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INFECTADOS COM Leishmania infantum

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Taina Luis de Souza

Na leishmaniose visceral canina (LVC), o bago € um dos principais 6rgaos afetados e
a desorganizagdo da microarquitetura esplénica tem sido associada a progressao da
doenca, reducdo da expressdo de citocinas e quimiocinas e falha no controle da carga
parasitaria, sendo este perfil compativel com a exaustao celular. O objetivo deste estudo foi
avaliar a expressdo in situ dos marcadores de exaustdo e sua relacdo com a
desorganizacdo da microarquitetura esplénica e carga parasitaria. Para tal, 41 cées
naturalmente infectados com Leishmania infantum foram submetidos & quantificacdo da
carga parasitaria por PCR quantitativo do alvo ssrRNA em tecido esplénico. Além disso, foi
feita a avaliagdo histopatoldgica a partir de cortes de bago corados com hematoxilina e
eosina com 0 objetivo de avaliar o grau de desorganizagdo da polpa branca esplénica
(PBE). Os animais foram agrupados de acordo com a organizacdo da PBE e carga
parasitaria como: 1- organizado/baixa carga parasitaria (OB, n=10); 2- desorganizado/baixa
carga parasitaria (DB, n=22); 3- desorganizado/alta carga parasitaria (DA, n=8). Células
CD4, CDS8, IFN-y, IL-10, TIM-3 e CTLA-4 foram detectadas por imuno-histoquimica e as
células apoptoticas pela técnica de TUNEL. A desorganizacdo da PBE ocorreu juntamente
com a reducéo dos foliculos linfoides/mm?, células CD4 e agravamento da doenca. IFN-y e
células CTLA-4 foram detectadas nos cdes OB havendo redugéo de acordo com o aumento
da desorganizacdo e carga parasitaria. TIM-3 foi altamente expresso e similar entre os
grupos. Apoptose foi detectada mesmo em cées organizados, aumentando em céaes DB e
reduzindo em DA. Houve correlagbes negativas entre TIM-3 e CTLA-4, negativas entre IFN-y
e células apoptéticas, e positivas entre CTLA-4 e células apoptéticas. Células B TIM-3*
foram detectadas por imunofluorescéncia em todos os grupos, ndo havendo diferenca entre
estes. A expressdo génica de PD-1, PD-L1, PD-L2 e LAG-3 foi identificada, onde a
expressdo foi menor nos grupos que apresentaram maior desorganizacdo e carga
parasitaria no baco, sendo significativa esta diferenca em PD-L1 e LAG-3. O conjunto de
resultados indica que a exaustdo em células T deve ocorrer nos estagios iniciais da
infeccdo, uma vez que os animais OB apresentaram células TIM-3*, CTLA-4", PD-1", PD-
L1", PD-L2" e LAG-3". A apoptose € o mecanismo envolvido na reducdo de foliculos
linfoides, células CD4, CTLA-4 e IFN-y. O presente estudo demonstra uma associagao entre
marcadores de exaustdo, apoptose e desorganizacdo esplénica, reducdo de linfécitos CD4,
falha no controle da carga parasitéria e piora da enfermidade.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Taina Luis de Souza

In canine visceral leishmaniasis (LVC), the spleen is one of the main organs affected
and the disorganization of the splenic microarchitecture has been associated with disease
progression, reduced expression of cytokines and chemokines, and failure to control
parasitic load, being this profile compatible with cellular exhaustion. The objective of this
study was to evaluate the in situ expression of the markers of exhaustion and its relation with
the disorganization of the splenic microarchitecture and parasitic load. To that end, 41 dogs
naturally infected with Leishmania infantum were submitted to quantification of the parasite
load by quantitative PCR of the ssrRNA target in splenic tissue. In addition, histopathological
evaluation was performed from spleen sections stained with hematoxylin and eosin with the
objective of evaluating the degree of disorganization of the splenic white pulp (SWP). The
animals were grouped according to the organization of the SWP and parasitic load as: 1-
organized/low parasitic load (OL, n=10); 2- disorganized/low parasitic load (DL, n=22); 3-
disorganized/high parasitic load (DH, n=8). CD4, CD8, IFN-y, IL-10, TIM-3 and CTLA-4 cells
were detected by immunohistochemistry and apoptotic cells by the TUNEL technique. The
disorganization of SWP occurred along with the reduction of lymphoid follicles/mm? CD4
cells and worsening of the disease. IFN-y and CTLA-4 cells were detected in the OL dogs
with reduction according to the increase of the disorganization and parasitic load. TIM-3 was
highly expressed and similar between the groups. Apoptosis was detected even in organized
dogs, increasing in DL dogs and reducing in DH. TIM-3" B cells were detected by
immunofluorescence in all groups, with no difference between them. The gene expression of
PD-1, PD-L1, PD-L2 and LAG-3 was identified, the expression was lower in the groups that
presented greater disorganization and parasitic load in the spleen, being significant this
difference in PD-L1 and LAG-3. The set of results indicates that T cell exhaustion should
occur in the early stages of infection, since OL animals had TIM-3*, CTLA-4*, PD-1", PD-L1",
PD-L2" and LAG-3" cells. Apoptosis is the mechanism involved in the reduction of lymphoid
follicles, CD4, CTLA-4 and IFN-y cells. The present study demonstrates an association
between exhaustion markers, apoptosis and splenic disorganization, reduction of CD4
lymphocytes, failure to control parasitic load and worsening of the disease.
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INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas tropicais e subtropicais causadas por parasito
intracelular do género Leishmania, que € transmitido aos seus hospedeiros
vertebrados pelo repasto sanguineo de flebotomineos, principalmente dos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia. S&o encontradas em todos 0s continentes com excecao
da Antartida, e sdo endémicas em areas geograficas circunscritas no nordeste da
Africa, no sul da Europa, Oriente Médio e na América do Sul e Central (Alvar et al.,
2012). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose é
considerada uma das sete doencgas tropicais mais importantes, representando um
grave problema de saude mundial, apresentando um amplo espectro de
manifestacfes clinicas. A doenca apresenta uma diversidade de manifestacfes
clinicas, agrupadas em duas categorias: Leishmaniose Tegumentar (LT) e
Leishmaiose Visceral (LV) (WHO, 2010).

A LV, também conhecida como kala-azar, € a forma mais grave de
leishmaniose, sendo em alguns casos fatal se ndo tratada a tempo. Geralmente
apresenta um periodo de incubacéo de 3 a 8 meses (Piscopo e Mallia, 2007), apesar
de existirem relatos de até 34 meses (Stone et al.,, 1952). A populacdo em risco
inclui criangas menores de 5 anos, pacientes imunocomprometidos e pessoas que
apresentam desnutricdo (Silva et al., 2005; Cruz et al., 2006; Maciel et al., 2008). Os
sintomas podem iniciar gradualmente ou de forma subita. Produz lesées em 6rgaos
do sistema fagocitico mononuclear e manifesta-se com adenomegalias,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia, hipergamaglobulinemia, febre
(intermitente), perda de peso, astenia, pigmentacdo cuténea, assim como &reas
hipopigmentadas na boca, nas méos e na linha central do abdémen (Berman, 1998).
Estes sintomas derivam da invasédo dos orgaos alvos: baco, figado, medula éssea,
etc. As espécies que causam a LV pertencem ao complexo Leishmania donovani:
Leishmania donovani na india e na Africa Oriental e Leishmania infantum nas
demais regiées endémicas (Alvar et al., 2012). A LV antroponoética causada por L.
donovani encontra-se presente no leste da Africa e na india afetando pessoas de
todas as idades, ainda que outras espécies como L. tropica possam visceralizar

ocasionalmente (Sacks et al. 1995).



1.1.1 Ciclo bioldgico

Conforme revisto por Bates (2007), os parasitos sdo transmitidos através do
repasto sanguineo dos vetores fémeas de flebotomineos infectados (Phlebotomus
no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo). O ciclo de vida complexo das
espécies do género Leishmania comeca com o0s promastigotas prociclicos
extracelulares flagelados no intestino dos vetores, onde se multiplicam por divisdo
binaria. Os parasitos sofrem metaciclogénese, tornando-se promastigotas
metaciclicos. Estas formas podem ser identificadas proximas a valvula do
estomodeu. Elas possuem um corpo celular pequeno, flagelo longo e nédo se
dividem. Sao parasitos altamente médveis e livres que podem migrar ao longo do
intestino anterior e alcancar a faringe, cibario e probdécide. Através da regurgitacao,
os flebotomineos introduzem parasitos juntamente com fatores imunomoduladores e
componentes salivares durante a alimentacdo nas areas expostas da pele dos
hospedeiros, introduzindo moléculas como apirase, com acdo anti-agregacao
plaguetaria e maxadilan, com acéo na ativacdo de macréfagos (Ribeiro et al., 1986;
Rogers e Titus, 2003). Tais parasitos sdo internalizados por fagocitos, como
neutrdfilos, células dendriticas e, especialmente, macrofagos em tecido dérmico. A
eferocitose dos neutrdéfilos pelos macréfagos é também a origem da invasao celular
do parasito em macréfagos (Handler et al., 2015; Kaye e Scott 2011; Ribeiro-Gomes
e Sacks 2012).

Dentro de macréfagos, ha uma transformacgéo para outro estagio parasitario,
as formas amastigotas (formas com flagelos ndo aparentes). Estas formas séo
capazes de multiplicar no interior de macréfagos dérmicos e também em outras
células de diferentes tecidos do sistema fagocitico mononuclear, como os linfonodos
e o figado (Barsky et al., 1978). O ciclo reinicia quando as fémeas de flebotomineos
ingerem células infectadas durante a alimentacdo no hospedeiro infectado. Dentro
dos vetores, 0s parasitos tornam-se promastigotas assim que atingem o intestino
posterior ou o intestino médio (dependendo do subgénero de Leishmania spp.), onde
se multiplicam para migrar novamente para as glandulas salivares dos vetores,
perpetuando assim seu ciclo de vida (Kaye e Scott 2011; Ribeiro-Gomes e Sacks
2012; Frézard, 2015) (figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de vida da Leishmania spp. Adaptado de Frézard, 2015.

1.1.2. Epidemiologia

A epidemiologia da LV € variada (figura 2), sendo o resultado de interacdes
associadas entre o vetor (biomassa, espécie, capacidade vetorial, comportamento,
etc.), o hospedeiro (biomassa, espécie, estrutura etéria, raca, tipo de reproducéo,
medidas de controle), o parasito (biomassa, zimodema) e fatores ecologicos (como
temperatura, higrometria, nichos ecoldgicos do vetor, principalmente larvas, etc.)
(Ready, 2008). Os padrdes epidemiologicos da infeccdo por L. infantum sao
dindmicos, com uma clara tendéncia para a extensao geografica, um aumento das
espécies hospedeiras e vetoriais listadas e a descricAo de novos zimodemas
(Chaara et al., 2014).

No ambiente silvestre no Brasil, os reservatorios sao as raposas (Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris), enquanto que na
area urbana, o cdo (Canis familiaris) € a principal fonte de infec¢do (Brasil, 2014). O
estilo de vida do cao é muito importante, uma vez que 0s caes que vivem ao ar livre

ou nao tém protecdo baseada em inseticidas (principalmente coleiras
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antiparasitarias) estdo mais expostos (Fraga et al., 2012). A distribuicdo geografica
da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) corresponde a distribuicdo de seus vetores.
Esta doenca esta presente em 50 paises na Europa, Africa, Asia e América (WHO,
2010), incluindo novas areas endémicas onde ocasionalmente sdo relatados surtos,
como Estados Unidos (Freeman et al., 2010) e Canada (Schantz et al., 2005). Nos
Estados Unidos, a LVC é considerada uma doenca emergente em cdes (Petersen,
2009). De modo geral, nas areas endémicas, o numero de caes infectados é muito
maior do que o numero de casos clinicos. Este aspecto conduz a epidemiologia
desta infeccdo, uma vez que o0s cdes assintomaticos sdo 0s importantes
reservatorios dos parasitos. O principal ciclo epidemiolégico da LVC é doméstico;
esta concentrado em regides suburbanas, enquanto o ciclo silvestre é criptico. Os
gatos também podem expressar sinais clinicos de leishmaniose visceral. Em um
estudo composto por 200 gatos, dois animais apresentaram sinais clinicos,
especificamente lesbes crostosas na regido cervical dorsal juntamente com
hepatoesplenomegalia (Costa et al., 2010), mas seu papel como reservatérios ainda
€ desconhecido e precisa ser explorado (Martin-Sanchez et al., 2007; Solano-
Gallego et al., 2007; Figueiredo et al., 2009.).
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Figura 2 - Status da endemicidade da leishmaniose visceral humana no mundo. Adaptado de WHO 2015.



1.2 Leishmaniose Visceral Canina

1.2.1 O cdo como reservatério urbano

O céo tem sido implicado como principal reservatério urbano do parasito e
fonte de infeccdo para o vetor Lutzomyia longipalpis, uma vez que estes mamiferos
apresentam intensa carga parasitaria na pele e sangue (Borja et al., 2016). Além
disso, nestes canideos a doenca é fatal devido a escassez de farmacos eficazes
para uso em animais, sendo adotado o procedimento de eutanasia de animais
infectados, visto que para humanos, a presenca de cées infectados oferece risco
para a aquisicdo da LV (Aslan et al., 2016). Embora na forma assintomatica os cées
apresentem um padréo de resposta celular do tipo I, isto €, baixa carga parasitaria,
auséncia de sinais clinicos, formacdo de granuloma, presenca de células T,
macrofagos e células dendriticas e elevada expressdo de IFN-y, tais cdes também
sdo eutanasiados uma vez que € frequente a conversdo da forma assintomatica
para sintomética com alta carga parasitaria (Saporito et al., 2013).

Moreno e Alvar (2002) descreveram que cdes sdo excelentes modelos para o
entendimento da imunopatogenia da LV e tém sido considerados reservatorios do
parasito dentro do ambiente urbano devido a sua relagdo com humanos e seu papel
na manutencdo do ciclo do parasito (Moreno e Alvar, 2002; Brasil, 2014).
Tanto cées naturalmente infectados como experimentalmente infectados sé&o
utilizados nos estudos da LV, o que muito tem contribuido para 0os avancos nas
pesquisas de farmacos e insumos para composicdo de vacinas, uma vez que este

modelo é considerado adequado para o entendimento da LV (Goto e Lindoso, 2004).

1.2.2 Sinais Clinicos

Na LVC, os sinais clinicos mais comuns sao: onicogrifose, anorexia,
dermatite, linfadenopatia, alopecia e ceratoconjuntivite (Lima et al., 2014; Cavalcanti
et al., 2015). Pode haver também o acometimento de tecidos como rins, linfonodos,
figado, trato gastrointestinal, além do sistema nervoso central e medula 6ssea (Silva
et al., 2013). O acometimento de multiplos 6rgdos se da atraves do tropismo
observado em algumas espécies de Leishmania sp. para visceras, além de co-

infec¢bes, que facilitam a visceralizacdo de espécies dermotropicas devido a



imunodepressédo, assim caracterizando a LV como uma infeccdo multissistémica
(Oliveira et al., 2013; Morgado et al., 2016).

A LVC é geralmente uma doenca crbnica e, como resultado da complexidade
das interacfes imunopatogénicas, a diversidade dos tecidos e 6rgaos afetados e a
cepa do protozoario, os sinais clinicos sdo muito polimorficos e, em muitos casos,
podem levar a um diagnostico errado (Ciaramella et al., 1997; Greene, 2012; Rallis
et al., 2005).

Os sinais da LVC comecam com uma reacdo no local da picada do
flebotomineo, também conhecido como “cancro de inoculagéo” (Killick-Kendrick et
al., 1994). Esta é uma lesdo ulcerativa Unica, que regride apds um nuamero variavel
de dias, dando lugar a um periodo "silencioso". A expressdo clinica da infeccéo
comeca com sinais clinicos leves, mas progressivos, que ganham gravidade:
insensibilidade e aumento da relutancia ao exercicio fisico, ma condicdo corporal,
hiporexia, perda de peso e amiotrofia localizada (cabeca) e generalizada. No
entanto, os estégios iniciais da doenca nao estdo associados a sinais gerais claros.
O sinal mais frequente na LVC é o aumento dos linfonodos, que se tornam moveis e
indolores (Ciaramella et al., 1997). Este aumento ocorre no inicio durante o curso da
doenca e, em alguns casos, pode ser o Unico sinal clinico. A esplenomegalia pode
ser detectada, mas é inconsistente (Baneth et al., 2008).

