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RESUMO
DISSERTACAO MESTRADO
Aurea Virginia Andrade da Silva

O bago é um dos principais 6rgdos afetados na leishmaniose visceral canina (LVC). A
desorganizacao da polpa branca esplénica (PBE) tem sido associada a imunossupressao
e a progressdo da doenca. Este estudo tem como objetivo avaliar mudangas estruturais e
celulares na matriz extracelular esplénica de cdes com LVC correlacionando as com a
carga parasitaria e os sinais clinicos. 41 animais foram agrupados de acordo com a
organizacdo da PBE como: 1- Organizado a pouco desorganizado (OR-PD, n= 11); 2-
Desorganizacdo moderada a intensa (MD-ID, n= 30). Foram coletados fragmentos
esplénicos para a quantificacdo de carga parasitaria através de gPCR para analise
histopatoldgica e imunohistoquimica. Foram avaliadas as células CD3", CD4", CDS8",
CD21%, IFN-y", IL-10°, MMP-9, ADAM-10, assim como a expressio de laminina,
colageno e fibronectina. A desorganizacdo da PBE foi acompanhada pela redugdo da
quantidade de foliculos linfoides/mm? (p<0,0001). Os animais MD-1D mostraram sinais
clinicos mais intensos (p = 0,021), alta deposi¢do de laminina (p= 0,045) e colageno (p=
0,036), aumento da expressio de MMP-9 (p= 0,035) e reducio das células T CD4*(p =
0,027). Os dados sugerem que a desorganizacdo esplénica na LVC consiste em uma
alteracdo histopatoldgica frequente e causada por aumento na deposicdo de laminina e
colageno. Além disso, os animais foram distribuidos em grupos de acordo com a
associacao entre a carga parasitaria e a organizacdo da polpa branca esplénica. Nesta
analise, foi possivel observar que a desorganizacdo pode ocorrer nos momentos iniciais
desta infec¢do, uma vez que animais com baixa carga parasitaria apresentaram polpa
branca desorganizada, ja apresentavam diminuicdo do numero de foliculos linfoides
(p=0,0002) e aumento da deposi¢do de laminina (p=0,005). Animais com polpa branca
desorganizada e alta carga parasitaria apresentaram aumento na expressao de colageno
(0,041) e MMP-9 (0,035).Estas alteragcdes nos componentes da matriz extracelular e na
expressio das metalopeptidases podem levar & reducdo das células T CD4" e,
consequentemente, & imunossupressio e progressdo da doenca. E possivel que a
desorganizacdo da MEC afete a migracdo de linfocitos T CD4" para sua regido de
compartimentalizacdo especifica na PBE quando a mesma ainda é organizada o que
poderia estar associado a falha no controle da carga parasitaria, quadro de
esplenomegalia e progressao da doenga.
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ABSTRACT
DISSERTACAO MESTRADO

