phenylalanine clorometilcetona (TPCK),
2 pg/mL de N-alfa-p-tosyl-L-lisina-clorometilcetona (TLCK), 2 pg/mL de
4-nitrofenil-p-O-guanidinobenzoate (NPGB) e 2 pg/mL de N-(trans-
epoxysuccinyl)-L-leucina-4-guanidinobutylamide; trans-3-
carboxyoxirane-2-carbonylL-leucylagmatine; trans-epoxysuccinylL-
leucylamido (4-gunidino) butano; L-trans-3carboxyoxiran-2-carbonylL-
leucylagmatine (E64) e centrifugados a 3000 g para remocao de material
nao soluvel. A eficiéncia do processo de lise dos parasitos foi testada
visualmente, ao microscopio e a auséncia de parasitos viaveis através
do cultivo em meio bifasico (NNN-Schineider) de uma aliquota do
antigeno a ser utilizado no TCL. As suspensoboes de antigenos foram

armazenadas a -70 °C até a utilizacao.

Teste cutdaneo da leishmanina

Antigeno de L. infantum foi diluido em solucdo salina a uma
concentracao final de 2,5 mg de proteina por uL. Cada animal foi
injetado por via intradérmica com 100 uL de volume da solucao
antigeno em diferentes locais da pele abdominal. Como controle, 100
mL do diluente (solucao salina) foram injetados em um local simétrico
da pele abdominal. Quarenta e oito horas apds as injecoes, os
tamanhos das induracoes foram medidos por observadores sem o
conhecimento prévio do local das injecoes. As leituras foram realizadas
auxiliadas pelo uso de uma caneta esferografica e uma fita adesiva. A
fita adesiva com a marcacdao da area medida foi sempre tomada e
preservada no livro experimental, para eventual confirmacao, se

necessario. Os resultados sao expressos como a média dos dois maiores
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eixos transversais da area de induracdo. As reacoes da pele com
tamanho de endurecimento igual ou maior que S5 mm foram

considerados positivos.

ELISA para detecgdo de anticorpos anti-Leishmania sp

Antigeno de SLA (antigeno soluvel de Leishmania) de L. infantum foi
distribuido na concentracao de 3,125 ug/uL diluido em tampao
carbonato (0,06 M, pH 9,6) em um volume de 100 pL em pocos de
placas 96 pocos de microtitulacado de fundo chato (Cliniplate-
Labsystem). Essa concentracao de antigeno foi escolhida a partir de
ensaios preliminares usando soros de caes naturalmente infectados.
Para o bloqueio das reacoes inespecificas foi utilizada solucao de PBS-
0,05% Tween 20 (PBST) e 4mg/mL de albumina bovina sérica (BSA) por
1h a 37°C. Apos trés lavagens com PBST, 100 uL das amostras de soros
caninos, diluidas de 1:800 em PBST contendo BSA (4mg/mL), foram
incubadas por 1 h a 37°C. As placas foram lavadas com PBST trés
vezes, e, em seguida, incubadas com solucao de anticorpo conjugado
[Peroxidase AffiniPure Rabbit Anti-Dog IgG (H+L), Jackson
Immunoresearch| na diluicdo de 1:10.000 por 1 hora a 37°C. A reacao
foi revelada no escuro com 3,3, 5,5'-tetramethylbenzidine (TMB - Sigma
Aldrich) na presenca do substrato peroxido de hidrogénio a 30% (H202)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por fim, a reacao foi
parada com a adicao de H2SO4 na concentracao de 4M. A densidade
optica foi lida no comprimento de onda de 450nm no espectrofotometro
(SpectraMax 340PC, Molecular Devices). A reacao foi realizada conforme
descrito por Dos-Santos e colaborados (1996). Todas as amostras foram
feitas em duplicata. O ponto de corte foi calculado para cada placa pela
média dos valores de absorbancia (D.O.) + 2 desvios padrao (DP) do
resultado de ELISA utilizando soros de caes de areas endémicas e nao

endémicas (controle negativo).
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2.2.2 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos envolvendo animais foram conduzidos de
acordo com a Lei Federal Brasileira de Experimentacdo Animal (Lei
11.794

http:/ /www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato20072010/2008/1ei/111794.

htm), com as diretrizes da Fundacao Oswaldo Cruz para pesquisa com

animais (http://sistemas.cpgam.fiocruz.br/ceua/hiceuaw000.aspx) e

com o manual para a vigilancia e controle da leishmaniose visceral.
Este estudo foi aprovado pelo comité de ética comissdo para a utilizacao

de animais em pesquisa (CPqGM-FIOCRUZ. Ceua, licenca N.040/2005).

2.2.3 AMOSTRAS DE BACO E ANALISES HISTOLOGICAS

As seccgoes de tecido esplénico incluido em parafina foram cortadas com
a espessura de 4,0 um e coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para
analise sob microscopia Optica convencional, para selecao dos animais
para a constituicao dos grupos experimentais. Para isso, os espécimes
foram classificados quanto a organizacao da polpa branca utilizando os
critérios definidos por Santana e colaboradores (SANTANA et al. 2008):
bem organizado, quando se distingue a bainha periarteriolar de
linfocitos, centro germinativo, zona do manto e a zona marginal (baco
TIPO1); discretamente desorganizado, que apresenta mudancas
hipoplasicas e hiperplasicas levando a uma perda de definicao de
algumas regides da polpa branca (baco TIPO2); moderadamente
desorganizado, quando a polpa branca esta evidente, mas suas regioes
sao pobremente individualizadas e distintas ou e extensivamente
desorganizado, quando a estrutura folicular esta raramente distinta da
polpa vermelha e area de células T (baco TIPO3). A Figura 4 mostra
aspectos histologicos representativos dessas categorias de organizacao
do tecido esplénico (Santana et al, 2008). Apenas animais de bacos
TIPO1 e TIPO3 foram incluidos nesse estudo, por serem considerados

grupo polares. Quando necessario, serdo utilizadas as seguintes siglas
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para identificacoes dos animais: TIPO1-INF, para animais de baco
TIPO1 que sao infectados; TIPO3-INF, para animais de baco TIPO3 que
sao infectados; e TIPO1-CONT, para animais de baco TIPOl e nao

infectados.

Figura 4. Microfotografias representativas de polpa branca espi¢rica
organizada, baco TIPO1l (A), levemente desorganizada, baco TIPO2 (B) e
extensivamente desorganizada, baco TIPO3 (C) (200X). Fonte: SANTANA et al,
2008.

2.2.4 FENOTIPAGEM DAS CELULAS DO BACO

A fenotipagem das células dos bacos foi realizada através de reacoes de
imunohistoquimica conforme procedimento descrito por Ruiz e
colaboradores (2005) (RUIZ 2005). Para isso, seccoes dos tecidos
esplénicos com espessura de 4,0 um foram montadas em laminas
previamente tratadas em solucao de Poly-L-Lysine (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Estados Unidos). As seccoes foram desparafinizadas em xileno e
reidratadas em concentracoes decrescentes de etanol. Posteriormente,
foi feita a recuperacao de sitios antigénicos com exposicdo das laminas
a tampao citrato na concentracao de 0.1 mM e pH = 6.0 (para reacoes
com os anticorpos anti-CD3 e anti-S100) ou tris-EDTA at pH 8.9 (para
reacoes com anticorpos anti-Ki67 e anti-CD79a) em vapor. A partir
dessa etapa utilizou-se o sistema de deteccao Novolink Max Polymer

(Novocastra, Newcastle, Reino Unido) para amplificar a marcacao das
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populacoes celulares de interesse. Para o bloqueio da peroxidase
endégena as seccgoes foram incubadas com Peroxidase Block por S
minutos sob temperatura ambiente (T.A.). Em seguida as laminas foram
lavadas duas vezes por 5 minutos em solucao salina tamponada com
fosfato e incubadas com Protein Block por 5 minutos (T.A.) para
bloquear ligacoes inespecificas. As laminas foram novamente lavadas
PBS e incubadas por 1 hora a 37°C em camara umida com os
anticorpos monoclonais primarios: anti-Ki67 humano (células
proliferantes), anti-CD3 humano (célula T), anti-CD79a humano
(células B) e anti-S100 (célula dendritica folicular). Como controle
negativo, seccoes foram incubadas pelo mesmo tempo com
imunoglobulinas do mesmo isotipo. Apés novas lavagens com PBS, as
laminas foram incubadas com Post Primary Block (T.A.) por trinta
minutos. Posteriormente, foi feita a incubacao com Polymer (T.A.) e ao
final de trinta minutos, as seccoes foram lavadas sob leve agitacao e foi
feita a revelacdo com DAB solution (T.A.). Apos a revelacao, as laminas
foram lavadas sucessivas vezes com agua corrente e destilada, contra-
coradas com hematoxilina, desidratadas e montadas com laminulas
utilizando balsamo do Canada. Os detalhes de titulacdao, clone e
fabricante dos anticorpos utilizados foram definidos previamente e estao

sumarizados na tabela 1.

Tabela 1.Anticorpos utilizados na fenotipagem de esplenécitos

Anticorpo Clone Titulacao Fabricante Codigo
Anti-Ki67 MIB-1 1/1000 Dako M7240
Anti-CD3 F7.2.38 1/400 Dako M7252
Anti-CD79a HMS57 1/100 Dako M7051

Anti-S100 Policlonal 1/100 Dako N1573
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2.2.5 ANALISE MORFOMETRICA DA DISTRIBUICAO DAS POPULACOES CELULARES
NO BACO

Imagens das secoes baco corados com os diferentes anticorpos foram
capturados em uma resolucao de 1.280 x 1.024 pixels usando um
sistema de camera de video digital Evolucao LC (Media Cybernetics ,
Estados Unidos ), acoplado a um microscopio optico (CX41 , Olympus ,
Japao). A polpa vermelha e os varios compartimentos da polpa branca,
incluindo a bainha periarteriolar de linfécitos (PALS), foliculos linfoides
(FOL) e zona marginal (GRAYSON et al. 2003), foram
morfometricamente estimadas utilizando o software Imagem Pro Plus

versao 6.0 (Media Cybernetics, Estados Unidos).

Os limites de cada compartimento foram definidos usando seccoes de
H&E e confirmadas com cortes as seccoes de baco marcadas com anti-
S100. Os diferentes compartimentos da polpa branca do baco foram
identificados de acordo com as descricoes da estrutura histologicos do

baco.

Para a contagem de células, foram selecionadas ao acaso areas nao
sobrepostas na polpa vermelha e dos compartimentos da polpa branca.
Para minimizar o erro nas medicoes dos tamanhos dos compartimentos
de polpa branca, foram utilizados os seguintes critérios: (1) as regides
associadas aos cinco maiores foliculos de cada seccao foram
selecionados para analise dos foliculos linféides e zona marginal e ( 2 )
somente arteriolas representadas em secao transversal foram utilizadas

para analise da PALS.

A média das medidas obtidas a partir de cada compartimento da polpa
branca foi usada para estimativas da densidade de populacao de células
em cada compartimento (densidade de populacdo de células = numero
de células / area definida) e o numero total de células de uma seccao

transversal do compartimento (nimero médio de células por seccao do
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compartimento = densidade de populacao de células no compartimento
x area média do compartimento). A Figura 5 mostra as definicoes dos

compartimentos da polpa branca do baco utilizados na morfometria.

Figura 5. Definicoes dos compartimentos esplénicos considerados na
morfometria. CG = Centro Germinativo; MT = Regido do Manto; ZM = Zona
Marginal e PALS = Regido periarteriolar de linfocitos T. CG e MT sao sub-
regioes integrantes do FOL (foliculo linféide). Fonte: Silva et al, 2010.

2.2.6 ANALISE DA EXPRESSAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS DO BACO POR PCR
EM TEMPO REAL

A expressao das quimiocinas CXCL13, CCL19 e CCL21, das citocinas
TNF-alfa, linfotoxina-alfa, linfotoxina-beta, TGF-beta, IL10, I[FN-gama e
do receptor de quimiocina CCR7, potencialmente envolvidos no
processo de desestruturacao do tecido esplénico, foram mensuradas
através de RT-PCR em tempo real nos bacos de caes com tecido
esplénico TIPO1 (n = 13) e TIPO3 (n = 12). Inicialmente os fragmentos
dos bacos congelados e mantidos no nitrogénio liquido foram cortados
na espessura de 3,0 mm x 3,0 mm com auxilio de lamina de bisturi, em
seguida descongelados e macerados em 1,0 ml de Trizol (Invitrogen, Life
Technologies, Estados Unidos) para extracao de RNA total, de acordo
com o protocolo do proposto pelo fabricante. A quantidade e a pureza do
RNA extraido foram examinadas por espectrofotometria (NanoDrop). Foi
considerado indicador de pureza aceitavel a razdo entre 1,8 e 2,05 entre

os valores obtidos com as mensuracoes utilizando as faixas de
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absorbancia de 260 nm e 280 nm. A integridade do RNA foi examinada
por eletroforese em gel de agarose (1%) corado com brometo de etidio. O
resultado foi observado através do Software Quantity One e fotografado
pelo equipamento de fotodocumentacdao Gel DOC XR Bio-Rad. Na
Figura 6 observa-se uma fotografia representativa de um gel de agarose
demonstrado a integridade do RNA extraido dos bacos dos caes

utilizados nesse estudo.

PM 394 397 398 406 393 418

RNAr 288
=

RNAr 188
=

Figura 6. Fotografia de um gel de agarose, demonstrando a integridade
dos RNA extraidos dos bacos dos ciaes de uma area endémica para LV. A
esquerda, marcador de peso molecular (P.M.) de 100 pares de bases de DNA.
Cada numero representa um animal. As setas indicam as bandas de RNA
ribossomico, 18S e 28S. Fonte: SILVA et al, 2010.

Visando eliminar a possibilidade de contaminacao das amostras de RNA
extraido com DNA gendmico, amplificacao controle foi realizada sem
adicao da enzima transcriptase reversa. Desde que foi visto que muitas
amostras tratadas nesta condicao amplificaram os genes testados,
decidimos realizar a purificacao do RNA extraido. Para isso, usou-se um
protocolo de digestdo por DNAse com o Kit RNeasy (Qiagen) sendo dessa
forma abolida a amplificacdo de genes na auséncia da transcriptase
reversa. Dessa forma, a partir de 1ug do RNA purificado foi realizada a

sintese de DNA complementar (cDNA) usando o sistema Superscript II
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Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos)
utilizando-se primers randomicos. O cDNA obtido foi ressuspendido em
agua livre de nucleases, aliquotado e estocado em freezer a -20° C. A
reacao PCR em tempo real foi feita em um volume de 20ul de reacao
incluindo 5,0 ul de cDNA na concentracao de 2ng/mL, 1,0 ul dos
primers (4,0 pmol/pL), 4,0 uL de agua livre de nuclease e 10,0 ul de
SYBR Green PCR Master MIX (Applied Byosistems). Para cada gene de
interesse, a reacao foi realizada em duplicata, com controle negativo em
triplicata em cada placa. Curvas padroes em triplicatas foram feitas em
uma diluicao seriada (1:5) a partir de um pool de cDNA das amostras na
concentracdao de 10ng/mL. As concentracoes de RNAm das citocinas
para cada amostra foram calculadas baseadas na curva padrao e
normalizados pelas concentracoes de RNA total de 18S e RNAm de
Beta-actina. Todas as reacoes foram realizadas em placas opticas de 96
pocos, lidas em um termociclador com leitura de fluorescéncia (ABI
Prims 7500) e analisadas com o software Sequence Detection System
1.1, todos fabricados pela Applied Biosystems (Foster City, CA, Estados
Unidos). As sequéncias dos pares de primers e as temperaturas de
anelamento (Tm) utilizadas para amplificacdo de cada gene de interesse
estdo descritos na tabela 2. A especificidade dos primers para
amplificacao dos genes de interesse foi confirmada pelo sequenciamento
dos produtos da amplificacao. O sequienciamento foi realizado pela
Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ (exemplo na
Figura 7).
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>qub|DQ28?955.1| Canig familiaris 188 ribosomal RMA gene, partial sequence

Length=474

Score = 167 bits (900, Expect = fa-41
Identities = 92/93 (98%), Gaps = 0/93 (0%)
Strand=Plus=s/Plus

Query 3 ATGECTCATTAAAT CAGTTAT GGTTCCTTTGGTT GCTCECTCCTCTCCTACT TGEATAAT

|III|II|II|III|II|II|III||I|II|II FELETEEE ettt
Sbjct 87 ATTAAAT CAGTTATGGTTCCTTTGETCGCTCGCT CCTCTCCTACT TEGATAAC

Query 63 TETGETAATTCTAGASCTAATACATECCCACGS 95

FEEEEErr et el
Shjct 147 TGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCCGACGE 179

62

146

Figura 7. Cromatograma referente ao seqiienciamento do produto
amplificado com o primer 18S. Observa-se uma homologia de 98% entre a
sequéncia obtida e a seqiiéncia do genoma canino armazenado no GenBank.

Fonte: SILVA et al, 2010.
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Tabela 2. Sequéncias de primers e temperatura de anelamento utilizadas na PCR em

tempo real.

Primer Forwad primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Tm
18S CACGGCCGGTACAGTGAAAC CCCGTCGGCATGTATTAGCT 60°
B-actina  CTCACGGAGCGTGGCTACA GGCGACGTAGCAGAGCTTCTT 60°
CCL19 GTAGACTGCCTGCCGTTGTGTTCA ACTGCTGTGGCCCTTGTTCTTTG 60°
CCL21 GCACAGGACTGTTGCCTCAA CGGTAGCTGCGGACAACCT 55°
CCR7  GGTGGTGGCTCTCCTTGTCATTTT AGTTCCGCACGTCTTTCTTGAAGC 55°
CXCL13 GGGTGCCCAAAAAGAGAAATC GATGGGAGGGTTCAAGCATACA 55°
LT-a  GAGACCCCAGCATCCAGAAC AAGGCACGATCCGTGTTTG 60°
LT-p ~ COGCTGGGAGGCGAAGAAAG GGTAGGCGACGTGACAGTAGAGGT  60°
ILI0  CCACGACCCAGACATCAAGAA ACAGGGAAGAAATCGGTGACA 60°
TGF-p  CCACTGTTCCTGTGACAGCAA GTCGGTTCATGCCATGAATG 60°
TNF-a  AGCAAACCCCGAAGCTGAG CGGCACTATCAGCTGGTTGTC 60°
INF-y  AAGGAAGACATGCTTGGCAAG CCTGCAGATCGTTCACAGGAA 60°

2.2.7 PCR PARA DETECCAO DE DNA DE LEISHMANIA

Foram utilizados dados disponiveis de PCR convencional para deteccao
de DNA de Leishmania nos bacos dos animais coletados no ano de
2004. Para deteccao de DNA do parasito em amostras de baco
congeladas dos animais coletados nos anos de 2006 e 2008 (sete
animais com baco organizado e oito animais com tecido linfoide
esplénico desorganizado) a técnica de PCR em tempo real foi utlizada.

Ambas as técnicas estao descritas abaixo.
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Extracao de DNA: Fragmentos de baco congelados foram macerados
em 400 ul de tampao de lise (50 mM Tris-HCl, EDTA, pH 8,5) ,
centrifugados durante 5 minutos a 12.000 g. O sedimento foi
ressuspenso em 40 ul de SDS (10%) e 4 mL de proteinase K (20
mg/mL), homogeneizou-se e incubou-se durante 2 horas a 42°C. A
extracao com fenol - cloroférmio e alcool isoamilico (Invitrogen Life
Technologies, EUA) foi realizada e seguida de precipitacao com 800 ul
de etanol a 100 % e 40 ul de acetato de sodio (3M). A mistura foi
incubada durante a noite a -20 °C e depois centrifugada a 12000 x g
durante 5 min. O sedimento foi lavado com 1 ml de etanol a 70% e
centrifugado a 12000xg durante 5 minutos, secou-se durante varios

minutos, re-hidratados em agua (100 ul) e armazenados a -20-C.

PCR convencional para deteccao do DNA de Leishmania: A PCR foi
realizada com os primers 5'-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(L/C)CGAA-3 ' e
5'-(L/C)(G/C)(G/C)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3', que tém como
alvo a amplificacao de uma regido conservada de 120pb do minicirculo
de Leishmania. A reacao foi preparada contendo 50 mmol/L de KCI, 10
mmol Tris-HCl (pH 8,0), 0,2 mmol/L de cada desoxirribonucleotido
(Invitrogen) , 1 mmol/L de cada iniciador, 1,25 unidades de polimerase
Taq (Invitrogen) e 2,5 ul da amostra de DNA do baco em um volume
final de 25 ul. As condicoes de PCR foram as seguintes: Desnaturacao a
94 °C durante 3 min, seguido por 30 ciclos de 94°C durante 30s, 55°C
durante 30s e 94°C durante 45 segundos, com uma extensao final de
72°C durante 10 min. As reacoes de amplificacdo foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose, seguida de coloracao com brometo de
etidio e visualizacao sob luz UV. DNA da cepa de referéncia de L.
braziliensis MHOM/BR/75/2904 foi utilizado como wum controle

positivo.

PCR em tempo real para a deteccao de DNA de Leishmania: Este

ensaio foi realizado utilizando uma técnica previamente descrita

(BOSSOLASCO et al 2003), visando uma sequéncia do gene SSU rRNA.
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As amplificacoes foram realizadas em um volume final de 25 ul, que
consistiu em 5 ul de DNA do baco diluido em agua desionizada para
150 ng/mL e 20 uyL da mistura de PCR, que incluia 12,5 pul dos
Universal Mastermix Applied Biosystems (Perkin-Elmer), um primer
forward (S'-AAGGTCAAAGAACAAGGCCAAG-3') a uma concentracao
final de 900 nM, de um primer reverso (5' - GCATCGGAGTCGG - 3 ') a
300 nm e uma sonda fluorogénico (5'- AGGAGCGTGTCCCCGTGGAGG -
3') contendo uma molécula reporter FAM na extremidade 5' e um
quencher TAMRA na extremidade 3' (sonda LEIP) (Perkin-Elmer Applied
Biosystems) a uma concentracao final de 200nM. Uma curva padrao foi
gerada utilizando diluicoes em série de DNA de L. infantum com 106 a
10-! parasitas/mL, e cada diluicao foi efetuada em triplicata. As
amplificacoes foram realizadas em triplicata para cada amostra e para o
controle negativo utilizando um sistema de deteccao ABI Prism 5900
sequéncia de (Perkin-Elmer Applied Biosystems). A curva padrao foi
gerada através da representacdo grafica dos valores de Ct contra as

concentracoes de parasitas.

2.2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados numéricos sao mostrados como tabelas e graficos e
representam os valores absolutos, médias, medianas ou proporcoes
como indicado. A significancia estatistica das diferencas entre os grupos
foi testada usando o teste de Mann-Whitney. Para as comparacoes
envolvendo mais de dois grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.
Para as comparacoes envolvendo proporcoes, foi utilizado o teste do
Qui-quadrado com correcao de Yates ou o teste exato de Fisher. O nivel

de significancia foi estabelecido em P < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA AMOSTRA DE CAES

Os sinais clinicos de leishmaniose visceral foram mais freqiientes nos
animais com baco TIPO3 (7/12 animais polissintomaticos) do que em
animais com baco TIPO1 (apenas 2/13 foram polissintomaticos, teste
do Qui-quadrado, P = 0,01). Nao houve diferencas significativas no
género, no numero de testes positivos para a infeccdo por Leishmania
ou na carga parasitaria no bacgo, entre os dois grupos. No entanto, 50%
dos animais com baco TIPO3 tinham carga parasitaria de 35.294
parasitas por 100 mg do baco, ao passo os animais com o baco TIPO1
tinham carga parasitaria de 3.514 leishmanias, ou seja, menos
parasitas por 100 mg de baco (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas gerais da amostra de animais de uma area
endémica para leishmaniose visceral.