Os sinais dermatolégicos sdo a segunda manifestacdo mais comum da LVC
(Greene, 2012; Baneth et al., 2008; Martinetti, 2013; Koutinas et al., 2010). Eles
podem ser 0s Unicos sinais detectaveis ou podem estar associados a outros tipos de
lesbdes (Papadogiannakis et al., 2005). Os sinais dermatologicos variam em tipo e
intensidade, mas ndo estdo associados com prurido. A alopecia difusa pode néo
estar associada a seborreia seca, que pode ser localizada (principalmente na regido
dorso-lombar) ou disseminada em todo o corpo. O céo apresenta queratose folicular
e, em alguns casos, paraqueratose com infiltrado inflamatorio, as vezes associado a
histiocitos, plasmdécitos e macréfagos, podendo as formas amastigotas de
Leishmania sp. estarem presentes (Cosmo et al.,, 2017). A hiperqueratose pode
aparecer na cabeca, na regiao nasal e nos coxins. As Ulceras cutaneas ou mucosas
multifocais podem estar associadas a necrose das camadas epidérmicas e
dérmicas. Existe infiltrado polimérfico ao redor da necrose, constituida por uma
mistura de histiocitos e linfécitos. Pode haver hiperqueratose no nariz do cdo com
plasmdcitos e macrofagos infectados por amastigotas de Leishmania sp. e

frequentemente, sdo relatadas infeccbes  bacterianas  (principalmente
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Staphylococcus spp.) ou fungicas (Malassezia pachydermatis), que induzem a uma
dermatite  pustulosa caracterizada pela presenca de um infiltrado
histiolinfoplasmocitico inflamatério (Blavier et al., 2001).

Um aumento no comprimento das unhas (onicogrifose) pode tornar-se
aparente. Podem ocorrer também nodulos, que podem assumir varias formas, desde
papulas simples até nédulos semelhantes a tumores com linfadenopatia periférica.
Os nodulos podem ser generalizados ou localizados no espacgo interdigital. Em
alguns casos, os nodulos podem se tornar ulcerados (Blavier et al., 2001). A
dermatite nodular com infiltrado inflamatério, contendo macréfagos com altos niveis
de parasitos e alguns linfécitos e plasmacitos, foi relatada. A forma nodular é mais
frequentemente vista na raga boxer (Vidor et al.,, 1991). Podem ocorrer lesdes
cutaneas atipicas e raras: com despigmentacdo (principalmente nasal), paniculite e
hiperqueratose nasal. Estas lesdes também podem ser encontradas nos coxins
(Blavier et al., 2001).

Em relacdo aos sinais oculares, estes sao polimorficos e incluem: conjuntivite
ornodular difusa; blefarite esfoliativa, ulcerativa ou nodular; esclerite nodular ou
difusa; uveite anterior ou posterior, que pode ser granulomatosa ou difusa;
glaucoma; panoftalmia e ceratoconjuntivite (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et
al., 2009; Amara, 2003).

Vérias outras formas atipicas sao relatadas na LVC, como dermatite pustular
estéril devido a foliculite supurativa; claudicacdo devido a poliartrite, resultante da
hipersensibilidade do tipo Il (Greene, 2012) e, mais raramente, miosite
granulomatosa (Blavier et al., 2001).

1.2.3 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina

A leishmaniose € uma doenca de notificacdo compulsoria, apresentando
caracteristicas clinicas de evolucéo grave, desta forma o diagndstico deve ser feito
de forma precisa e 0 mais precocemente possivel (Brasil, 2014). Por muito tempo os
testes mais utilizados no diagnéstico de LV no Brasil eram a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA), sendo considerados, sobretudo este ultimo, testes de escolha para
inquéritos populacionais (Gontijo e Melo, 2004).

A RIFI apresenta especificidade de 78 a 92% e sensibilidade de 82 a 95%,

porém requer condi¢cdes de laboratério sofisticadas que inviabilizam sua utilizacéo
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em campo (Assis et al., 2008). A técnica consiste na aderéncia de antigenos
constituidos de promastigotas de Leishmania em laminas de microscopia para
fluorescéncia, onde é processada a reacdo com 0 soro a ser testado e a ligagédo
antigeno-anticorpo € visualizada com o auxilio de um conjugado fluorescente. De
acordo com o Ministério da Saude, o resultado da imunofluorescéncia € expresso
em titulos do soro, considerando animais soropositivos na RIFI aqueles com titulos
iguais ou superiores a 1:40 (Brasil, 2014).

O ELISA constitui-se na reacdo de anticorpos presentes nos Soros com
antigenos sollveis e purificados de Leishmania spp. (Engvall e Perimann, 1971). A
visualizagdo da reagéo ocorre quando adicionada uma anti-imunoglobulina de céo
marcada com a enzima peroxidase, que se ligard aos anticorpos especificos,
resultando em um produto com coloracdo que podera ser quantificado por
espectrofotometria. O resultado € considerado sororreagente a partir da
apresentacao do valor da densidade oOtica igual ou superior a media mais 3 desvios-
padrdes do resultado dos soros controles negativos (ponto de corte - Cut-Off) (Brasil,
2014).

Atualmente, os métodos de diagndstico sorolégico da LVC recomendados pelo
Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral para os o6rgaos de
salde publica no Brasil sdo o teste rapido imunocromatografico (TR-DPP®,
Biomanguinhos) como triagem e o ELISA como confirmatério, utilizados na rotina e
nos inquéritos de cdes em municipios onde ja houve registro da doenca (Brasil,
2014).

De acordo com Grimaldi e colaboradores (2012), o TR-DPP®, que une dois
antigenos recombinantes (rK39 e rK26), mostrou potencial promissor. Contudo,
apresentou elevada sensibilidade apenas em caes sintomaticos (98%), sendo baixa
(47%) nos assintomaticos. Indicando a necessidade da insergdo de mais antigenos
no teste rapido para tornar a detecgcéo de anticorpos anti-Leishmania mais eficaz na
fase inicial ou assintomatica da enfermidade.

O isolamento em meio de cultura € considerado padrdo ouro no diagndstico,
pois atua confirmando o diagndstico clinico e também preserva o parasito isolado
para o uso em outras pesquisas, como identificacdo de espécies de Leishmania por
técnicas imunoldgicas, bioquimicas ou moleculares (Vega-Lépez, 2003; lhalamulla et
al., 2005).

Em diversos meios de cultura, o parasito cresce relativamente bem a

temperatura ambiente (Gontijo e Carvalho, 2003). Os meios mais empregados para
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o isolamento de amostras sdo bifasicos, compostos por uma fase solida de agar
sangue e uma liquida dispostos em tubo de vidro (lhalamulla et al., 2005). O meio
geralmente empregado para isolamento € o &gar-sangue de Novy e McNeal
modificado por Nicolle - NNN, acrescido de meio liquido Schneider, suplementado
com soro fetal bovino (Gontijo e Carvalho, 2003).

A demonstragdo pelo isolamento do parasito e a demonstragdo direta dos
parasitos nas lesdes de pacientes séo dificeis por diversas razdes, como o tamanho
limitado da amostra (aspirados ou biopsias), 0 pequeno numero de parasitos
presentes e especialmente a contaminacdo secundaria por fungos e bactérias
(Palomino et al., 1983).

Em relagdo ao diagndstico molecular, a MLEE (Eletroforese de Enzimas
Multilocos) permite a identificacdo das diferentes espécies e cepas de Leishmania.
Para isto deve-se fazer um cultivo axénico com o objetivo de obter um grande
ndamero de parasitos e posteriormente analisar catorze isoenzimas diferentes
mediante eletroforese (Talmi-Frank et al., 2010). A MLEE baseia-se na variacao da
mobilidade eletroforética das enzimas nas diferentes espécies de Leishmania (Talmi-
Frank et al., 2010). Com base na analise do perfil de isoenzimas obtido é possivel
determinar a cepa e espécie de Leishmania (Zhang et al., 2006). Este método
resulta alta demanda técnica e consume muito tempo, podendo requerer até dois
meses (Zhang et al., 2006). Enquanto que a deteccdo de DNA do parasito em
amostras sanguineas, medula éssea e produtos de bidépsias mediante a reacédo de
polimerizacdo em cadeia (polimerase chain reaction - PCR) é promissora para o
diagnéstico da LVC, demonstrando elevada sensibilidade e especificidade,
superando resultados obtidos pelas técnicas de ELISA, RIFI e cultura na deteccao
de animais infectados por Leishmania sp. (Reale et al., 1999; Solano-Gallego et al.,
2001a; Mird et al.,, 2008). Manna e colaboradores (2004) analisaram diferentes
tecidos de cédes naturalmente infectados, obtendo elevada sensibilidade e
especificidade: em 94% das amostras sanguineas, 99% das amostras de linfonodos
e 95% das bidpsias de pele foi possivel a detecgcdo do DNA do parasito. O método
de PCR em tempo real apresenta as mesmas dificuldades da técnica convencional,
tem sensibilidade comparavel, mas pode ser util no acompanhamento da carga

parasitaria durante o tratamento (Lachaud et al., 2000).



1.2.4 Controle

O controle da LVC é importante devido a gravidade da doenca em céaes
infectados e seu carater zoonotico. A prevencdo é muito mais importante do que o
tratamento devido as restrices associadas ao tratamento e ao seu alto custo. Além
disso, as medidas de controle individuais apresentam pouco impacto na
epidemiologia da doenca, uma vez que uma alta propor¢céo da populagdo canina
nunca sera afetada por tais medidas (ou seja, uma grande proporcdo de caes
errantes, semi-domiciliados e canideos selvagens). Antes de escolher qualquer
opcdo de controle, é importante considerar alguns fatores como o padrao
epidemiologico da regido alvo, se a infeccdo ocorre em padrbes esporadicos,
enzodticos ou padrdes hiperzodticos e o impacto da LVC na saude humana na area
alvo (Gharbi et al., 2015).

Em 2016, em Nota Técnica conjunta, n° 001/2016, os Ministérios da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e da Saude (MS) autorizaram o
registro do produto Milteforan®, principal droga utilizada no tratamento da LVC na
Europa e que nado é utilizada no tratamento da doenca humana no Brasil. No
entanto, o Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), adverte para as
consequéncias da incorporacdo da miltefosina como tratamento no Sistema Unico
de Saude para a Leishmaniose Tegumentar (LT) humana. O principio ativo € o
mesmo do Unico medicamento autorizado no pais para o tratamento da
Leishmaniose Visceral Canina (LVC), e a adocédo da substancia no tratamento de
humanos pode impactar diretamente no registro da droga para uso veterinario
(CFMV, 2018). A miltefosina é administrada em caes por via oral (2 mg/kg uma vez
por dia por um més) em associacdo com alopurinol (Farca et al., 2012). No entanto
estudos tém mostrado que L. infantum desenvolve rapidamente resisténcia a
miltefosina (Choudhury et al., 2008; Mondelaers et al., 2016).

Desta forma, ainda ha necessidade de desenvolvimento de protocolos para o
tratamento de cées que nao incluam drogas utilizadas para o tratamento de casos
de LV humana. Um fator importante € a capacidade e/ou a vontade do proprietario
de cumprir o protocolo de tratamento. Em primeiro lugar, as funcdes do rim e do
figado do cdo devem ser investigadas, se estes forem afetados, a eutanasia é
indicada. Cada animal tratado deve usar um colar inseticida durante a estacao da
atividade vetorial para evitar a reinfeccéo e abolir o papel do cdo como reservatorio

(Gharbi et al.,, 2015). Uma vez que uma pequena populacdo de parasitos
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permanecera em todos os cées tratados, 0 monitoramento soroldgico e clinico deve
continuar durante toda a vida do animal (Gharbi et al., 2015).

Apesar da sua importancia na medicina veterinaria, a vacinagdo contra a LVC
s6 entrou em operacdo durante a Uultima década (Otranto e Dantas, 2013).
A Leishmune® é uma vacina de segunda geracdo que utiliza a subunidade fucose-
manose ligante (FML), foi licenciada no Brasil em 2003 para proteger céaes contra
leishmaniose visceral e sua eficacia contra o parasito foi de 76%, com uma taxa de
protecdo de 92%, mas o Ministério da Saude brasileiro ndo adotou a Leishmune®
como uma ferramenta para prevenir a leishmaniose em caninos, por nao atender
completamente os requisitos para estudos de fase 3, que deveriam comprovar a
sua eficacia. (Wylie et al.,, 2014). A vacina Leish-Tec® contém antigeno A2
recombinante de amastigotas de Leishmania e usa saponina como adjuvante, foi
licenciada em 2008, faltando ainda evidéncias que confirmem a eficacia desta vacina
comercial (Wylie et al., 2014). Outra vacina é a Canileish® (LIESP/QA-21) que foi
licenciada em vérios paises europeus em 2011. Ela contém um sobrenadante de
cultura de promastigotas de L. infantum (LIESAp), constituido por uma proteina
excretada de 54-kilodalton (kDa) de L. infantum com dipeptideo muramil (MDP),
sendo a eficacia desta vacina contra L. infantum de 68,4%, com uma taxa de
protecdo de 92,7% (Wylie et al., 2014). ApoOs a exposicao a infeccdo natural por L.
infantum, a probabilidade de os cdes vacinados serem PCR positivos era
semelhante a dos cdes em um grupo controle, mas entre os cdes com PCR, a
probabilidade de voltar a um estado negativo da PCR foi maior nos vacinados do
gue no grupo de animais de controle (Wylie et al., 2014; Oliva et al., 2014).

Em areas endémicas, um dos métodos utilizados no controle da transmisséo
€ a realizacdo de triagem em massa e eutanasia dos caes infectados (Brasil, 2014).
No entanto, o programa de controle brasileiro ndo conseguiu controlar a enfermidade
através da eutanasia dos caes infectados, uma vez que um modelo matematico
mostrou que essa falha se deve a alta incidéncia e a gravidade da infeccdo entre a
populacdo de cédes, a baixa sensibilidade do teste de diagnostico e os atrasos no
tempo entre o diagnostico e a eutanasia (Courtenay et al., 2002). Além disso, para
um efetivo controle outras medidas deveriam ser associadas como, por exemplo, o
uso de coleiras impregnadas com inseticidas, a posse responsavel, o manejo
ambiental e limpeza do peridomicilio evitando a aproximacdo de animais

reservatorios silvestres e vetores, assim como o controle vetorial (Seva et al., 2016).
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O uso de deltametrina em coleiras inseticidas reduz o risco de infeccao por
cées nas regides endémicas. Manzillo e colaboradores (2006) realizaram um estudo
de campo durante dois anos sobre cdes errantes em canis em areas onde a LVC é
altamente endémica. Esses autores mostraram que o0s sinais clinicos de LVC
ocorreram significativamente mais frequentes (90% contra 36%) em cdes que nao
usaram coleira do que em cédes que a utilizaram e que a infeccdo progrediu mais
rapidamente naqueles que nao fizeram o uso. Mas, na auséncia de outros
inseticidas efetivos, a resisténcia a deltametrina podera emergir eventualmente.

O controle vetorial € um desafio quando se trata de flebotomineos, uma vez
que os abrigos dos estadios imaturos sao dificeis de identificar e as imagos estédo
espalhadas por um vasto ambiente. Drenagem ou o tratamento de &gua parada ndo
sdo eficazes no controle destes vetores, visto que as formas imaturas ndo séo
aguaticas (Gharbi et al., 2015).

As recomendacdes para conseguir bons resultados no controle dos
flebotomineos sdo dependentes de estudos epidemiolégicos e entomoldgicos em
cada localidade, juntamente com o controle quimico realizado nas éareas de
transmissdo e no periodo em que a populacdo de flebotomineos tende a crescer
(Brasil, 2014). Medidas ambientais também s&o importantes no combate ao vetor,
como limpeza de terrenos e do peridomicilio, evitando-se o acimulo de material
organico e, consequentemente a reproducdo de flebotomineos. Assim como a
educacdo em saude que € uma medida fundamental para que haja a

conscientizacao da populacéo (Piraja e Lucheis, 2014).

1.2.5 Imunopatogenia

O modelo murino de leishmaniose por infecgcdo experimental de Leishmania
major foi o primeiro modelo em que a dicotomia T helper 1 e 2 foi estudada e
mostrou-se associada a resisténcia e susceptibilidade a uma doenca infecciosa
(Scott et al.,, 1988). Atualmente é amplamente aceito que a imunidade protetora
contra os parasitos de Leishmania spp é mediada por respostas imunes de tipo 1
(Mcmahon-Pratt et al., 2004). No entanto, a infec¢do de linhagens de camundongos
consanguineos de L. major-susceptiveis com o parasito visceralizante L. donovani,
manifestou um padrdo misto de citocinas Thl e Th2, resultando em resisténcia

(Miralles et al., 1994).
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Além disso, os pesquisadores ndo conseguiram associar claramente uma
resposta Th2 com nao-cicatrizacao, reativacdo ou leishmaniose sistémica em seres
humanos. Curiosamente, a gravidade da leishmaniose visceral humana (LVH) ndo
foi associada com niveis aumentados de IL-4, mas de IL-10, que também foi
detectada no baco de pacientes infectados (Kenney et al., 1998). Da mesma forma,
niveis elevados de IFN-y foram encontrados em biopsias de baco, linfonodos e
medula 6ssea de individuos infectados (Karp et al.,, 1993; Ghalib et al.,, 1993;
Kenney et al., 1998), indicando que um prognostico da doenca desfavoravel em
humanos nédo esta relacionado a um defeito na resposta Thl, mas sim a uma
expressao simultadnea da citocina IL-10. A IL-10 pode ser produzida por macréfagos,
e por células T regulatérias CD4"CD25" (Treg) de ocorréncia natural em lesdes de
camundongos C57BL/6 infectados com grande dose de L. major. Esta citocina
parece ser responsavel pela supressado da imunidade Thl especifica a Leishmania e
pela prevencado da cura estéril neste modelo (Belkaid et al., 2001).