Aurea Virginia Andrade da Silva

The spleen is one of the major organs affected in canine visceral leishmaniasis (CVL).
Disorganization of the splenic white pulp (SWP) has been associated with
immunosuppression and disease progression. This study aims to evaluate structural and
cellular changes in the splenic extracellular matrix of dogs with CVL correlating them
with parasite load and clinical signs. 41 animals were grouped according to the SWP
organization as: 1- Organized to slightly disorganized (OR-SD, n= 11); 2- Moderate to
intense disorganization (MD-ID, n= 30). Splenic fragments were collected for the
quantification of parasitic load through QgPCR, histopathological analysis and
immunohistochemistry. CD3*, CD4*, CD8*, CD21", IFN-y*, IL-10°, MMP-9 and
ADAM-10 cells were evaluated as well as expression of laminin, collagen and
fibronectin. SWP disorganization was accompanied by a reduction in the number of
lymphoid follicles/mm? (p> 0.0001). MD-ID animals showed high levels of clinical
signs (p= 0.021), high laminin (p= 0.045) and collagen deposition (p= 0.036), increased
MMP-9 expression (p = 0.035) T CD4"(p= 0.027). The data suggest that splenic
disorganization in CVL involves a greater deposition of laminin and collagen. In
addition, the animals were distributed in groups according to the parasite burden and the
organization of the Splenic pulp white, where it was possible to observe that the
disorganization can be a recent process to the infection, since animals with low parasite
burden had disorganized pulp white (p=0.0002) and laminin deposition increasing (p=
0.005). Animals with disorganized white pulp and high parasite burden showed an
increase in the expression of collagen (p=0.041) and MMP-9 (p=0.035).These changes
in the extracellular matrix compounds and in the expression of the metallopeptidases
can lead to the reduction of CD4" T cells and, consequently, the immunosuppression
and progression of the disease. It is possible that the ECM disorganization affects the
migration of CD4" T lymphocytes to its specific compartmentalization region in the
PBE when it is still organized which could be associated with failure to control parasitic
load, splenomegaly and disease progression.
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1. INTRODUCAO
1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo causadas por parasitos protozoarios do género Leishmania. S&o
consideradas doencas infecciosas parasitarias com amplo espectro clinico, variando desde a
forma clinica cutanea até a forma visceral, sendo considerada uma das doencas tropicais mais
negligenciadas no mundo (ALVAR et al., 2012). As principais formas clinicas das
leishmanioses podem ser 1-Leishmaniose Cutanea (LC), 2-Leishmaniose mucosa (LM) e 3-
Leishmaniose visceral (LV) (CHAPPUIS et al., 2007; ALVAR et al., 2012; BORGHI et al.,
2016). Estima-se que 98 paises e territorios sao endémicos para as leishmanioses, tendo 0,2-
0,4 milhdes de novos casos para a LV e 0,7-1,3 milhdes de novos casos para LC (BORGHI et
al., 2016). Dentre as formas clinicas, a LV destaca-se das demais por ser a forma mais grave,
por ter carater crénico e envolvimento sistémico apresentando elevada letalidade em
individuos ndo tratados e em criangas desnutridas (BRASIL et al., 2003). Além disso, quando
comparados 0s nimeros de incidéncia da LV, o Brasil tem apresentado maior frequéncia do
namero de casos incidentes, seguidos por Paraguai e Coldmbia, com aproximadamente 6.300,
200 e 110 casos novos por ano, respectivamente. Além do Brasil, outros paises como
Bangladesh, india, Nepal e Suddo sdo areas endémicas para LV (Etidpia 1200 casos
estimados por ano; Suddo 30.300 casos estimados por ano; Bangladesh 24.900 casos
estimados por ano) (ALVAR et al., 2012; CHAPPUIS et al., 2007). Figura 1.1.
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Figura 1.1- Distribuicéo geografica das areas endémicas para LV. Regifes marcadas de vermelho sdo
areas endémicas localizadas em paises como Bangladesh, Brasil, Etiopia, India e Nepal.
doi:10.1038/nrmicro1748



Apesar da ampla incidéncia dos casos de LV e LC no Brasil, essas doencas seguem
negligenciadas e subnotificadas. S&o consideradas como importante problema de saude
publica devido a dificuldades no controle, diagnostico e acesso a regides de matas, além da
répida urbanizacgdo e adaptacdo ao ambiente domiciliar do principal vetor de disseminacdo da
Leishmania, o diptero Lutzomyia longipalpis e a presenca do reservatorio domeéstico neste
ambiente (URSINE et al., 2016).

1.1.1 Espécies circulantes no velho e novo mundo

A leishmaniose é uma doenca amplamente distribuida por todos os paises pertencentes
ao clima tropical e subtropical e estima-se que 350 milhGes de pessoas corram o risco de
contrair a doenga (ALVAR et al., 2012). O parasita Leishmania spp. € o agente etiol6gico da
leishmaniose, doenca que apresenta amplo espectro clinico, desde a forma autorresolutiva
observada na LC até a forma mais grave da infec¢cdo, a LV.

As manifestacBes clinicas variam de acordo com a espécie do parasita e populactes
infectantes, podendo apresentar pleomorfismo clinico bem como diferentes respostas frente ao
tratamento composto por antimoniais, que sdo drogas aplicadas no tratamento das
leishmanioses (FERREIRA et al., 2012; Boité, 2014). O parasita do género Leishmania
pertence ao subreino Protozoa, a ordem Kinetoplastida e a familia Tripanosomatidae,
apresentando trés subgéneros Leishmania, Viannia e Sauroleishmania. Os dois primeiros
subgéneros sdo 0s que apresentam maior distribuigdo pelos trépicos (WHO, 2010).