Estrutura histolégica do baco

Parametros positivos TIE’OI TIE’OS Significancia
(n =13) (n=12)

Género F=7/M=6 F=5/M=7 P=0,70=
Categoria clinicaP

Oligossintomatico 11 5

Polissintomatico 2 7 P=0,01=
Teste positivo para infeccao por Leishmania:
Cultura de baco 6/13 (43%) 6/12 (50%) P=1,00=
Sorologia 8/13 (62%) 8/12 (67%) P = 1,002
TCL 2/13 (15%) 1/12 (8%) P =1,002
PCR 12/12 (100%) 11/11 (100%) P=1,00
Parasitas/ 100 mg de baco ©
25% percentil 1,8 x 103 6,2 x 102
Mediana 3,5x 103 3,4 x 104 P = 0,964
75% percentil 1,9 x 105 3,4 x 106
Pelo menos 1 teste positivo 13/13 (100%) 12/12 (100%)

a = Teste de probabilidade de Fisher; b = com 1 a 3 sinais clinicos (oligossintomatico),
com mais de 3 sinais clinicos (polissintomaticos), ¢ = PCR em tempo real de 8 animais
de cada grupo coletados mais recentemente.d = Teste de Mann-Whitney
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3.2 DISTRIBUICOES DA POLPA VERMELHA E COMPARTIMENTOS DA POLPA
BRANCA EM BACOS DESORGANIZADOS

A proporcao de areas de polpa branca em relacao a seccao esplénica
total foi maior nos animais com tecido esplénico organizado, TIPO1 (12
* 3,7%) que nos animais com tecido linféide esplénico desorganizado,
TIPO3 (5,7 £ 4,3%, teste Mann-Whitney, P < 0,03) representando,
portanto, reducao de duas vezes da area correspondente a polpa branca
em animais com tecido desorganizado. A proporcao de areas de polpa
vermelha em relacdo a seccao esplénica total foi maior nos animais com
baco TIPO3 (88 = 3,8%) que nos animais com baco TIPO1 (93 % 3,8%,
teste Mann-Whitney, P < 0,03).

Foi observada uma reducao significante da area dos foliculos nos
animais com baco TIPO3 (0,03 £ 0,03 mm?2) em relacdo aos animais com
o baco TIPO1 (0,13 %= 0,05 mm?2, teste Mann-Whitney, P < 0,01).
Também foi observada uma diminuicao da area da zona marginal nos
animais com baco TIPO3 (0,15 £ 0,07 mm?), em relacéao a zona marginal
dos animais com baco TIPO1 (0,28 + 0,14 mm?, teste Mann-Whitney, P
< 0,01). A razao da area da regido periarteriolar foi similar entre os dois

grupos de animais (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativa das areas representadas pelos diferentes
compartimentos dos bacos de caes naturalmente infectados com
Leishmania

Compartimentos Estrutura histolégica do baco

do baco TIPO1 TIPO3 Razao! Significancia?

Polpa Vermelha? 88,0 + 3,8 93 + 3,8 0,9 P <0,03

Polpa branca3 11,5+ 3,7 5,7+4,3 2,0 P <0,03
PALS# 0,063 £ 0,04 0,068 £ 0,06 0,9 P=0,67
Foliculo# 0,13+0,05 0,03 +0,03 3,4 P <0,01
Zona Marginal* 0,28+ 0,14 0,15 £ 0,07 1,9 P <0,01

1 Razao baco organizado/desorganizedo; 2 Teste T ndo pareado test ou teste Mann
Whitney quando recomendado. 3 Proporcéo de tecido esplénico representado na seccao
histolégica* Média e desvio padrao da area em mm?.
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3.3 DISTRIBUICAO DAS POPULACOES CELULARES DO BACO

3.3.1 ANALISE QUALITATIVA DA DISTRIBUICAO CELULAR

A marcacao com os diferentes anticorpos revelaram similar distribuicao
de populacoes nos bacos dos animais com baco TIPO1 (organizado) ou

TIPO3 (desorganizado).

Células CD3* (linfocitos T) - se encontravam preferencialmente em
torno da regido periateriolar, em densos agregados e de maneira mais
difusa e esparsa nos foliculos, zona marginal e polpa vermelha. Na
polpa vermelha, essas células se distribuiam em pequenos agregados ou

de forma rendilhada (Fig. 8B).

Células CD79a* (linfocitos B) - observadas predominantemente foliculo,
mais densamente agrupadas na regiao do manto (quando presente),
tornando-se menos densa a marcagem nos centros germinativos. Na
polpa vermelha, as células B se encontravam preferencialmente em
pequenos agregados e nos cordoes de Billroth. Em todos os
compartimentos esplénicos foram vistos trés padroes de marcacao para
a populacao de células B: células marcadas no citoplasma (a), ou
fortemente marcadas no nucleo (b) ou com membrana nuclear marcada

(c) (Fig. 8C);

Células Ki-67* (células proliferantes) — presentes no centro germinativo
onde apresenta agregados assimeétricos, no manto e na zona marginal e

na polpa vermelha tem distribuicao mais esparsa (Fig. 8D);

Células S100 (células dendriticas foliculares) - predominantemente
encontradas delimitando as margens externas dos compartimentos de
polpa branca). Algumas destas células também foram encontradas

dispersas na polpa vermelha.
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Figura 8. Distribuicao de linfécitos B, linfocitos T, células dendriticas
foliculares e células em proliferacao. Microfotografias representativas das
seccoes marcadas dos tecidos esplénicos organizados e desorganizadas

marcados com anticorpo especifico (200X).



65

3.4 ANALISE MORFOMETRICA QUANTITATIVA

DENSIDADE CELULAR

A densidade de células B (CD79a+) foi maior nos foliculos linfoides de
caes com baco TIPO1 (37369 = 8177 células/mm?) que nos foliculos
linféides de animais com baco TIPO3 (13932 * 7353 células/mm?, teste
Mann-Whitney, P < 0,02). A densidade de células B também foi menor
na zona marginal dos animais de baco TIPO3 (11877 + 3449
células/mm?2) do na zona marginal dos animais de baco TIPO1 (16553 *
4826 células/mm? teste Mann-Whitney, P < 0,05). Nao houve diferencas
na densidade de linfocitos B nos demais compartimentos do tecido

esplénico entre os dois grupos de animais em estudo.
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Figura 9. Densidade de células B. Numero de células CD79a + por mm?2 nos
diferentes compartimentos do baco de animais com tecido esplénico
organizado e desorganizado. Teste Mann-Whitney, P < 0,05. FOL = foliculo, ZM

= zona marginal e PALS = regido periarteriolar. Tipo 1 = Animais de baco
organizado e infectados. Tipo 3 = Animais de baco desorganizado e infectados.
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A densidade de células proliferantes (células Ki-677) foi maior no FOL de
animais com polpa branca esplénica TIPO1 (7613 £ 1638) células/mm?
do que em animais com polpa branca esplénica TIPO3 (3199 + 2167
células/mm?, teste Mann-Whitney, P < 0,01). Também a densidade de
células em proliferacao foi maior na polpa vermelha dos animais com
baco TIPO1 (2000 = 1321 células/mm?2) que na polpa vermelha dos
animais com baco TIPO3 (1136 * 1207 células/mm?2, teste Mann-

Whitney, P < 0,05).
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Figura 10. Densidade de células proliferantes. Numero de células Ki67+ por
mm? nos diferentes compartimentos do baco de animais com tecido esplénico
organizado e desorganizado

A densidade de linfocitos T (células CD3*) foi maior na regiao PALS que
nos outros compartimentos do tecido esplénico em animais com tecido
linféide organizado (TIPO1) ou desorganizado (TIPO3). No entanto, nao
houve diferenca nas densidades de linfocitos T entre os dois grupos de
animais nas diferentes regides da polpa branca ou na polpa vermelha.
Também nao foi observada diferenca na densidade de células
dendriticas foliculares (FDC - S100+) entre os diferentes

compartimentos da polpa branca esplénica.
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ESTIMATIVA DO NUMERO CELULAS POR SECCAO NOS
COMPARTIMENTOS DA POLPA BRANCA

Desde que a densidade de células nos diferentes compartimentos do
tecido esplénico oferece apenas uma visao parcial da distribuicao das
populacoes celulares no baco, procuramos refinar a quantificacao
dessas populacdoes corrigindo pela area ocupada pelos diferentes

compartimentos do baco.

O numero de células B (CD79a*) foi maior nos foliculos e nas zonas
marginais de caes com baco TIPO1 (5083 £ 2357 e 3687 + 1189 células,
respectivamente) que nos foliculos e zonas marginais de caes com baco

TIPO3 (508 £ 536 € 1774 = 1041 células, Teste Mann-Whitney, P < 0,02,

Figura 10).
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Figura 11. Numero total de células B CD79+ em cada compartimento
esplénico. Os valores correspondem as densidades corrigidas pela média das
areas totais de cada compartimento.

Numero de células dendriticas foliculares S100+ foi maior nos foliculos
de animais com baco TIPO1 (187 £ 91 células) do que nos foliculos dos
animais de baco TIPO3 (97 = 56 células, Teste Mann-Whitney, P < 0,05,
Figura 12).
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Figura 12. Namero total de células FDC S100+ em cada compartimento
esplénico. Os valores correspondem as densidades corrigidas pela média das
areas totais de cada compartimento.

O numero de células proliferantes (Ki-67*) foi maior nos foliculos de
caes com baco TIPO1 (1038 + 445 células) do que em foliculos de caes
com tecido esplénico TIPO3 (192 £ 256 células, teste Mann-Whitney, P <
0,01, Figura 13).
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Figura 13. Numero total de células proliferantes Ki67+. Os valores
correspondem as densidades corrigidas pela média das areas totais de cada
compartimento.
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Da mesma forma dos outras populacoes celulares, o nimero de células
T (CD3%) foi maior nos foliculos de caes com baco TIPO1 (773 = 494
células) do que em foliculos de caes com baco TIPO3 (360 = 295 células,

teste Mann-Whitney, P < 0,01, Figura 14).
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Figura 14. Namero total de células T CD3+. Os valores correspondem as
densidades corrigidas pela média das areas totais de cada compartimento.
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3.5 EXPRESSAO DE CITOCINAS DO BACO DE CAES

A estimativa da expressdo de citocinas no baco dos caes foi feita
utilizando-se a subunidade 18S de RNA e [-actina como genes
constitutivos de referéncia. A expressao da quimiocina CXCL13 e da
citocina Lta foram maiores em bacos de animais com polpa branca do
TIPO1 (Teste de Mann-Whitney, P<0,01 e P<0,05, respectivamente)
quando comparados com animais de baco TIPO3. Nao houve diferenca
estatistica entre os dois grupos de animais, na expressao do receptor de
quimiocina, CCR7, nem das outras citocinas avaliadas - TNF-alfa,
Interferon-gama, IL10, CCL19 e CCL21 (Fig. 15). Quando analisamos as
expressoes das citocinas usando o gene endogeno [-actina, observamos
uma reducao da expressao de CXCL13 nos animais de baco TIPO3,
quando comparados com os animais com baco TIPO1 (Teste de Mann-

Whitney, P < 0,01, Figura 16).
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Figura 15. Expressao dos RNAm de citocinas em baco relativo a expressao de
18S. TIPO1-CONT: baco do tipo 1 e nao infectados. TIPO1-INF: baco tipo 1 e infectado;
TIPO3-INF: baco tipo 3 e infectados. Teste Mann-Whitney, P < 0,05.
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4. DISCUSSAO

A atrofia do tecido linféide e a desorganizacao dos microambientes do
baco foram observados durante a infeccao por Leishmania, bem como
por outros agentes patogénicos (VERESS et al. 1983; ENGWERDA et al.
2002; ANDRADE et al. 1989). Em um estudo anterior do nosso grupo,
verificou-se que estas alteracoes patologicas do baco foram mais
frequentes em caes com padroes clinicos e laboratoriais de
susceptibilidade a leishmaniose visceral do que naqueles sem evidéncia

de susceptibilidade a doenca (SANTANA et al, 2008).

Neste trabalho, foram estudados dois grupos de caes naturalmente
infectados com distinta organizacao histolégica do baco. Caes com uma
desorganizacao estrutural do baco (baco TIPO3) apresentaram um
quadro de leishmaniose visceral mais grave do que os animais sem
desorganizacao estrutural do baco (baco TIPO1). Esta observacao sobre
a relacao entre doenca clinica e a desestruturacdao da arquitetura do
baco confirma dados de estudos sobre leishmaniose humana (VERESS
et al. 1977) e concordam com as nossas observacoes anteriores
associando a desorganizacdo do tecido linféoide do baco em caes e

susceptibilidade a doenca (SANTANA et al. 2008).

Alteracoes no baco, que variam desde hiperplasia a atrofia ja foram
previamente descritas em seres humanos e caes com leishmaniose
visceral (VERESS et al, 1983; VERESS et al, 1977; TRYPHONAS et al,
1977, KEENAN et al, 1984). A ocorréncia de hiperplasia seguida de
atrofia foi demonstrada por Veress e colaboradores, utilizando um
modelo experimental de leishmaniose visceral em hamsters. Tal atrofia
e perda de compartimentos de células B do baco coincidiu com fases
posteriores e mais graves da doenca. Em nosso estudo prévio, verificou-
se que os animais com infeccao ativa e respostas celulares a antigenos
de Leishmania, representados pelo teste cutdneo da leishmanina

positivo (TCL), exibiam predominantemente hiperplasia da polpa branca
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do baco, enquanto a atrofia e a desestruturacdo da arquitetura linféide
esplénica foram mais freqiientes em animais com infeccao ativa, e com

TCL negativos (SANTANA et al, 2008).

Neste trabalho, foi demonstrado que embora toda a polpa branca tenha
sido reduzida em tamanho, os foliculos e a zona marginal foram os
compartimentos da polpa branca mais gravemente afetados. Estas
mudancas na polpa branca foram associadas com a diminuicao do
numero de T e células dendriticas foliculares nos foliculos e de células
B nos foliculos e nas zonas marginais. Este padrao de deplecao celular
indica uma perda de foliculos, com a mudanca mais marcante
observada na populacao de células B e comprometimento da formacao
de centro germinativo. As células B sao os principais constituintes dos
foliculos linfoides, e varios fatores contribuem para a sua entrada,

manutencao e proliferacdo nos compartimentos linféides do baco.

A organizacao dos foliculos linfoides € mediada pela migracao de células
B mediada por CXCL13 para o interior do foliculo e a presenca dessas
células nas proximidades de células dendriticas foliculares (FORSTERS
et al, 1999). CXCL13 também induz a expressao de LTalP2 na
membrana de células B, o qual por sua vez, promove o desenvolvimento
de células dendriticas foliculares e expressao de CXCL13 para criar
uma rede de retroalimentacao positiva (MEBIUS & KRAAL, 2005). Neste
trabalho, verificou-se que a expressao de CXCL13 estava diminuida em
animais que apresentam disturbio e atrofia dos foliculos linféides e
reducdo ou auséncia de centros germinativos foliculares. Outros
estudos tém demonstrado que falhas na expressao do gene para
CXCL13 ou o seu receptor (CXCRS) na superficie das células B, resulta
na deficiéncia da migracao de células B para o foliculo e na falha na
formacao do centro germinativo, apos a exposicao ao antigeno (ANSEL
et al, 2000). Além disso, a tendéncia de diminuicao (estatiticamente
significante quando usado o gene 18S como gene endogeno) na

expressao de LTa e LTB em animais com histologia do baco
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desorganizado sugere que CXCL13 pode ser a principal quimiocina
envolvida neste processo. Neste estudo, também demonstramos a
diminuicado do numero de células dendriticas foliculares nos foliculos de
animais com estrutura de polpa branca desorganizada. A combinacao
da reducao no numero de células dendriticas foliculares e da expressao
reduzida de CXCL13 pode sugerir uma relacao causal, sendo assim,
perda de células dendriticas foliculares pode resultar na reducao da
producao de CXCL13, que em seguida, pode levar falha na migracao de

células B e atrofia folicular.

Alguns processos patologicos podem ser responsaveis pela disfuncao no
segmento mais terminal da alca de estimulacao positiva linfécito B-LT-
a/B-célula dendritica-CXCL13-linfocito B afetando a manutencao dos
foliculos linfoides durante a leishmaniose visceral. Smelt e
colaboradores propuseram que fatores liberados pelos macrofagos
infectados com amastigotas que se infiltram nos foliculos linféides sao
responsaveis pela destruicao das células dendriticas foliculares. Em
nosso estudo, embora a maioria dos animais apresentassem evidéncias
de parasitismo do baco por PCR ou cultura baco, macréfagos contendo
amastigotas foram menos freqlientemente observada por microscopia
optica do que no estudo de Smelt e colaboradores. No entanto, no
presente estudo, caes naturalmente infectados apresentam cargas
parasitarias inferiores a modelos experimentais. Portanto, a destruicao
continua, porém menos grave das células foliculares dendriticas, que
eventualmente leva a perturbacao foliculo, pode também ser causada

por macrofagos infectados (SMELT ET AL, 1997).

Engwerda e colaboradores (2002) também observaram uma diminuicao
na migracao de linfocitos para a zona marginal que foi associada com
uma reducao na populacao de macrofagos da zona marginal em
camundongos infectados com L. donovani. Essa diminuicao da
migracao de linfocitos pareceu afetar a estrutura da zona marginal e do

foliculo linfoéide, e a maioria dessas mudancas foram dependentes de
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expressdao de TNF (ENGWERDA et al, 2002). Embora neste estudo, os
animais com a estrutura do tecido linféide esplénico desorganizado
tivessem zonas marginais menores € um menor numero de células B
associadas a este compartimento, nao houve diferenca na expressao de
TNF entre os grupos de animais. O aumento dos niveis de TNF tem sido
observado em modelos experimentais humanos e murinos de
leishmaniose visceral (MELBY et al, 2001). Melby e colaboradores (2001)
encontraram um aumento inicial e consequiente diminuicao na
producao de TNF no baco de hamsters experimentalmente infectados
com Leishmania donovani. Por isso, nao podemos excluir a possibilidade
de que periodos de alta producao de TNF podem ocorrer durante o

curso natural da leishmaniose visceral canina.

Outra potencial causa da desestruturacao do tecido linféide visto em
alguns dos animais € a presenca de co-infecgoées por virus ou outros
agentes patogénicos que contribuem para a desorganizacdo da
estrutura do baco. Por exemplo, um padrao semelhante de hiperplasia e
atrofia seguido por desorganizacao de foliculos linfoides foi descrito para
as infeccoes virais em seres humanos e animais experimentalmente
infectados (BENEDICT et al, 2006; JANOSSY et al, 1985). Em um
estudo sorologico realizado pelo nosso grupo em caes de rua, mostrou
uma alta prevaléncia de infeccao por Erlichia canis e Anaplasma (dados
nao publicados). Portanto, outras infeccoes sdo comuns nesses animais,
e nos nao podemos excluir a possibilidade de que algumas dessas
infeccoes podem contribuir para a perda da estrutura do tecido linfoide

do baco.

No presente estudo nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas na expressao de quaisquer outras citocinas testadas, além
de CXCL13 entre o grupo de caes infectados e nao infectados. No
entanto, nao podemos excluir a possibilidade de que outras infeccoes
sistémicas, também prevalente em caes errantes, como mencionado

acima, pode modular a expressao de citocinas neste grupo de caes nao
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infectados. Lage e colaboradores encontraram maiores niveis de
expressao de IFN-y por esplenédcitos de caes infectados com Leishmania
do que em caes nao infectados, em um grupo misto de caes errantes e
semi-domiciliadas, previamente vacinadas contra a parvovirose,
leptospirose, cinomose, parainfluenza e hepatite e tratados de infeccao
por helmintos intestinais. No entanto, esses autores nao encontraram
diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de IL10, IL12,
IFN-y ou TNF entre os animais dos grupos nao infectados e infectados

com Leishmania (LAGE et al, 2007).

Finalmente, tem sido proposto que a desorganizacdo da arquitetura
esplénica pode ser associada com o comprometimento de retencdo de
células B ativadas nos foliculos, e consequente liberacao destas células
para a circulacdo e com uma maior producao de plamocitos (JANOSSY
et al, 1985). E sabido que os plasmécitos predominam nos infiltrados
inflamatorios observados na leishmaniose visceral (VERESS et al, 1977;
TRYPHONAS et al,1977) e nés mostramos previamente que a frequéncia
de plasmocitos esta aumentada em baco de caes naturalmente

infectados com Leishmania (SANTANA et al, 2008).

A desorganizacao estrutural do baco secundaria a leishmaniose e,
possivelmente, devido a outras co-infeccoes pode afetar os
microambientes do baco, que sdo necessarios para a ativacao de células
B, homing de células B de memoria e a geracao de respostas
imuninologicas humorais aos antigénos presentes no sangue. Na
verdade, a atrofia do baco e desorganizacao, bem como respostas
ineficiente a infeccoes bacterianas tém sido encontrados em pacientes
em estagios avancados de leishmaniose visceral grave (ANDRADE et al,
1990; VERESS et al, 1977). Um estudo sobre a potencial associacao
entre desorganizacao do baco e o surgimento de infeccoes bacterianas
em caes com formas graves de leishmaniose visceral esta em

andamento em nosso laboratorio.
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CAPITULO 3:

DESESTRUTURACAO LINFOIDE
E PLASMOCITOSE ESPLENICA
NA LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA: POTENCIAIS
ALTERACOES NO HOMING E
SOBREVIVENCIA DE
LINFOCITOS B TERMINAIS
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1. INTRODUCAO

A plasmocitose € um achado comum na leishmaniose visceral e mais
recentemente foi descrita pelo nosso grupo no baco de caes
naturalmente infectados com Leishmania infantum, associada com a
desorganizacao do tecido linfoide (CORBEIL et al. 1976, MARTINEZ-
MORENO et al. 1995, SANTANA et al. 2008).

Foi demonstrado no capitulo 2 dessa tese que a desestruturacao do
baco nao atinge uniformemente os compartimentos desse tecido
linfoide. Além disso, foi observada uma clara associacdo dessa
desestruturacao com a diminuicdo de algumas populacoes celulares

imunocompetentes, como células dendriticas foliculares e linfocitos B.

Essas alteracoes se devem principalmente a uma diminuicdao na
expressao de CXCL13, possivelmente resultando em uma incapacidade
de formar centros germinativos foliculares e de ativar e diferenciar
adequadamente linfécitos B em células efetoras e de memoria. O
acumulo de plasmocitos contribui para alterar a arquitetura histolégica
do baco. A desestruturacdo de microambientes e a diferenciacao
andomala de linfocitos B podem comprometer a capacidade de o baco
atuar como orgao de vigilancia contra infeccoes sistémicas ou

localizadas particularmente contra infec¢oes bacterianas.