Compreender a resposta imune celular dos cées infectados com parasitos de
Leishmania é crucial para o desenho e desenvolvimento de vacinas. Também sera
fundamental na descoberta de modalidades de tratamento eficientes que podem
diminuir a prevaléncia da LVC. A expressdo do RNAm de IL-4 foi encontrada na
medula Ossea de alguns caes sintomaticos (Quinnell et al., 2001), e foi
significativamente maior a expressao de IL-4 em lesdes de pele de cées infectados
com L. infantum (Brachelente et al., 2005). A expressdo de IFN-y em lesdes
cutaneas e na medula 6ssea de céaes infectados mostrou-se elevada (Brachelente et
al., 2005; Chamizo et al., 2005; Quinnell et al., 2001; Strauss-Ayali et al., 2005).

O papel critico das quimiocinas e seus receptores no desenvolvimento da
imunidade contra uma grande variedade de agentes patogénicos tornou-se um foco
de interesse nos ultimos anos (Brenier-Pinchart et al., 2001; Teixeira et al., 2006). As
guimiocinas sdo muitas vezes induzidas diferencialmente em resposta a varios
estimulos ou agentes patogénicos como reflexo de sua variada habilidade para
ativar células T e macrofagos, influenciar a diferenciagcdo de células T e recrutar
células efetoras adequadas ao local da inflamacéo (Rollins, 1997; Mantovani, 1999).
O envolvimento de quimiocinas na leishmaniose foi investigado principalmente
usando modelos murinos de leishmaniose (Cotterell et al., 1999; Rousseau et al.,
2001; Zaph e Scott, 2003). Alguns estudos examinaram as respostas das
guimiocinas localmente na pele ou nas células mononucleares do sangue periférico
em humanos com leishmaniose (Hailu et al., 2004; Ritter et al., 1996), destacando
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gue as quimiocinas sdo responsaveis pelo recrutamento de macrofagos e células T
em leishmaniose cuténea e visceral.

Em caes, tem sido descrito o acometimento de linfonodos, figado, baco,
medula 0ssea além de sistema nervoso central e 6rgados genito-urinarios (Oliveira et
al., 2012; Melo et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Mendes et al., 2014). A resposta
imunoldgica em caes apresenta dois perfis, o perfil de células Thl e Th2 (Chamizo
et al, 2005). No perfil Thl observa-se a expressao de citocinas como TNF-q, IFN-y e
IL-2, além da ativacdo da acdo microbicida de macréfagos e producdo de o6xido
nitrico que agem no controle da carga parasitaria estando associado a resisténcia a
infeccdo observada principalmente em cées assintomaticos (Pinelli et al., 1994;
Manna et al., 2012). No entanto em cées sintomaticos, onde pode ser observada a
progressdo da doenca, ha o marcante perfil de resposta Th2, associado a
suscetibilidade a infeccdo (Reiner e Locksley, 1995). Durante o desenvolvimento da
resposta Th2 ha a expressao de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-B além de
uma marcada produgdo de imunoglobulinas e imunossupressdo, ndo sendo esta
resposta humoral eficaz contra o parasito intracelular, favorecendo sua replicacao e
aumento da carga parasitaria (Rodriguez-Cortés et al., 2016). Além disso, caes
sintomaticos apresentam alto parasitismo tissular, sendo fonte do parasito para o
inseto vetor (Silva et al., 2016). O papel do Thl7 na imunopatologia da LVC foi
recentemente demonstrado (Hosein et al., 2015). Os autores observaram uma
reducdo nas células Th17 acompanhada de progressédo da doenca, 0 que sugere a
importancia dessas células no controle da carga do parasito. Além disso, a reducéo
da expressédo de IL17A na LVC foi correlacionada com a expressao reduzida de IFN-
v € INOS. Nascimento e colaboradores (2015) sugeriram que uma resposta mista de
Th1/Thl7 pode desempenhar um papel na restricdo do crescimento do parasito
atraves da ativacéo do iINOS e melhorar a resisténcia dos cdes a LVC.

Os cdes apresentam alteragbes clinicas, patoldégicas e imunoldgicas
semelhantes as que sédo observadas em humanos, como febre,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e hiperglobulinemia e por isso tém sido
um otimo modelo para fornecer conhecimento sobre a imunopatologia da LV tanto
humana como canina (Porrozzi et al., 2014). E importante destacar que a aplicacéo
de cédes como modelo de estudo para o entendimento da imunopatologia da LV
fornece a possibilidade de estudar a infeccdo em modelo natural, que apresenta
influéncia do meio ambiente, como demais co-infec¢cdes e desnutricdo abrangendo
assim varios aspectos imunologicos da infeccdo (Moreno e Alvar, 2002; Goto e
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Lindoso 2004; Alves et al., 2010). Além dos sintomas, as condicdes ambientais, a
idade e o estado nutricional sao fatores que influenciam a intensidade da infecgéo do
individuo (Caldas et al., 2002; Bern et al., 2007).

Em relacdo a resposta imune celular nos linfonodos, Alves e colaboradores
(2009) descreveram que animais assintomaticos apresentaram maior expressao de
IFN-y, IL-12 e TNF-a, que séo citocinas envolvidas na resposta imune mediada por
células e eficazes para o controle da carga parasitaria. Nestes mesmos animais, a
carga parasitaria foi menor quando comparada aos animais sintomaticos, nos quais
a expressao de IL-10 foi maior, inclusive quando comparada ao grupo controle.
Esses dados juntos reforcam a hipotese de que nos linfonodos a resposta imune
celular efetora estd diretamente envolvida no controle da carga parasitaria e na

progresséo ou ndo da doenca.

1.3 O bacgo

1.3.1 Anatomia esplénica

O baco possui como localizacdo o hipocondrio esquerdo da cavidade
abdominal, ao longo da curvatura maior do estbmago, na camada superficial do
omento maior, apresenta textura macica e € um 6rgdo com intensa vascularizacao,
de coloracdo vermelho vivo ou violaceo, tendo formato alongado e curvilineo e
tamanho variavel dependendo da espécie (Mebius e Kraal, 2005). Ademais, este
orgdo é envolto por uma camada de tecido conectivo, formando ramificacdes por
dentro da polpa vermelha, desenvolvendo as estruturas trabeculares que dao
sustento ao tecido altamente vascularizado. Os ramos de menor calibre da artéria
aferente sdo envoltos por tecido linfoide que formam a polpa branca esplénica. Os
ramos das artérias podem passar ao longo da polpa branca e chegar a polpa
vermelha, formando o sistema de vascularizacdo da polpa vermelha (Mebius e
Kraal, 2005). O bago também possui uma matriz extracelular altamente
especializada que forma o sustento estrutural deste érgdo (Mebius e Kraal, 2005;
Lokmic et al., 2008).

O parenquima deste o6rgdo € anatdomica e funcionalmente dividido em
polpa vermelha e polpa branca. A polpa vermelha € composta por sinusoides
capilares, células estromais, hemacias, macrofagos e células dendriticas (DC), que
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colaboram no processo de filtragem do sangue, destruicdo de eritrOcitos e
eliminacédo de imunocomplexos atraves do sistema venoso ricamente distribuido por
todo tecido esplénico (Mebius e Kraal, 2005; Lokmic et al., 2008; Abbas, 2011). O
baco também é dividido em polpa branca, estrutura compartimentalizada em zona
de células T ou bainha linfoide periarteriolar (PALS), regido de células B, centro
germinativo rico em linfocitos B plasmocitoides e zona marginal. Vale ressaltar a
presenca da arteriola folicular, uma ramificacdo da arteriola central que por sua vez
se origina da ramificacéo da artéria trabecular (Mebius e Kraal, 2005; Lokmic et al.,
2008; Abbas, 2011). Os dois compartimentos funcionais esplénicos ndo divergem
somente no quantitativo de células, mas também pela constituicdo da matriz
extracelular, estrutura que gera sustentacdo aos diferentes compartimentos
esplénicos. As fibras reticulares da polpa vermelha possuem diametro menor do que
as fibras reticulares da polpa branca (30-50nm, 1-2 um respectivamente) (Mebius e
Kraal, 2005). A polpa vermelha também é formada por componentes da membrana
basal como colageno IV, perlecan, nidogénio e laminina. Além dessa membrana
basal ha a membrana microfibrilar composta por fibrilina 2 e colageno IV. Estes
constituintes da matriz extracelular da polpa vermelha colaboram para a funcéo de
retencdo de eritrocitos (Lokmic et al., 2008). A polpa vermelha apresenta funcao
complementar a polpa branca, porém esta diverge na sua composicdo de matriz
extracelular. A polpa branca é isolada da polpa vermelha pela zona marginal,
composta por membrana basal contendo redes de fibras reticulares grossas e
densas. E possivel observar na zona marginal linfécitos T e B além de macrofagos e
células dendriticas (Lokmic et al., 2008).

A polpa vermelha € a zona de maior extensdo no baco e nela estdo localizadas
diversas células, vasos e estruturas como as trabéculas. Na polpa vermelha ocorre a
filtragem do sangue a partir da remocéo de antigenos, debris celulares, assim como
eritrocitos senescentes (Cesta, 2006). A estrutura da polpa vermelha apresenta uma
forma de arvore composto por cordas e sinuséides. Ademais, as cordas esplénicas
na regidao da polpa vermelha estabelecem o sustento estrutural composto por fibras
reticulares tais como microfibrilas, fibras de colageno, elastina entre outras
proteinas, ceélulas reticulares como os miofibroblastos e fibroblastos, macréfagos e
células dendriticas que estdo presentes na membrana intersticial (Saito et al., 1988;
Cesta, 2006). Ainda que o baco seja altamente compartimentalizado, cada
compartimento, seja a polpa vermelha ou polpa branca, ndo apresenta somente

funcdo individualizada, mas também complementar. A polpa vermelha apresenta
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funcdo na filtragem do sangue arterial que chega a essa regido apos sairem da
arteriola central chegando a polpa vermelha através das cordas esplénicas, um
sistema aberto formado por fibroblastos e redes reticulares, formando um sistema
sem a presenca de tecido endotelial, onde a presenca dessas redes reticulares cria
uma pressao na regido das cordas, de modo que o sangue fique retido neste local
que por sua vez é rico em macrofagos e DCs e desta forma o sangue é€ filtrado.
Depois desse processo de filtragdo, o sangue filtrado entra nos seios venosos onde
migra para o sistema de circulacdo sanguinea corporal. Macréfagos ou células
dendriticas infectados tendem a permanecer no baco (Saito et al., 1988; Mebius e
Kraal, 2005; Cesta, 2006).

O baco é um 6érgdo linfoide secundario que apresenta vasta diversidade celular
e microambiente altamente compartimentalizado. Neste 6rgédo é o local de inicio da
resposta imunologica adaptativa frente a patdégenos recolhidos do sangue e possui
funcdo na hematopoiese e na hemocaterese. Este oOrgdo alberga as células
necessarias para o desenvolvimento da resposta imune, segregadas em areas
especificas e regides de interacdo e apresentacao antigénica (Santana et al., 2008;
Mebius e Kraal, 2005). E um 6rgéo que possui grande vascularizacéo que tem como
funcdo central a eliminacdo de células senescentes, eritrécitos e particulas como,
por exemplo, imunocomplexos e microorganismos opsonizados. A funcdo do baco
juntamente com a sua estrutura tecidual altamente compartimentalizada confere a
caracteristica de 6rgdo fundamental para o desenvolvimento da imunidade reativa
contra diversos microorganismos presentes no sangue (Mebius e Kraal, 2005).

Mebius e Kraal (2005) mostraram que a continua migracdo de células
hematopoiéticas oriundas do sangue em direcdo aos orgaos linfoides secundarios é
um eficiente caminho para a captura de antigenos e patdgenos, destacando a
importancia da zona marginal, relatando que a mesma é um local importante de
transicdo para 0 sangue que sai da corrente sanguinea para entrar na polpa branca.
A zona marginal possui contato intimo com a polpa vermelha e a PALS na polpa
branca, havendo importancia deste contato para o0 processamento e apresentacao
de antigenos (Kuper et al., 2002; Mebius e Kraal, 2005; Cesta, 2006). A zona
marginal possui uma vasta gama de células especializadas na apresentacao
antigénica, como macrofagos, células dendriticas e linfécitos B. Uma caracteristica
gue diverge os linfécitos B da zona marginal dos linfocitos B do centro germinativo e
polpa branca € o seu fenodtipo IgM+/IgD-. Os macrofagos da zona marginal

expressam o receptor MARCO, um receptor para colageno. Este receptor é
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empregado para reter os linfocitos B dentro da zona marginal. Porém, na zona
marginal a expresséo de receptores S1P1 e S1P3 para esfingosina-1-fosfato € maior
do que noutras regides. Tais receptores nos linfonodos tém sido implicados na
migracao de linfocitos T. Eles séo altamente expressos no baco por linfécitos B IgM+
/lgD-, propondo que tal linfécito possa circular entre a polpa vermelha e a polpa
branca especialmente para a regido de linfécitos B dentro do foliculo (Chen et al.,
2005; Mebius e Kraal, 2005).

Outra estrutura esplénica apresenta distintas compartimentalizacdes divergindo
da polpa vermelha e da zona marginal, denominada como polpa branca. Este nome
€ devido ao acumulo de células brancas (leucécitos), principalmente linfocitos B e T.
Nos foliculos, os linfécitos B se diferenciam em plasmocitéides, células
especializadas em expressdo de anticorpos no seu citoplasma. As células
plasmocitoides possuem citoplasma com coloracéo diversa quando comparados aos
demais linfocitos, formando assim na polpa branca um anel com coloracao
arroxeada quando observadas nos cortes corados com hematoxilina e eosina. A
polpa branca possui compartimentalizacdo na regido da PALS que esta localizada
em torno da arteriola central, regido de foliculo de linfécitos B e centro germinativo
(Mebius e Kraal, 2005). A polpa branca esplénica tem seus compartimentos
preservados pela expressdo de quimiocinas como CXCL13 (ligante do receptor
CXCR5) fundamental para a migracao e chegada de linfocitos B na area folicular, e
guimiocinas CCL19 e CCL21 (ligantes do receptor CCR7) importantes para a
migracdo e manutencao dos linfocitos T e células dendriticas na regido da PALS da
polpa branca. Estas quimiocinas sdo expressas pelas células estromais presentes
no baco (Mebius e Kraal, 2005; Manzo et al., 2007; Bekiaris et al., 2009). Na regiao
PALS héa subpopulacdes de linfocitos T CD4" e CD8" (Steiniger et al., 2006). A forma
e a disposicdo de cada compartimento da polpa branca sédo diferentes para cada
espécie analisada. Resumidamente, é constituida por uma arteriola central que é
delimitada por linfécitos T CD4" e CD8", fibroblastos reticulares (FRCs), células
dendriticas e macréfagos, assim como os linfécitos B que se organizam como um
anel em volta do centro germinativo e, por fim, a zona marginal que delimita todo o
foliculo/polpa branca (Steiniger et al., 2015). Outra estrutura de grande relevancia
para a manutencdo dos compartimentos da polpa branca esplénica é o sistema de
conduites. E formado pela membrana basal, camada microfibrilar, colageno IV e
fibroblastos reticulares (Lokmic et al., 2008). Diversos autores sugerem a presenca

desta estrutura somente na polpa branca. Esse sistema participa da distribuicdo das
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guimiocinas e também auxilia na migracéo dos linfocitos e demais células, visto que
os fibroblastos que revestem estas estruturas interagem com linfocitos e células
apresentadoras de antigenos sendo popularmente conhecido como “corrimao” para

a migracao celular (Lokmic et al., 2008; Gretz et al., 2000; Steiniger et al., 2015).