Segundo Boité (2014), 21 espécies de Leishmania das 31 ja descritas sdo infectantes
para humanos. Além disso, tais espécies foram agrupadas em 2 subgéneros, o subgénero
Viannia restrita a regido neotropical no novo mundo que compreende o México, Peninsula da
Baixa Califérnia, Sul da Flérida, Ilhas do Caribe e América do Sul, e 0 subgénero Leishmania
presente nas regides do velho mundo como a Paleoartica que compreende a Europa, Norte da
Africa, grande parte da Arabia e Asia (KERR, 2000). No entanto, o subgénero Leishmania
pode ocorrer tanto no velho mundo (regifes Paleoartica, Africana e Asiatica), como no novo
mundo (regides neotropicais e sul neoartico).

Dentro do subgénero Leishmania pode-se destacar os complexos Leishmania
(Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica e
Leishmania (Leishmania) mexicana. As manifestacbes clinicas difusas sdo associadas a

espécie Leishmania (Leishmania) mexicana, ao passo que, as demais espécies do subgénero
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Leishmania, como Leishmania (Leishmania) infantum estdo associadas a forma clinica
visceral (CUPOLILLO et al., 2014). J& o subgénero Viannia tem como principais
representantes os complexos Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia)
guyanensis sendo responsaveis por causar as manifestacdes clinicas cutanea, cutaneo-difusa,
mucocutanea (CUPOLILLO et al., 2014). Apesar destas defini¢des entre as espécies e as
formas clinicas serem bem definidas, muitas destas espécies associadas as formas cutaneas,
como por exemplo, a Leishmania (Viannia) braziliensis tem sido encontrada em visceras.
Neste contexto, Morgado e colaboradores (2016) descreveram a visceralizacdo da espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis em bago de cdes naturalmente infectados além de co-
infectados com Hepatozoon canis, demonstrando que a co-infeccdo favorece o perfil de
imunocomprometimento do sistema imunolégico corroborando para o agravamento da

infeccéo.

1.1.2 Vetor no novo mundo

A leishmaniose apresenta uma ampla gama de formas clinicas que variam desde a
Leishmaniose cuténea até a forma visceral da doenga (CAVALCANTI et al., 2015). Tal
variancia da forma clinica esta associada com a espécie vetora além da espécie infectante
(SHARMA & SINGH et al., 2008). E descrito na tabela 1.1 os vetores do novo mundo e

velho mundo, respectivamente, espécies do parasita infectante e a forma clinica observada.

Tabela 1.1- Espécies vetoriais, espécies patogénicas e formas clinicas da

Leishmaniose no velho e novo mundo.

Espécies vetoriais, agentes etioldgicos e principais manifestacées clinicas da Leishmaniose.

Espécie vetorial Agente etioldgico Manifestacdo clinica
Lutzomyia whitmani Leishmania (Viannia) braziliensis Leishmaniose cutanea e
mucocutanea
Lutzomyia evansi Leishmania (Leishmania) infantum Leishmaniose Visceral
Lutzomyia panamensis Leishmania (Viannia) panamensis Leishmaniose cutanea e
mucocutanea
Lutzomyia longipalpis Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmaniose cutinea e
mexicana e outras espécies. mucocuténea e Leishmaniose
Visceral
Phlebotomus argentipes Leishmania (Leishmania) donovani Leishmaniose Visceral
Phlebotomus perniciosus Leishmania (Leishmania) infantum Leishmaniose Visceral

Adaptado de SHARMA & SINGH et al., 2008
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A leishmaniose tem sofrido mudancas no processo de distribuicdo territorial, néo
estando somente associada aos aspectos socioeconémicos, mas também ao processo de
urbanizacdo (VILELA et al., 2014). Tem sido observada a adaptacdo do vetor em ambientes
urbanos, em regibes periféricas de grandes centros, em ambientes domiciliares, galinheiros,
chigueiros, canis, paiois e demais ambientes peridomiciliares (BRASIL, 2003).