Um dos questionamentos trazidos nesse capitulo € se a plasmocitose
esplénica resulta de prolongamento da vida do plasmécitos ou alteracao
no homing dessas células, levando a sua retencao no baco. Sabe-se que
em condicoes normais, plasmocitos gerados a partir da ativacao de
células B no foliculo do baco tem seu homing preferencial para medula
ossea. Os plasmocitos presentes na PV normalmente vivem apenas
poucos dias, sendo por isso, chamados de plasmoécitos de vida curta.
Por outro lado, os plasmoécitos que vao para a medula 6ssea vao viver

por semanas ou meses, € por isso sao conhecidos como plasmoécitos de
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vida longa. Estudos tém demonstrado que a expressdao da quimiocina
CXCL12 e seu receptor CXCR4 sao necessarios nao somente para o
homing quanto para a sobrevivéncia dos plasmocitos na medula o6ssea

(HARGREAVES et al, 2001, CYSTER 1999).

Nesta parte do trabalho foi realizado o “mapeamento” de plasmécitos
produtores de diferentes isotipos de anticorpos (IgM e IgG) nos
compartimentos da polpa branca e na polpa vermelha através de
analise imunoistoquimica e morfometria. Além disso, analisamos as
expressoes da quimiocina CXCL12, seu receptor (CXCR4) e outras
citocinas (BAFF, APRIL, IL6) que estdao diretamente relacionadas ao
processo de diferenciacdo, homing e manutencao de plasmocitos no
tecido linfoide esplénico por RT-PCR real time. Avaliacoes sobre ativacao
policlonal de células B e hipergamaglobulinemia também foram

realizadas.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL
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CAES DE AREA ENDEMICA PARA LV

TECIDO LINFOIDE ESPLENICO
Secgdes de bago

v

Fixado em formalina
Inclusdo em parafina

v

Andlise histologica
Microscopia 6tica convencional

1
I
I

v

Fenotipagem das populagées celulares
Imunoistoquimica

v
Congelado

Mantido em nitrogénio liquido

G-

Extracdo e purificagdo de RNA
Transcrigdo reversa

1
1
I

v

Analise da expressao de citocinas
RT-PCR em tempo real

v
Distribuicao das celulares

Morfometria

2.2 DETALHAMENTO DA METODOLOGIA

2.2.1 ANIMAIS

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
€===3

SANGUE
Obtencéo de soro

v

Anédlise das fragdes de proteinas séricas
Eletroforese

v

Produgao de anticorpos da classe IgG
ELISA

Este € um estudo retrospectivo baseado em espécimes histologicos e

registros experimentais arquivados no Laboratério de Patologia e Bio-

Intervencao do Centro de Pesquisa Goncalo Moniz, FIOCRUZ (Bahia,

Brasil). Os espécimes histologicos representam fragmentos de baco

obtidos de caes que foram coletados nas ruas de Jequié (Bahia, Brasil,

uma area endémica para LV) no periodo de 2006 a 2010, em

colaboracao com o Programa de Vigilancia de Doencas Endémicas do

Servico de Saude do Estado da Bahia. Todo o processamento das

amostras dos caes provenientes de area endémica utilizados nesse
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estudo, além dos testes usados no diagnoéstico desses caes foram

realizados como previamente descritos no capitulo 2.

2.2.2 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com
a Lei Federal Brasileira de Experimentacdo Animal (Lei 11.794
http:/ /www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato20072010/2008/1lei/111794.htm),

com as diretrizes da Fundacdo Oswaldo Cruz para pesquisa com animais

(http:/ /sistemas.cpgam.fiocruz.br/ceua/hiceuaw000.aspx) e com o manual

para a vigilancia e controle da leishmaniose visceral. Este estudo foi aprovado
pelo comité de ética comissao para a utilizacao de animais em pesquisa

(CPqGM-FIOCRUZ. Ceua, licenca N.040/2005).

2.2.3 AMOSTRAS DE BACO E ANALISES HISTOLOGICAS

O processamento dos tecidos para analise por microscopica otica
convencional e caracterizacdo do padrao morfologico da polpa branca
esplénica foi feito conforme descrito no topico 2.2.3 do capitulo 2. Os
animais incluidos nesse estudo foram agrupados de acordo com a com
os resultados dos testes diagnosticos e a organizacdo estrutural do
baco. Nesse capitulo trabalhamos com trés grupos de animais que
convencionamos nomear por: TIPO1-SIA, caes com baco tipo 1 e nao
infectados ou sem infeccao ativa; TIPO1-INF, com baco tipo 1 e

infectado; e TIPO3-INF, com tecido esplénico tipo 3 e infectado.

2.2.4 FENOTIPAGEM DAS CELULAS DO BACO

Seccoes de baco foram submetidas a processamento imunohistoquimico
utilizando os anticorpos anti-plasmocitos (anti-IgA, anti- IgG e anti-IgM). Para
a identificacao de plasmécitos, as seccoes de baco fixadas em formalina acida
e incluidas em parafina foram cortadas em laminas previamente tratadas com
Poly-L-Lisine. Em seguida as seccoes foram desparafinizadas em xileno,

reidratados em acetona e alcoodis graduados, em seguida foi realizada uma


http://sistemas.cpqam.fiocruz.br/ceua/hiceuaw000
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remocao de pigmento de formol com a solucdo de hidréoxido de aménio (10%)
em alcool 70% por 15 minutos, lavagem com agua destilada e mergulho de 5
minutos em tampao PBS + Tween 20 a 0,1%. Posteriormente, foi feito o
bloqueio da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio (0,5%) em
metanol + PBS por 30 minutos. As laminas foram lavadas por 3 vezes de 2
minutos com PBS e foi feita a exposicao de sitios antigénicos enzimatica com
0,1% de solucao calcio/tripsina por 30 minutos. Apés mais lavagens, as
laminas foram incubadas por 30 minutos com soro de coelho a 5% diluido em
PBS para o bloqueio das reacgoes inespecificas. Em seguida, as laminas foram
incubadas por 30 minutos em camara Umida com os anticorpos primarios
anti-IgG e anti-IgM (Nordic Immunological Laboratories) diluidos em PBS.
Como controle negativo, as sec¢does foram incubadas pelo mesmo tempo com
IgG de cabra (R&D Systems AB-108-C). As laminas foram lavadas com PBS e
incubadas por 30 minutos com anticorpo secundario conjugado a peroxidase
feito em coelho (Sigma Aldrich A5420), diluido a 1/200 em PBS. Em seguida,
foi feita a revelacdo com solucao de DAB por 5 minutos. As laminas foram
novamente lavadas com agua destilada e mergulhadas em PBS + Tween 20 a
0,1% por 2 minutos, mergulhadas na hematoxilina por 1 minuto, desidratadas
com lavagens de agua, alcool, acetona, xileno e montadas com laminulas
utilizando balsamo do Canada. Posteriormente, examinamos a quantidade e
distribuicao das diferentes populacbes celulares nos compartimentos
esplénicos sob microscopia 6ptica convencional, compreendendo uma analise
qualitativa das seccoes. Os detalhes de titulacdo, clone e fabricante dos
anticorpos utilizados foram definidos previamente e estdo sumarizados na

Tabela 5.

Tabela 5. Anticorpos especificos para marcacao de plasmocitos secretores de
diferentes isotipos de imunoglobulinas que foram utilizados na fenotipagem

Anticorpo Clone Titulacao Fabricante
Goat anti-Dog IgA  Policlonal 1/400 Nordic Lab.
Goat anti-Dog IgG  Policlonal 1/400 Nordic Lab.

Goat anti-Dog IgM  Policlonal 1/200 Nordic Lab.
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2.2.5 ANALISE MORFOMETRICA DA DISTRIBUICAO DAS POPULACOES CELULARES
NO BACO

A analise morfométrica das seccoes de tecido esplénicos foi realizada conforme

descrito no topico 2.2.5 do capitulo 2.

2.2.6 ANALISE DA EXPRESSAO DE CITOCINAS DO BACO POR PCR EM TEMPO REAL

As expressoes das citocinas BAFF, APRIL, IL6, CXCL12 e do receptor CXCR4,
que sao potencialmente envolvidos no processo de ativacao e proliferacdo de
linfocitos B e sobrevivéncia de plasmocitos, foram mensuradas através de RT-
PCR em tempo real nos bacos dos caes utilizados nesse estudo. Inicialmente
os fragmentos dos bacos congelado e mantidos no nitrogénio liquido foram
cortados com auxilio de lamina de bisturi (20 a 30 mg), em seguida
descongelados e macerados para extracdao e purificacdo de RNA utilizando o
Kit RNeasy (Qiagen) e a DNAse RNAse-free de acordo com o protocolo do
proposto pelo fabricante. A quantidade e a pureza do RNA extraido foram
examinadas por espectrofotometria (NanoDrop). Foi considerado indicador de
pureza aceitavel a razao maior ou igual 1,8 entre os valores obtidos com as
mensuracoes utilizando as faixas de absorbancia de 260 nm e 280 nm. A
partir de 1lug do RNA purificado foi realizada a sintese de DNA complementar
(cDNA) usando o sistema Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life
Technologies, Estados Unidos). O cDNA obtido foi ressuspendido em agua livre
de nucleases, aliquotado e estocado em freezer a -20° C. A PCR em tempo real
foi feita em um volume de 20ul de reacao incluindo 5,0 ul de cDNA, 1,0 ul dos
primers (4,0 pmol/pL), 4,0 uL de agua livre de nuclease e 10,0 ul de SYBR
Green PCR Master MIX (Applied Byosistems). Para cada gene de interesse, a
reacao foi realizada em duplicata, com controle negativo em triplicata em cada
placa. Curvas padrdes em triplicatas foram feitas em uma diluicdo seriada
(1:5) a partir de um pool de cDNA das amostras. As concentracoes de RNAm
das citocinas para cada amostra foram calculadas baseadas na curva padrao e
normalizados pelas concentracoes de RNAr de 18S. Todas as reacdes foram
realizadas em placas 6pticas de 96 pocos, lidas em um termociclador com
leitura de fluorescéncia (ABI Prims 7500) e analisadas com o software
Sequence Detection System 1.1, todos fabricados pela Applied Biosystems

(Foster City, CA, Estados Unidos). As sequiéncias dos pares de primers e as
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temperaturas de anelamento (Ta) utilizadas para amplificacdo de cada gene de

interesse estao descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Sequéncias de primers e temperatura de anelamento utilizadas
na PCR em tempo real.

Primer Forwad primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Ta

18S CACGGCCGGTACAGTGA CCCGTCGGCATGTATTAGCT 60
AAC

APRIL CTTTCACCATGGGTCAG GACACTCAGAATATCGCCCT 60°
GTGGTGTC GGTGC

BAFF TCTTTGGGGATGAAC CAGAAGCTTCAATGCACC AA 55°
TGAGC

IL6 ggngACTGC CCCTA TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT 55

CXCR4 CAGTTGAGGCTGTGGCA GAGAGCAGGTATCCAGACGC 55°
AAC

CXCL12 TCTTCGAGAGCCACATT gGGTCAATGCACACCTGTCT 60°
Gce

2.2.7 PCR EM TEMPO REAL PARA DETECCAO DE DNA DE LEISHMANIA

Para deteccao de DNA de Leishmania nas amostras de bacos foi realizada a
extracdo do DNA utilizando o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen), de acordo
com o protocolo do fabricante. Um total de 10 mg de baco foi tratado segundo
o protocolo da Qiagen para tecido animal. Uma vez extraido, a qualidade e a
concentracdo de cada amostra de DNA foi determinada utilizando um
espectrofotometro digital (NanoDrop ® ND-1000, Thermo Scientific,
Wilmington, EUA). As amostras de DNA foram entdo ajustadas a uma
concentracao de 30 ng/ul, aliquotadas e armazenadas a -20°C até a realizacao

do PCR.
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A PCR em tempo real foi utilizada para determinar os valores de DNA
parasitario em amostras de baco de caes. Os ensaios de PCR foram realizados
utilizando um processo de amplificacdo previamente descrito por Francino e
colaboradores, 2006. As reacoes foram realizadas em um volume final de 25ul,
contendo Sul de amostra de DNA diluido 30 ng/mL em agua deionizada, e 20
uL de mistura para PCR, contendo 12,5 ul de TagMan Universal Mastermix
(Perkin-Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), primer foward (Leish-
1) e primer reverse (Leish-2), ambos com uma concentracéo final de 900nm, e
uma sonda fluorogénica (Tabela 7), que foi sintetizada utilizando uma
molécula reporter ligada a FAM na extremidade S', bem como um MGB-QNQ
quencher ligado a extremidade 3 '(Perkin-Elmer Applied Biosystems), a uma
concentracao final de 200 nM. A quantificacao do DNA de Leishmania foi
realizada utilizando um método absoluto com base na comparacao dos valores
de ciclo limiar (CT) com os valores de uma curva padrao construida a partir de
10 diluicoes em série de DNA de L. infantum, extraido a partir de culturas de
parasitas (estirpe MHOM / BR / 2000/MER2), variando de 105 a 10
parasitas, com cada diluicéo feita em triplicata em cada placa. A amplificacao
foi entdo realizada em triplicata para cada amostra, bem como um controle
negativo, utilizando o sistema de deteccdo de sequéncia ABI Prism 5900
(Perkin-Elmer Applied Biosystems). Os parametros de ciclagem foram 50°C por
2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C for 15 segundos, e 60°C por

1 minuto.

A amplificacao do gene de referéncia canino (18S rRNA) foi utilizada com a
intencdo de normalizar a concentracdo de DNA de cada amostra. Para
amplificar o gene de rRNA 18S como uma referéncia interna de DNA gendémico
canino, reagentes TaqMan assay (Perkin-Elmer Applied Biosystems) foram
utilizados. Os primers tém como alvo RNA 18S de mamiferos, e nao
amplificam DNA gendmico de Leishmania. As reacoes foram realizadas em um
volume final de 25ul, contendo 5Sul de amostra de DNA diluido 30ng/mL em
agua deionizada, e 20 uL de mistura para PCR, o qual consistia de 12,5ul de
Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems), 1,25 uL de 18S
GeneEx Assay (Perkin-Elmer Applied Biosystems) a uma concentracao de 20
vezes, e foi adicionada agua deionizada até um volume final de 25 ul. As
curvas padrao foram preparadas variando de 450ng a 18,75ng, sendo cada

diluicao feita em triplicata em cada placa. A reacao de amplificacdo também foi
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realizada em triplicata para cada amostra, utilizando o sistema de deteccao de
sequéncia ABI Prism 5900 (Perkin-Elmer Applied Biosystems). Os parametros
de ciclagem foram os mesmos utilizados na deteccado e quantificacao de DNA
de Leishmania. Para cada amostra, a quantidade de genes-alvo foi
determinada comparando os valores de Ct com a curva padrao apropriada. A
carga parasitaria foi expressa como o numero de parasitas normalizados pelo
valor de amplificacdo do gene de referéncia 18S em 100mg de tecido esplénico

do hospedeiro.

Tabela 7. Sequéncia dos primers utilizados na PCR em tempo real para
deteccao de DNA de Leishmania

Primer Sequéncia

Primer forward (Leish-1) S'-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3 '

Primer reverse (Leish-2) 5'-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3'

Sonda S5'-AAAAATGGGTGCAGAAAT -3

2.2.8 ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS SERICAS

Para qualificacdo e quantificacdo das proteinas plasmaticas foi utilizada a
técnica de eletroforese, que permitiu uma avaliacdo aproximada das
concentracoes das proteinas albumina, alfa-1, alfa-2, beta e gama-globulinas
nos soros dos animais dos diferentes grupos. Para essa avaliacdo do perfil
eletroforético das protéinas séricas foram utilizados filmes de agarose
CELMGEL, e os procedimentos foram feitos conforme indicacéo do fabricante.
Basicamente, os soros dos animais foram descongelados e mantidos a 4°C até
o momento de ser utilizado. Colocou-se 80 ml de tampao Tris pH 9,5
(CELMGEL) na cuba de eletroforese e aplicou-se 0,4 ul de cada soro no filme
de agarose. Foi colocado o filme de agarose no porta-filme coincidindo os polos
negativos do filme com a cuba. A corrida foi realizada por aproximadamente
20 min a 100 volts. Apos a corrida eletroforética o filme foi mergulhado em
200 ml do corante Amido Black 0,1% em acido acético a 5% e deixado por 5
minutos sem agitacdo. Retirou-se, entdo o excesso de corante do filme e

incubou com 200 ml de descorante por 5 minutos. Em seguida, foi retirado o
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excesso do descorante do filme e o mesmo foi colocado a 60°C (55°C a 65°C),
até que ficasse completamente seco. Depois de seco o filme de agarose foi
digitalizado e analisado com o software SDS-60 (Sistema para Eletroforese
SE250 - CELM). As fracoes protéicas foram determinadas com base dos
valores laboratoriais obtidos de proteinas totais de cada animal. Na Figura 17
€ possivel observar como os dados das fracoes protéicas sao obtidas através do

scanner e software.
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Figura 17. Fracoes protéicas obtidas apos a eletroforese utilizando soros
dos animais dos diferentes grupos.

2.2.9 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA AVALIACAO DE ATIVACAO
POLICLONAL

Para avaliar a ativacao policlonal de células B nos soros dos animais
dos diferentes grupos avaliados nesse estudo, foi desenhado um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para deteccao a concentracao de anticorpos
da classe IgG reativos a dois diferentes antigenos: KLH (Keyhole limpet
hemocyanine) e OVA (Ovoalbumina). Resumidamente, placas de
microtitulacao de 96 pocos foram sensibilizadas com 10 pg/mL de OVA
e KLH em tampao carbonato-bicarbonato 0,05 M (Na2HCO3 a 15 mM e
NaHCO3 a 28 mM, pH 9.6), pipetando-se 100 pL/poco, e incubando por
16 horas, a 4°C. Apo6s a incubacao, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS Tween 20 a 0,05% (agitando bem durante as lavagens), e em

seguida foi realizado o bloqueio, no qual os pocos receberam 200
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pL/poco de PBS-T-G (Tween 20 a 0,1% e gelatina a 0,5%). As placas
foram incubadas por 1 hora a 37°C em camara umida. Apds a
incubacao das placas por 1 hora a 37°C, os pocos foram lavados 3 vezes
com PBS Tween 20 a 0,05%. Em seguida, as amostras de soro dos caes
dos GRUPOS 1, 2 e 3 foram diluidas a 1:100 em PBS-T-G e foram
adicionados 100 pL/poco em duplicata. Como controle negativo, pocos
previamente sensibilizados com os antigenos nao foram incubados com
soro, apenas com PBS-T-G. As placas foram incubadas por 1 hora a
37°C em camara umida e apos a incubacao os pocos foram lavados 3
vezes com PBS Tween 20 a 0,05%. Em seguida foi aplicado o anticorpo
de coelho anti-IgG de cao conjugados a peroxidase (Sigma-Aldrich),
diluidos a 1:10.000 em PBS-T-G, e foram adicionados em um volume de
100 pL/poco. As placas foram incubadas por mais 1 hora a 1 hora a
37°C e, em seguida, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS-T. O
substrato tetrametilbenzidina (TMB; Sigma) em tampao acetato/citrato
foi adicionado a 100 pL/poco [150 pL de TMB a 10mg/mL em
dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma)], 2,91 mL de acetato de sédio 0,5 M
(Sigma), 90 pL de acido citrico 0,5 M (Sigma), 12 mL de agua destilada e
15 pL de peroxido de hidrogénio 30% P.A (Isofar, Duque de Caxias,
Brasil). A reacao enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50 pL de
acido sulfairico 4M (Quimex, Sao Paulo, Brasil). A leitura da densidade
optica foi realizada a 450 nm em um espectrofotometro (Emax Precison
Microplate Reader, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA,
EUA).

2.2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os valores dos graficos referentes a morfometria representam meédias *
desvios padroes dos valores absolutos ou relativos das estimativas
realizadas sobre a variavel em questdao. A analise da significancia
estatistica entre os grupos foi determinada através do teste nao
parameétrico de Kruskal-Wallis ou Man-Whitney. O valor critico para
significancia dos resultados foi estabelecido para P < 0,05. Os dados

foram analisados utilizando-se o programa Prisma 6.0.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA AMOSTRA DE CAES
Para caracterizacao da amostra de caes foram analisados os dados

clinicos, laboratoriais e diagnodsticos de todos os animais incluidos
nesse estudo. Os animais do grupo TIPO1-SIA apresentaram ELISA e
cultura negativos. A PCR foi, contudo positiva em 5/9 (56%) animais,
ainda que com uma carga parasitaria inferior aquela observada nos
outros grupos. Nos animais do grupo TIPO1-INF, a cultura foi positiva
em 10/16 animais (62,5%), a ELISA em 16/16 (100%) e a PCR em
15/16 (93,8%). No grupo TIPO3-INF a cultura foi positiva em 9/12
(75%), a ELISA positiva em 11/12 (91,6%) e a PCR em 12/12 (100%)
(Figura 18, Tabela 8).

Os animais do grupo TIPO3-INF apresentaram carga parasitaria
aproximadamente 100 vezes maior que os animais do grupo TIPO1-SIA
(Teste Mann-Whitney, P < 0,05, Tabela 8) e 20 vezes maior do que os
animais do grupo TIPO1-INF.

P < 0,05
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Figura 18. Caracterizacao clinica, laboratorial e diagnostica dos
diferentes grupos de caes. Carga parasitaria analisada por PCR em tempo
real (valores em LoglO). TIPO1-SIA: baco organizado e sem infeccao ativa;
grupo TIPO1-INF: baco organizado e infectado e grupo TIPO3-INF: baco
desorganizado e infectado.

Para definicao da categoria clinica, foram considerados os sinais:

emagrecimento, anemia (mucosa), dermatite, alopecia, conjuntivite,
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onicogrifose, linfoadenopatia e esplenomegalia. Foi observado que os
animais do grupo TIPO3-INF apresentam mais sinais clinicos do que os
animais do grupo TIPO1-SIA e TIPO1-INF (Teste Kruskal-Wallis, P <
0,05, Figura 19, Tabela 8).

P <0,05

" ]

Numero de sinais clinicos

T
TIPO1-SIA TIPO1l-INF TIPO3-INF

Figura 19. Caracterizacao clinica, laboratorial e diagnédstica dos
diferentes grupos de caes. Numero de sinais clinicos apresentados pelos caes
dos diferentes grupos de animais.

Tabela 8. Caracteristicas gerais da amostra de caes, provenientes de uma
area endémica de leishmaniose visceral, a cidade de Jequié - Brasil.

GRUPOS DE ANIMAIS

Parametros positivos TIPO1-SIA TIPO1-INF TIPO3-INF SIGNIFICANCIA
Género 6M/3F 10M/6F 6M/6F P = 0,702
Categoria Clinica

Assintomatico 3 1 0 P < 0,05
Sintomatico 6 15 12

Teste para

Leishmania

Cultura 0 10 (62,5%) 9 (75%) P <0,01b
Sorologia 0 16 (100%) 11 (91,6%) P <0,01b
PCR 5 (56%) 15 (93,8%) 10 (83,3%) P =0,070v
Parasita/100 mg

BACO

25% Percentil 0,0001 0,0115 0,0784 P <0,05¢
Mediana 0,0188 0,0965 2,0900

75% Percentil 0,0856 4.3740 116,8000

a = teste Qui-quadrado, b = Teste Kruskal-Wallis e ¢ = Teste Mann-Whitney
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Esses dados sugerem que a desorganizacao do tecido esplénico na
amostra de caes analisada esta associada com uma apresentacao

clinica mais grave da infeccao por Leishmania.