1.3.20 bago naLVC

Como descrito anteriormente, o baco € um dos principais 6rgdos acometidos
na LV tanto canina como humana. Ademais, este 6rgdo apresenta importante papel
no desenvolvimento da resposta imune celular. A desorganizagdo da matriz
extracelular esplénica na LVC tem sido descrita na literatura (Strauss-Ayali et al.,
2007; Lokmic et al., 2008; Santana et al., 2008; Lima et al., 2014; Cavalcanti et al.,
2015). Ao longo do processo infecioso, a matriz extracelular (MEC) esplénica sofre
intenso processo de remodelamento onde seus componentes estruturais como
laminina, fibronectina e coldgeno sao degradados por metaloproteinases e
colagenases, por exemplo, MMP-2, MMP-9 e ADAM-10 e, macrofagos, fibroblastos,
linfécitos e células endoteliais sdo as células predominantes que expressam tais
enzimas (Hopps e Caimi, 2012). Desta forma, ja foram descritos altos niveis de
MMP-9 e MMP-2 no soro de céaes infectados por Leishmania (L.) infantum (Melo et
al., 2011; Oliveira et al., 2013).

Ao longo do processo infeccioso é essencial a migracdo de células para o
sitio acometido. Nessa acepc¢ao, a matriz extracelular esplénica gera suporte para a
migracdo celular. A matriz extracelular € um componente altamente dindmico, que
contribui na apresentacdo antigénica e na montagem de sitios para a infiltracédo
celular e formacao de granulomas, resposta imune celular eficiente na eliminacdo do
parasito intracelular. O granuloma é composto por macréfagos infectados e ativados
gue sao envolvidos por outros macréfagos nao infectados, fibroblastos e proteinas
como fibras colagenas e outras substancias do tecido conjuntivo (Lemos, 2010).
Podem ocorrer na MEC diversos processos dinamicos, que podem resultar na
degradacédo dos seus componentes que constituem a membrana basal e intersticial.
Ademais da degradacao, a inflamacéo geraria o estimulo para a deposicao destes
mesmos componentes e resultaria no remodelamento da matriz extracelular
esplénica, podendo haver alteracdo da microarquitetura do bago e resultando na

alteracdo dos compartimentos da polpa branca, polpa vermelha e zona marginal
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gerando o aspecto microscopico de desorganizacao da polpa branca do baco (Lu et
al., 2011).

1.3.3 Desorganizacao esplénica e falha no controle da carga parasitaria

Tem sido relatada a desorganizacdo da polpa branca esplénica em cées
naturalmente infectados (Santana et al., 2008; Silva et al., 2012; Lima et al., 2014;
Cavalcanti et al., 2015). Todavia, sabe-se pouco sobre o periodo em que tem inicio a
desorganizacao, se ocorre no principio do processo infeccioso, ou se ocorre em uma
etapa avancada da infeccdo. Ainda ndo se tem conhecimento se esta
desorganizacdo é provocada diretamente pelo parasito ou pela resposta imune
gerada, onde as moléculas de matriz extracelular sofrem modificacbes na sua
deposicado ao longo deste processo. A manutencdo da microarquitetura esplénica e
de suas areas de segregacao apresenta importancia para a ativacao de linfocitos
efetores e de uma resposta imune ativa (Reis et al., 2009; Rodriguez-Cortés et al.,
2016).

No que diz respeito a deposicdo dos componentes da matriz extracelular, tem
sido relatada a deposicdo de fibronectina, laminina e colageno no figado de cées
infectados (Melo et al., 2009; Kulkarni et al., 2011; Silva et al., 2013). O colageno
tem sido considerado o maior componente da MEC envolvido neste processo.
Houve correlacéo positiva entre a deposicédo de laminina e fibronectina com a carga
parasitaria. A degradacao de laminina e fibronectina fornece fragmentos com
dominios de interconexao que ao se ligarem aos macréfagos podem reduzir a sua
atividade, e também podem aumentar a capacidade de infeccdo de novas células
(Kulkarni et al., 2011; Melo et al., 2009; Silva et al., 2013). Devido a reducao da
atividade de macréfagos pode haver a diminuicdo da expressédo de IFN-y, IL-12 e
TNF-B prejudicando diretamente a resposta imune celular do tipo Thl. A deposicéo
de laminina e fibronectina correlacionada com a carga parasitaria obteve correlacéo
positiva no figado, sendo descrita por Melo e colaboradores (2009) e pode ser
justificada pela diminuicdo da atividade de macrofagos. Assim, a existéncia de
macréfagos M2 no baco de cdes naturalmente infectados ja foi relatada (Moreira et
al., 2016). Macrofagos que sdo estimulados em presenca de PAMPs ou DAMPs
(Padrbes moleculares associados a patdgenos) e em meios com a predominancia
de citocinas expressas por linfocitos do tipo Thl, quando ativados expressam
citocinas deste perfil imunoldgico sendo agrupados como M1 (Aggarwal et al., 2014).
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Igualmente ocorre para macrofagos M2 que sdo ativados em presenca de citocinas
do perfil Th2 e atualmente tem sido demonstrado que macréfagos M17 ativados em
presenca de IL-17, apresentam funcdo regulatoria (Gordon e Martinez, 2010;
Konttinen et al., 2014). Estudos em infeccao experimental e natural em caninos com
L. infantum, tém relatado a capacidade destes animais em fornecer uma resposta
inicial pré-inflamatéria com expressao de IFN-y, entretanto ainda assim o parasito
sobrevive ao ambiente inflamatorio e persiste no organismo dos cées (Strauss-Ayali
et al, 2007; Quinnell et al., 2001).

Tem sido descrito que no baco ha a presenca de processo inflamatério crénico
em regides como polpa vermelha, polpa branca e regido de capsula, bem como a
diminuicdo da quantidade celular em torno da arteriola central, regido conhecida
como PALS onde se concentram os linfécitos T (Silva et al., 2013). Foi relatado que
em caes infectados por L. infantum h& reducdo das regiées de linfocitos T, a baixa
formacdo de granuloma, a hipertrofia da polpa branca e vermelha e acentuado
processo inflamatério na regido de capsula (Santana et al., 2008). Porém, somente a
deposicdo de colageno mostrou correlacdo positiva com o aumento da carga
parasitaria (Silva et al., 2013). Nao obstante, a LV é apontada como uma doenca
inflamatoria de carater crénico com intensa formacgéo de fibrose (Silva et al., 2013).
Ja é sabido que durante o processo inflamatério hd o remodelamento da matriz
extracelular do baco. Entretanto, ndo se sabe em que momento O processo
inflamatério influencia o remodelamento da matriz extracelular esplénica fazendo
com que haja a perda da homeostase desta matriz, alteracdo na agregacao natural
dos seus componentes levando a desorganizacado do tecido esplénico. Pergunta-se
também qual seria 0 impacto desta desorganizacdo na mediacao da resposta imune
das células, visto que para o desenvolvimento desta é necessaria a adequada
compartimentalizagcdo da polpa branca do bago. Cavalcanti e colaboradores (2015)
relataram o aumento correlacionado da carga parasitaria e a ruptura da polpa branca
esplénica, evidenciando que tais processos podem ser complementares e que ha
falha no controle da carga parasitaria. Ademais, os autores mostram um possivel
processo de imunossupresséo provocado pela redugao de diversas citocinas tanto
do fenotipo celular Thl, IFN-y, IL-12, TNF e IL-6 perfil pro-inflamatorio, quanto do
fendtipo Th2, TGF-B e IL-10 perfil anti-inflamatorio/regulatério.

Outras pesquisas relatam o envolvimento da LV com a desorganizacdo dos
compartimentos esplénicos e atrofia, reducdo da expressdo de mMRNA de
guimiocinas como CXCL13 e CCL19, principais quimiocinas para a manutencéo das
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areas de linfocitos B e T nas regides da polpa branca do baco (Silva et al., 2012).
Também tem sido descrita a deplecéo de linfocitos T CD4" quando comparados 0s
animais assintomaticos com animais sintomaticos e grupos controle. A deplecéo de
linfécitos, reducdo na expressdo de citocinas e quimiocinas sao alteracdes

compativeis com a exaustao celular.

1.4 Exaustao celular

As moléculas de coestimulacdo sdo glicoproteinas fundamentais na
comunicacgédo dos linfécitos T com as outras células do sistema imune. O modelo de
coestimulacéo foi descrito por Lafferty et al, em meados da década de 70 (Lafferty e
Cunningham, 1975), quando foi demonstrado que o processo de ativacdo das
células T requeria dois sinais, um inicial de alta especificidade, mediada pelo
reconhecimento de um antigeno através do receptor da célula T (TCR) no contexto
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e de um segundo sinal,
também chamado coestimulador, que permitia a expansdo clonal e o
desenvolvimento de uma resposta efetora especifica.

Uma molécula coestimuladora define-se como aquela molécula de superficie
gue por si mesma nao é capaz de ativar funcionalmente as células T, mas que é
capaz de amplificar ou reduzir de forma significativa a sinalizacdo induzida pelo
complexo do TCR. O PD-1 (do inglés, Programmed cell death protein 1) € uma
molécula de coestimulacdo que d& um sinal inibidor, € um importante regulador
negativo da ativacdo das células T e participa na manutencdo da tolerancia
periférica (Okakazi et al., 2006; Parry et al., 2005). Foi descoberto em 1992 por sua
alta expressao durante a apoptose em um modelo de hibridoma de células T (Ishida
et al., 1992), sendo expressa em células T e B ativadas e em timécitos (Liang et al.,
2003).

O PD-1 é uma proteina de 288 aminoacidos composta por um dominio globular
extracelular, um dominio transmembranal e um dominio intracelular de
aproximadamente 95 aminoacidos que contém um motivador de inibicdo do
imunorreceptor baseado na tirosina (ITIM) e um motivador de mudanga do
imunorreceptor baseado na tirosina (ITSM) que permite a unido de moléculas
adaptadoras com dominios SH2 como a proteina IA com dominio SH2 (SH2DIA)
(Okazaki et al.,, 2013). Foram descritos dois ligantes: PD-L1 e PD-L2 (também
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denominados B7-H1 e B7-DC, respectivamente), ambos sdo glicoproteinas
transmembranais tipo | com dominios extracelulares tipo IgC e IgV. O PD-L1 consta
de 290 aminoé&cidos codificados pelo gene Cd274 localizado no cromossoma 9 em
humanos e no 19 em murinos; PD-L2 codifica-se no gene Pdcdllg2 adjacente ao
gene Cd274 (Freeman et al, 2000; Ishida et al., 2002; Latchman et al., 2001).

Infected Effector I cell
cells (CDg")
‘ Reduced
i \ f Attenuation of production
)y ,.,‘q-'[\ \ TCR signal of autocrine

paracrine cytokines

Figura 3 - Papel da via PD-1 e seus ligantes na exaustdo celular. Adaptado de Okazaki, 2013.

Uma vasta gama de tecidos expressa normalmente os transcritos de ambos
ligantes, com elevados niveis de expressdo na placenta, coracdo, pulméo e figado e
sdo observados baixos niveis de expressdo no baco, linfonodos e timo; sem
expressao destes no cérebro (Freeman et al., 2000; Carter et al., 2002; Dong et al.,
1999; Tseng et al.,, 2001). Contudo, a quantidade destes transcritos nem sempre
estd correlacionada com a quantidade das suas proteinas, especialmente da
proteina de PD-L2 que se detecta raramente em condicfes normais em 0rgaos nao
linfoides, o que sugere uma regulacédo postranscricional da mesma (Latchman et al.,
2001).

A expressao de PD-L1, tanto em tecidos linfoides como em nao linfoides,
sugere que a via PD-1/PD-L1 pode modular as respostas imunes seja em Orgaos
linfoides secundarios como nos 6rgaos alvos (Goldberg et al., 2007). A expressao
dos ligantes do PD-1 ja foi avaliada em modelos murinos, e de acordo com os dados
relatados, o PD-L1 expressa-se constitutivamente em células B e T, em macrofagos
e DCs. A expressdo do PD-L1 é regulada em resposta a varios estimulos como
anticorpos anti-lgM, anti-CD40, anti-CD3, LPS, IFN-y, IL-4, IL-12 e fator estimulante

de colbnias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) (Loke e Allison, 2003; Agata et
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al., 1996; Yamazaki et al., 2002). O PD-L2 é expresso em raras ocasioes nas células
em repouso, porém, é induzido nas células T, B, nos macréfagos e nas células
dendriticas (Loke e Allison, 2003; Agata et al., 1996; Yamazaki et al., 2002; Brown et
al., 2003).

A molécula PD-1 ao interatuar com seus ligantes envia sinais intracelulares que
se traduzem na diminuicdo da producdo de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2
(Figura 3), da proliferacdo, da diferenciagdo e sobrevida celular pela inibicao
antecipada dos sinais de ativacédo através de CD28 ou de maneira indireta, por meio
de IL-2. Ambos, 0 CD28 e a IL-2 promovem a expansao e sobrevida natural através
de efeitos anti-apoptéticos sobre o ciclo celular e sobre a ativacdo dos genes de
citocinas (Carter et al., 2002).

Alguns micro-organismos que causam infec¢cdes crbnicas desenvolveram
sofisticados mecanismos para evadir a resposta imune do hospedeiro favorecendo
assim, a persisténcia da infeccdo. Um mecanismo mediante o qual consegue esta
evasdo da resposta imune € através da via PD-1/PD-L (Hofmeyer et al., 2011). A
infeccdo por virus de coriomeningite linfocitica em modelo murino de infeccdo
experimental demonstrou, pela primeira vez, a deficiéncia na resposta efetora das
células T virus-especificas, para gerar uma resposta antiviral eficiente (Barber et al.,
2006; Wherry et al., 2004). A exaustdo das células T caracteriza-se por uma perda
gradual das funcles efetoras, entre elas a baixa producdo de TNF-a e IFN-y, a
diminuicdo na proliferacdo e na citotoxicidade (Martinic e Von Herrath, 2008).

O uso de antagonistas da via PD-1/PD-L vinculou-se com a restauracdo da
resposta citotoxica mediada pelas células T CD8, incluindo a capacidade
proliferativa, a producao de citocinas (IFN-y TNF-a) e uma maior capacidade para
controlar a replicacéo viral (Martinic e Von Herrath, 2008). Em um estudo de infeccéo
viral crénica em camundongos foram identificadas duas subpopulacdes de células T
CD8 exaustas (Blackburn et al., 2008). Um subconjunto de células T CD8 em
exaustdo é recuperado pelo bloqueio de "PD-L1", enquanto o outro subconjunto
aparece mais diferenciado terminalmente e responde mal ao bloqueio de PD-1: PD-L
(Blackburn et al., 2008). O estudo funcional desta e outras vias de controle da
resposta imune, mediada pelas células T apresenta grande importancia para o
entendimento da imunorregulacdo no controle no curso das infecgdes cronicas, e
seu possivel vinculo com o desenvolvimento de doencas de etiologia inflamatéria e

autoimune. Apresentam também implicac6es para prever as respostas clinicas as

24



intervencdes terapéuticas baseadas em PD-1 e para a compreensao da dinamica
das células T durante infec¢des persistentes.

O CTLA-4 (do inglés, Cytotoxic T lymphocyte antigen 4) é um membro da
superfamilia das imunoglobulinas e é expressa por células T ativadas juntamente
com a proteina co-estimuladora CD28 das células T. Ambas as moléculas se ligam
ao CD80 e CD86 nas DCs, mas CTLA-4 se liga com maior afinidade e avidez do que
a CD28. Enquanto CD28 transmite um sinal estimulador (Harding et al., 1992),
CTLA-4 é capaz de superar o CD28 para CD80 e CD86 para inibir as funcdes das
células T (Krummel e Allison, 1995), onde a expressdo de CTLA-4 em células T
efetoras € aumentada somente apds a ativacao de células T mediada pelo TCR e
mediada por CD28.

O TIM-3 (do inglés, T cell immunoglobulin and mucin-containing protein 3), €
uma proteina de membrana do tipo I, e foi identificada inicialmente em células Thl
diferenciadas terminalmente (Monney et al., 2002). A identificacdo de galectina-9
(Gal-9) como um ligante para TIM-3 estabeleceu a interacdo Gal-9-TIM-3 como um
importante regulador da imunidade Thl induzindo a apoptose das células Thl (Zhu
et al., 2005; Sanchez-Fueyo et al., 2003). O TIM-3 também é encontrado nas células
Thl7 e T citotoxicas 1. TIM-3 atua como uma molécula reguladora para suprimir as
respostas imunes mediadas por células e promover a tolerancia imune (Flecken e
Sarobe, 2015). Além de ser encontrado em células T, TIM-3 também é encontrado
em células imunes inatas, incluindo mastécitos, macréfagos, DCs e células NK
(Flecken e Sarobe, 2015; Freeman et al.,, 2010). TIM-3 ndo serve apenas como
marcador de ativacdo celular ou maturacdo, mas também suprime a citotoxicidade
de células NK, visto que um aumento na abundancia da superficie celular de TIM-3
em células NK leva a disfungéo de células NK durante infeccdes virais crénicas (Jost
et al., 2013; Ju et al., 2010). Portanto, TIM-3 exerce diversos efeitos regulatorios nas
células NK em diferentes contextos imunes, envolvendo numerosos pProcessos
patolégicos e fisiologicos.