Em relacdo ao comportamento do vetor, 0 mesmo apresenta comprimento de 1-3 mm,
possui coloracdo acastanhada e apresenta fase adulta adaptada a diferentes ambientes. No
entanto, na fase larval o mesmo tem sido encontrado em ambientes Umidos ricos em
substéncias organicas, uma vez que tanto machos quanto fémeas necessitam de componentes
organicos como fonte energética. O repasto sanguineo é realizado somente por fémeas para a
completar seu ciclo gonotrofico e postura dos seus ovos (BRASIL, 2003; SPIEGEL et al.,
2016). Assim, os fatores que podem favorecer a transmissdo do agente etiolégico das
Leishmanioses sdo a distribuicdo do inseto pelos diferentes ambientes terrestres, a sua
abundancia em uma determinada area, os habitos alimentares, fonte do agente infectante para
o diptero bem como o seu perfil antropofilico que constituem a capacidade vetorial do inseto
(BRAZIL, 2003; LAISON & RANGEL, 2005; VILELA et al., 2014).



Tabela 1.2 Tabela descritiva demonstrando os estados brasileiros onde houve ocorréncia do
Vetor Lutzomyia longipalpis.

Estados brasileiros onde tem sido descrito a presenca do vetor Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis.
(VILELA et al., 2014)

Alagoas
Bahia
Ceara
Distrito Federal
Goias
Maranhéao
Mato Grosso do Sul
Minas Gerais
Para
Paraiba
Rio de Janeiro
Rio Grande do Norte
Rio Grande do Sul
Rondbnia
Roraima
Sao Paulo
Tocantins

Fonte: VILELA et al., 2014. Leishmaniose do Continente Americano. Capitulo 10, pagina 183-192.

1.1.3 Ciclo Bioldgico na LV

O ciclo bioldgico para o parasita Leishmania sp. é iniciado através das fémeas do
inseto flebotomineo onde se destacam os géneros Fhlebotomus, frequente no velho mundo e
Lutzomyia, frequente no novo mundo (SHARMA & SINGH et al., 2008). Apesar de 600
espécies do vetor serem conhecidas, aproximadamente 60 espécies sdo vetores para as
Leishmanioses (SHARMA & SINGH et al., 2008).

Dentre as 60 espécies que transmitem o parasita, a espécie vetora Lutzomyia
longipalpis destaca-se como importante transmissor das formas promastigotas metaciclicas da
Leishmania (L.) infantum no novo mundo. Tais formas evolutivas, no hospedeiro mamifero,
sdo interiorizadas por macrofagos e células dendriticas onde se diferenciam em amastigotas.
Tal diferenciagdo é estimulada pela acidez presente no fagolisossomo. As formas amastigotas
replicam no interior das células fagociticas, rompendo as membranas destas células e
reiniciando o processo de invasdo celular. Fémeas do diptero Lutzomyia longipalpis

necessitam realizar repasto sanguineo para o desenvolvimento ovariano, pois proteinas
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presentes no sangue provenientes de mamiferos estimulam a postura dos seus ovos (READY,
1979). Assim, ao realizar o processo de repasto sanguineo em animais infectados, como por
exemplo, o cdo, tais dipteros ingerem as formas amastigotas presentes na derme do mamifero
infectado. Na luz do tubo digestivo no flebotomineo, se diferenciam em promastigotas
prociclicas, apds a degradacdo da matriz peritrofica, e aderem ao epitélio do intestino do
vetor. Apds alguns dias, se transformam em promastigotas metaciclicas, formas infectantes
para 0 hospedeiro intermediario (LAINSON, RAYN & SHAW, 1987; CHAPPUIS et al.,

2007). Na figura 1.2 é possivel observar, de forma resumida, o ciclo do parasita Leishmania.

Hospedeiro vertebrado

Hospedeiro invertebrado

Nature Reviews  Microbiology

Figura 1.2 Ciclo de vida do parasita Leishmania sp. As formas promastigotas de Leishmania sp. s&o
transmitidas ao hospedeiro por fémeas do inseto vetor durante o repasto sanguineo. Uma vez transmitidos,
o0s parasitas sdo internalizados por células dendriticas e macrofagos na derme transformando-se nas formas
amastigotas. As amastigotas se multiplicam, destroem a célula hospedeira e infectam outras células fagociticas
disseminando-se através dos sistemas linfatico e vascular, eventualmente infiltrando a medula dssea, figado e
baco. Texto adaptado. Chappuis et al., 2007. doi:10.1038/nrmicro1748