4.2 ANALISES HISTOLOGICAS DOS BACOS DE CAES COM LV

Na analise histologica dos bacos dos animais observou-se a frequéncia
de plasmocitose, e os achados foram classificamos como: auséncia de
plasmocitose, plasmocitose discreta ou plasmocitose intensa. Foi
observado que os animais do grupo TIPO3-INF (6/11, 55%) tém uma
frequéncia maior de plasmocitose intensa do que os animais dos TIPO1-
SIA (1/10, 10%) e TIPO1-INF (3/16, 18%), (Teste Krukal-Wallis P <
0,01. Figura 20, 21).

Figura 20. Plasmocitose. Microfotografia representativa de plasmocitose
intensa em polpa vermelha do baco de caes de area endémica para LV
(1000X).
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Figura 21. Avaliacdo semi-quantitativa de plasmocitose. Densidade
relativa de plasmoécitos em polpa vermelha de baco de caes de uma area
endémica para LV.

4.3 ANALISES BIOQUIMICAS DOS SOROS DE CAES COM LV

Na analise bioquimica dos niveis de globulina e albumina foi observado
que a razao globulina/albumina foi maior em animais do grupo TIPO3-
INF (razao G/A = 3) do que em animais dos grupos TIPO1-SIA e TIPO1-
INF (razdo G/A = 1,7 em ambos) demonstrando uma forte inversao da

relacdo albumina globulina tipica da LV (Figura 22).
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Figura 22 Razao globulina/albumina. Resultados das analises bioquimicas
dos soros dos caes de uma area endémica para LV
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4.4 DISTRIBUICOES DAS POPULACOES CELULARES DO BACO

4.4 1 ANALISE QUALITATIVA DA DISTRIBUICAO CELULAR

A distribuicao das populacoes de plasmocitos foi similar entre os bacos
dos animais com baco organizado ou desorganizado. Houve, porém
diferencas quantitativas na distribuicao dessas células nos diferentes
compartimentos do baco. Neste item descreveremos apenas em linhas

gerais a distribuicdo das ocupacoes celulares nos compartimentos:

Plasmocitos secretores de IgG - se encontravam preferencialmente em
torno da regiao periateriolar e em densos agregados na polpa vermelha.

Raramente se observa em regiao de foliculo (Figura. 23).

Plasmocitos secretores de IgM - se encontram principalmente
delimitando, de forma rendilhada, a regido da Zona Marginal.
Encontram-se também em torno de regido periarteriolar. Na polpa

vermelha formam finos agregados (Figura. 24).
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_Plasmaocitos secretorsde IgG

BACO ORGANIZADO

BACO DESORGANIZADO

Figura 23 Distribuicao de plasmocitos secretores de IgG. Microfotografias
representativas dos tecidos esplénicos organizados e desorganizadas marcados
com anticorpo especifico (200X e 400X)
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Figura 24. Distribuicao de plasmécitos secretores de IgM. Microfotografias
representativas dos tecidos esplénicos organizados e desorganizadas marcados

com anticorpo especifico (200X e 400X).
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4.5 ANALISES MORFOMETRICAS QUANTITATIVAS

4.5.1 DENSIDADE CELULAR

A densidade de plasmocitos secretores de IgG foi maior na regiao PALS
que nos outros compartimentos do tecido esplénico em animais com
tecido linféide organizado ou desorganizado. Houve um aumento da
densidade de plasmocitos IgG* nos animais do grupo TIPO3-INF quando
comparados com os animais dos grupos TIPO1-SIA e TIPO1l-INF. A
densidade celular da PV foi maior nos animais do grupo TIPO3-INF
(743,1 + 126,8 células/mm2) do que nos TIPO1-SIA (198,2 £ 53
células/mm?2) e TIPO1-INF (168,2 + 68 células/mm?2), essa diferenca foi
estatisticamente significante (P < 0,05, Teste Mann-Whitney, Figura 25,
Tabela 9).

HEl TIPO1-SIA
Bl TIPO1-INF
Bl TIPOS-INF
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P <0,05
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Figura 25. Densidade de plasmocitos secretores de IgG. Numero células
IgG+ por mm? nos diferentes compartimentos do baco de animais com tecido
esplénico organizado e desorganizado. FOL = foliculo, ZM = zona marginal e
PALS = regiao periarteriolar e PV = polpa vermelha.
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Tabela 9. Densidade de células IgG+ (plasmoécitos secretores de IgG) nos
diferentes compartimentos esplénicos de caes de uma area endémica
para LV

Densidade celular (células IgG+/mm?2) + Desvio Padrao

Animais Compartimentos do baco

FOL ZM PALS PV
TIPO1-SIA 198 £ 132 350 £ 83 860 + 694 192 + 53
TIPO1-INF 116 £ 109 428 £ 178 985 £ 938 168 + 68
TIPO3-INF 498 + 326 855 + 202 1423 + 507 743 £ 126

FOL = Foliculo; ZM = Zona Marginal; PALS = Periarteriolar; PV = Polpa Vermelha

A densidade meédia de plasmocitos secretores de IgM foi aparentemente
maior na regiao PALS dos animais do grupo TIPO3-INF (129 + 72
células/mm?2) do que nos animais do TIPO1-SIA (75 * 35 células/mm?2)
e TIPO1-INF (71 £ 40 células/mm?) no entanto, essa diferenca nao foi
estatisticamente significante. Observou-se também um aparente
aumento da densidade células IgM* no FOL, ZM e PV dos animais do
grupo TIPO3-INF quando comparados com os animais de baco TIPO1-
INF ou TIPO1-INF no entanto essas diferencas também nao foram

estatisticamente significantes (Figura 26, Tabela 10).
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Figura 26. Densidade de plasmocitos secretores de IgM. Numero células
IgM+ por mm? nos diferentes compartimentos do baco de animais com tecido
esplénico organizado e desorganizado. FOL = foliculo, ZM = zona marginal e
PALS = regiao periarteriolar e PV = polpa vermelha. Cada ponto representa um

animal.

Tabela 10. .Densidade de células IgM+ (plasmoécitos secretores de IgM)
nos diferentes compartimentos esplénicos de caes de uma area endémica

para LV
Densidade celular (células IgM+/mm?) + Desvio Padrao
Animais Compartimentos do baco
FOL ZM PALS PV
TIPO1-SIA 7,1+5,6 39,1 £ 14,7 74,8 £ 35,5 40,8 £ 19,2

TIPO1-INF 26,9 +21,0 45,5+ 19,0 71,1+40,9 33,7+ 18,1

TIPO3-INF 68,5+ 62,0 102,3 £ 43,5 129,7 £ 72,0 82,5+ 32,4

FOL = Foliculo; ZM = Zona Marginal; PALS = Periarteriolar; PV = Polpa Vermelha
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4.5 PERFIS ELETROFORETICOS DAS PROTEINAS SERICAS DE CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL

O perfil eletroforético das proteinas séricas mostrou uma diminuicao
significativa da fracdo de albumina nos animais do grupo TIPO3-INF
(22,6% de albumina) em comparacao com aqueles animais do grupo
TIPO1-SIA (39% de albumina). Essa diferenca foi estatisticamente
significante (Teste Kruskall-Wallis P < 0,01, Figura 27).

Ha um aumento significante da fracdo de gama-globulina sérica nos
animais do TIPO3-INF (38,6%) comparado com a fracao dos animais do
grupo TIPO1-SIA (19,3%), essa diferenca foi estatisticamente
significante (Teste Kruskall-Wallis P < 0,01, Figura 27).
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Figura 27. Porcentagens das diferentes fracoes proteicas presentes no
soro dos caes de uma area endémica para LV.
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4.6 RESPOSTA INESPECIFICA DE IGG CONTRA ANTiGENOS PROTEICOS

Avaliando a atividade de anticorpos séricos da classe IgG reativos aos
dois diferentes antigenos proteicos usados nesse estudo, foi verificado
que houve tendéncia ao aumento da atividade sérica tanto de
anticorpos IgG anti-KLH quanto de anticorpos IgG anti-OVA nos soros
dos animais do grupo TIPO3-INF quando comparados com os outros
dois grupos de animais, essa diferenca contudo nao foi estatisticamente

significante.

IgG anti-KLH IgG anti-OVA

El TIPO1-SIA
El TIPO1-INF
Bl TIPO3-INF

TIPO1-SIA TIPO1-INF TIPO3-INF ' TIPO1-SIA TIPO1-INF TIPO3-INF

Figura 28. Concentracoes séricas de anticorpos especificos da classe IgG
produzidos contra diferentes antigenos protéicos (KLH e OVA) quando
incubados com soros dos animais dos trés grupos analisados nesse
estudo.

4.7 EXPRESSOES DE CITOCINAS DO BACO DE CAES

A avaliacdo da expressao de citocinas no baco dos caes mostrou que a
expressoes da quimiocina CXCL12 e das citocinas BAFF e APRIL foram
maiores em bacos de animais do grupo TIPO3-INF do que em animais
do grupo TIPO1-INF e do grupo TIPO1-SIA Essas diferencas foram

estatisticamente significantes (Teste Mann-Whitney, P < 0,05). Nao
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houve diferenca estatistica entre os grupos de animais, na expressao do
receptor de quimiocina, CXCR-4, nem da citocina IL-6 apesar de haver
uma clara tendéncia de maior expressao nos animais do grupo TIPO3-

INF (Figura 29).
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Figura 29. Expressao dos RNAm de citocinas em bacos organizados e
desorganizado, relativo a expressao de 18S, expresso em LoglO. Teste
Mann-Whitney, P < 0,05.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrado que a desorganizacao do tecido linféide
esplénico em caes de uma area endémica para leishmaniose visceral
esta associada com uma plasmocitose intensa no baco, especialmente
de plasmocitos produtores de IgG, com a expressdo anomala de
citocinas potencialmente envolvidas na ativacao e homing dessas

células além de disglobulinemia e hipergamaglobulinemia.

A ocorréncia de plasmocitose em leishmaniose visceral ja foi descrita em
analises histologicas de bacos humanos (VERESS et al, 1977), em
modelos experimentais com camundongos (PREMVATI 1979) e em caes
(CORBEIL et al, 1976, MARTINEZ-MORENO et al, 1995; SANTANA et al,
2008). Em um estudo prévio do nosso grupo a frequéncia de
plasmocitos foi maior no grupo de caes com evidéncia de infeccao por
Leishmania do que nos caes nao infectados (Santana et al, 2008).
Corroborando esses achados, no presente estudo, descrevemos
plasmocitose no baco de caes naturalmente infectados com elevada
carga parasitaria e numero de sinais clinicos associadas com a

desorganizacao da polpa branca esplénica.

Corbeil e colaboradores (1976) observaram substituicao de
praticamente todos os linfocitos B da polpa vermelha por plasmocitos,
associado com uma dispersao de macrofagos carregados de Leishmania.
Em nosso estudo, o grupo de animais que tinha uma maior carga
parasitaria no baco estimada através de PCR em tempo real apresentou

também mais frequentemente plasmocitose intensa.

Aqui noés refinamos os achados de plasmocitose em leishmaniose
visceral avaliando a distribuicdo e densidade de plasmoécitos produtores
de diferentes isotipos de imunoglobulinas em todos os compartimentos
esplénicos. Vimos que apesar de a plasmocitose ocorrer de forma

generalizada no baco, ha um aumento da densidade dessas células nas
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regidoes periarteriolar e polpa vermelha de animais com tecido linfoide
esplénico desorganizado. A maior parte dos plasmoécitos presentes no
baco desses animais foram do isotipo IgG, e apesar de nao ser
estatisticamente significante, também foi observado uma tendéncia de
aumento na densidade de plasmocitos do isotipo IgM nos diferentes

compartimentos dos bacos desses animais.

Alguns aspectos tipicos da leishmaniose visceral como a ativacao
policlonal de células B pode contribuir para a diferenciacao de
plasmocitos e sua retencdao no baco (GALVAO-CASTRO et al 1984;
CAMPOS-NETO et al. 1982). Campos-Neto e colaboradores (1982)
observaram por meio de uma infeccdo experimental com Leishmania
donovani em hamsters, altos niveis de gamaglobulinas caracterizando a
hipergamaglobulinemia. Sabe-se que esses altos niveis de
gamaglobulina sdo causados pela ativacao policlonal de linfocitos B.
Hipergamaglobulinemia também foi descrita em calazar humano
(LLOYD AND PAUL, 1928 apud CAMPOS-NETO et al, 1982; GALVAO-
CASTRO et al, 1984) e maior parte dessas gamaglobulinas nao sao
anticorpos especificos para o parasito, mas sao atribuidos a uma
atividade sintética continua do sistema linforeticular alterado e
hipertrofiado visto na leishmaniose visceral (CAMPOS-NETO et al, 1982;
(ZUCKERMAN 1975).

No presente trabalho com caes naturalmente infectados com
Leishmania infantum, observou-se que aqueles animais que
apresentavam  desorganizacao do tecido linfoide  esplénico,
apresentavam também maiores niveis de IgG sérica contra dois
antigenos protéicos, KLH e OVA, além de um aumento significante da
gamaglobulina sérica, demonstrando a importante ativacao policlonal e
hipergamaglobulinemia associado ao comprometimento linféide
esplénico. Em um trabalho com pacientes com LV a ocorréncia de
ativacao de células B policlonais foi sugerida devido ao aumento

acentuado dos niveis de IgG e IgM do soro e a presenca de anticorpos
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contra varias proteinas incluindo KLH (GALVAO-CASTRO et al, 1983),

concordando com os achados do nosso estudo.

Alguns autores acreditam também na associacao entre essa ativacao e o
numero de parasitos no baco, porém os mecanismos pelos quais a
Leishmania induz essa ativacao policlonal ndao sdao completamente
compreendidos, mas parece ser claro que os componentes desse
parasito modulam a resposta imune do hospedeiro (CAMPOS-NETO et
al, 1982). Em concordancia com esses autores, em nosso estudo,
aqueles animais que apresentam desorganizacao do tecido linfoide
esplénico e plasmocitose, também sao aqueles que apresentam uma

carga parasitaria significativamente maior.

Plasmocitose também tem sido amplamente descrito em outras
infeccoes, como pelo virus da imunodeficiéncia humana (CORBEIL et
al). O estudo de Nagase e colaboradores em 2001 demonstrou que em
pacientes com HIV ha o estimulo de células B de memoéria CD27
promovendo sua diferenciacdo em plasmocitos, resultado também em

um elevado nivel de Ig sérica (NAGASE et al. 2001).

Sabemos que plasmocitos ndo sao células que normalmente migram de
tecido para tecido, e por isso eles estdo situados nos 6rgaos de forma
que o anticorpo produzido por eles entrem facilmente na circulacdao. No
baco, que € nosso orgao de interesse, geralmente os plasmocitos sao
detectados entre as células reticulares da polpa vermelha que € rico em
vasculatura facilitando a circulacdao do anticorpo (LIU et al. 1991)). Nos
observamos o acumulo de plasmocitos na polpa vermelha e nas regioes
periarteriolares de caes com LV, facilitando com isso a liberacao
massiva dos células produtores de anticorpos na corrente sanguinea,

responsaveis pelos altos titulos de imunoglobulinas séricas nesses caes.

Células B imaturas deixam a circulacdo para entrar no baco e

completar seu desenvolvimento em células B maduras naive. No baco,
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as células B podem encontrar o antigeno, e serdo entdao ativadas e
diferenciadas em células B de memoéria, plasmocitos ou plasmablastos.
Dois acontecimentos estao ligados a ativacao de células B: diferenciacao
em plasmocitos de vida curta ou formacao de centro germinativo e
geracao de plasmocitos de vida longa (HO et al. 1986). De uma forma
generalizada ha um predominio de plasmoécitos de vida curta em o6rgaos
linféides enquanto aqueles de vida longa sao detectados mais
frequentemente medula oOssea. Entretanto algumas células de vida
longa permanecem em orgaos linféides secundarios (MINGES WOLS et

al. 2002).

Estudos do nosso grupo com caes naturalmente infectados por
Leishmania tém descrito que ha uma desorganizacao da polpa branca
do baco, com perda de centro germinativo e diminuicao da populacao de
células B associada principalmente a uma diminuicao da expressao da
quimiocina CXCL13 (SANTANA et al, 2008). Vemos com mais detalhes
nesse estudo que essas células B parecem ser substituidas por

plasmocitos dos isotipos IgG e IgM, resultando em plasmocitose.

Ja é bem estabelecido que plasmocitos presentes em orgaos linfoides
sdo predominantemente plasmocitos de vida curta. No entanto, em
condicoes patologicas inflamatorias cronicas, como no caso da
leishmaniose visceral, nao esta claro quais seriam os fatores que
contribuiriam para a permanéncia de plasmocitos no baco por longos
periodos de tempo. Estaria havendo um prolongamento da vida desses
plasmoécitos de vida curta no baco ou na verdade uma retencao de
células no baco que teoricamente deveriam migrar para a medula 6ssea

onde se estabeleceriam como plasmocitos de vida longa?

Muitos trabalhos tém demonstrado que a producao de citocinas e
quimiocinas pode contribuir para a diferenciacao de plasmoécitos e sua
retencao na polpa vermelha na leishmaniose visceral (HARGREAVES et

al, 2001; DE LIMA et al. 2007; POECK et al. 2004).
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Os plasmocitos de vida longa parecem depender da sua interacdo com
células estromais e fatores derivados de células estromais para
sobrevivéncia e manutencao na medula o6ssea. Células estromais
produzem IL-6 que € critico para a sobrevivéncia de plasmocitos. A IL-6
esta diretamente envolvida na patogénese policlonal de plasmocitos e
também tem sido reportada por contribuir para ativacao de células B
e/ou diferenciacao para plasmocitos (NAGASE et al. 2001). No estudo
de Lima e colaboradores observou-se uma elevada expressao de IL-6 em
caes infectados com doenca ativa (DE LIMA et al 2007). No nosso
trabalho, observamos uma clara tendéncia de aumento na expressao de
IL-6 em bacos de animais naturalmente infectados com desorganizacao
do tecido esplénico e com plasmocitose, mostrando uma possivel

correlacdo com a plasmocitose vista nesses animais.

Evidéncias indicam que a quimiocina CXCL12, produzida por células
estromais da polpa vermelha do baco ou da medula 6ssea, tém um
papel muito importante na regulacdo de plasmocitos e seu
posicionamento no baco (HARGREAVEs et al, 2001). Por isso
acreditamos que a superexpressdao dessa quimiocina, como observada
nesse estudo pode estar diretamente relacionado com a retencdo de

plasmocitos no baco.

Sabe-se que a capacidade de plasmocitos se tornarem plasmoécitos de
vida longa esta ligada a sua habilidade de fazer o homing para os nichos
de células estromais que produzem moléculas criticas (CXCL12) para a
sobrevivéncia de plasmocitos 6ssea (FAIRFAX et al. 2008). Em condicoes
normais, o nicho de homing dos plasmocitos de vida longa € a medula
ossea, no entanto no contexto da leishmaniose visceral canina é
observado plasmocitose nao somente na medula o6ssea (dado nao
mostrado) como também no baco, onde foi observada a alta expressao
de CXCL12 no grupo de animais infectados com Leishmania € com

desorganizacao do tecido linfoide esplénico.
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Ja é bem estabelecido o papel de citocinas da superfamilia TNF, BAFF e
APRIL na sobrevivéncia, maturacao e diferenciacao de células B
(KALLED 2005, MACKAY et al. 2003). Um trabalho por Chu e
colaboradores (2009) mostrou que as expressoes de RNAm de BAFF e
APRIL sao particularmente altas em plasmocitos. Logo, pelo fato de
plasmocitos secretarem BAFF e APRIL biologicamente ativos eles podem
contribuir para alta frequéncia de plasmocitos, provendo dessa forma,
uma fonte local constante de fatores de crescimento para essas células.
Nossos achados corroboram esses dados, demonstrando que a alta
frequéncia de plasmocitos esta fortemente associada com uma elevada
expressao de RNAm das citocinas BAFF e APRIL nos bacos de caes

infectados e com tecido esplénico desorganizado (CHU et al, 2009).

Finalmente, com base nesse trabalho, vimos que a manutencao de
plasmocitos no baco de caes com LV, levando a uma plasmocitose
importante, esta associada a wuma hipergamaglobulinemia e
diglobulinemia e tem forte influéncia de uma mudanca coordenada da
expressdo de quimiocinas e citocinas nos bacos desses caes com

desorganizacao do tecido linfoide esplénico.
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CAPITULO 4

IDENTIFICACAO DE GENES DE
IMUNOGLOBULINA NA
LINHAGEM GERMINATIVA DO
GENOMA CANINO
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1. INTRODUCAO

Vimos no capitulo 2 e 3 desta tese que a desorganizacao do tecido
linfoide esplénico associada a leishmaniose visceral canina cursa com
perda de centro germinativo e diminuicdo da populacao de células B e

células dendriticas foliculares associada a plasmocitose.

Essa plasmocitose pode decorrer de ativacao especifica ou inespecifica
policlonal e pode incluir elementos como a diferenciacdo extra-folicular
de células B. Apesar da importancia dos centros germinativos para
algumas etapas da diferenciacao de linfocitos B, como a troca de isotipo
de imunoglobulina, esta etapa do desenvolvimento celular pode ocorrer
em menor intensidade fora do foliculo. Essa diferenciacdo anomala de
linfécitos B pode ter seu efeito intensificado pela superexpressao das
citocinas BAFF/APRIL e da quimiocina CXCL12 resultando no aumento
da sobrevida e retencdo de plasmocitos na polpa vermelha

(HARGREAVES et al, 2001; DE LIMA et al, 2007; POECK ate 1, 2004).

Para definir melhor os possiveis mecanismos de acumulacao de
plasmoécitos no baco na leishmaniose decidimos estudar (1) o repertorio
de células B e plasmocitos (2) a relacdo clonal entre plasmocitos
produtores de diferentes isotipos de imunoglobulina, e (3) os genes de
imunoglobulina que estao expressos diferencialmente em populacoes de
linfécitos B no baco de caes de uma area endémica para LV com e sem

desestruturacao linfoide.

As diversidades nos repertorios de células B e plasmoécitos podem ser
investigadas por analise dos genes da cadeia pesada da imunoglobulina
(IGH) (DUNN-WALTERS, BOURSIER, et al. 1997; DUNN-WALTERS,
ISAACSON, et al. 1997, WU et al. 2010). O estudo dos rearranjos dos
segmentos génicos variaveis (VH), de diversidade (DH) e de juncao (JH)

da imunoglobulina é essencial para avaliacao dessa diversidade.
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As regioes variaveis da imunoglobulina apresentam sequéncias
conhecidas como regido determinadora de complementariedade (CDR3)
onde se encontra a maioria das variagoes. Ja foi demonstrado que
células que possuem a mesma sequéncia CDR3 sao provenientes de um
unico clone, que pode ter sido amplificado durante uma resposta do

centro germinativo (KUPPERS et al. 1993).

Alguns autores tém analisado a diversidade de células B e plasmocitos
em orgaos linfoides e em sangue periférico utilizando técnicas de
biologia molecular como RT-PCR e sequenciamento (DUNN-WALTERS et
al. 2000; WU et al. 2010). Nesses estudos as regioes CDR3 de diferentes
células foram comparadas para identificar aquelas que sao
relacionadas. Além disso, as sequencias génicas encontradas podem ser
comparadas com as sequéncias de genes de imunoglobulina da
linhagem germinativa para se determinar, por exemplo, a extensao da

hipermutacao somatica (WU et al. 2010, DUNN-WALTERS et al. 1996).