O LAG-3 (do inglés, Lymphocyte-activation gene 3) também € um membro da
superfamilia das imunoglobulinas que desempenha um papel crucial na homeostase
dos linfocitos. E expresso na superficie de células T e NK ativadas, mas também foi
detectado na superficie de células B, células dendriticas, TILs e Tregs (Okamura et
al., 2012). Sua sequéncia € aproximadamente 20% idéntica ao CD4 e a ligacdo ao
MHC-I1I, com maior afinidade do que o CD4 rege negativamente a funcao das células
T CD4" e CD8", células NK e Tregs (He et al., 2016). Outro ligante de LAG-3 ¢é a
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LSECtin que pertence a superfamilia do receptor de lectina do tipo C e é altamente
expressa nas células do figado (Liu et al., 2004). No melanoma, LSECtin regula
negativamente a resposta especifica do tumor mediada por células T LAG-3" por
inibicdo da secrecao de IFN-y (Xu et al., 2014). Um estudo pré-clinico mostrou que o
bloqueio de LAG-3 aumentou significativamente a proliferacdo e funcéao de células T
CD4" de uma maneira que dependia da presenca de IL-2 e do transdutor de sinal e
ativador de transcricdo (STAT)-5, onde o bloqueio LAG-3 afetou as células T CD4",
promovendo uma diferenciacéo de Thl e inibindo a inducéo de Treg (Durham et al.,
2014). Os anticorpos anti-LAG-3 provaram ser efetivos na ativacdo de efetores T e
na resposta imune. Em particular, Burova et al. (2016) mostraram que o tratamento
com uma combinagéo de PD1 anti-humano e LAG-3 anti-humano em ratos (PD-1 x
LAG-3 humanizados) aumentou a eficicia antitumoral. Além disso, foram notificados
dados farmacocinéticos e de seguranca favoraveis para o anticorpo anti-hLAG-3 em
macacos (Burova et al., 2016). Além disso, Gray et al. (2016), demonstraram que a
adic&o de anticorpos dirigidos contra fosfatidilserina para a terapia com LAG-3* PD-1
poderia aumentar ainda mais a eficacia da combinacdo em comparacdo com
tratamentos Unicos e combinados (Gray et al., 2016).

O estudo funcional desta e outras vias de controle da resposta imune,
apresenta grande importancia para o entendimento da imunorregulagdo no curso
das infeccdes crbnicas, e seu possivel vinculo com o desenvolvimento de doencas

de etiologia inflamatdria e autoimune.

26



1.5 Justificativa

Ja é bem conhecido que o cdo doméstico apresenta importante papel como
reservatorio urbano da leishmaniose visceral. Ha4 tempos, diversas estratégias de
controle da doengca com foco no controle animal vém sendo analisadas,
desenvolvidas e implementadas, inclusive com a produc¢éo de vacinas caninas ja em
comercializacdo ou mesmo tratamentos diversos. Em longo prazo, a eficacia de
qualquer um destes métodos utilizados devera ser avaliada utilizando como base as
informacdes relacionadas ao sistema imunoldgico destes animais e sua relagdo com
a resisténcia a doenca e a reducdo da carga parasitaria. Desta forma, conhecer
aspectos da imunopatogenia da leishmaniose visceral canina e sua relacdo com a
carga parasitaria trard subsideos para o estudo de eficacia de vacinas caninas ou

tratamentos alternativos.

A relacdo com estudos do bloqueio de receptores ou ligantes envolvidos no
processo de exaustdo (PD-1, CTLA-4, PD-L1,PD-L2, TIM-3, LAG-3) que apresentam
potencial para novos meios de imunomodulagcdo, com possivel aplicacdo para os
casos graves humanos reforca a relevancia do presente estudo. Até o momento néo
ha a descricdo de analise de TIM-3 e LAG-3 em cdes com leishmaniose visceral. As
expressdes de PD-1 ou CTLA-4 in situ também nédo foram avaliadas nestes animais,
porém em infeccdo experimental em camundongos, demonstrou-se que o bloqueio
da via de exaustdo PD-1/B7-H1 levava a reducdo da carga parasitaria, apesar de
ndo mostrar efeitos na expressdo de citocinas. A possibilidade de tratamentos
alternativos em caninos, que nao utilizem medicamentos usados no tratamento
humano (proibidos para cées no Brasil), e que levem a reducéo da carga parasitaria
a ponto de o cao deixar de servir como fonte de infecgédo para o flebotomineo, seria

promissor na histéria da leishmaniose visceral canina e merece ser avaliada.

Além disso, muitos aspectos clinicos e imunolégicos na leishmaniose visceral
canina se assemelham a leishmaniose visceral humana, e por este motivo, muitos
trabalhos consideram o cdo como modelo da doenca humana. Assim, os dados
produzidos neste estudo poderiam ser aplicados ou servir como base para o estudo
da leishmaniose visceral humana utilizando o cdo como modelo da doenca. Neste
sentido, ndo poderiamos descartar a possibilidade de os dados produzidos neste
estudo revelarem possiveis alvos para o acompanhamento ou tratamento da

leishmaniose visceral humana, cuja expansao e aumento da taxa de letalidade nos
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altimos anos tém preocupado as autoridades e agéncias de saude (Brasil 2014,
WHO 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar marcadores de exaustdo no baco de cdes naturalmente
infectados com Leishmania infantum, correlacionando com a avaliagdo clinica dos

animais, com a organizacdo da polpa branca esplénica e com a carga parasitaria.

2.2 Especificos

e Realizar analise histopatoldogica do baco de cdes naturalmente infectados
levando em consideracéo a organizacao do tecido linfoide esplénico.
e Avaliar a carga parasitaria tecidual.
¢ Analisar qualitativamente e quantitativamente, nos diferentes compartimentos
do baco (polpa vermelha, zona marginal, bainha linfoide periarteriolar e
foliculo linfoide), os perfis:
1. Celular (linfocitos CD4", CD8", CD21%);
2. Exaustdo (CTLA-4, TIM-3, PD-1, PD-L1, PD-L2 e LAG-3);
3. Funcional/proliferagéo (IFN-y, IL-10 e Ki-67):

e Analisar qualitativamente e quantitativamente células em apoptose no baco
através da técnica de TUNEL.
e Correlacionar os dados obtidos com o escore clinico, a organizagéo da polpa

branca esplénica e a carga parasitaria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Quarenta e um caes provenientes da cidade de Barra Mansa, estado do Rio
de Janeiro, com diagnostico confirmado de leishmaniose visceral e encaminhados
para a eutanasia compulsoéria no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(FIOCRUZ-RJ) foram avaliados. A eutanasia foi realizada pelos médicos
veterinarios do Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO-INI-FIOCRUZ), utilizando 1,0% (1,0 mL/kg) de
Thiopental (Thiopentax®, Cristalia) intravenoso. Apds a deteccdo de auséncia de
reflexo corneo, induzido por anestesia profunda, foram administrados 10 mL de
cloreto de potassio 19,1% (Isofarma) intravenoso. O material avaliado foi obtido
durante a necropsia dos animais, momento em que foram coletadas as amostras do

baco e sangue periférico, assim como os dados clinicos.

3.2 Avaliacéao clinica dos animais

A avaliacao clinica foi realizada por dois médicos veterinarios, considerando
os 6 sinais clinicos tipicos da LVC: dermatite, onicogrifose, conjuntivite,
emagrecimento, alopecia e linfadenopatia. Cada sinal clinico foi avaliado em uma
escala variando de 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) a 3 (grave) pontos segundo
Quinnell et al., (2001). A classificacao final foi dada pela soma dos pontos obtidos,
podendo o animal ter baixo escore clinico (0 a 2 pontos), médio (3 a 6) e alto (7 a
18).

3.3 Aspectos éticos

As amostras biologicas utilizadas neste estudo sdo oriundas de necropsias
realizadas pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO, INI, FIOCRUZ) de cées diagnosticados como
leishmaniose visceral e encaminhados para a eutanasia. As amostras foram obtidas

de necrépsias, portanto, o presente estudo foi encaminhado para avaliacdo ética e
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segundo orientacdo do Comité de Etica em Uso de Animais da Fiocruz e de acordo

com a lei brasileira 11794/08 ndo houve necessidade de aprovagao (anexo 3).

3.4 Andlise histopatolégica

Fragmentos teciduais do baco foram fixados em solugéo tamponada de formol
10% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e inseridos em parafina (Synth, Diadema,
Brasil). Cortes com 5 pm de espessura foram afixados em laminas de microscopia e
corados com hematoxilina e eosina (Leica Biosystems, Newcastle Upon Tyne, Reino
Unido) para posterior andlise em microscépio 6ptico (Zeiss, Oberkochen, Alemanha).
Organizacédo do tecido linfoide esplénico da polpa branca, zona marginal e polpa
vermelha foram analisados como descrito por Santana et al,. (2008). Os parametros
avaliados foram periesplenite (auséncia, pouco, médio, intenso), presenca de
granulomas (auséncia, pouco, médio, intenso) e grau de organizacdo da polpa
branca. Neste Ultimo caso foi considerada organizada a polpa branca que
apresentou bainha periarteriolar, centro germinativo, zona do manto e zona marginal
distintos. Pouco desorganizada, aquela com alguma mudanca hiperplasica ou
hipoplasica levando a perda de definicdo de alguma das regiées da polpa branca.
Moderadamente desorganizadas, aquelas com polpa branca evidente, porém suas
regides sao pouco individualizadas ou indistintas. Intensa desorganiza¢cdo quando a
estrutura folicular foi pouco distinguivel da polpa vermelha e da area de células T.
Realizou-se também a quantificacdo do numero de foliculos linfoides e nimero de
granulomas por mm? de tecido. A avaliacdo considerou a presenca ou auséncia e o

namero de foliculos linféides e granulomas por campo.

3.5 Extracao de DNA em tecido esplénico

O DNA total foi extraido de cerca de 10 mg de amostras de baco. A extracao
de DNA foi realizada utilizando QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen, Santa Clarita, EUA)
gue incluiu uma fase anterior de digestdao com 20,0 uL de proteinase K (20 mg/mL)
durante 1h a 56°C. O DNA foi eluido em 50 pL de tampéo tris EDTA (AE Buffer) e
quantificados em NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).
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3.6 Determinacao da carga parasitéaria por gPCR

A carga de parasitos foi estimada por PCR em tempo real em amostras de
baco como previamente descrito por Cavalcanti e colaboradores (2015). Utilizaram-
se iniciadores HPRT (Tabela 1) para normalizar as concentracbes de DNA canino
em cada amostra. Para quantificar o numero de cépias do DNA referente aos
parasitos, os iniciadores SSrRNA (Tabela 1) descritos por Prina et al. (2007) foram
utilizados para amplificar o gene que codifica 0 RNA de subunidade menor
ribossomal (ssrRNA, multy-copy gene). As reacdes de qPCR foram realizadas no
equipamento Step One (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc., Foster City,
EUA) utilizando o sistema de deteccdo Power Sybr Green Master Mix (Applied
Biosystems, Molecular Probes, Inc., Foster City, EUA). Adicionou-se 2 uL do DNA
total purificado (100 ng) a um volume final de reacédo de PCR de 20 uL contendo
Power Sybr Green 1X, 300 nM de cada iniciador para HPRT ou 500 nM para ensaios
de PCR de ssrRNA. O gPCR foi realizado com uma etapa de ativacdo a 95°C
durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo e anelamento/extensao
(95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto e 68°C durante 30 segundos).
Realizou-se uma curva padrao para cada alvo especifico. Todas as reacfes foram
realizadas em duplicata para cada alvo e ambos os alvos foram executados na
mesma placa para a mesma amostra.

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de caes nao infectados
e culturas em massa de promastigotas de Leishmania infantum
(MCAN/BR/2007/CG-1) foram determinadas utilizando um contador de células (Z1™
COULTER COUNTER®, Beckman Coulter, Fullerton, EUA). O DNA total foi extraido
a partir de 1,0 x 10° células PBMC e 1,0 x 10’ de promastigotas. As curvas padréo
para os genes HPRT e ssrRNA foram preparadas utilizando diluicbes em série de 10
vezes de 102 a 10’ de DNA purificado total. Os animais foram agrupados como

carga parasitaria alta ou baixa como descrito por Cavalcanti et al., (2015).
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Tabela 1: Genes alvos e respectivas sequéncias utilizados na quantificacdo da carga parasitaria. S, senso; AS,
anti-senso, pb, pares de bases.

Gene Alvo N° de acesso Sequéncia (5'-3") Tamanho
ou referéncia em pares
de bases
(pb)
HPRT NW_003726126. S AAAACAATGCAGACTTTGCT 58
1
Alvo canino

AS CCTTGACCATCTTTGGATTA

SsrRNA Prina et al. S TACTGGGGCGTCAGAG 153
_ (2007)

Alvo parasita

Leishmania (L). AS GGGTGTCATCGTTTGC

infantum

3.7 Extracdo do RNA e Quantificacdo da Expresséo Génica de
marcadores de exaustdao (PD-1, PD-L1, PD-L2 e LAG-3) por
gRT-PCR

O RNA total foi extraido de fragmentos teciduais de baco pelo método Trizol®
(Invitrogen, Grand Island, NY) e RNeasy kit (Qiagen), de acordo com protocolo dos
fabricantes. O RNA foi quantificado por espectrofotometria em Nanodrop TM 1000
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, EUA) e 2 ug de RNA foram tratados com
RNAse-free DNase® (Ambion, Grand Island, NY). A sintese do DNA complementar
(cDNA) foi realizada com High Capacity cDNA Syntesis kit (Applied Biosystems).
Como controle de contaminacdo de DNA genbmico, uma aliquota antes da
transcricao reversa (no-RT) foi testada para cada amostra com um gene constitutivo.

As reacOes de gPCR foram realizadas utilizando o sistema Power Sybr Green
Master MIX® (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc) no equipamento ViiA 7
(Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc). Foram preparadas reacdes com
volume final de 10 pL contendo iniciadores (de acordo com a tabela 2), 5 uL de
SYBR 2X e 1puL de cDNA. O ciclo térmico consistiu em uma etapa de ativacdo a
95°/10 min, seguida de 45 ciclos de desnaturacdo a 95°C/15 seg e
anelamento/extensdo a 60°C/1 min. Uma curva de dissociac¢do (95°C/15 seg, 60°C/1
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min e 95°C/15 seq) foi realizada para avaliacdo de amplificacdo inespecifica. Para
os alvos PD-1 e LAG-3 uma etapa de leitura foi adicionada a 80°C e 78°C,
respectivamente, logo apos a etapa de anelamento/extensdo. Os produtos
desenhados para este estudo serdo ainda sequenciados. A quantificacdo relativa
dos genes de interesse foi determinada pelo método do ddCT (Pfaffl, 2001,
Hellemans et al, 2007), onde HPRT e GAPDH (Cavalcanti et al, 2015) foram
utilizados como referéncias. As eficiéncias foram determinadas experimentalmente
por diluicbes seriais de cDNAs de cdo. Todas as reacdes foram realizadas em

duplicata e controles negativos foram incluidos em todos 0s ensaios.

Tabela 2: Genes alvos e desenho dos iniciadores para cDNA. S, senso; AS, anti-senso, pb, pares de bases.

Gene Alvo N° de acesso Sequéncia (5'-3") Tamanho
em pares
de bases
(pb)

HPRT NW_003726126.1 S AAAACAATGCAGACTTTGCT 58

AS CCTTGACCATCTTTGGATTA

GAPDH XM_003434387.2 S ATGCCCAACATTGGTTATGG 103
AS CTCTTTCCACGATGGCTTTG

PD-1 XM_022409577.1 S TCCACGAACACTCAGAAGCC 136
AS TTCCTACTCCCCTTCAGGCA

PD-L1 AB_850883.1 S CCGCCAGCAGGTCACTTC 139
AS CCATTGTCACATTGCCACCA

PD-L2 XM_014117874.2 S CCTTGAACTGGTGTGGCAGA 132
AS TGCACTCCCAGGCTCAAAAT

LAG-3 XM_005637438.2 S AGTCATCACAGTGACTCCCA 132

AS  GAACCTCGCCAAGACTGCTT
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3.8 Imuno-histoquimica

Fragmentos teciduais do baco foram congelados em resina OCT TissueTek®
(Sakura, Alphen aan den Rijn, Holanda). Cortes de baco com 5 um de espessura
foram fixados com acetona P.A. (Merck) em laminas silanizadas (Dako, Carpinteria,
CA, EUA). Hidratou-se em PBS durante 10 minutos, seguido da inibicdo da
peroxidase enddégena com solucdo contendo peréxido de hidrogénio 3% (Dako)
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram submetidos a duas
lavagens em PBS durante 5 minutos cada. Para a inibi¢cdo de ligacdes inespecificas
os cortes foram incubados em solucdo contendo 0,4% BSA por 20 minutos a
temperatura ambiente. O excesso de solu¢do de bloqueio foi descartado e foram
adicionados o0s anticorpos priméarios para deteccdo de células CD4" (clone
YKIX302.9), CD8" (clone YCATE55.9), CD21" (clone CA2.1D6) (Bio-Rad AbD
Serotec, Hercules, EUA), citocinas IFN-y (clone CC302) e IL-10 (CC318) (Bio-Rad
AbD Serotec); proliferacdo Ki-67 (clone SolA15) (eBioscience, San Diego, EUA) e
marcadores de exaustdo PD-1 (clone NAT105), LAG-3 (11E3), PD-L1, CTLA-4
(clone BNI3) e TIM-3 (policlonal) (Abcam, Cambridge, Reino Unido) por 18 horas a
4°C. O controle da reacéo foi realizado pela supresséo do anticorpo primario em pelo
menos um dos cortes teciduais. Ao término da incubacdo, foram realizadas 2
lavagens em solucdo PBS, 5 minutos cada, seguido de incubacdo com o anticorpo
secundario biotinilado (Dako) por 25 minutos, e mais 2 lavagens com PBS. Os cortes
foram incubados com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase por 25 minutos.
Apos 2 lavagens com PBS, revelou-se com o kit AEC (Invitrogen, Carlsbad, EUA).
Apés a visualizacdo da marcacao em microscépio Optico, a reacdo foi interrompida
com agua tipo Il, e foi feita a contracoloracdo com hematoxilina de Meyer (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA) seguido da montagem em Faramount medium (Dako). Os
cortes foram avaliados em microscopio optico, 5 laminas por animal e quantificados
na polpa vermelha esplénica em campos alternados (um sim e dois n&o) no aumento
de 40 vezes. Os resultados foram expressos em percentual de células positivas e
células/mm? através da marcacéo das células positivas por imuno-histoquimica e

contagem manual.
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3.9 Imunofluorescéncia

O tecido esplénico foi criosseccionado a 5 ym, os fragmentos colocados em
laminas silanizadas (Dako, Carpinteria, CA, EUA) e fixados com acetona P.A.
(Merck) durante 10 minutos. Para a inibicdo de ligacdes inespecificas os cortes
foram incubados em solugdo contendo 0,4% BSA por 20 minutos a temperatura
ambiente. O excesso de solucdo de bloqueio foi descartado e foram adicionados os
anticorpos primarios para deteccdo de células CD21" (Bio-Rad AbD Serotec) e
marcador de exaustdo TIM-3 (Abcam) por 18 horas a 4°C. A reacéo foi revelada por
anticorpos secundérios anti-lgG de camundongo conjugado a ficoeritrina (PE-
vermelho) e anti-lgG de coelho conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC). A
incubacdo com os anticorpos secundarios foi feita em camara escura por 30 minutos
e temperatura ambiente. As laminas foram montadas utilizando-se o0 meio
Fluoromount-g contendo DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) (Thermo Fisher Scientific).
A leitura da reacéo foi realizada em microscoépio de fluorescéncia. As imagens foram

processadas e sobrepostas em programa ImageJ (NIH, EUA).

3.10 TUNEL

As laminas silanizadas contendo cortes de baco foram fixadas em
paraformaldeido 10% em solucdo salina tamponada por fosfato (PBS) por 15
minutos a temperatura ambiente. A seguir foram lavadas duas vezes em PBS, 5
minutos cada lavagem. A permeabilizagdo celular foi realizada com Proteinase K
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA, concentracao final de 20 pg/mL) em Tris/HCI 10mM
pH 8.0, reconstituida (10 mg/mL), diluida em 1:500 em PBS. Foram adicionados 100
uL da proteinase K (20 ug/mL) para cobrir o corte do tecido durante 10 minutos em
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em PBS e o reagente de TUNEL
(DeadEnd™ Fluorometric TUNEL assay, Promega Co., EUA) foi adicionado ao corte
conforme instrugcbes do fabricante. Este reagente permite a deteccdo da
fragmentacdo do DNA através da marcacdo das porcbes terminais dos acidos
nucléicos. No controle negativo somente o tampé&o de equilibrio foi adicionado. A
incubacdo em camara umida foi realizada a 40°C por 90 minutos. Apos esse periodo
as laminas foram lavadas em PBS por 5 minutos sob agitacdo constante e apos a

secagem foram montadas em Fluoromount-G com DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol)
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(ThermoFisher Scientific, EUA). As laminas foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia Zeiss, onde as células apoptoéticas marcadas foram quantificadas em
toda sua extensdo em campos alternados (um sim e dois ndo) no aumento de 40

vezes, quantificando também o numero total de células marcadas com DAPI.

3.11 Analise estatistica

O estudo utilizou amostras de conveniéncia, e para efeito de andlise, os
animais foram divididos em 3 grupos de acordo com 0s sinais clinicos: 1- baixo
escore clinico; 2- meédio escore clinico; 3- alto escore clinico. Também foi
considerada para a analise, a organizacdo do tecido linfoide esplénico e a carga
parasitaria: 1- organizado/baixa carga; 2- desorganizado/baixa carga; 3-
desorganizado/alta carga. Foram utilizados os testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney e Kruskal Wallis para amostras independentes e o teste de correlacdo de
postos de Spearman utilizando o programa GraphPadPrism version 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Para a andlise de expressdo génica foram
utilizados os testes de ANOVA e Tukey. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos. Os dados foram representados por mediana e intervalo interquartil.

37



4 RESULTADOS

4.1 Analise dos sinais clinicos dos caes com Leishmaniose

Visceral

No presente estudo foram incluidos 41 cdes naturalmente infectados com L.
infantum. Foram avaliados 0s seis sinais clinicos mais frequentemente observados
na LVC: onicogrifose, ceratoconjuntivite, dermatite, emagrecimento, linfadenopatia e
alopecia. Os animais foram agrupados em baixo (n=13), médio (n=13) e alto escore

clinico (n=15). Os dados clinicos de cada animal estdo descritos no quadro 1.

Animal Sinais Clinicos Escore Sexo  Ectoparasitos Porte
Clinico
001/2013 Alopecia Alto (7) Macho Carrapato Médio
Dermatite

Hepatomegalia
Ceratoconjuntivite
Linfadenopatia
Esplenomegalia

Emagrecimento

002/2013 Alopecia Moderado Macho Ausente Pequeno
(6)
Dermatite
Hepatomegalia
Linfadenopatia
Esplenomegalia

Emagrecimento

003/2013 Linfadenopatia Baixo (1) Fémea Pulga Pequeno
004/2013 Alopecia Moderado Fémea Pulga Pequeno
(6)
Dermatite

Onicogrifose

Emagrecimento
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001/2014 Baixo (0) Fémea Carrapato Médio
002/2014 Dermatite Moderado Fémea Pulga Médio
(6)
Onicogrifose Carrapato
003/2014 Onicogrifose Baixo (2) Macho Ausente Médio
Esplenomegalia
004/2014 Dermatite Alto (9) Macho Ausente Médio
Onicogrifose
Esplenomegalia
Emagrecimento
005/2014 Dermatite Baixo (2) Fémea Carrapato Grande
Pulga
006/2014 Alopecia Moderado Fémea Carrapato Médio
(5)
Dermatite Pulga
Onicogrifose
Emagrecimento
007/2014 Onicogrifose Moderado Fémea Carrapato Médio
3)
Emagrecimento Pulga
008/2014 Emagrecimento Moderado Macho Carrapato Médio
3)
009/2014 Dermatite Alto (9) Fémea Carrapato Médio
Ceratoconjuntivite
Onicogrifose Pulga
Esplenomegalia
Emagrecimento
010/2014 Alopecia Moderado Macho Pulga Pequeno
(5)
Dermatite
Ceratoconjuntivite
Onicogrifose
011/2014 Alopecia Alto (8) Macho Pulga Pequeno
Dermatite

39




Onicogrifose

Emagrecimento

012/2014 Alopecia Alto (7) Macho Pulga Grande
Dermatite
Hepatomegalia
Onicogrifose
Esplenomegalia
013/2014 Onicogrifose Baixo (2) Macho Carrapato Médio
Esplenomegalia
Emagrecimento Pulga
014/2014 Alopecia Alto (4) Macho Carrapato Médio
Dermatite Pulga
Emagrecimento
015/2014 Baixo (0) Fémea Pulga Médio
016/2014 Alopecia Moderado Fémea Carrapato Médio
(6)
Emagrecimento Pulga
017/2014 Alopecia Alto (7) Macho Carrapato Médio
Dermatite
Onicogrifose
Emagrecimento Pulga
018/2014 Baixo (0) Macho Carrapato Médio
019/2014 Esplenomegalia Baixo (0) Macho Pulga Pequeno
020/2014 Esplenomegalia Macho Grande
Baixo (0)
021/2014 Baixo (0) Macho Carrapato Grande
Pulga
022/2014 Dermatite Alto (8) Fémea Carrapto Grande
Linfadenopatia
Onicogrifose
Esplenomegalia
023/2014 Dermatite Baixo (1) Féma Pulga Médio
Onicogrifose
Esplenomegalia
024/2014 Dermatite Moderado Macho Ausente Pequeno
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Onicogrifose

3)

025/2014

Alopecia

Dermatite

Ceratoconjuntivite

Onicogrifose

Esplenomegalia

Alto (8)

Fémea

Ausente

Pequeno

026/2014

Hepatomegalia
Onicogrifose
Esplenomegalia

Baixo (2)

Fémea

Carrapato

Pulga

Grande

027/2014

Dermatite

Ceratoconjuntivite

Linfadenopatia
Onicogrifose

Alto (8)

Fémea

Carrapato

Grande

028/2014

Dermatite

Linfadenopatia

Esplenomegalia

Moderado

(5)

Fémea

Pulga

Médio

029/2014

Alopecia
Dermatite
Linfadenopatia
Onicogrifose
Esplenomegalia

Emagrecimento

Alto (9)

Fémea

Pulga

Médio

030/2014

Dermatite

Onicogrifose

Emagrecimento

Moderado

(4)

Macho

Ausente

Médio

031/2014

Dermatite

Onicogrifose

Esplenomegalia

Moderado

(5)

Fémea

Carrapato

Médio

032/2014

Esplenomegalia

Baixo (0)

Fémea

Carrapato

Médio

033/2014

Alopecia

Alto (9)
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Dermatite
Ceratoconjuntivite
Onicogrifose

Emagrecimento

034/2014 Dermatite
Hepatomegalia
Ceratoconjuntivite
Linfadenopatia
Onicogrifose
Esplenomegalia

Emagrecimento

Alto (9)

Fémea Carrapato

Pulga

Médio

035/2014 Alopecia

Dermatite

Onicogrifose

Moderado

(6)

Fémea Pulga

Carrapato

Pequeno

036/2014 Alopecia
Dermatite
Linfadenopatia
Onicogrifose
Esplenomegalia

Emagrecimento

Alto (12)

Macho Pulga

Pequeno

037/2014 Alopecia
Dermatite
Onicogrifose

Emagrecimento

Alto (10)

Fémea Pulga

Carrapato

Médio

Quadro 1 - Dados clinicos coletados dos cées naturalmente infectados por L. infantum e incluidos no estudo

4.2 Andlise qualitativa e quantitativa do perfil de células CD4",

CD8" e CD21" de acordo com o escore clinico dos cdes com

Leishmaniose Visceral

Foram detectadas através da técnica de imunohistoquimica células CD4",

CD8" e CD21" nas polpas vermelha e branca do baco (Figura 4). As quantificacdes

celulares foram realizadas

na polpa

vermelha, visto

que para

a

quantificacdo por mm? e percentual de area marcada, o tamanho do foliculo poderia
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ser um fator que influenciaria nestas contagens e nas futuras analises. O tamanho
folicular pode apresentar variagédo inclusive no mesmo campo analisado e muitos
animais nao apresentaram foliculos nos campos analisados. Além disso, a polpa
vermelha foi levada em consideracdo uma vez que € uma area de transicao celular e
o local onde se concentram os macréfagos parasitados. Nao houve diferencas
significativas quanto ao perfil celular quando estes grupos foram comparados (Figura
5).

Figura 4 - Identificacéo por imunohistoquimica da presenca de (A) CD4" (B) CD8", (C) CD21" no baco de cées
naturalmente infectados com L. infantum. Células positivas coradas em castanho. Barra de aumento: 25um.
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Figura 5 - Perfil celular observado no bago de cées naturalmente infectados com L. infantum de acordo com o
escore clinico: (A) Percentual de células CD4", (B) Células CD4"/mm? (C) Percentual de células CD8", (D)

Células CD8"/mm?, (E) Percentual de células CD21" e (F) Células CD21*/mm?. Mann-Whitney e Kruskal Wallis:
p>0,05.
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4.3 Andlise qualitativa e quantitativa da expressao de
citocinas (IFN-y e IL-10) e de proliferacédo (Ki-67) no baco de
caes naturalmente infectados por L. infantum de acordo com

0 escore clinico

Foram detectadas células IFN-y*, IL-10" e Ki-67" no baco de cées
naturalmente infectados (Figura 6). Estas células estavam presentes
homogeneamente na polpa vermelha esplénica e foram pouco identificadas na polpa
branca esplénica. Quando os grupos foram comparados, ndo houve diferenca em
relacdo ao nimero de células IFN-y* (Figura 7A-B). No entanto, foi observada menor
quantidade de células IL-10" nos animais que apresentavam maior escore clinico
(Figura 7C-D).

Apesar de ndo significativa, a quantidade de células Ki-67" foi menor nos
animais que apresentavam maior escore clinico (Figura 7 E-F). Foi observada
correlacdo inversa entre a intensidade de escore clinico e a expressado de Ki-67
(p=0,033; r=-0,346).
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Figura 6 - Identificac&o por imunohistoquimica da presenca de (A) IFN-y" (B), IL-10", (C) Ki-67" no bagco de cées
naturalmente infectados com L. infantum. Células positivas coradas em vermelho. Barra de aumento: 25pm.
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Figura 7 - Perfil celular observado no bago de cées naturalmente infectados com L. infantum de acordo com o
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Kruskal Wallis: (C) p=0,026.
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4.4 Andlise qualitativa e quantitativa da expressao de
marcadores de exaustédo (TIM-3, CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2,
LAG-3) no baco de cées naturalmente com L. infantum

infectados de acordo com o escore clinico

Células TIM-3" e CTLA-4" foram detectadas no baco de cdes naturalmente
infectados (Figura 8A-B). A presenca dessas células foi mais abundante na polpa
vermelha esplénica, sendo nessa regido distribuidas de forma homogénea. Apesar
de ndo significativo, os animais com escore clinico mais intenso apresentaram
maiores quantidades de células TIM-3" do que aqueles com baixo escore clinico
(Figura 9A-B). Nao houve diferencas entre os grupos clinicos quando comparadas
as quantidades de células CTLA-4" (Figura 9C-D).

A expressdo génica dos marcadores de exaustdo (PD-1, PD-L1, PD-L2 e
LAG-3) foi identificada através da técnica de qRT-PCR (Figura 10), onde a
expressdo foi maior nos grupos que apresentaram baixo escore clinico, com

excecdo do marcador PD-L1, sendo esta diferenca significativa em PD-1.

g ‘:‘
A
:r‘L

Figura 8 - Identificagdio por imunohistoquimica da presenca de (A) TIM-3" e (B) CTLA-4" no baco de cées
naturalmente infectados com L. infantum. Células positivas coradas em vermelho.
Barra de aumento: 25um.
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Figura 10 - Express@o génica de marcadores de exaustdo no bagco de cées naturalmente infectados com
Leishmania infantum. Analise ex vivo por gPCR dos niveis de mRNA no baco de cées classificados de acordo
com o escore clinico. Valores de expressdo génica normalizados para os genes constitutivos HPRT e GAPDH.
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45 Associacdo da analise histopatolégica com carga

parasitaria

Como os cées foram infectados naturalmente e n&do s&o conhecidos os
tempos de evolucdo, e as alteracdes histopatoldgicas e aumento da carga
parasitaria estdo associados a progressao de infeccdo/doenca (Strauss-Ayali et al.,
2005; Silva et al., 2012; Cavalcanti et al., 2015) os dados sobre histopatologia foram
associados com a carga parasitaria para efeito de anélise. Conforme descrito por
Cavalcanti et al. (2015), os cées foram agrupados como: 1- PBE organizada e baixa
carga parasitaria (OB); 2- PBE desorganizada e baixa carga parasitaria (DB) e 3-
PBE desorganizada e alta carga parasitaria (DA). Apenas um animal apresentou alta
carga parasitaria e PBE organizada e por isso ndo foi incluido nestas analises.