Para a analise o repertorio de células B e plasmoécitos no tecido linfoide
de caes com leishmaniose é necessario utilizar um banco de genes de
imunoglobulina na linhagem germinativa canina como referéncia. Em
um estudo realizado por Bao e colaboradores (2010), foi feita a
caracterizacado do repertéorio de genes da cadeia pesada da
imunoglobulina, no entanto esses autores encontraram um numero
limitado de genes VH, JH e DH. Por isso surgiu-nos o interesse em fazer
um estudo ampliado buscando identificar um numero maior de genes

para a nossa biblioteca de referéncia (BAO et al. 2010).

Dessa forma, neste capitulo apresentamos uma analise do DNA do
genoma canino buscando identificar o maior numero possivel de genes
de imunoglobulina na linha germinativa. Com essa analise foi possivel
construir uma biblioteca de genes caninos para ser usada como
referéncia em experimentos futuros usando técnicas de biologia

molecular avancadas, como o sequenciamento high throughput para
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identificacao, por exemplo, das regides CDR3 de genes de

imunoglobulina caninas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 CRITERIOS PARA BUSCA DOS SEGMENTOS IGVH, IGDH E IGJH NA
LINHAGEM GERMINATIVA CANINA

O genoma canino que se encontra disponivel em um banco de dados de
acesso publico foi usado para a busca da sequencia que codifica o locus
da cadeia pesada da imunoglobulina (Canis Ilupus familiaris
chromosome 8 genomic scaffold. NW_003726071.1.
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/357579560?report=genbank&to=72170
317, Figura 1).

Para identificar os genes VH na linhagem germinativa canina, foram
realizadas buscas utilizando-se como critério a sequencia TATTACTGT,
que compreende o inicio da regido determinadora de
complementariedade 3 (CDR3) e parte da sequencia de recombinacao de

sinal (RSS), CACAGTG.

As sequéncias DH selecionadas como parte da biblioteca de genes,
contém CACAGTG ou suas derivacoes CACTGTG, CACGGTG e
CAGTGTG, que sao parte da RSS. Essas derivacoes da regiao RSS foram
testadas com base nas similaridades com as sequéncias presentes nos

genes DH humanos (LEFRANC et al, 2001).

Para selecao dos genes JH foi realizada buscas das sequéncias
CTGGGGGCC situados apos as sequéncias conservadas de

recombinacao de sinal (RSS).

Foi utilizado software de analise de DNA, o Lasergene® SeqMan Pro

(DNAstar) nessa etapa de busca.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/357579560?report=genbank&to=72170317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/357579560?report=genbank&to=72170317
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2.2 ANALISES DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

As sequencias obtidas foram salvas em arquivos individuais para serem

analisadas e manipuladas através do Lasergene® EditSeq (DNAstar).

Foi utilizado o programa Lasergene® MegAlign (DNAstar) e Clustal W

para alinhar os genes e analisar as multiplas sequencias alinhadas.

As designacoes das regides frameworks (FW) e das regides
determinantes de complementariedade (CDR) foram feitas através da
analise das sequencias no IMGT, The International ImMunoGeneTics

Information System® (http://www.imgt.org) (Figura 30).

FW 1
Majori t)l C-CAGGG- ~“3‘\6GTG‘:AGCTGGTGGAGTCTGGGG GAGACCTGGTGAAGCCTGGGGGG-TCCC---TGAGACTCTCCTGT
170 180 190 200 210 220 230 240
————————— T T [t TN SIS D
01 C-CAGGG-TGAGGAGCAGCTGGTGGAGTCTCGGG-GAGATCTGGTGAAGTCTGGGGGG-TCCC---TGAGACTCTCCTGT
04 C-CAGGG-TGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGG-GAGACATGGTGAAGCCTGGGGGG-TCCC---TGAGACTCTCCTGT
05 C-CAGGG-TGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTGGTGAAGCCTGGGGGG-TCCC--~-TGAGACTTTCCTGT
06 CGCAGTGGTTTGGCGCCTGCCTTTGGCCCAGGGCACGATCCTGGAGACCCGGGATCGAATCCCACGTCGGGC -TCCCTGC
07 C-CAGGG-TGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTGGTGAAGCCTGGGGGG-TCCC---TGAGACTCTCCTGT
10 C-CAGGG-TGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTGGTGAAGCCTGGGGGG-TCCC---TGAGACTCTCCTGT
11 C-CAAGG-TGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAG-GAGACCTGGTGAAGCCTGGGGGG-TCCC---TGAGACTTTCCTGT
12 C-CAAGC-TGAGGTGCAGCTGGTGGAGACTGAGG-GAGACCTGGTGAAGCCTGGGGGA-TCCC---TGAGACTTTCCTGT
CDR 1 FW 2
M. aj ori ty ----- -I-GTGGCCTCTI- - -FGATTCACCTTCAGTAGCTACTAC A"GAGCT- -GGGTCCGCC AGGCTCCAGGGAAGGGGC"
_____________________________________________ e
250 260 270 280 290 300 310 320
--------- T e T T
o1 -—= -GTGGCCCCT---TGATTCACCTTCAGTAACTGTGACATGAGC T--GGGTCCATTAGGC TCCAGGAAAGGG-CT
04 -======GTGGCCTCT---GGATTTACCTTCAGTAGTTACTACATGTATT--GGGCCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCT

05 —=====-GTGGCCTCT---GGATTCACCTTCAGTAGC TACCACATGAGC T - -GGG TCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGC T
06 ATGGAGCCTGCTTCTCCCTCTGCCTGTGTCTCTGCC TCTCTCTC TC TGTGAC TATCATGAATAAATAAATAAAAT
07 --GTAGCCTCT---GGATTCACCTTCAGTAGC TCCGACATGAGC T--GGATCCGCCAGGC TCCAGGAAAGGGGCT
10 --GTGGCCTCT---GGATTCACCTTCAGTAACTACGAAATGTAC T--GGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAAGGGCT
11 --GTGGCCTCT- - -GGATTCACCTTCAGTAGC TATGACATGGAC T- -GGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCT
12 - GTGGCCTCT---GGATTCACCTTCAGTAGC TACGACATGGAC T~ -GGGTC TACCAGGC TCCAGGGAAAGGGTT
CDR 2 FW 3
Majority GCAGTGGGTCGCA{ATATTAGCAGTGATGGAA GTAGCACATACTACGCAGAtGCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCI
_____________________________________________ —
330 340 350 360 370 380 390 400
————————— e s s s ittt
01 GCAGTGTGTTGCATACATTAGC TATGATGGAA-GTAGCACAGGTTACAAAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCC
04 TCAGTGGGTCTCACACATTAACAAAGATGGAA-GTAGCACAAGC TATGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCC
05 TCAGTGGGTCGCATACATTAACAGTGGTGGAA-GTAGCACAAGC TATGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCC
06 CTTTAAAAAAAAAAAAAAAAACAGTGGTGGAA-GTAGCACATAC TATGCAGACGC TGTGAAGGGCC GATTCACCATCTCC
07 TCAGTGGGTCGCATACATTAGCAATGATGGAA-GTAGCACAAGC TACGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCC
10 GGAGTGGGTCGCAAGGATTTATGAGAGTGGAA-GTACCACATAC TATGCAGAAGC TGTAAAGGGCCGATTCACCATCTCC
11 GCAGTGGCTC TCAGAAATTAGCAGTAGTGGAA-GTAGCACATAC TACGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCC
12 ACAGTGGGTCACATACATTAGCAATGGTGGAA-GTAGCACAAGGTATGCAGACGC TGTGAAGGGCCAATTCACCATCTCC
FW 3

Majority I\GAGACAACGCCAAGAACACGCT- GTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG--~ -ACACGGCCGTGTATTACTGT:

-----------------------------------------------------------------

410 420 430 440 450 460 4?0 480

————————— s i et bt S e it sibbedettbbbt, o
01 AGAGACAACGCCAAGAACATGCT-GTATCTTCAGATGAACAGCCTGAGAGC TGAGG- -~ -ACACGGCTCTGTATTACTGT
04 AGAGACAACGCAAAGAATACGCT-GTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCTGAGG----ACACAGCGGTGTATTACTGT
05 AGAGACAACGCCAAGAACACGCT-GTATCTTCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG----ACACGGCCGTGTATTACTGT
06 AGAGACAACGCCAAGAACACGCT-GTATCTGCAGATGAACAGCCTCAGAGCCGAGG---~-ACACTGCCGTGTATTACTGT
07 AGAGACAACGCCAAGAACACGCT-CTATCTGCAGATGAACAGCCTCAGAGCCGAGG----ACACGGCCGTGTATTACTGT
10 AGAGACAACGCCAAGAACATGGC -GTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG----ACACGGCCGTGTATTACTGT
11 AGAGACAACGCCAAGAACACGCT-GTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG---~-ACACGGCCGTGTATTACTGT

12 AGAGACAACGCCAGGAACACGCT-CTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGACAAGG----ACATGGCCGTGTATTACTGT

Figura 30. Exemplo das sequéncias selecionadas alinhadas. As regioes
variaveis da imunoglobulina canina (FW1, CDR1l, FW2, CD2, FW3) estao
destacadas. No quadro em vermelho, a sequéncia TATTACTGT (final da FW3)
que foi utilizada na busca.


http://www.imgt.org/
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2.3 DEFINICOES DAS FAMILIAS DE GENES IGHV

Os genes IGHV foram divididos em familia baseados nas similaridades
dos seus nucleotideos. O critério utilizado para que genes fossem
definidos como da mesma familia foi uma similaridade de no minimo

75% de acordo com Lefranc e colaboradores (2001).

A arvore filogenética foi construida através do programa Lasergene®
MegAlign (DNAstar), através da qual foi possivel definir as posicoes do

genes pertencentes a uma mesma familia (Figura 31).

80.0

80 70 80 50 40 30 20 10 0
Nucleotide Substitution per 100 residues

Figura 31. Exemplo de uma arvore filogenética obtida apés alinhamento
de parte das sequencias selecionadas.
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3. RESULTADOS

3.1 GENES VH SELECIONADOS NA LINHAGEM GERMINATIVA CANINA

Inicialmente foram identificados 295 genes, contendo as sequéncias
TATTACTGT ou CACAGTG. Quando cada gene foi analisado individualmente,
observou-se que muitos estavam incompletos, pois nado continham todas as

CDR e frameworks, e por isso foram removidos.

No final, foram selecionados 92 genes VH, todos eles contendo os segmentos
génicos CDR e framework, assim como ambas as sequéncias, TATTACTGT e
CACAGTG. A sequéncia génica majoritaria usada como referéncia para os 92

genes VH selecionados foi:

(FW1)GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACCTGGTGAAGCCTGGGGGG
TCCCTGAGACTCTCCTGTGTGGCCTCT GGATTCACCTTCAGTAGCTACT
ACA(FW2)TGAGCGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGGGTCGC
AGAT(CDR2)ATTAGCAGTGATGGAAGTAGCACAAACTACGCAGACGCTGTGAAG
GGCCGATTCACC(FW3)ATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGCTGTATCTGC
AGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTG(CDRI)TATTACTGTGCG
AGGGA(RSS)CACAGTG

Na Figura 32, estao listadas as sequéncias dos 92 genes VH
selecionados que compdem a biblioteca de genes construida nesse

estudo.

Quando analisadas as similaridades entre os genes para definicoes das
familias foi possivel identificar cinco familias de genes VH: familia VH1
com 34 genes, familia VH2 com 22 genes, familia VH3 com 19 genes,
familia VH4 com 12 genes e familia VHS com S genes. Na Figura 33 é

possivel observar a arvore filogenética com as familias definidas.
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TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGGGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
05 - --GGTGAGTGAGATAAATGGGATTTGGGACAGGTTCGTGACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
7 e TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTAGGATCGTTTCC TTACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
10 e TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAAGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
11 - --GGCAAATGAGAGAAACGGGATGTGGGGCAGTTTTC TGACCAGGATGTC TTGT-GTTTGCAGGCGT
12 - --GGTGAGTGAGAGAAACGGGACGTGGGACAGTTTTTTTACCAGGATGTC TTGT-GTTTGCAGGAGT
13 - -GTGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
15 - --TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTC TTGT-ATCTGCAGGTGT
16 - --GAGAAACAGGGTGTGGAGGGTGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTC TTGT-GTCTACAGGTGT
7 - --TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCTTGACCAGGATGTC TTGT-ATCTGCAGGTGT
18 - ---TGAGTGAGC GAAAGAGGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
19 - -GCTGAGTGAGAGAAATAGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACGAGGATGTC TTGT-GTCTACAGGTGT
20 - ---TGAGTGAGC GAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGAC TAGAATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
21 e ATGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTGTTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGC
Y GCGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTATTC TGACCAGGATGTCTTGT-GTC TGCAGGTGT
23 - --TGAGTGAGAGAAATAGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
24 - - -—-AGTGAGAGAAACGGGATGTGGGACAGTTTCCTGACAAGGATGTCTTGT-GTC TGTAGGCGT
25 - TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
26 e GAGAAACAGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTTT
7 - TGAGTGAGAGAAAC TGGGGATGTGGGACAGCTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
28 e TGAGTGAGCGAAAGAGGTGATGTCGGACAACTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
20 TTGCTGAGAGAAAC AGAGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTTCAAGTGT
1 - —-TGAGTGACAGAAACAGAGGACGTGGGACAGCATCC TGACCAGGATGTCTTGT-ATCTGCAGGTGT
32 - —-TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTGTCC TCACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
33 TGAGTGAGAGAAAC TGGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
. TGAGTGACAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTTTGCAGGTGT
35 - —-TGAGTGAGAGAAAC TGGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
7 - TGAGTGAGAGAAAC ATGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
38 - —GAGTGAGAGAAAC TGGGGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGAATGTCTGGT-GTC TGCAGGTGT
40 - TGAGTGAGC GAAAGAGGGGATGTGGGACCGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
41 - ———ATGAAGTGAGAAAAATGGGATGGGTGACCGTATTC TGACCAGGATGTCATCT-GTCTGCAGCTGT
42 e AGTGAGTGAGAGAAAC TGGGGATGTGGGAC -~ TTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
43 TGAGTGAGCAAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
44 - —GTGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACCATTTCCTGACCAG-ATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
7 - —TTTGTGAGTGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAAGATGTGTTGT-GTCTGCAGGTGT
48 TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACCATTTTC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
49 AGGTGAATGAGAGAAGCAGGATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
50 - —-TGAATGAGAGAAACAGAAGATGTGGGATAATTTTC TGACCAGGATGCCTTGT-GTCTGCAGGTGT
51 - —ATAAGTGAGAGAAAC GGGGGTTETGGGGCAGTTTCC TGAGCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
52 - ——TGAGTGAGAGAAAC AAGGGATGTGGTATAATTTTC TGACCAGGATTTCTTGT-GTCTGCAGGTGC
T GTGAGTGAGAGAAAC AGGCGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTGTTGT-GTC TGCAGGTGT
54 CATTCAGTCTGTGAGTTGAGGTGAGAGAAACAGGATGTGGGA-~GTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
55— GTGAATGAGAGAAAC AGAAGATGTGGGATAATTTTATGACCAGGATGCCTTGT-GTC TGCAGGTGT
56 00 mmmmmmmmmmm e TGAGTGAGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTTCC TAACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
7 —AGGTGAGTGAAAGAAAC AGGGGATGTGGGACCATTTCC TGACCAGGATGTC TTA-—GTCTGCAGGTGT
L GGATGGGGEACAGTTTCC TGACCAGGATGTCTTGT-GTC TGCAGGTGT
98— AGGGGATGTAGGATCGTTTCC TTACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
101 B GGATGTGGGGCAGTTTTC TGACCAGGATGTCTTGT-GTTTGCAGGCGT
7 - ~GCCTTCCTGTC GGATGGGACAGAC T-C - ~ACAATGACCCTCCTT-GTCCC TAGGTGT
117 e GGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-ATCTGCAGGTGT
123 - —-GGGTGTGGEACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTC TACAGGTGT
134 - —-GGATGTGGGACAGTTTCTTGACCAGGATGTCTTGT-ATC TGCAGGTGT
135 s GGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
136 GTCTGTGAGTG- - -GTGAGTGAGC GAAAGAGGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
147 mmmmmmm e CAGGGGATGTGGGACAGTGTTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGC
154 - - - —GGGATGTGGGACAGTATTC TGACCAGGATGTCTTGT-GTC TGCAGGTGT
155 = mmmmmmmm e GGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
158 mmm e GTGGGACAGTTTCC TGACAAGGATGTCTTGT-GTCTGTAGGCGT
159 - ~GGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
160 B I L GGACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTTT
166 - ~GAGGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTC TTCAAGTGT
169 - —-GGACGTGGGEACAGCATCCTGACCAGGATGTCTTGT-ATC TGCAGGTGT
77 - —-GGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTTTGCAGGTGT
178 mmmmmmmm e GGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
183 mmmmmmmmmmm e GGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
184 GTAGGTGAGTGAAGGTGAGTGAGAGAAAC ATGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
L GGATGTGGGACCGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
200 mmmmmmmmmmm e AGGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
201 GTCTGTGAGTGAAGGTGAGTGAGC AAAAC AGGGGATGTGGGACAGTTGTTTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
217 AAGAGACCTTGAGTTTGTGAGTGAGAAAC AGGGGATGTGGGACAGT TTCC TGACCAAGATGTGTTGT-GTCTGCAGGTGT
219 mmmmmm e GGATGTGGGACCATTTTCTGACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
220 - ~AGGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTCTTGT-GTC TGCAGGTGT
223 - ——AGATGTGGGATAATTTTCTGACCAGGATGCCTTGT-GTC TGCAGGTGT
225 e GGGTTGTGGGGCAGTTTCCTGAGCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
L TGGAGATAAGTGAGAGAAAC GGGGGTTGTGEEGCAGTTTCCTGAGCAGGATGTCTTGT-GTC TGCAGGTGT
231 s GCGATGTGGGACAGTTTCCTGACCAGGATGTGTTGT-GTCTGCAGGTGT
232 GTGTGTGAGTGGAGGTGAGTGAGAGAAAC AGGC GATGTGGGACAGTTTCC TGACCAGGATGTGTTGT-GTCTGCAGGTGT
235 CATTCAGTCTGTGAGTTGAGGTGAGAGAAACAGGATGTGGGA--GTTTCC TGACCAGGATGTC TTGT-GTCTGCAGGTGT
237 s GGATGTGGGACAGTTTCCTAACCAGGATGTCTTGT-GTCTGCAGGTGT
241 mmmmmmmmmm e AGGGGATGTGGGACCATTTCC TGACCAGGATGTC TTA--GTCTGCAGGTGT
242 - CAGTGGATGTGGGACAGTTTCTTGATGAGGATGTCTTGT-GTCGGCTGGTGT
99 - --—-TGATGGGGGACAGTTTTCTGACCAGGATGTCTTGT-GTC TGCAGGTGT
115 B T TGTTGGGGGACAGTTTTCTGACCAGGATGTCTTGT-GTC TGCAGGTGT
121 - ~CAGGTCAATCCGAGATAACTTTAT--CCCTCCTGTTC -CT-CTCCACAGGTGT
149 e GGGATGTGGGACAGTTTCCTAACCAGGATGTCT-GT-GTCTGCAGGTGT
X R GGATGCGGGACCATTTCCTGACCAGGATGTCTTAT-GTCTGCAGGTGT
212 s GGGATTTGCGACTGTATCCAGCCCAGGATGTCCTGT-GTCTGCAGGTGT
extra0l GTGAGAGAAACATGATGTGGGACAGTTTTCTGACCAGGATATCTTGT-GTC TGCAGGTGC
extra02 —---—-—=-——m——— o AACAGGGGATGTGGG-TAAGTGCC TCACCAGAATGTC TTAT-GTCTGCACGTGT
extrad3 ------------ TGCTGAGGAGAGGATTAGGGCCAGTCAGGATGAC TTAAT-ACCCTCCTGTTC -CT-CTCCACAGGTGT

Figura 32. Sequéncias miltiplas alinhadas de todos os genes VH obtidos
na linhagem germinativa canina. Noventa e dois genes VH selecionados,
parte da biblioteca de genes de imunoglobulinas canina.
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Majority CCAGGGTGAGGT-GCAGCTGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TGETGAAGCC TGEGGEG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
_____________________________________________ e T .
17 180 190 200 210 220 230 240

————————— e e e e et

01_01 GTCCCATGGGGCAGGAAC TCCTGC TAGE TCG-——CAGTTCCAGGGAGTAGCAGGGGTCAGAGAGAGAGCCTACAGC TATG
04 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACATGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
05 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTTTCCTGT-———
7 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———

10 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
11 CCAAGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGAG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTTTCCTGT-———
12 CCAAGCTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGACTGAGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGA-TCCCTGAGACTTTCCTGT-———
13 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG--AGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCTCTGAGACTCTCCTGT-———
15 CCAGGGTGAGGT-GCAGATGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGA-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
16 CCAGGGTGAGGT-ACAGC TGGTGGAGTCTGGAG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
7 CCAGTGTGAGGT-GCAGL TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TTGTGAAACC TGAGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———

18 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGCGGGG-TCCCTGAGAC TGTCCTGT-———
19 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GATACC TG TGAAGCC TGEAGGG-TCC-TGAGACTCTCCTCT-———
20 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGTTGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TGTCCTGT-———
21 CCAGGGTGAGGT-GCAGATGATGGAGTCTGGGG-GAGAAC TGATGAAGCC TGCAGGA-TCCCTGAGAC ~-CTCCTGT-———
22 CCACA-TGAGGT-GCAGC TGGTGGAGCCTGGGG-GAGAAC TG TGAAGCC TGEGGCG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
23 CCAGGGTGAGGT-GTAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
24 CCAGAGTAAGGT-GCATC TGGTGGAGTCTGCGG-GAGACGTGGTGAAGCC TAGGAGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
25 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TAGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTGGTGAAGTC TGEGGGGGTCCCTGAGAGTCTCCTGT-———
26 CCAGTGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCCTGGG-GAGACCTGGTGAAGAC TGGAGGT-TTCCTGAGAC TCTCCTGTCTCC
7 CCAGGGAGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGAAC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———

28 CCAGGGTGGGET-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGACACTCTCCTGT-———
29 CCAGAGTGAGAT-GCAGC TGGTGGAGGCTGGGG-GAGACCTGGTGAAGC TTGGEGGGG-TCCCTGAGACTCTTCTGT-———
21 CCAGAGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTGGTGAAGCC TGTGGGA-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
12 CCAGGGTGAGGG-GCAGC TGGCGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGAGAGG-TCCCTGAGAC TCGECCGT-———
23 CCAGGGAGAGGT-ACAGC TGGTGGAGTCTGGGG-AAGATTTGGTGAAGCC TGEAGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
24 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGEGGGG-ACCTTGAGAC TGTCCTGT-———
25 CCAGGGAGAGGT-ACAGC TGGTGGAATCTGGGG-GAGACCTCGTGAAGCC TGEGGGT-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
7 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———

g CCATGGTGAAGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGGGAAGACC TGGTGAAGCCAGGGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
40 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGEGGGT-TCCCTGAGAC TCTCATGT-———
41 CCAAGGTGAAGT-ACAGC TGC TGGAGTCTGGGG-GAGACCGAGTGAAACC TGEGGGG-TCCCAGAGAC TCTCCTGT-———
42 CCAGGGAGAGGT-ACAGC TGGTGGAGTCTGGGG-AAGATTTGGTGAAGCC TGGAGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
43 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TGGEGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
44 CCAGGGTGAGGT-GCCAC TGGTGGAATC TGGGG-GAGAGC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTTT-—-—
7 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TCATGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———