A desorganizacdo da polpa branca esplénica foi caracterizada pela reducao
do numero e perda de compartimentalizacdo dos foliculos linfoides, que nos casos
extremos apresentaram-se atrofiados (Figura 11D). Além disso, houve reducéo das
células da bainha linfatica periarteriolar, 4rea composta por linfécitos T. Esta
alteracdo histopatologica tem sido, com frequéncia, observada na LVC, e no
presente estudo foi observada na maioria dos animais (30/41, 73,2%). Foi associada
a progressdo da doenca, pois animais com polpa branca desorganizada
apresentaram escore clinico significativamente mais elevado do que aqueles com

polpa organizada (Mann-Whitney p=0,0235) (Figura 12).
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Figura 11 - Figura ilustrativa da polpa branca esplénica de c&es naturalmente infectados por Leishmania
infantum. Em (A) Polpa Branca Esplénica (PBE) organizada e (B) PBE pouco desorganizada. Em (C) PBE com
média desorganizacdo. Em (D) PBE intensamente desorganizada. Barra de aumento 10 um. PBE=Polpa Branca
Esplénica; CG=Centro Germinativo; AC=Arteriola Central; BLP=Bainha Linfatica Periarteriolar e PVE=Polpa
Vermelha Esplénica.
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Figura 12 - Escore clinico observado de acordo com o grau de organizacéo da polpa branca esplénica (PBE) em
cdes naturalmente infectados com L. infantum. Mann-Whitney: * p=0,0235. PBE organizada: Animais com PBE
organizada a pouco desorganizada. PBE desorganizada: animais com média a intensa desorganizacédo da polpa
branca esplénica.
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4.6 Andlise qualitativa e quantitativa do perfil de células CD4",
CD8" e CD21" de acordo com a desorganizacdo da polpa

branca esplénica e carga parasitaria

Observamos menor quantidade de células CD4" em animais com polpa branca
desorganizada e baixa carga parasitaria, do que aqueles com polpa branca
desorganizada e alta carga parasitaria. Em associacdo com a atrofia de bainha
linfatica periarteriolar, este dado sugere a retencao destas células na polpa vermelha
(Figura 13A-B).

Ndo houve diferencas nas quantidades de células CD8" e CD21" quando os
grupos foram comparados (Figura 13C-F).
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Figura 13 - Perfil celular observado no bago de caes naturalmente infectados com L. infantum de acordo com a
desorganizacéo da polpa branca esplénica e carga parasitaria: (A) Percentual de células CD4", (B) Células
CD4'/mm?, (C) Percentual de células CD8", (D) Células CD8"/mm?, (E) Percentual de células CD21", (F) Células
CcD21"/mm?. Mann-Whitney: (A) *p=0,019; (B) *p=0,0036, **p=0,0383. Kruskal Wallis: (A) p=0,031; (B) p=0,021.
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4.7 Analise qualitativa e quantitativa da expressdo de
citocinas (IFN-y e IL-10) e de proliferagdo (Ki-67) no baco de
caes naturalmente infectados com L. infantum de acordo com
a desorganizacdo da polpa branca esplénica e carga

parasitaria

Quando os grupos foram comparados, ndo houve diferenca significativa em
relacdo ao nimero de células IFN-y*, IL-10" e Ki-67" (Figura 14). No entanto, foi
observado uma tendéncia de maior percentual de células IFN-y* nos animais que
apresentavam a PBE organizada e baixa carga parasitaria (Figura 14A), enquanto
que se observou maior quantidade de células IL-10" nos animais com PBE

desorganizada e baixa carga parasitaria (Figura 14C-D).

4.8 Analise qualitativa e quantitativa da expressdo de
marcadores de exaustdo (TIM-3, CTLA-4, PD-1, LAG-3, PD-L1, e
PDL-2) no bago de caes naturalmente infectados com L.
infantum de acordo com a desorganizacdo da polpa branca

esplénica e carga parasitaria

Animais com baixa carga parasitdria e polpa branca organizada ou
desorganizada apresentaram células CTLA-4" e TIM-3" (Figura 15). No presente
estudo, ainda observamos a reducéo significativa de células CTLA-4" nos animais
com polpa branca desorganizada e alta carga parasitaria (Figura 15C-D), fato que
poderia ser consequéncia da apoptose sofrida por essas células ou a expressao de

outras moléculas de exaustdo em detrimento da molécula CTLA-4.
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Figura 14 - Pefrfil celular observado no baco de cdes naturalmente infectados por L. infantum de acordo com a
desorganizacéo da polpa branca esplénica e carga parasitaria: (A) Percentual de células IFN-y*, (B) Células IFN-

v'Imm?, (C) Percentual de células IL-10%, (D) Células IL-10"/mm?, (E) Percentual de células Ki-67", (F) Células
Ki-67*/mm°. Mann-Whitney e Kruskal Wallis: p>0,05.
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Observamos também que a expressao de TIM-3 foi alta em todos os grupos e
apresentou uma tendéncia em aumentar nos animais desorganizados, mais
intensamente naqueles com alta carga parasitaria (Figura 15A-B).

N&o foi possivel identificar nesse estudo células PD-1", PD-L1", PD-L2" e LAG-
3" através da técnica de imunohistoquimica, o que pode ser explicado por limitag&o
da técnica escolhida para as analises. E possivel que a intensidade de expressio
destas moléculas por célula seja baixa e haja a necessidade de se estimular as
células coletadas do hospedeiro para a deteccdo destes marcadores de exaustdo
por citometria de fluxo como tem sido demonstrado na literatura (Esch et al., 2013;
Chiku et al., 2016; Coy et al., 2017). Entretanto, a expressao génica destes
marcadores de exaustao foi identificada através da técnica de gRT-PCR (Figura 16),
onde a expressao foi menor nos grupos que apresentaram maior desorganizacao e

carga parasitaria no baco, sendo significativa esta diferenca em PD-L1 e LAG-3.
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Figura 15 - Andlise quantitativa de células exaustas no baco de cdes naturalmente infectados com L. infantum
de acordo com a desorganizacdo da polpa branca esplénica e carga parasitaria: (A) Percentual de células TIM-
3*, (B) Células TIM-3/mm?, (C) Percentual de células CTLA-4", (D) Células CTLA-4"/mm?. Mann-Whitney: (C)
*p=0,00160. Kruskal Wallis (C) p=0,021.
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Figura 16 - Expressdo génica de marcadores de exaustdo no bagco de cées naturalmente infectados com
Leishmania infantum. Analise ex vivo por gPCR dos niveis de mRNA no bago de cées classificados de acordo
com a carga parasitaria e desorganizacéo esplénica. Valores de expressao génica normalizados para os genes
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4.9 Andlise qualitativa da presenca de células B exaustas
(CD21'TIM-3") no bago de cdes naturalmente infectados com

Leishmania infantum

Apesar da atrofia da bainha linfoide periarteriolar, a quantidade de células TIM-
3" foi semelhante ao observado nos animais com polpa branca esplénica
organizada, e na analise histopatolégica observamos acumulo de linfocitos B nos
animais com estroma desorganizado. Questionamos-nos se estas ceélulas poderiam
estar expressando TIM-3 nestes cées. Assim, foi realizada a dupla marcacao in situ
usando anticorpos fluorescentes. Foi evidenciada a presenca de linfocitos B (CD21%)
expressando a molécula TIM-3 (Figura 17). Estas células foram mais frequentes nos

bacos com polpa branca esplénica desorganizada.

Figura 17 - Identificagcdio por imunofluorescéncia da presenca de células CD21" e TIM-3" no bago de cées
naturalmente infectados por L. infantum apresentando polpa branca esplénica organizada (A-C) e desorganizada
(D-F). Em A e D observa-se a presenca de células CD-21"/linfécitos B (Vermelho PE). Em B e E a presenca de
células TIM-3" (verde FITC). Em C e F imagens sobrepostas (vermelho PE/verde FITC/azul DAPI). Setas
amarelas indicam células CD21" expressando TIM-3". Barra de aumento: 25 pm.
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4.10 Analise quantitativa e qualitativa de células apoptoticas no

baco de cdes naturalmente infectados com L. infantum

Como o desfecho final da exaustdo celular é a apoptose, e observamos menor
quantidade de células CTLA-4" nos cdes com polpa branca desorganizada e alta
carga parasitaria, levantamos a hipétese de que estas células poderiam estar
morrendo o que poderia se relacionar a atrofia da bainha linfatica periarteriolar.
Desta forma, foi analisada a presenca de células apoptéticas no baco dos cées
(Figura 18). As células apoptoticas no baco dos caes foram identificadas através da
técnica de TUNEL e as quantificacdes celulares foram realizadas tanto na polpa
vermelha quanto na polpa branca esplénica. As células em apoptose estavam
presentes na polpa branca esplénica e na polpa vermelha, sendo em maior nimero
e de forma homogénea na polpa branca.

As células apoptéticas foram visualizadas tanto em animais com polpa branca
organizada quanto desorganizada. No entanto, as células em apoptose foram mais
frequentes nos animais com polpa branca desorganizada (Figura 19). A analise
quantitativa mostrou que animais com baixa carga parasitaria e polpa branca
desorganizada apresentavam maiores quantidades de células em apoptose
(p=0,006) (figura 19).
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2 DiPl/TUNEL

Figura 18 - Identificacdo por TUNEL da presenca de células apoptdticas no baco de cdes naturalmente
infectados por L. infantum apresentando polpa branca esplénica organizada (A-B) e desorganizada (C-D). Barra
de aumento: 25 pm.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os bacos de 41 cdes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) infantum. Foram quantificados marcadores
de exaustdo, correlacionando-os com a avaliacdo clinica dos animais, com a
organizacao da polpa branca esplénica e com a carga parasitaria.

Foram avaliados os seis sinais clinicos mais frequentemente observados na
LVC: onicogrifose, ceratoconjuntivite, dermatite, emagrecimento, linfadenopatia e
alopecia. Os animais foram agrupados em baixo, médio e alto escore clinico.
Quando estes grupos foram comparados, as células IL-10° estavam
significativamente reduzidas nos animais com maiores escores clinicos (médio e
alto), quando comparados aos animais com baixo escore clinico. A IL-10 tem sido
relacionada a progressdo de doenca (Bogiatto et al., 2010; Costa et al., 2013;
Rodriguez-Cortés et al., 2016; do Nascimento et al., 2013), porém outros estudos
nao observaram tal associacao (Sollano-Galego et al., 2016, Quinnell et al., 2001).
Em parte, estes resultados contraditérios podem ocorrer devido ao fato de que na
maioria dos trabalhos, os animais avaliados foram infectados naturalmente, n&o
sendo possivel verificar o tempo de infeccéo/evolucao.

Em trabalho prévio, nosso grupo observou a reducdo da expressao de IL-10
em animais com alta carga parasitaria (Cavalcanti et al., 2015). E possivel que no
nosso estudo esta reducdo na expressao de IL-10" esteja associada aos processos
de exaustdo celular cujos marcadores (CTLA-4 e TIM-3) foram mais intensos nos
animais mais sintomaticos. Os estudos de exaustdo celular baseados na detecc¢éo
da molécula PD-1 jA& mostraram a associacdo deste processo com a reducao da
capacidade de proliferacdo e reducédo da expressdo destas citocinas mais intensos
em animais polissintomaticos (Esch et al., 2013). Barber et al., (2006), estudando o
modelo de infecc¢do viral crénica (LCMV), observaram que o processo de exaustdo
imunologica se manifestava nos estagios iniciais de infeccdo e cursava com o
aumento de PD-1 induzida pelo patégeno. Doe e colaboradores (2016)
demonstraram em camundongos infectados com Plasmodium chabaudi, P. vinckei
and P. berghei que logo apds 6 dias de infecgdo as células T CD4" passaram a
expressar PD-1 e LAG-3, sugerindo que essas células expressam esses marcadores
de exaustdo nos momentos iniciais da infeccdo. Dados semelhantes foram
observados em nosso estudo, onde caes com o baixo escore clinico apresentaram

maiores quantidades de PD-1 e PD-L2, e aqueles com bago organizado e baixa
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carga parasitaria apresentaram maiores quantidades de PD-1, PD-L1, PD-L2 e LAG-
3. A ativacdo do PD-1 induz apoptose, inibe proliferacdo celular e producdo de
citocinas (Joshi et al., 2009). Apesar disso, no presente estudo ndo foi possivel
identificar a presenca de células PD-1%, PD-L1" e LAG-3" em tecido esplénico pela
técnica de imuno-histoquimica, o que pode ser explicado por limitacdo da técnica
escolhida para as analises (imuno-histoquimica). Provavelmente ha a necessidade
de estimular estas células para que os marcadores sejam detectados. Os estudos
anteriores que identificaram estes marcadores de exaustdo em cdes usaram a
técnica de citometria de fluxo e re-estimularam as células durante alguns dias antes
de marcé-las para a analise (Esch et al., 2013; Chiku et al., 2016; Coy et al., 2017).
No entanto, Maekawa et al. (2016), mostraram que o melanoma oral do c&o,
osteossarcoma, hemangiosarcoma, tumor de mastécitos, adenocarcinoma mamario
e adenocarcinoma de prostata expressaram PD-L1, identificando este ligante
através da técnica de imunohistoquimica. Outros estudos em humanos relataram
uma vasta gama de tecidos que expressam normalmente os transcritos dos ligantes
de PD-1, com elevados niveis de expressao na placenta, coracao, pulméao e figado,
porém observaram baixos niveis de expressao no baco, linfonodos e timo (Freeman
et al., 2000; Carter et al., 2002; Dong et al., 1999; Tseng et al., 2001). Foi possivel a
identificagcdo da expressdo génica de PD-1, PD-L1, PD-L2 e LAG-3 através da
técnica de gRT-PCR, onde observamos uma menor expressao destas moléculas
nos grupos com maior desorganizacdo e carga parasitaria no baco, sendo essa
diferenca significativa em PD-L1 e LAG-3. Em relacé@o ao escore clinico a expressao
foi maior nos grupos que apresentaram baixo escore clinico, com excecao do
marcador PD-L1, sendo esta diferenca significativa em PD-1.

Além disso, detectamos a expressao in situ das moléculas de exaustdo CTLA-4
e TIM-3. Animais com baixa carga parasitaria, independente da polpa branca estar
organizada ou desorganizada, apresentaram células CTLA-4" e TIM-3" e RNAm para
LAG-3 e PD-L1. Murphy et al. (1998) estudando o modelo BALB/C de infecgao
experimental com L. donovani observaram que a expressdo de CTLA-4" ¢é
aumentada ja nas fases iniciais de infeccdo, 24-48h apos o inoculo. No presente
estudo, ainda observamos menores quantidades de células CTLA-4" nos animais
com polpa branca desorganizada e alta carga parasitaria, fato que poderia ser
consequéncia da apoptose sofrida por essas células. Gomes e colaboradores (2000)
demonstraram em modelo murino que a estimulacdo de antigeno ou TCR de células

T CD4" de infeccdo cronica esplénica resulta em uma producio marcada de TGF-B,
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representando assim um bloqueio na producao de IFN-y. Tanto o blogueio de CTLA-
4 como a neutralizacdo da secrecéo de TGF- levaram a intensa produgao de IFN-y
e a morte de parasitos em macréfagos co-cultivados. Por outro lado, o envolvimento
da técnica de CTLA-4 em fase solida promoveu o intenso crescimento de L. infantum
e a neutralizagdo de TGF-B aboliu esse efeito deletério. Esses resultados sugerem
gue o envolvimento de CTLA-4 e a producéo ligada de TGF-B mantém ativamente
respostas Thl deficientes e sustentam o crescimento do parasito na leishmaniose
visceral esplénica.

Observamos que a expressao de TIM-3 foi alta em todos os grupos e, apesar
de né&o significativo, foi maior nos animais com polpa branca esplénica
desorganizada, tendo sido mais intenso naqueles com alta carga parasitaria. Células
em exaustdo podem expressar diversos receptores inibitorios. Quanto maior a
variedade de receptores co-expressos, mais intenso é o estado de exaustao destas
células (Wherry e Kurachi, 2015). Em humanos a co-expressédo de PD-1 e TIM-3 nas
células T CD8" demonstra um subconjunto mais severo de células T CD8" exaustas,
onde o bloqueio combinado de PD-1 e TIM-3 tem sido mostrado como a forma mais
eficiente para restaurar a funcédo de células T CD8" em exaustdo (Fourcade et al.,
2014).

No presente estudo foi evidenciada também a presenca de linfocitos B (CD21")
expressando a molécula TIM-3, o que sugere que 0 processo de exaustdo celular
pode estar ocorrendo também nas células B. A descricdo de linfocitos B exaustos
expressando TIM-4" ja foi realizada em camundongos (Rodriguez-Manzanet et al.,
2010), mas o seu papel na leishmaniose ainda n&o foi esclarecido. Okagawa e
colaboradores (2012) também ja relataram células CD21" expressando TIM-3 em
bovinos infectados com o virus da leucemia bovina.

Na LVC tem sido demonstrado que a ruptura da polpa branca esplénica esta
associada a acumulacdo de células plasmaticas no baco, onde animais com
infeccéo ativa e desorganizacdo da polpa branca apresentaram disproteinemia mais
grave e aumento da fracdo de globulina no soro, o que também foi correlacionado
com a intensidade da acumulacdo de células plasmaticas. Deste modo, as células
produtoras de IgG foram predominantemente responsaveis pelo aumento da
densidade de células plasméticas no baco (Silva-O'Hare et al., 2016). Além disso, as
moléculas CXCL12, APRIL e BAFF, que estdo associadas com a localizacdo e a
sobrevivéncia das células plasmaticas (Tangye, 2011), foram mais expressas no

tecido esplénico de animais com infecgéo ativa e desorganizagcédo da polpa branca
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esplénica (Silva-O'Hare et al., 2016). Foi proposto que a plasmocitose de 0Orgaos
linféides secundérios seja principalmente responsavel pela hipergamaglobulinemia
associada a doencas inflamatorias cronicas (Hiepe et al., 2011). Silva-O’Hare et al.
(2016) mostraram que a plasmocitose esplénica esta fortemente associada a altas
concentracbes séricas de globulina, um aumento relativo na fracdo de
gamaglobulina no soro e na disproteinemia sérica. A eletroforese protéica do soro
demonstrou que a hipergamaglobulinemia apresentada pelos animais com infec¢ao
e a desorganizacdo da polpa branca esplénica era claramente distribuida
policlonalmente (O'Connell, et al., 2005). Os resultados de Schaut et al. (2016)
demonstraram o papel de PD-L1 na fungdo das células B e nas respostas em
condi¢bes inflamatorias cronicas induzidas experimentalmente em cées, onde
observaram a presenca crescente de uma nova e critica célula B B10 reguladora
que expressou IgD durante LV progressiva. Estas células produziram IL-10,
induziram outras células B e células T a produzir IL-10 e suprimiram IFN-y através de
PD-L1/PD1. Apesar de termos detectado a expressédo génica de PD-L1 no presente
estudo, ndo caracterizamos os tipos celulares PD-L1".

A apoptose foi detectada no baco de cdes infectados em todos 0s grupos
estudados. No entanto, a quantidade de células em apoptose foi maior nos animais
com baixa carga, tendo sido maior naqueles com baixa carga e polpa branca
desorganizada. A menor quantidade de células apoptéticas foi observada nos
animais com o baco desorganizado e que apresentavam alta carga parasitaria,
resultado semelhante ao observado para as células CTLA-4" e expressdo de RNAm
de PD-1 e LAG-3. Roy et al. (2017) demonstraram que o eixo de sinalizacdo de PD-
1/SHP2 rege negativamente a ativacao de AKT em macrofagos e a inducao de PD-1
mediada por H,O, contribui para a apoptose em macréfagos. Atualmente, o
envolvimento de CTLA-4 na inducdo de apoptose ndo esta bem definido. Tem sido
relatado em modelo murino que a conexdo do receptor CTLA-4 por mAb na
superficie de células T ativadas induz a apoptose de uma maneira Fas-independente
gue pode envolver uma nova via (Scheipers et al., 1998). Contardi e colaboradores
(2005) demonstraram que CTLA-4 pode desencadear a apoptose de células
tumorais que expressam CTLA-4 apos interacdo com ligantes recombinantes CD80
ou CD86 soluveis e que a indugcédo da apoptose se da através de um mecanismo
caspase-8-dependente.

De forma contraria, Moreira et al. (2013) observaram a apoptose nos linfonodos
e na pele de cdes com LVC e verificaram que a taxa de células em apoptose foi
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mais elevada em Orgdos com maior carga parasitaria. Moreira et al. (2016)
demonstraram que o figado e o baco de cédes infectados com L. Infantum
apresentam um maior numero de células que sofrem apoptose (linfocitos), sugerindo
gue este processo possa contribuir para a sobrevivéncia de Leishmania nestes
orgaos, pois os linfécitos em apoptose nado tiveram a capacidade de apresentar e
reconhecer o antigeno, permitindo a sobrevivéncia do parasito. Estes resultados
coincidiram com os de Lima et al. (2012), que observaram apoptose em células T do
baco e sangue periférico, sugerindo que esse parasito poderia induzir a apoptose
em células T em associacdo com a diminuicdo da imunidade mediada por células.
Em conjunto, os dados sugerem também que a apoptose pode ser o mecanismo
envolvido na atrofia da bainha linfatica periarteriolar, foliculos linfoides, células CD4"
e CTLA-4".

A compartimentalizacdo dos o6rgaos linfoides é de grande relevancia para o
desenvolvimento adequado da resposta imunoldgica, visto que nestas areas sao
introduzidas as etapas de interagdo, apresentacdo antigénica, ativacao celular e
desenvolvimento da resposta imune efetora contra o patégeno (Lokmic et al., 2008).
O baco é um 0Orgao de extrema importancia ho ambito da leishmaniose visceral,
dado que é responsavel pela resposta imune contra diversos patdogenos sistémicos,
entre eles a Leishmania, mas é também um alvo de infeccédo, sendo acometido
durante seu curso e sofrendo alteragcdes que podem vir a comprometer a sua
funcdo. AlteracBes nos orgaos linfoides relacionadas a leishmaniose visceral tém
sido observadas em estudos, tanto em humanos (Veress et al, 1977), quanto em
caninos (Santana et al., 2008; Silva et al., 2012) e modelos experimentais
(Engwerda et al., 2002), e como observado em nossos resultados, essa
desorganizacao do baco coincide com os estagios mais graves da doenca.

A desorganizacdo esplénica, causada pela infeccdo por L. infantum e/ou por
coinfeccoes, afeta a microarquitetura do bacgo, necessaria para a ativacao de células
B e o estabelecimento de resposta imune humoral contra os antigenos, podendo
assim dificultar a resposta imune, contra a Leishmania e também contra outros
patogenos. Desse modo, € possivel que a alteracdo da microarquitetura esplénica
observada no nosso estudo esteja relacionada a imunossupressao e a uma resposta
ineficiente a infec¢des. Isso pode explicar o desenvolvimento dos sinais clinicos
nesses animais. Observamos também que a maior parte dos cdes apresentou
desorganizacdo da microarquitetura da polpa branca esplénica (N=30, 73,2%),

sugerindo que esta seja uma alteracao recorrente na LVC. Além da desorganizacéo
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evidenciou-se reducdo no tamanho e numero de foliculos linféides e bainha linfatica
periarteriolar, assim como uma reducéo no quantitativo de linfécitos CD4" na polpa
vermelha. Estes resultados indicam que possivelmente os linfécitos T e B néo
estejam migrando para seus sitios especificos e/ou estejam entrando em processo
apoptotico e, conforme nossos resultados e de Lima e colaboradores (2012), a
relacdo entre uma alta porcentagem de apoptose de células T e a desorganizagcéo
estrutural da polpa branca esplénica pode contribuir para a ineficiente resposta
imune mediada por celulas na LVC. A presenca de células apoptéticas também ja foi
relatada por Silva e colaboradores (2012), que demonstraram que caes
naturalmente infectados apresentaram diminuicdo na populacao de linfocitos T totais
e aumento do percentual de células em apoptose no baco e sangue periférico.

Em alguns estudos séo relatados padrdes imuno-inflamatérios esplénicos
associados a infeccao natural por L. infantum, onde os animais, que evidenciaram
perda de estrutura do foliculo linféide e células associadas, perisplenite e alta
densidade parasitaria no baco (em que os parasitos foram detectados por histologia
convencional), estavam em estagio mais avancado da doenca clinica (Santana et
al., 2008; Silva et al., 2012; De Lima et al.,, 2012; Lima et al.,, 2014). Estas
observacdes foram semelhantes ao observado em nosso estudo, uma vez que
animais com polpa branca esplénica desorganizada apresentaram escore clinico
significativamente mais elevado do que aqueles com polpa organizada.

Tanto a desorganizacdo da polpa branca esplénica, quanto o aumento da
carga parasitaria ja foram associados a evolucdo da infeccdo (Cavalcanti et al.,
2015). Observamos que grande parte dos animais apresentaram polpa branca
desorganizada, ainda que apresentando baixa carga parasitaria, sugerindo que a
desorganizacdo da microarquitetura esplénica preceda a falha no controle da
multiplicacdo do parasito. Neste contexto, nos perguntamos se e de que forma o
processo de exaustdo celular poderia estar relacionado a este processo de
desorganizagdo da polpa branca esplénica? Neste sentido, observamos células em
exaustdo em animais com polpa branca organizada e baixa carga, a reducdo das
células CD4" em animais com polpa branca desorganizada e baixa carga parasitaria,
assim como a retencédo destas células na polpa vermelha nos animais com polpa
branca desorganizada e alta carga parasitaria. E possivel que neste momento as
células CD4" percam capacidade de migracdo para as suas areas especificas, o que
poderia ser uma das consequéncias do processo de exaustdo, levando a atrofia da

bainha linfatica periarteriolar observada pela histopatologia. Outra hipotese seria a
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de que estas células poderiam estar sofrendo apoptose, como observado nos
animais avaliados, o que tem sido descrito como o estagio mais tardio do processo
de exaustdo (Chiku et al., 2016). De forma interessante, ndo houve alteragcdo nas
quantidades de células CD8", IFN-y", IL-10" e Ki-67".

Com base nos dados obtidos nesse estudo podemos concluir que a exaustéo
celular ocorreu no baco de cdes, mesmo naqueles que ainda apresentavam polpa
branca organizada e baixa carga parasitaria. Até onde sabemos, esta é a primeira
descricdo da expressdo de CTLA-4, TIM-3 e RNAmM de LAG-3 no bago de caes
naturalmente infectados com L. infantum. Os elevados niveis de expressao destes
marcadores indicam gque estes devam ser considerados nos estudos de bloqueio do
processo de exaustdo que tenham como propésito a imunomodulagdo como recurso

terapéutico alternativo da leishmaniose visceral canina.
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6 CONCLUSOES

» A exaustdo celular € promovida pela infeccdo por L. infantum independente
da carga de infeccéo;

= A apoptose pode ser o mecanismo envolvido na redugdo da bainha linfatica
periarteriolar, foliculos linfoides, células CD4" e CTLA-4" no bago de cdes com
LV;

= Parece existir uma associacdo entre os marcadores de exaustao, apoptose e
desorganizacdo esplénica, reducdo de linfocitos CD4, falha no controle da
carga parasitaria e piora da enfermidade;

= Células B CD21'TIM-3" s&o responsaveis pela manutencdo da expressao in
situ desse receptor mesmo com a diminuicdo de células CTLA-4";

» Os altos niveis de expressao desses marcadores (TIM-3 e CTLA-4) indicam
gue estes devam ser considerados nos estudos de blogueio do processo de
exaustdo que tenham como objetivo a imunomodulacdo como tratamento

alternativo da LVC.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1- Correlacdo dos marcadores com o escore clinico.

Dados representados como mediana (valores minimo-maximo)
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Marcador

Baixo escore clinico

Médio escore clinico

Alto escore clinico

%CD4
CD4/mm?
%CD8
CD8/mm?
%CD21
CD21/mm?

%IFN-y
IFN-y/mm
%IL-10
IL-10/mm?
%TIM-3
TIM-3/mm?
%CTLA-4
CTLA-4/mm?

2

PD-1 RNAmM*
PD-L1 RNAmM*
PD-L2 RNAmM*
LAG-3 RNAmM*

13,2 (0,3-62,1)
120,9 (3,6-384)
28,8 (8,2-53)
268,4 (88,9-833,8)
25,62 (5,92-57,65)

163,56 (49,78-776,89)

2,36 (0-12,7)
37,33 (6-124,44)
0,6 (0,17-15)

39,11(14,22-2026,67)

19,08 (5,73-47,1)
44,8 (9-788,1)
25,05 (1,7-35)

40,8 (17,4-808,89)
12,44 (1-19,36)

2,14 (1,35-4,45)

4,32 (1,87-24,94)

12,44 (1-19,36)

11,85 (0,3-79,8)
85,35 (3,6-481,8)
29 (3,9-60,3)
304 (46,2-558,2)
19,38 (4,69-82,08)
304 (46,2-558,2)
4,09 (0,79-11,78)
23,11 (1-108,44)
0,85 (0,06-237)
47,11 (5,33-1564,44)
28,73 (4,73-52,2)
65,4 (6,6-891,8)
17,44 (0-49,7)
54,3 (0-607,4)
5,28 (2,7-12,99)
3,56 (1,36-7,19)
2,1 (0-12,43)
5,28 (2,7-12,99)

15,5 (21,4-29,1)
137,8 (56,9-538,7)
22,25 (11,3-55,3)
200,9 (62,2-359,1)
6,78 (3,98-15,28)

92,44 (26,67-129,78)
2,69 (0-13,25)
34,67 (1-218,67)
0,45 (0,2-9)
41,78 (8,89-106,67)

32,45 (8,78-49,9)

66,5 (11,4-853,3)
15,23 (0-49,2)
45,6 (0-485,9)

11,03 (2,37-23,61)
2,89 (1-15,48)

4,86 (1,19-24,09)
11,03 (2,37-23,61)

*Expresséo normalizada
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8.2 Anexo 2- Correlacdo dos marcadores com a organizacao da
polpa branca esplénica e carga parasitaria. Dados representados

como mediana (valores minimo-maximo)
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Marcador

Organizado/baixa  Desorganizado/baixa

carga carga

Desorganizado/alta
carga

%CD4
CD4/mm?
%CD8
CD8/mm?
%CD21
CD21/mm?
%IFN-y
IFN-y/mm?
%IL-10
IL-10/mm?
%TIM-3
TIM-3/mm?
%CTLA-4
CTLA-4/mm?
PD-1 RNAm*
PD-L1 RNAm*
PD-L2 RNAm*
LAG-3 RNAmM*

10,3 (0,3-64,7)
79,1 (3,6-378,7)
27,35 (3,9-59,5)
280 (112-833,8) 237,3 (46,2-558,2)
13,25 (6,29-28,18) 18,46 (3,98-82,08)
146,67 (67,56-327,11) 161,78 (26,67-776,89)
1,6 (0-13,25) 3,33 (0-12,7)
24 (2-218,67) 29,34 (1-124,44)
0,59 (0,27-237) 0,83 (0,06-23,75)
37,33 (16-186,67) 40 (5,33-2026,67)
23,87 (5,73-41) 29,75 (4,73-49,9)
55,2 (9-847,41) 59,9 (6,6-853,3)
26,58 (7,56-35,18) 26,98 (0-49,7)
51,3 (31,8-565,9) 50 (0-808,89)
10,82 (4,63-229,77) 4,21 (1-12,56)
4,45 (1,35-15-48) 2,47 (1-7,19)
4,74 (2,53-24,09) 4,27 (1-24,94)
12,88 (6,61-15,42) 5,28 (1-23,61)

22,4 (5,2-44.9)
248,9 (56,9-481,8)
26,5 (13,9-42,6)

22,85 (5,2-79,8)
200,9 (55,1-538,7)
30,6 (20,1-60,3)
240,9 (149,3-240,9)
6,27 (4,69-23,81)
95,11 (56,89-462,22)
4,21 (2,31-9,27)
58,67 (19,56-131,56)
0,60 (0,21-6)
41,78 (8,89-104,89)
28,73 (15,5-52,2)
135,65 (47,8-891,8)
5,34 (0-29,07)
11,5 (0-269,63)
4,34 (1,75-31,48)
3,15 (1,43-5,73)
2,61 (1,18-12,74)
3,76 (2,56-9,27)

*Expresséo normalizada
Organizado/baixa carga: polpa branca organizada a pouco desorganizada e baixa carga parasitaria

Desorganizado/baixa carga: polpa branca com media a intensa desorganizacao e baixa carga parasitaria

Desorganizado/alta carga: polpa branca com media a intensa desorganizacao e alta carga parasitéria.
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8.3 Anexo 3- Declaracdo da Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Fundacéo Oswaldo Cruz
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Ministério da Saude

P

FIOCRUZ .
Fundacdo Oswaldo Cruz S )
Comissao de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animals

Laboratérios de Referéncia

Rio de Janeiro, October 24, 2014,

Dear Mrs.

Nazare Fernanda Morgado

The Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of Oswaldo Cruz Foundation declares
that research which uses tissues fragments after euthanasia, without animal manipulation does

not need to be submitted for this Committee, according to Brazilian's Law 11794/08.

i //3 s .
Octa¥io Augusto Franca Presgrave
Coordinator nF presqfave
Qcﬂ?‘“o fdeﬂadot
CPONFIOCRYZ,
AP oA

Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncia - Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expansao - sala 200 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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