48 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCTTGAGAC TCTCCTGT-—-—
49 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGAGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGT -~ TCCCTAAGAC TGTCCTGT-———
50 CCAGGGTGAAGT-GCAGC TGGTGGAGTATGGGG-GAGAGC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TGTCCTGT-—-—
51 CCAGAGTGAGAT-GCAGC TGGTGGAGTCTAG-G-GAGGCC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
52 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGATGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
53 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCT-GGG-GAAACC TGGTGAAGCC TGEGGAG-TCTCTGAGACTCTCTTGT - -~
54 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAATC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGA-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
55 CCAGGGTGAAGT-GCAGC TTGTGGAGTC TGGGG-GAGAGC TGGTGAAGCC TGEGGGT-TCCCTGAGAC TGTCCTGT-———
7 CCAGGGTGAGGT-ACAGC TGGTGGAGTCTGGAG-GAGACCTTGTGAAGAC TGAGC GG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———

58 CCAGGGTGAGGA-GCAGC TGGTGGAGTCTCGGG-GAGATC TGGTGAAGTC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
83 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACATGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
ag CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TG TGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
101 CCAAGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGAG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTTTCCTGT-———
7 CCTGTCTGAACT-CACAC TGCAGGAGTCA-GGGCCAGGAC TGGTGAAGCCCTCACAG-ACCCTCTCTCTCACCTGTGTT—
117 CCAGGGTGAGGT-GCAGATGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGA-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
123 CCAGGGTGAGGT-ACAGL TGGTGGAGTC TGGAG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
134 CCAGTGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TTGTGAAACC TGAGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
135 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGCGGGG-TCCCTGAGAC TGTCCTGT-———
136 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGCGGGG-TCCCTGAGAC TGTCCTGT-—-—
147 CCAGGGTGAGGT-GCAGATGATGGAGTC TGGGG-GAGAAC TGATGAAGCC TGCAGGA-TCCCTGAGAC ~CTCCTGT-———
154 CCACA-TGAGGT-GCAGC TGGTGGAGCCTGGGG-GAGAAC TGGTGAAGCC TGEGGCG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
155 CCAGGGTGAGGT-GTAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-—-—
158 CCAGAGTAAGGT-GCATC TGGTGGAGTCTGCGG-GAGACGTGGTGAAGCC TAGGAGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
159 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TAGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGTC TGEGGGGGTCCCTGAGAGTCTCCTGT-———
160 CCAGTGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCCTGGG-GAGACC TGGTGAAGAC TGGAGGT-TTCCTGAGAC TCTCCTGTCTCC
166 CCAGAGTGAGAT-GCAGC TGGTGGAGGC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGC TTGEGGGG-TCCCTGAGACTCTTCTGT-———
169 CCAGAGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGTGGGA-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
77 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-ACCTTGAGAC TGTCCTGT-———

17 CCAGGGAGAGGT-ACAGC TGGTGGAATC TGGGG-GAGACC TCGTGAAGCC TGEGGGT-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
183 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
184 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
192 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGT-TCCCTGAGAC TCTCATGT-———
200 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGCGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
201 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGCGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGACTCTCCTGT-———
217 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TCATGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
219 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGTGGAGTC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCTTGAGAC TCTCCTGT-———
220 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGAGGAGTCTGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGT -~ TCCCTAAGAC TGTCCTGT-———
223 CCAGGGTGAAGT-GCAGL TGGTGGAGTATGGGG-GAGAGL TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TGTCCTGT-———
225 CCAGAGTGAGAT-GCAGC TGGTGGAGTC TAG-G-GAGGCC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
226 CCAGAGTGAGAT-GCAGC TGGTGGAGTC TAG-G-GAGGCC TGGTGAAGCC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
231 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTC T-GGG-GAAACC TGGTGAAGCC TGEGGAG-TCTCTGAGAC TCTCTTGT-———
232 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCT-GGG-GAAACC TGGTGAAGCC TGEGGAG-TCTCTGAGACTCTCTTGT-———
235 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAATC TGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGA-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
237 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEGGGA-TCCCTGAGACTCTCTTGT-———
241 CCAGGGTGAGGT-ACAGC TGGTGGAGTC TGGAG-GAGACC TTGTGAAGAC TGAGC GG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
242 CCAGGGTGAGGA-GCAGC TGGTGGAGTCTCGGG-GAGATC TGGTGAAGTC TGEGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
99 CCAGGGTGAGGA-GCAACTGGTGGAGTTTGGAG-GACACATGGTGAATCCTGEGGGT-TCCCTGGGTCTCTCCTGT-———
115 CCAAGGTGAGGA-GCAACTGGTGGAGTTTGGAG-GACACATGGTGAATCCTGEGGGT-TCCCTGGGTC TCTCCTGT-———
121 GCATTCTGAGGT-CCAGCTGGTGCAGTC TGGGG-C TGAGG TGAAGAAGCCAGGTACA-TCCGTGAAGGTCTCATGE - ———
149 CCAGGGTGAGGT-GCAGL TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACC TGGAGAAGCC TGEGGGA-TCCCTGAGACTGTCCTGT-———
153 CCAGGGTGAGGT-GCAGC TGGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTTGTGAAGCC TGAGGGG-TCCCTGAGAC TCTCCTGT-———
212 TCAGGGTGAGGA-GCAGTTGGTGAAATC TAGGG-GAGACC TGGTGAAGCC TGEC GGG-TCCCTGAGACTCTTCTGT-———
extral0l CCAAGGTGAGGT-GAAGCTGGTGGAGTCTGGGG-GAGACCTGTTGAAGCC TGEGGGA-TCAATTAAAC TCTCCTAT-———
extra02 GCAGGGTGAGGT-GCAGCTGGTGGAGTC TAGGG-GAGACGTGGTGAAGCC TGEGGAGGTCC—————— CTCTCCTGT-——-
extra03 GCATTCTGAGGT-CCAGCTGGTGCAGTCTGGGG-CTGAGGTGAAGAAGC TAAGGGCA-TCAGTGATAGTCCCCTGC -———

Figura 32. Continuacado. Sequéncias miiltiplas alinhadas de todos os
genes VH obtidos na linhagem germinativa canina. Noventa e dois genes
VH selecionados, parte da biblioteca de genes de imunoglobulinas canina.
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Majority ----GTGGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGC TACTACATGAGE TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGGE
250 260 270 280 290 300 310 32

————————— +-———————— + + t t + +

01_01 GGTAATGGCCAGAGAACCCCTAGGCCTGEATCTCTGCCTGTCCTGG- ———AGC TAGTGCCAGGTGGOAGCCCCTACTTGE
04 ————GTGGCCTCTGGAT T TACC T TCAGTAGT TACTACATGTAT TGGGICCGOCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTTCAGTGGLEG
05 ==—=GTGGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TACCACATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTTCAGT GGG
7 ————GTAGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TCCGACATGAGC TGGATCCGCCAGGC TCCAGGAAAGGGGCTTCAGTGGE

10 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAAC TACGAAATGTACTGGGTCCGOCAGGC TCCAGGGAAAGGGL TGGAGT GGG
11 —-=—=GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TATGACATGGAC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGC TGCAGTGGC
12 - GTEGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACGACATGGAC TGGG TC TACCAGGC TCCAGGGAAAGGGTTACAGT GGG
13 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTACATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGLAGT GGG
15 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAAC TACAAAATGTACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGAAAGGGC TGGAGT GGG
16 ———-GTGGCCTCTGGATTCACC T T TAGTAGT TACTACATGT T T TGGATCCGCCAGGCACCAGGGAAGGGCAATCAGTGGG
7 ———=GTGGTCTCTGGC T TCACC T TCAGTAGC TACGACATGAGC TGGGTCCGOCAGGC TCCAGGGAAGGGGC TGCAGTGGE

18 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCTGAGAAGGGGC TGCAGTTGE
19 ————GTGTCCTCTGGAT TCACC T TCAGTATC TACTGCATGTGATGGGTC TGCCAGGC TCCAGGAAAGGGGLC TGLAGTGAG
20 —=—=GTGGTCTCTGGAT TCACC T TCAGTAAGTATGGCATGAGC TGGGTC TGCCAGGC TTTGGGGAAGGGGCTACAGTTGE
21 - GT e TCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGTACTGGATCCACCAAACTCCGGEGAAGGGGCTGLAGTGGE
22 ————GTGGTCCCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACAACATGGGE TGLGI TCACCAGCCTCCAGGGAAGGGGATGCAGT GGG
23 —-=—-GTGGECTCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TACTGGATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGC TACAGT GGG
24 - GTEGECTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACAGCATGTGGTGGGCCCGTGAGGC TCCCGEGATGEGECTACAGGGGE
25 ————GTGGECTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGTACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGAAGGG-GCTCCATGGEG
26 TGT-GTGGCTTCCGGAT TCACCT TCAGTAAC TACAGCATGATC TGGGTCCGCCAGGC TCCAAGGAAGGGGETGCAGTGEA
7 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC TTCAGTAGC TAC TACATGAGC TGGATCCGCCAGGC TCCTGGGAAGGGGCTGCAGTGGE

28 ————GTGGCCTATGGAT TCACCTTCAGTAGC TACAGCATGCAATGGGTCTGTCAGGC TCCAGGGAAGGGGGTGLAGTGGE
29 ————GTGGCCTCTGGAT T TACCTTCAGTAGC TAT TGGATGAGC TGGGTCGGCCAGGC TCCAGGGAAAGGGTTGCAGT GGG
31 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TATGACATGAAC TGGGTCCGOCAGGC TCCAGGGAAGGGGLC TGLAGT GGG
32 —=—=GTGGCCTCTGGAT TCACCTTCAT T TCCTATACCATGAGC TGGGTCCACAAGGC TCCTGGGAAGGGGCTGLCGTGAG
33 - GTEGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGCAGTGAAATGAGC TGGGTCCACCAGGC TCCAGGGLAGGGECTGCAGTGGE
34 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T T TAGTAGC TATGACATGAGC TGGGTCCGTCAGTC TCCAGGGAAGGGGLC TGLAGT GGG
35 === =-GTGGCCTCGGGAT TCACCTTCAGTAGC TACTACATGAGC TGGATCCGCCAGGC TCCTGGGAAGGGGC TGCAGT GGG
7 ————GTAGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAAC TACGACATGAGC TGGGTCCGCCAGGCTCCTGEGAAGGGGCTGLAGTGGE

38 ————GTGACCTCTGGAT TCACCTTCAGTAGGTATGCCATGAGC TGGGTCGGLCAGGC TCCAGGGAAGGGLCTGLAGT GGG
40 ———-GTGACTTCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TAT TGGATGAGC TGTGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGAGC TGCAGTGGG
41 ———-GTGGCCTCAAGGT TCACC T TCAGTAGC TACAGCATGCATTGTC TCCGTCAGTC TCCTGGGATGGGGETACAGTGGE
42 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGCAGTGAAATGAGC TGGGTCCACCAGGC TCCAGGGLAGGGGCTGLAGTGGE
43 ————GTGGCCTCTGGAT TAACC T TCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCTGEGAAGGGGCTGCAGTGGE
44 ————GTAGCCTCTGCATTCACT T TCAGTAGT TACTGGATAAGC TGGGTCCGOCAAGC TCCAGGGAAAGGGC TGCACTGAG
7 —-=—=-GTGGCCGCTEGAT TCACCTTCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCCGGGAAGGGGAT TCAGT GGG

48 - GTEGCCTCTGGT T TCACC T TCAGTAGCAACGACATGGAC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGLAGTGGC
49 ————GTGACCTCCGGATTCACT T TCAGTAGC TATGCCATGCACTGGGTCCGOCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGLAGT GGG
50 ———-GTGGCCTCCGGAT TCACCTTCAGTATC TACTACATGCACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGGT
51 - - GTGGACCCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGTACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGATGEGGEETGCAGTGGEL
52 ————GTGGCCTCCGGATTCACTATCAGTAGC AAC TACATGAAC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGLC TGLAGT GGG
53 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGCAT TGGGTC TGCCAGGC TCCAGGGAAAGGGT TGGGGTGGE
54 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TAC TATATGGAATGGGTC TGCCAGGC TCCAGGGA-GGGGETGAAGTGGE
55 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTACATGCACTGGGTCTGE -~AGGC TCCAGGGAAGGGGC TGCAGT GGG
56 ————GTGGCCTCCGGAT TCACC T TCAGTAGCCATGCCAAGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGEC TGAAGTGGE
7 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC TTCAGTAGC TTC TACATGAGGTG--TCTGCCAGAC TCCAGGGAAGGGACTACAGTGGE

58 ————GTGGCCCCTTGAT TCACC T TCAGTAAC TG TGACATGAGC TGGGTCCATTAGGC TCCAGGAAAGGG-CTGCAGTGTG
83 ————GTGGCCTCTGGAT T TACCTTCAGTAGT TACTACATGTAT TGGGCCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTTCAGTGGE
98 ————GTAGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TCCGACATGAGC TGLGATCCGOCAGGC TCCAGGAAAGGGGC TTCAGT GGG
101 —-=—=GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TATGACATGGAC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGC TGCAGTGGC
7 == GTGETCCGEAGGC TCCGTCACCAGCAGT TACTACTGGAAC TGGATCCGCCAGCGCCCTGEGAGGGGACTGGAATGGA
117 ————GTGGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAAC TACAAAATGTACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGAAAGGGC TGGAGT GGG
123 —=—=GTGGCCTCTGGAT TCACC T T TAGTAGT TACTACATGT T T TGGATCCGCCAGGCACCAGGGAAGGGCAATCAGTGGGE
134 - GTEGTCTC TG T TCACC T TCAGTAGC TACGACATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGLAGTGGE
135 ————GTGGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCTGAGAAGGGGCTGLAGTTGE
136 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCTGAGAAGGGGCTGCAGTTGE
147 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGTAC TGGATCCACCAAACTCCGGGGAAGGGGCTGCAGTGGEG
154 ————-GTGGTCCCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TACAACATGGGCTGGGC TCACCAGCCTCCAGGGAAGGGGATGCAGTGGE
155 ————GTGGECTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGC TACAGTGGE
158 ————GTGGGCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACAGCATG TGO TGLGICCGTGAGGC TCCCGGGATGGLGLETACAGGGGEG
159 —-=—=-GTGGECTCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TACTGGATGTACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGAAGGG-GCTCCATGGG
160 TGT-GTGECTTCCGGAT TCACC T TCAGTAAC TACAGCATGATC TGGGTCCGCCAGGC TCCAAGGAAGGGGLTGCAGTGEA
166 ————GTGGCCTCTGGAT T TACC T TCAGTAGC TAT TGGATGAGC TGGGTCGGLCAGGC TCCAGGGAAAGGGTTGLAGT GGG
169 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TATGACATGAAC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGGG
77 ———-GTGECCTCTGGAT TCACCT T TAGTAGC TATGACATGAGC TGGGTCCGTCAGTC TCCAGGGAAGGGGETGCAGT GGG

17 ————GTGGCCTCGGGAT TCACCTTCAGTAGC TACTACATGAGC TGGATCCGCCAGGC TCCTGLGAAGGGGC TGLAGT GGG
183 ————GTAGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAAC TACGACATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCTGGGAAGGGGC TGCAGTGGE
184 ———-GTAGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAAC TACGACATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCTGGGAAGGGGCTGCAGTGGE
192 ————GTGACTTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TAT TGGATGAGC TG TGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGAGC TGCAGT GGG
200 ————GTGGCCTCTGGAT TAACC T TCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCTGEGAAGGGGCTGCAGTGGE
201 ————GTGGCCTCTGGAT TAACC TTCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGOCAGGC TCCTGLGAAGGLGGLC TGLAGT GGG
217 —-=—=-GTGGCCGCTEGAT TCACCTTCAGTAGC TACAGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCCGGGAAGGGGAT TCAGT GGG
219 - GTEGCCTCTGGT T TCACC T TCAGTAGCAACGACATGGAC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGLAGTGGC
220 ————GTGACCTCCGGATTCACT T TCAGTAGC TATGCCATGCACTGGGTCCGOCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGLAGT GGG
223 ———-GTGGCCTCCGGAT TCACCTTCAGTATC TACTACATGCACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGGT
225 ———-GTGGACCCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGTACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGATGGGGETGCAGTGGE
226 ————GTGGACCCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TACTGGATGTACTGGGTCCACCAGGC TCCAGGGATGGGGCTGCAGTGGE
231 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TACTGGATGCAT TGGGTC TGCCAGGC TCCAGGGAAAGGGT TGGGGTGGE
232 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC TTCAGTAGC TACTGGATGCATTGGGTC TGCCAGGC TCCAGGGAAAGGGTTGGGGTGGE
235 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TAC TATATGGAATGGGTC TGCCAGGC TCCAGGGA-GGLGLCTGAAGT GGG
237 ————GTGGCCTCCGGAT TCACC T TCAGTAGCCATGCCAAGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGEC TGAAGTGGE
241 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TTC TACATGAGGTG- - TCTGCCAGAC TCCAGGGAAGGGAC TACAGT GGG
242 —=—=GTeGCCCCTTGAT TCACC T TCAGTAAC TG TGACATGAGC TGGGTCCATTAGGC TCCAGGAAAGGG-CTGCAGTGTG
a9 ————CAGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TATGGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCAAAAGAAGGGGCTGCAGTGGE
115 ————CAGGCCTCTGGAT TCACCTTCAGTAGC TATGGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCAAAAGAAGGGGCTGLAGTGGG
121 - AAGACATCTGGATACACCTTCACTGAC TACTATATGTACTGGGTACGACAGGC TTCAGGAGCAGGGC TTGATTGGA
149 ———-GTGGCCTCTGGAT TCACC TTCAGTAGC TACGGCATGAGC TGGGTCCGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGC TGCAGGGGEG
153 ————GTGGCCTCTGGAT TCACC T TCAGTAGC TTC TACATGAGC TGGT TCTGCCAGGC TCCAAGGAAGGGGC TACAGTGGE
212 ————GAGTCCTCTACATTCACCT T TCATAGCAACAGCATACATTGGC TCCACCAGTCTCCCGGTAGTGG-CTACAGTGGE
extrall ----GTGACCTCTGGATTCACCTTCAGGAGE TACTGGATGAGC TGGGTCAGCCAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGEG
extral? ----GTGGCCTCTAGATTCACCTTCAGTAGC TACTACATGGGCTGGGTCCACTAGGC TCCAGGGAAGGGGCTGCAGTGGEG
extralld ----AAGACATCTGGATACAGCTTCACTGACTACATT I TGLAATGLGTATGACAGGC TCCAGRACCAGGGCTTGAGTGEA
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Majority TCGCAGATATTAGCAGTGAT-GGAAGTAGCACAAAC TACGCAGACGC TETGAAGGGCCGATTCACCATC-TCCAGAGACA
+ t————— + + -—t--= + + -—=+

330 340 350 360 370 380 390 400
+ t————= + + -——+--- + + -——+
01_01 CCTCAGATGGCCATGCCGGGOAGGAGAAAC AGAGCCCCTGTGCCCCCTOGOOAGAGAATGTGCAGGGATCATGCAATGAAA
04 TCTCACACATTAAC AAAGAT -GGAAGTAGCACAAGC TATGCAGACGC TGTGAAGGGLCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
05 TCGCATACATTAACAGTGGT-GGAAGTAGCACAAGC TATGCAGACGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
7 TCGCATACATTAGCAATGAT - GGAAGTAGCACAAGC TACGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
10 TCGCAAGGATT TATGAGAGT -GGAAGTACCACATACTATGCAGAAGC TGTAAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
11 TCTCAGAAATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACATACTACGCAGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
12 TCACATACATTAGCAATGGT-GGAAGTAGCACAAGGTATGCAGACGCTGTGAAGGGCCAATTCACCATC -TCCAGAGACA
13 TCGGATACATTAACAGTGGT-GGAAGTAGCACATACTATGCAGACGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
15 TCGCAAGGATT TATGAGAGT -GGAAGTACCACATACTACGCAGAAGC TGTAAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
16 TCGGATATATTAACAAAGAT -GGAAGTAGCACATACTACCCAGACGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
7 TCGCATACATTAGCAGTGAT-GGAAGGAGCACAAGT TACACAGACGCTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
18 TCGCAGGTATTAACAGLGGT - GGAAGTAGCACATACTACACAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
19 TCGCATACAGTAACAGTGGT-GGAAGTAGCACTAGGTACACAGACGCTGTGAAGGGC TGAT TCACCACC -TCCAGAGACA
20 TCGCAGCTATTAGC TAAGAT -GGAAGGAGCACATACTACACAGACACTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
21 TCGCAGGTATTAGCACAGAT - GGAAGTAGCACAAGC TACGTAGACGC TC TGAAGGGC TGATTCACCATC -TCCAGAGACA
22 TCGCAGGTTTTAACAGCGGT-GGAAGTAGCACAAGC TACACAGATGC TGTGAAGGGTGAATTCACCATC -TCCAGAGACA
23 TTGCAGAAATTAGCGGTAGT -GGAAGTAGCACAAACTATGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCATCATC -TCCAGAGACA
24 TCGCAGGTATTAGATATGAT-GGAAGTAGCACAAGC TACGCAGACGCTCTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
25 TCGCATGGATTAGGTATGAT-GGAAGTAGCACAAGC TACGCAGAAGC TGTGAAAGGCCGATTCACTGTT-TCTAGAGACA
26 TCACAACTATTAGCAATAGT -GGAAGTAGCACAAATCACGCAGACACAGTAAAGGGCCGATTTACCATC -TCCAGAGACA
7 TCGCAGATATTAGTGACAGT -GGAGGTAGCACATACTACACTGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
28 TCGCATACATTAACAGTGGT -GGAAGTAGCACAAGCTCCGCAGATGC TGTGAAGGGTCGAT TCATCATC -TCCAGAGACA
29 TTGCATACATTAACAGTGGT-GGAAGTAGCACATACTATGCAGACGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
31 TCGCATACATTAGCAGTGGT-GGAAGTAGCACATACTATGCAGATGC TGTGAAGGGCCGGTTCACCATC -TCCAGAGACA
32 TCGCATGAATT TATTCTAGT - GGAAGTAACATGAGC TATGCAGACGC TGTGAAGGGCCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
33 TCTCATGGATTAGGTATGAT-GGAAGTATC TCAAGGTATGCAGACACTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
34 TCGCAGTTATT TGGAATGAT-GGAAGTAGCACATACTACGCAGACGCTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
35 TCGCAGATATTAGTGATAGT -GGAGGTAGCACAGGC TACGCAGACGCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATC -~-TCCAGAGAGA
7 TCGCAGCTATTAGC TATGAT-GGAAGTAGCACATACTACACTGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
38 TTGCAGCTATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACATACTACGTAGATGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCATAGACA
40 TCGCGTACATTAACAGTGGT-GGAAGTAGCACATGGTACACAGACGC TGTGAAGGGTCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
41 TCACATACATTAGCAGTAAT-GGAAGCAGCACATACTATGCAGACGC TGTGAAGGGTCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
42 TCTCATGGATTAGGTATGAT -GGAAGTAGC TCAAGGTATGCAGACAC TGTGAAGGGLCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
43 TCACAGCTATTAGCTATGAT-GGAAGTAGCACATACTACACTGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
44 TCTCAGTAATTAACAAAGAT - GGAAGTACCACATACCACGCAGATGC TGTGAAGGGCCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
7 TCGCATGGATT TAAGC TAGT -GGAAATAGC ACAAGC TACACAGATGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGA - -
48 TCACACGGATTAGCAATGAT -GGAAGGAGCACAGGC TACGCAGATGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
49 TCGCAGTTATTAGCAGGGAT - GGAAGTAGCACAAACTACGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
50 TCGCATGAATTAGGAGTGAT-GGAAGTAGCACATACTACACTGATGLTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
51 TTGCAGAAATTAGCAGTACT-GGAAGTAGCACAAACTATGCAGACGCTGTGAGGGGLCCATTCACCATC -TCCAGAGACA
52 TCGGATACATTAGCAGTGAT-GGAAGTAGCACAAGC TATGCAGACGCTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
53 TTGCAATTATTAACAGTGGT-GGAGGTAGCACATACTATGCAGACACAGTGAAGGGCCAATTCACCATC -TTCAGAGACA
54 TCGCACGGATTAGCAGTGAC -GGAAGTAGCACATACTACACAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
55 TTGCAAGAATTAGGAGTGAT -GGAAGTAGCACAAGC TACCCAGACGC TGTGAAGGGCAGATTCACCATC -TCCAGAGACA
56 TAGCAGTTATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACAGGC TCCGCAGACAC TGTGAAGGGLCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
7 TTGCAGAAATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACAAGC TACACAGATGC TCTGAAGGGC TGATTCTCCATC -TCCAAAAACA
58 TTGCATACATTAGCTATGAT - GGAAGTAGCACAGGT TACAAAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
83 TCTCACACATTAAC AAAGAT -GGAAGTAGCACAAGCTATGCAGACGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
98 TCGCATACATTAGCAATGAT -GGAAGTAGCACAAGC TACGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
101 TCTCAGAAATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACATACTACGCAGACGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
7 TGG--GGTACTGG-------— ACAGGTAGCACAAACTACAACCCGGCATTCCAGGGACGCATCTCCATC -ACTGCTGACA
117 TCGCAAGGATT TATGAGAGT - GGAAGTACCACATACTACGCAGAAGC TGTAAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
123 TCGGATATATTAACAAAGAT -GGAAGTAGCACATACTACCCAGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
134 TCGCATACATTAGCAGTGAT-GGAAGGAGCACAAGT TACACAGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
135 TCGCAGGTATTAACAGCGGT-GGAAGTAGCACATACTACACAGACGCTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
136 TCGCAGGTATTAACAGCGGT-GGAAGTAGCACATACTACACAGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
147 TCGCAGGTATTAGCACAGAT -GGAAGTAGCACAAGC TACGTAGACGC TCTGAAGGGC TGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
154 TCGCAGGTTTTAACAGCGGT-GGAAGTAGCACAAGC TACACAGATGC TGTGAAGGGTGAATTCACCATC -TCCAGAGACA
155 TTGCAGAAATTAGCGGTAGT -GGAAGTAGCACAAACTATGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCATCATC -TCCAGAGACA
158 TCGCAGGTATTAGATATGAT - GGAAGTAGCACAAGC TACGCAGACGC TC TGAAGGGCCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
159 TCGCATGGATTAGGTATGAT-GGAAGTAGCACAAGC TACGCAGAAGC TGTGAAAGGCCGATTCACTGTT-TCTAGAGACA
160 TCACAACTATTAGCAATAGT -GGAAGTAGCACAAATCACGCAGACACAGTAAAGGGCCGATTTACCATC -TCCAGAGACA
leb TTGCATACATTAACAGTGGT-GGAAGTAGCACATACTATGCAGACGCTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
169 TCGCATACATTAGCAGTGGT-GGAAGTAGCACATACTATGCAGATGC TGTGAAGGGCCGGTTCACCATC -TCCAGAGACA
77 TCGCAGTTATT TGGAATGAT - GGAAGTAGCACATACTACGCAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
17 TCGCAGATATTAGTGATAGT -GGAGGTAGCACAGGC TACGCAGACGLTGTGAAGGGLCGGTTCACCATC -TCCAGAGAGA
183 TCGCAGCTATTAGCTATGAT-GGAAGTAGCACATACTACACTGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
184 TCGCAGCTATTAGC TATGAT - GGAAGTAGCACATACTACACTGACGCTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
192 TCGCGTACATTAACAGTGGT-GGAAGTAGCACATGGTACACAGACGCTGTGAAGGGTCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
200 TCACAGCTATTAGCTATGAT-GGAAGTAGCACATACTACACTGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
201 TCACAGCTATTAGC TATGAT-GGAAGTAGCACATACTACACTGACGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
217 TCGCATGGATT TAAGC TAGT -GGAAATAGC ACAAGC TACACAGATGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGA- -
219 TCACACGGATTAGCAATGAT - GGAAGGAGCACAGGC TACGCAGATGL TGTGAAGGGCCGAT TCACCATC -TCCAGAGACA
220 TCGCAGTTATTAGCAGGGAT-GGAAGTAGCACAAACTACGCAGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
223 TCGCATGAATTAGGAGTGAT-GGAAGTAGCACATACTACACTGATGC TGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
225 TTGCAGAAATTAGCAGTACT-GGAAGTAGCACAAACTATGCAGACGCTGTGAGGGGLCCATTCACCATC -TCCAGAGACA
226 TTGCAGAAATTAGCAGTACT-GGAAGTAGCACAAACTATGCAGACGCTGTGAGGGGLCCATTCACCATC -TCCAGAGACA
231 TTGCAATTATTAACAGTGGT -GGAGGTAGCACATACTATGCAGACACAGTGAAGGGCCAATTCACCATC -TTCAGAGACA
232 TTGCAATTATTAACAGTGGT-GGAGGTAGCACATACTATGCAGACACAGTGAAGGGLCAATTCACCATC -TTCAGAGACA
235 TCGCACGGATTAGCAGTGAC -GGAAGTAGCACATACTACACAGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
237 TAGCAGTTATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACAGGC TCCGCAGACACTGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
241 TTGCAGAAATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACAAGC TACACAGATGC TCTGAAGGGC TGATTCTCCATC -TCCAAAAACA
242 TTGCATACATTAGCTATGAT -GGAAGTAGCACAGGT TACAAAGACGC TGTGAAGGGCCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
99 TCGGACATATTAGC TATGAT-GGAAGTAGTACATACTACGCAGACACTT TGAGGGACAGATTCACCATC -TCCAGAGACA
115 TCGGACATATTAGC TATGAT-GGAAGTAGCACATACTACACAGACACTGTGAGGGACAGATTCACCATC -TCCAGAGACA
121 TGGGACAGATTGETCCCTAA-GATGGTGLCACAAGGTATGCACAGAAGT T TCAGGGCAGAGTCACCCTG-TCAACAGACA
149 TCTCATTGATTAGGTATGAT-GGAAGTAGCACAAGGTATGCAGACGCTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
153 TTGCAGAAATTAGCAGTAGT -GGAAGTAGCACAAGC TACGCAGACATTGTGAAGGGLCGATTCACCATC -TCCAGAGACA
212 TCATATCCAATAGCAGTAAT-GGAAGTAGCATGTACTATGCAGACGC TGTAAAGGGC TGATTCACCATC -TCCAGAGACA
extrall TCACATGGGTTAATACTGGT-GGAAGCAGCAAAAGCTATGCAGATGCTGTGAAGGGGCAATTCACCATC-TCCAGAGACA
extrall TCGCAGGTATTACCAATGAT-AGAAGTAGCACAAGCTATGCAGACGC TGTGAAGOGLCGATTCACCATC-TCCAGAGACA
extrall TGGGATGGATTGGTCCTGAA-GATGGTGAGACAAAGTATGTGCAGAAGT TCCAGG-CAGAGTCACCCTG-ATGGCAGACA
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Majority ---ACGCCAAGAACACG---——- CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
+- - + - + + + + + -—+
410 420 430 440 450 460 470 480
————— +- - t - t t t t t -—+
01_01 GCCACTCTTGTAGCTTGGCTAGC TTGT T T TAATCTCT T TACAT T TCTGGAGC TCATTAATTTCTATTACTGTTTCTTTICT
04 ———ACGCAAAGAATACG—————-— CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G— ———ACACAGCGGTGTATTACT
05 ———ACGCCAAGAACACG- ——CTGTATCTTCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G- ——-ACACGGCCGTGTATTACT
7 ——-ACGCCAAGAACACG- —-CTCTATCTGCAGATGAAC AGCCTCAGAGLC GAG-G- - ——ACACGGCCGTGTATTACT
10 ——-ACGCCAAGAACATG-——--- GCGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G- - ——ACACGGCCGTGTATTACT
11 ———ACGCCAAGAACACG—————- CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
12 ——-ACGCCAGGAACACG- ——-CTCTATCTGCAGATGAAC AGCC TGAGAGAC AAG-G-——-ACATGGCCGTGTATTACT
13 ——-ATGCCAAGAACACG- —-CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G-——-ACACAGCTGTGTATTACT
15 ———ACGCCAAGAACATG- ——GTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC TAG-G- ——-ACACGGCCGTGTATTACT
16 ———ACGCCAAGAACACA- —-CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGACAGTGGAG-G-——-ACACAGCCCTTTATTACT
7 ——-ATGCCAAGAACACG- —-CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAACTGAG-G- ——-ACACAGCCGTGTATTACT
18 ——-ACGCCAAGAACACA- —-GTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G--—-ACACGGCCATGTATTACT
19 ——-ATGCCAAGAACACA- —-CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGT -GAG-G--—-ACACAGCGGTGTATTACT
20 ———ATGCCAAGAACACG- ——CTGTACCTGCAGATGAAC AGCTTGAGAGC TGAG-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
21 ———ACGCCAAGAACACG- ——CTCTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G-———ACATGGCCATGTATTACT
22 ———ATGTCAAGAACACG—————-— CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGATCCGAG-G————ACACGGCCGTGTATTACT
23 ——-ATGCCAAGAACACG-——--- CTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAG-G- - —-ACACGGCCATGTATTACT
24 ——-ATGCCAAAAACACA- ~CTGTATCTGTAGAAGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-GRAGGACACGGLCGTGTATTACT
25 ——-ACGCCAAGAACACG- ~CTGTATCTGLAGATGAACAGLC TGAGAGCC GAG-G- - —-—ACACGGLCGTGTATTACT
26 ———ACACCAAGAACACG—————- CTGTATCTACAGATGAGC AGCCTGGGAGCCGAT -G ——-ACACGGCCCTGTATTACT
7 ———ACGTCAAGAACTCG-—————- CTGTATT TGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
28 ———ACGTCAAGAACACG- —CTATATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G- ——-ACACCGCCGTGTATTACT
29 ——-ATGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC TGCCTGAGAGCC GAG-G- ——-ACACGGCCGTATATTACT
31 ———ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTTCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G- ——-ACACGGCCATGTATTACT
32 ——-ATGCCAAGAACATG- ~CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G--—-ACATGGCCATGTATTACT
33 ——-ATGTCAAGAACACG- ~CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G----ACACGGCCATATATTACT
34 ———ACGCCAAGAACACG—————- CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G-———ACACGGCCGTGTATTACT
35 ———ACGCCAAGAACAAG—————— CTGTATCTTCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G-———ACACAGCCGTGTATTACT
7 ———ACGCCAGGAACACA- —GTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G-———ACACGGCTGTGTATTACT
38 ———ACGCCAAGAACATG- —GTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G————ATATTGCTGTGTATTACT
40 ——-ACGCCAAGAACACG-——-—- CTGTATCTGCAGATGAACAACCTGAGAGCCGAA-G- - —-ACACGGCCGTGTATTACT
41 ——-AAGCCAAGAACATG-——-—-- CTTTATCTACAGATGAACAGCCTGAGAGC TCAG-G- - ——ACATAGCCCTGTATTACT
42 ——-ATGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G- ——-ACACGGCCATATATTACT
43 ———ACGCCAGGAACACA- —GTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G- ——-ACACAGCTGTGTATTACT
44 ——-ATGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G- ——-ACACGGCTGTGTATTACT
7 ———ACGCCAAGAACACA- ~GTGTTTCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G- ——-ACAAGGCCATGTATTACT
48 ———ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G- ——-ACACAGCCGTGTATTACT
49 ———ACGCCAAGAACATG- —CTGTATCTACAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G- ——-ACACGGCCATGTATTACT
50 ——-ATTCCAAGAACACT- ~CTGTATCTGCAGATGACCAGCCTGAGAGCC GAG-G----ACACGGCCCTATATTACT
51 ——-ATGCCAAGAACACG- —CTGTACCTGCAGGTGAAC AGCCTGAGAGCC GAA-G--—-ACACGGCCGTGTATTACT
52 ———ATGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCC GAG-G-———ACACGGCCGTGTATTACT
53 ———ATGCCAAGAACATG—————— CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCCAG-G-———ACATGACCGCGTATTACT
54 ———ATGCCAAGA - - - CGGCCGTGTATTACT
56 ———ATGCCAAGAACACG—————— CTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGC TGAG-G-——-ACACAGCCGTGTATTACT
7 ———ATGCCAAGAACACG-
58 ——-ACGCCAAGAACATG-
83 ——-ACGCAAAGAATACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC AGCC TGAGAGC TGAG-G- ——-ACACAGCGGTGTATTACT
98 ——-ACGCCAAGAACACG- —CTCTATCTGCAGATGAACAGCC TCAGAGCCGAG-G--—-ACACGGCCGTGTATTACT
101 ——-ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAACAGCC TGAGAGCCGAG-G--—-ACACGGCCGTGTATTACT
7 ———CGGCCAAGAACCAG—————— TTCTCCCTGCAGCTGAGC TCCATGACCACCGAG-G-———ACACGGCCGTGTATTACT
117 ———ACGCCAAGAACATG—————— GTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCTAG-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
123 ———ACGCCAAGAACACA- —CTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGACAGTGEAG- G- ———ACACAGCCCTTTATTACT
134 ———ATGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAACTGAG- G- ———ACACAGCCGTGTATTACT
135 ——-ACGCCAAGAACACA-———-- GTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAG- G- ———ACACGGCCATGTATTACT
136 ——-ACGCCAAGAACACA-———-- GTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAG- G- ———ACACGGCCATGTATTACT
147 ———ACGCCAAGAACACG- —CTCTATCTGCAGATGAACAGCC TGAGAGCCGAG-G- ———ACATGGOCATGTATTACT
154 ———ATGTCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAACAGCC TGAGATCCGAG-G- ——-ACACGGOCGTGTATTACT
155 ———ATGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAACAGCC TGAGAGUCGAG-G- ——-ACACGGCCATGTATTACT
158 ———ATGCCAAAMACACA- —CTGTATCTGTAGAAGAAC AGCC TGAGAGUC GAG-GGAGGACACGGCCGTGTATTACT
159 ——-ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC AGCC TGAGAGCCGAG-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
160 ———ACACCAAGAACACG- —CTGTATCTACAGATGAGCAGCCTGGGAGCCGAT -6~ ——-ACACGGCCCTGTATTACT
166 ——-ATGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC TGCC TGAGAGCCGAG-G-——-ACACGGCCGTATATTACT
169 ——-ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTTCAGATGAAC AGCC TGAGAGCCGAG-G--—-ACACGGCCATGTATTACT
77 ———ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAAC AGCC TGAGAGCCGAG-G-———ACACGGCCGTGTATTACT
17 ———ACGCCAAGAACAAG—————— CTGTATCTTCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G-———ACACAGCCGTGTATTACT
183 ———ACGCCAGGAACACA—————— GTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAG-G-——-ACACGGCTGTGTATTACT
184 ———ACGCCAGGAACACA- —GTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAG-G-———ACACGGCTGTGTATTACT
192 ——-ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAACAACCTGAGAGCLGAA-G- —— - ACACGGLCGTGTATTACT
200 ——-ACGCCAGGAACACA-———-- GTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAG- G- ———ACACAGCTGTGTATTACT
201 ———ACGCCAGGAACACA-——-——— GTGTATCTGCAGATGAACAGCC TGAGAGLCGAG-G-——-ACACAGCTGTGTATTACT
217 ———ACGCCAAGAACACA- —GTGTTTCTGCAGATGAACAGCC TGAGAGC TGAG-G- ———ACAAGGCCATGTATTACT
219 ——-ACGCCAAGAACACG- —CTGTATCTGCAGATGAACAGCC TGAGAGC TGAG-G-——-ACACAGCCGTGTATTACT
220 ———ACGCCAAGAACATG- —CTGTATCTACAGATGAACAGCC TGAGAGC TGAG-G- ——-ACACGGCCATGTATTACT
223 ———ATTCCAAGAACACT- —CTGTATCTGCAGATGACCAGCC TGAGAGCCGAG-G-——-ACACGGCCCTATATTACT
225 ———ATGCCAAGAACACG- —CTGTACCTGCAGGTGAACAGCC TGAGAGCCGAA-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
226 ——-ATGCCAAGAACACG-—-———— CTGTACCTGCAGGTGAACAGCCTGAGAGCCGAA-G-——-ACACGGCCGTGTATTACT
231 ——-ATGCCAAGAACATG-—-——— CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCCAG-G-——-ACATGACCGCGTATTACT
232 ———ATGCCAAGAACATG—————— CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCCAG-G-———ACATGACCGCGTATTACT
235 ———ATGCCAAGA - -CGGCCGTGTATTACT
237 ———ATGCCAAGAACACG—————— CTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGC TGAG-G-———ACACAGCCGTGTATTACT
241 ——-ATGCCAAGAACACG-——--- CTGTATCTGCAGATGAACAGCC TGAGAGLCGAG-G- - —-TCACAGCCGTATATTACT
242 ——-ACGCCAAGAACATG- —-CTGTATCTTCAGATGAACAGCCTGAGAGC TGAG- G- ———ACACGGCTCTGTATTACT
99 ——-ACACCAAGAACATG- —-CTGTATCTGLAGATGAACAGCC TGAGAGLCGAG- G- ———ACACAGCCGTGTATTALT
115 ———ACACCAAGAACATG- ——CTGTATCTGCAGATGAAC AGCC TGAGAGCCGAG-G- ——-ACACAGCCGTGTATTACT
121 ———CATCCACAAGCACA- ——-GCCTACATGGAGC TGAGCAGTC TGAGAGC TGAG- G- ——-ACACAGCCATGTACTACT
149 ———ATGCCAAGAACACG- ——CTGTATCTGCAGATGAAC AGCC TGAGAGCCGAG-G- ——-ACACAGCCGTGTATTCCT
1532 ———-ATGCCAAGAACATG-—————— CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGCCGAG-G-——-ACATGGCCGTATATTATT
212 ———-GCACCAGGAACATG-—————— CTGTATCTGCAGATGAAC AGCCTGAGAGC TGAG-G-——-ACACAGCCGTGCATTGLT
extrall ---ATGCCAAGAACACG- ——-CTGTATCTGCATATGAACAGCCTG-———-—————~ —-ATAGCCCTGTATTATT
extral? ---ATGCCAAGAACACG- ——-CTGTATCTGCAGATGAACAGCC TGGGEAGCCGAG-G ACACGGCTGTGTATTATT
extral3 ---CAACCACAAGCACA------ GCCAACATGGAGC TGACCAGTC TGAGAGC TGAG-G-———ACACAGCCATGTACTACT
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Figura 32. Continuacao. Sequéncias miltiplas alinhadas de todos os
genes VH obtidos na linhagem germinativa canina. Noventa e dois genes
VH selecionados, parte da biblioteca de genes de imunoglobulinas canina.
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Majority GTGCGAG-GGACAC---AGTGAGGGGACCTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-———————= TGTAGAAGGGGAT
————————— +-———————t- t—————- + - + —-————- + -t
520
01_01
04 GTGCAAA-GGACAL - - -AGTGAGGGGACC TGAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CTTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
05 GTGCGAG-TGACAL - - -COTGAGGGAACC TCATTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —--TGTAGAAGGGGAT
7 GTGC----AGACAC ---AGTGAGGGCACCTCATTGTGAGCCCAAAC ACAAMA-CCTCCC - ———————— TGTAGAAGGGGAT
10 GTGCGAG-TGACAC - - -AATGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -———————— TGTAGAAGGGGAT
11 GTGCAAG-GGACAC - —-AGTGAGGTGACCTCTGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
12 GTGTGAG-TGACAC - - -CGTGAAGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—— ——TGTAGAAGGGGAT
13 GTGGGAAGGGACAC - - -AATGGLGGGAACTTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—- —-TGCAGAAGGGGAT
15 GTGTGAG-TGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—- —-TGTAGAAGGGGAT
16 GTGCGAG-AGACAC - - -AGTGAGGCGACTTCAGTGTGAGC TCAGACACAAA-CCTCCC-- —--TGTAGAAGGCGAT
7 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGGCGACCTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-ACTCCC—— ——TGTAGAAGGGGAT
18 GTGCAAA-GGACAC - - -AGTGAGGCAAAC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—- —-TGTAGAAGGGGAT
19 GTGCAGG-TGACAA-—-AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGTCCAGACACAAA-CCTCC - ———————- TGTAGAAGGGGAT
20 GTGAGAG-TGACAC - - -AATGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC - ———————- TGTAGGAGGGGAT
21 GTGC--—--AGACAC - - -AGTGAGGGGACGCAAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -~ —-TGTAGAAGGGGAT
22 GTGTGAA-GGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGATACAAA-CCTCCC - ———-————— TGTAGAAGAGGAT
23 GTGCAA-GGGACAL - - -AGTGAGGCGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA - CCTCCCTGCAGAAGC TGLAGAAGGGGAT
24 GTGCGAG-GGACALC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGCGAACCCAGACACAAA-CCTCCC - ———————— GOTCGAAGGGGAT
25 GTGTGAG-GGACAC ---AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -~ —-TGTAGAAGGGGAT
26 GTGTGAG-GGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCATTGTGAGCCCAGGCACAAA-CCTCCC—- —-TGTAGAAGGATAT
7 GTGCGAA-GGACAL - —-AATGAGGTGAACTCATTGTGAACCCACACACAAT-CCTCCC-- —-TGTAGAAAGGGAT
28 GTGCGGG-TGATAC - - -AGTGAGTCGACC TAAGTGTGAGCCCAAACACAAAATCTACC—— ——TGTATAAGGGGAT
29 GTGT---GGGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGTCCAGACACAAA-CCTCCC—— —-TGTAGAAGGGGAT
Exl GTGCGGG-TGACAC - - -AGTGAGGGAACATCAGTGTGAGCCCAGACACAAAACCTCCC - —-TGGAGAAGTGGAT
32 GTGTGAA-TGATAC - - -AGTTAGGGGACC TCAGAGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —--TGTAGAAGGGGAT
33 GTGCA-——-GACAC---AGTCAGGGGAAATCATTGTGAGCCCAGACACAAMA-CCTCCC-————————— TGTAGGTGGGGAT
34 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGTCGACCTCAGTGTGAGTCCAGACACAAA-CCTCCC - ——-————— TGTAGAAGGGGAT
35 GTGCGAA-GGACAL - —-AGTGAGTCGAACTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCTC-- —-TGTT-AAGGGGAT
7 GTGCGAA-GGACALC - - -AGTGAGGCAAACTCAATGTGAACTCAGACACAAA-CCTCCG-- —-TGTTGAAAGGGAT
38 GTGGGAA-GGACAC ---AGAGAGTCGACCTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-———————~ TGTAGAAGGGGAT
40 GTGCGAG-GGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC - ———————— TGTAGAAGGGGAT
41 GTGCA-—--GATGL - - -AGTGAGGGGACGTCACTGTGAGCCCAGACAGAAA-CCTTCC-- —-TGLA----GGGAC
42 GTGCA----GACAC - --AGTCAGGGGAAATCATTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —--TGTAGGTGGGGAT
43 GTGT----GGACAC ---AGTGAGGTGAAC TCAGTGTGAGCCCTGACACAAA-CCTCCC -~ —-TGTAGAATGGGTT
44 GTGC--—-ACACAC - - -COTGAGGGGACC TCAGT TTGAGC TCAGATACACA-CCTCCC—- —-TGTAGAAGGGGAT
7 GTGCGAG-GGACAL - - -AGAGAGGGLGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
48 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGGCGACCTCAGTGT T TGCCCAGACACAAA-CCTCCC—— ——TGTAGAAGGGGAT
49 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGTCGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—- —-TGTAGAAGGGGAT
50 GTGCGAT-GGACAC - - -AGTGACAGGATC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -——-————— TGTAGAAGGGGAT
51 GTGTGAG-TGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC - ———————- TGTAGAAGGGGAT
52 GTGTGAAGGGACAC - - -AATGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -~ —-TGTAGAAGGGGAT
53 GTGTGAG-TGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCATACACAAA-GCTCCC—- —-TATAGAAGGGGAT
34 GTGCGAA-GGACAL - - -AGTGAGGTGACC TAAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
35 GTGCAAG-GGACAG-—-AGTGATGGEGACC TCAGTGTAAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —--TGTAGAAGGGGAT
56 GTGCGAA-GGACAC ---AGTGAGTCAACC TCAGTGTGAGCCCAGACAGAAA-CCTCTC -~ --TGTT-AAGGGGAT
83 GTGCAAA-GGACAC - - -AGTGAGGGGACC TGAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CTTCCC-——-————~ TGTAGAAGGGGAT
98 GTGC--—-AGACAC - - -AGTGAGGGCACCTCATTGTGAGCCCAAAC ACAAA-CCTCCC - ———————— TGTAGAAGGGGAT
101 GTGCAAG-GGACAL - —-AGTGAGGTGACCTCTGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
7 GTGCAAG-AGACAC - --AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGGCCAGACACAAA-CCTCTCT- -GCAGGGACACAGGA
117 GTGTGAG-TGACAC ---AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -~ —-TGTAGAAGGGGAT
123 GTGCGAG-AGACAC - - -AGTGAGGCGACTTCAGTGTGAGC TCAGACACAAA-CCTCCC—- —-TGTAGAAGGCGAT
134 GTGCGAA-GGACAL - - -AGTGAGGCGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-ACTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
135 GTGCAAA-GGACAC - - -AGTGAGGCAAACTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—— ——TGTAGAAGGGGAT
136 GTGCAAA-GGACAC ---AGTGAGGCAMAC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -~ —-TGTAGAAGGGGAT
147 GTGC--—-AGACAC - - -AGTGAGGGGACGCAAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC -————————— TGTAGAAGGGGAT
154 GTGTGAA-GGACALC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGATACAAA-CCTCCC - ———————- TGTAGAAGAGGAT
155 GTGCAA-GGGACAC - - -AGTGAGGCGACCTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCCTGCAGAAGC TGC AGAAGGGGAT
158 GTGCGAG-GGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGCGAACCCAGACACAAA-CCTCCC - ———————— GGTCGAAGGGGAT
159 GTGTGAG-GGACAL - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC - ———————- TGTAGAAGGGGAT
160 GTGTGAG-GGACAL - - -AGTGAGGGGACC TCATTGTGAGCCCAGGCACAAA-CCTCCC - ———————- TGTAGAAGGATAT
166 GTGT---GGGACAC ---AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGTCCAGACACAAA-CCTCCC -~ —-TGTAGAAGGGGAT
169 GTGCGGG-TGACAC - - -AGTGAGGGAACATCAGTGTGAGCCCAGACACAAAACCTCCC -~ —-TGGAGAAGTGGAT
77 GTGCGAA-GGACAL - —-AGTGAGTCGACC TCAGTGTGAGTCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
78 GTGCGAA-GGACAC - —-AGTGAGTCGAACTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCTC-- —-TGTT-AAGGGGAT
183 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGGCAMAC TCAATGTGAAC TCAGACACAAA-CCTCC G-~ —-TGTTGAAAGGGAT
184 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGGCAAACTCAATGTGAAC TCAGACACAAA-CCTCC G- —-TGTTGAAAGGGAT
192 GTGLGAG-GGACAL - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
200 GTGT-—-——GGACAC - - -AGTGAGGTGAAC TCAGTGTGAGCCCTGACACAAA-CCTCCC-————————— TGTAGAATGGGTT
201 GTGT--—-GGACAC - - -AGTGAGGTGAAC TCAGTGTGAGCCCTGACACAAA-CCTCCC - ———-————— TGTAGAATGGGTT
217 GTGCGAG-GGACAC - - -AGAGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—- —-TGTAGAAGGGGAT
219 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGGCGACCTCAGTGT T TGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —--TGTAGAAGGGGAT
220 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGTCGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAMA-CCTCCC-————————— TGTAGAAGGGGAT
223 GTGCGAT-GGACAC - - -AGTGACAGGATC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC - ———————— TGTAGAAGGGGAT
225 GTGTGAG-TGACAL - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
226 GTGTGAG-TGACAL - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —--TGTAGAAGGGGAT
231 GTGTGAG-TGACAC ---AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCATACACAAA-GCTCCC -~ —-TATAGAAGGGGAT
232 GTGTGAG-TGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCATACACAAA-GCTCCC—- —-TATAGAAGGGGAT
235 GTGCGAA-GGACAL - - -AGTGAGGTGACC TAAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC-- —-TGTAGAAGGGGAT
237 GTGCGAA-GGACAC - —-AGTGAGTCAACCTCAGTGTGAGCCCAGACAGAAA-CCTCTC-- —-TGTT-AAGGGGAT
241 GTGCAAG-GTACAC ---AGTGAGGGGACC TCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CTTCCC -~ —-TATAGAAGGGGAT
242 GTGCA-——-GACAC - - -AGTGAAGGGACCTCTGTGTGAGCCCAGACACAAA-CATCCC - ——-————— TGTAGAAGGGGAT
99 GCATGAG-GAACAL - —-AGTGAGT TGACATCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCC - ———————- TGTAGAAGGGGAT
115 GCATGAG-GAACAC - - -AGTGAGT TGACATCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—— ———-TGTAGAAAGGGAT
121 CTGTGA-—-GACAC - - -AGTGTGAGAACCCACATCCTGGGAGTGTCAGAAACCCTGGTG- AGAGCGCAGCTGTGATA
149 GTGCGAA-GGACAC - - -AGTGAGTCGACCTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCTC -~ ———-TGTAGAAGGGGAT
153 GTGCAAG-GTACAC - - -AGTGAGGGGACC TCAGTGTGTGTCCAGACACTCA-CTTCCC-- —--TGTAGAAGGGGAT
212 GTGCGAG-GGACAC - - -AGTGAGGGGACC TCATTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—— ——TGTAGAAGAAGAT
extrall GTGTGAG-TGACAC---ATTGCGGGGACTTTAGTGTGAGTCCAGACAGAAATCCTCCT-- ——-GGTGAAGGGAAT
extrall GTGTGAA-ACAGAG-——-AGTGTGGGGACCTCAGTGTGAGCCCAGACACAAA-CCTCCC—— ———-TGTAGAAAGGGAT
extral3l GTGTGA-——-GAC-———— AGTOTGAGAACCCACATCGTGGGAGTGTCAGAAACCCTGGTG - — - - AGATGACAGCTGTGLTG

Figura 32. Continuacao. Sequéncias miltiplas alinhadas de todos os
genes VH obtidos na linhagem germinativa canina. Noventa e dois genes
VH selecionados, parte da biblioteca de genes de imunoglobulinas canina
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Figura 33. Arvore filogenética gerada através do programa Megalign.
Estao identificadas as 05 familias dos genes VH selecionados na linhagem

germinativa canina.
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3.2 GENES DH SELECIONADOS NA LINHAGEM GERMINATIVA CANINA

Foram identificados 10 genes DH situados entre as sequéncias de

recombinacao de sinal (RSS) (Figura 34 e 35).

Majority AGXTTTXGXCXAGGCCTGTXTCACTGTGC TAXTGAC GTAGTGAGGGE ~CACAGTXANKACKXNCAXANAC AAAANCCOIX

————————— e S s et R
10 20 30 40 50 80 70 8O

————————— st s T e e e

DH1 GEATTGGLGGETGGCTC TG TGTCAC TGTGGTAC TAC TG TACTGATGAT -TACTGT T TCAACCACAGCATTTCAGCGCCCAT

DH2 ACTTTTTGACAAGGAACATTGCACTOGTGC TACTACGOTAGC TACTAC -CACAGTGACAGAGGCAGCAGCAAAAACC

DH3 AGTTATTGTCAAAGGGTGTCACACAGTGT-AT--ATATATATGGATACCACAGTGATGCCTCCCATAGCAGCAACT

DH4 GGTTTCAGACC TGGTCTGTGTCACGGTGGTATAGTAGCAGC TGGTAC -CACAGTGACACCATCCAGGEC -CAGAAACC

DHS AGATTTTGTAAAGGCC TGAGGCAGTGTGA-GTTCTAGTAGT TGGGGETCACAGTGCC TCAGACCAATC ACAAAAACC

DHE GGGTTTGGCCCAGGTAGGAACCACAGTGCTA--ACTGGGGOCACAGT - GATTGACAGC TCTACAAAAACT

DH7 _nr AGCTGGAGAGC TGGCCACTGCCACTGTGGT TGT -TCCTCCTGGGECC TAACAAGATAAACAACCACCACTGAGCCTCACA

DHE_Nr  ——-—-———-————- CCTGTATTACTGTGCGAGGEACACAGTGAGGGGACC TCAGTGTGAATCCAGACACAAACGTCCCT

DHO9_nr - ——————— CATGTATTACTGTGLGGGTGACACAGTGAGGGAACATCAGTGTGAGCCCAGACACAAAACCTCCC

DH10_nr ---——-———-—————- COTGTATTACTGTGC GAAGGACACAGTCAGGCGACCTCAGTGTGAGCCCAGACACAAAACTCCCT

Figura 34 Sequéncias miiltiplas alinhadas de todos os genes DH obtidos
na linhagem germinativa canina. 10 genes DH selecionados, parte da
biblioteca de genes de imunoglobulinas canina.
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Figura 35, Arvore filogenética gerada através do programa Megalign
mostrando as relacoes filogenéticas dos genes DH.
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3.3 GENES JH SELECIONADOS NA LINHAGEM GERMINATIVA CANINA

Foram identificados 09 genes JH situados apds as sequéncias conservadas de

recombinacao de sinal (RSS) (Figuras 36 e 37).

Majority - ----------- HHTHRTHGGGGCCTHGGGEETTTHGCCCATGT GGTHA CAATHGTTTTGACTACT GGGECCAXGGLACT
10 20 30 a0 a0 G0 70 a0

JHT - GGTTTATGTCAGGGGA GOAGCAGGGACTGTGTCCCTGTG- - - - CAATGCTTTTGGTTACT GGGGCCAGGGTACT

JHZ e GGTTTTTGTACACCGCCTAATGGEGUCCTTGGUAATGTGATAATTTTGACTACT GGGEUCAGGGAACC

JHE - GGETTTCGGTTGGGT GTGGAT GGT GATTTCACCACTGTGATTACTATGGTAT GGACTACT GGGGECCAT GGLACT

JHe_nr e e e ATTGTCTGGGGT CCCAGCATGGTTGT CA- TATTGT GACAACTGGTTCTACTACTGGGGCCAAGGGACT

JHS_nr - CTGTGGGGETCTGCTGCAGGOT GCAGCACAGGGACAGCTCACTGGGT GACATTTACTTTGACCTCT GGGGCCCGGGLACT

JHE_nr GGOCCEECTTTTGTGT GOT GGGGACTAGGCAGGT GTAT CAGT GTGAACATGATTACTTAGACCT CTGGGECCAGGGLACC

U | I I CTATGGTATGGACTACTGGGGCCAT GGLACT

JHE_nr - CCCTCTGGCCCT GEGGGGTTTGGCCCA GGTAGBAACCACAGT GCTAACT GGGGLCACAGT GATT GA

JHI_nr e e CCCTCTGGCCCT GEGGEGTTTGGCCCA GGTAGOAACCACAGT GCTAACT GGGGLCACAGT GATT GA

hlajority CTGGTCACC(?TCTCCTCAG}I{XX}{X}{}{}{}{}(}I{}{X}{}{X}{}{X}{}I{X}{}(XXX}{}{X%XXXXX}{XXX)I(XXXX}{XXXX}SXX}{XX}{XXX}I{
an 100 110 120 130 140 150 160

JH1 CTGGTCACTGTCTCCTCAG

JHZ CTGGTCACCGTCTCCTCAG

JH3 TCACTCTTCGT GTCCTCAG

JH4_nr CTGGTCACTGTGTCCT CAG

JHS_nr CTGGTCACCATCTCCT CAG

JHE_nr CTGGTCACCGTCTOCT CAG

JHY_nr TCACTCTTCOGT GTCCTCAGGTAAGAGCGGCCOTCOT GGEGCCTTTATTTTCTGCTCCTTTCTCTGGGGTTTT CT GAGCAT

JHE_nr CAGCTCTACAAAAACCCGGT GGGICAG

JHS_nr CAGCTCTACAAAAACCCGGTGGGICAG

Figura 36. Sequéncias multiplas alinhadas de todos os genes JH obtidos
na linhagem germinativa canina. 09 genes JH selecionados, parte da
biblioteca de genes de imunoglobulinas canina.
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Figura 37. Arvore filogenética gerada através do programa Megalign
mostrando as relacoes filogenéticas dos genes JH.
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4. DISCUSSAO

Neste capitulo identificamos o repertorio de genes que compdem a
regiao variavel da cadeia pesada da imunoglobulina canina. A partir
desse repertorio construiu-se uma biblioteca génica com 92 genes VH,
10 genes DH e 09 genes JH. A analise da similaridade entre as
sequéncias dos genes VH demonstrou que o locus da cadeia pesada da
imunoglobulina analisado possui cinco familias de genes: VH1 com 34
genes, familia VH2 com 22 genes, familia VH3 com 19 genes, familia

VH4 com 12 genes e familia VHS com cinco genes.

Bao e colaboradores (2010) também realizaram uma caraterizacdo do
repertorio de genes VH em caes, porém eles localizaram apenas 80
genes VH, seis genes DH e trés genes JH. Além disso, esses autores
descreveram apenas trés familias VH, sendo que a familia principal e
maior (VHI1) tem um total de 76 genes. A sequéncia de cDNA de gene
VH canino (XM_844149) utilizada por eles na busca das sequencias
genomicas foi removido do Genbank, tornando dificil a comparacao com
a sequéncia utilizada no presente estudo e avaliar possiveis diferencas
entre ambas que explicasse a discrepancia no numero de genes (BAO et

al, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado que o numero de genes e a extensao
da diversidade entre os segmentos génicos variam de acordo com a
espécie (VAN DIJK et al, 1993; CHEVILLARD et al., 2002). Em seres
humanos, a regido variavel € composta de sete familias de gene VH na
linhagem germinativa, incluindo 100 genes, além de 30 segmentos

génicos DH e seis segmentos génicos JH (VAN DIJK et al, 1993).

No presente estudo, descrevemos os segmentos génicos, VH, DH e JH
de imunoglobulina na espécie Canis lupus familiaris assim como o grau
de similaridade entre os genes VH, categorizando-os em familias. Esses

dados nos permitirdo futuramente analisar resultados dos estudos
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relacionados a diversidade e clonalidade de células imunocompetente
como células B e plasmoécitos dos bacos de caes com leishmaniose

visceral.
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CAPITULO 5

DISCUSSAO GERAL
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Desde que os resultados obtidos em cada etapa deste estudo foram
discutidos nos capitulos nos quais foram apresentados, nesta discussao
abordaremos algumas questoes mais gerais e perspectivas associadas a

este estudo.

No conjunto de estudos apresentados nos capitulos anteriores
procuramos contribuir para a compreensao dos mecanismos envolvidos
na desorganizacao do tecido esplénico associada a LV. Estudos do
nosso grupo tém mostrado que ha uma relacao entre a desorganizacao
linfoide esplénica e formas grave da LV (SANTANA et al, 2008; LIMA et
al, 2013). Em estagios graves de LV, a emergéncia de coinfeccoes pode
favorecer ao aprofundamento das alteracdoes esplénicas e a progressao
da LV. Sabe-se que o baco desempenha um papel importante na defesa
contra a infeccao viral e bacteriana sistémica (ANDRADE et al, 1990,
BENEDICT et al, 2006). A desorganizacao dos microambientes do baco
pode interferir com a resposta imunologica a infeccoes bacterianas, tais
como conjuntivite purulenta e com o estado inflamatério observada

nestes animais (dado nao publicado).

Os compartimentos do tecido linfoide do baco estdo alterados nas
diferentes fases da evolucdo da leishmaniose visceral e apresentam
profunda desorganizacao associada a plasmocitose em formas graves da
doenca em caes e humanos (SANTANA et al. 2008; SILVA et al. 2012;
VERESS et al. 1983; VERESS et al. 1977). Essa desorganizacao
estrutural do baco parece nao ser privativa da LV e pode contribuir para
a manutencao e agravamento de enfermidades cronicas (BRANDT et al.

2005; HANSEN ET AL. 2001).

Na LV, as alteracoes esplénicas podem tornar-se mais evidentes devido
ao fato de ser este orgdo comprometido durante todo o curso da

enfermidade (CARRION et al. 2006; WILSON et al. 1996).
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No presente estudo, trabalhamos com caes errantes ou semi-
domiciliados, e sabemos que nesses animais outras enfermidades
também podem cooperar para a desorganizacao estrutural do baco. A
cinomose, por exemplo, € uma doenca viral endémica no Brasil e
também esta associada com a desestruturacao rompimento do tecido
linfoide (KUMAGAI et al, 2004). A infeccao pelo virus da cinomose, por
exemplo, pode causar atrofia e deplecao de células em orgaos linfoides
resultando em ruptura de tecido linfoide e imunodeficiéncia em caes

(MCCULLOUGH B et al, 1974; STEVENS DR, et al, 1976).

Porém, apesar da provavel contribuicdo de coinfeccoes para a
desorganizacao estrutural do baco em caes com LV, sabemos com base
em estudos com modelos experimentais murinos que a infeccao por
Leishmania, per si, pode resultar nessa alteracao esplénica (ATO, et al,

2004, ATO et al, 2006, ENGWERDA et al, 2010).

Muito do papel desempenhado pelo baco na defesa contra infeccoes é
dependente de interacdes celulares que ocorrem na zona marginal e nos
foliculos linfoides, que como demonstramos nos capitulos anteriores
estdo comprometidas nesses animais. Os seres humanos que morrem
de leishmaniose visceral grave também apresentam desorganizacao
estrutural do tecido linféide além de infeccoes bacterianas no pulmao,
ouvido, mucosa oral, trato intestinal e pele (ANDRADE et al, 1990;
VERESS et al, 1977).

A desestruturacao do tecido linfoide na leishmaniose visceral tem sido
estudada na perspectiva da compreensdo dos mecanismos de
susceptibilidade de caes e seres humanos a formas graves da LV e do
acompanhamento da evolucao da enfermidade em caes. Esta em curso,
em nosso laboratorio a validacao de uma técnica de cell-block que tem
se mostrado promissora para avaliacao sequencial das alteracoes
esplénicas em caes. A técnica de cell-block permite a analise dos

compartimentos esplénicos em material proveniente de aspirado do
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baco obtido in vivo, sem necessidade de sacrificio dos caes (SANTOS,

ORNELAS et al, 2008, Figura 38).
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Figura 38. Histologia do aspirado esplénico processado através da
técnica de cell-block e corado com HE. A = polpa vermelha, B = destaque da
polpa branca.

Esta técnica de cell-block pode compor um painel de testes que serao
relevantes na identificacdo com maior acuracia de caes susceptiveis ao
desenvolvimento de formas graves de LV e para o estudo da resposta de
caes a vacinas e terapéuticas contra a leishmaniose visceral canina. A
proposta € compor um painel de testes que permitira uma decisao
segura sobre o acompanhamento e manutencao de uma populacao de
caes resistentes ao desenvolvimento de doenca, nas areas endémicas,
com potencial efeito protetor contra infeccoes humanas. Esse aspecto €
particularmente importante tendo em vista que atualmente, caes
susceptiveis e resistentes a leishmaniose visceral sao removidos
indiscriminadamente das areas endémicas. Essa pratica ndo tem tido o
desejado efeito de reducdo da transmissao, possivelmente, por uma
variedade de fatores, entre eles, a potencial retirada de caes resistentes
a disseminacao do parasito e substituicdo por novos caes susceptiveis,
adquiridos pelos donos, que tém seus animais eutanasiados (DOS-

SANTOS et al, 2013).
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CAPITULO 6

CONCLUSOES
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. A redistribuicao de populacoes celulares do baco, em especial
de células B, células dendriticas foliculares e plasmocitos esta
relacionada com a desorganizacao do tecido esplénico e com a
atrofia da polpa branca em caes de uma area endémica para

leishmaniose;

. A desorganizacao do tecido linféide esplénico de caes de uma
area endémica para leishmaniose visceral atinge

predominantemente a formacao de foliculos

. Ha relacao entre a desorganizacao do tecido esplénico de caes de
area endémica para leishmaniose visceral e a diminuicao da
expressao de CXCL13, quimiocina que controla a organizacao dos

foliculos de células B;

. A desorganizacao do tecido linféide esplénico em caes de uma
area endémica para leishmaniose visceral esta associada com
disglobulinemia, hipergamaglobulinemia, ativacao policlonal e
plasmocitose intensa no baco, especialmente de plasmocitos

secretores de IgG;

. Ha relacdo entre a plasmocitose observada em caes com LV e o
aumento da expressao das citocinas CXCL12, BAFF e APRIL, que

sao envolvidas na ativacao e homing de plasmocitos.
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Neste capitulo estdo anexados os trabalhos que foram publicados em
revistas de indexacao internacional durante o periodo do doutorado. O
primeiro trabalho (SILVA et al, 2012) originou-se a partir de dados
contidos no capitulo 2 dessa tese. Os outros trabalhos foram publicados
em colaboracoes relacionadas a area de pesquisa em leishmaniose
(LIMA et al, 2014, BATISTA et al, 2012) e Patologia (MARQUES et al,
2012).

Durante o periodo do doutorado, os daods obtidos com esta tese foram
apresentados em congressos nacionais e internacionais, sendo

premiado em dois destes:

1. Melhor apresentacdao oral no XXVII Congresso da Sociedade
Brasileira de Patologia e XXVIII Congreso de La Sociedad

Latinoamericana (Maceio — AL, 2011)

2. Melhor apresentacao oral em leishmaniose (Medalha de prata
Aluizio Prata) no Encontro Aplicado a Pesquisa em Leishmaniose
(Uberaba — MG, 2011)
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