1.1.4 Reservatério urbano

O céo tem sido implicado como principal reservatério urbano do parasita e fonte de
infeccdo para o vetor Lutzomiya longipalpis, uma vez que estes mamiferos apresentam intensa
carga parasitaria na pele e sangue (BORJA et al., 2016). Além disso, nestes mamiferos a
doenca é fatal devido a escassez de medicamentos eficazes para uso em animais, sendo
adotado o procedimento de eutanasia de animais infectados, uma vez que para humanos, a
presenca de cdes infectados oferece risco para a aquisicdo da LV (ASLAN et al., 2016).
Apesar de na forma assintomatica os cées apresentarem um padrao de resposta celular do tipo
I, isto €, baixa carga parasitaria, auséncia de sinais clinicos e formacdo de granuloma,
presenca de células T, macrofagos e células dendriticas e elevada expressdo de INF-y, tais
caes também sdo eutanasiados uma vez que é frequente a conversdo da forma assintomatica
para sintomética com alta carga parasitaria (SAPORITO et al., 2012; GONCALVES et al.,
2010).

Na leishmaniose visceral canina, os sinais clinicos mais comuns sdo: onicogrifose,
emaciacdo, dermatite, linfadenopatia, alopecia e ceratoconjuntivite (LIMA et al., 2014,
CAVALCANTI et al., 2015). Também ha o acometimento de visceras como rins, linfonodos,
figado, trato gastrointestinal, além do sistema nervoso central e medula éssea (SILVA et al.,
2013). O acometimento de mdaltiplos érgdos se da através do tropismo observado em algumas
espécies de Leishmania sp como, por exemplo, a espécie Leishmania (L.) infantum para
visceras, além de co-infecgBes, que facilitam a visceralizacdo de espécies dermotropicas
devido a imunodepresséo, assim caracterizando a leishmaniose visceral como infeccdo
multissistémica (OLIVEIRA et al., 2013; MORGADO et al., 2016).

1.1.5 A co-infecgdo e Disseminagao Parasitaria

A leishmaniose visceral é uma importante doenca sistémica grave caracterizada por
evolucdo progressiva e acometimento de multiplos 6rgéos incluindo bago, figado, linfonodos,
medula Ossea, rins, pele, testiculos, epididimo, prostata e coracdo (DINIZ et al., 2005;
MARANGONI et al., 2011; MANNA et al.,, 2012; MENDES et al., 2013). Dentro do
espectro clinico das leishmanioses, os principais agentes etioldgicos responsaveis pela forma
visceral séo Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) infantum no
velho mundo, que tem como principal vetor o diptero de Género Phlebotomus. Por outro lado,

no novo mundo a espécie Leishmania (Leishmania) infantum € o principal agente etioldgico



da leishmaniose visceral e seu vetor € o diptero do género Lutzomyia (DESJEUX. 2004). A
visceralizacdo de espécies pode estar associada tanto ao padrdao de viruléncia quanto as co-
infeccOes existentes que comprometem o sistema imunologico. Este tipo de interagdo pode ser
observado, por exemplo, em pacientes co-infectados com o virus HIV. Neste contexto, ha
deplecdo de linfocitos TCD4" resultando no quadro de imunossupressdo e piora do quadro
clinico da leishmaniose (ALVAR et al., 1997; EZRA et al., 2010). Em caes, a co-infeccdo
com Hepatozoon canis associada a visceralizacdo da espécie Leishmania (Viannia)
braziliensis ja foi descrita (Morgado et al.,, 2016). Oliveira e colaboradores (2013)
descreveram a visceralizacdo de Leishmania braziliensis no figado, baco e linfonodos em cées
naturalmente infectados em regides endémicas do estado do Rio de Janeiro. A partir do
resultado de PCR e ferramentas moleculares concluiram que a visceralizacdo desta espécie
variou de acordo com a populacdo infectante e circulante na regido endémica, porém nao
fizeram mencdo a possibilidade de co-morbidades nos animais (LINDOSO et al., 2016;
MORGADO et al., 2016; PARMENTIER et al., 2016).

Além de co-infecgdes, a desnutricao proteica € um importante fator causador de déficit
na resposta imune e esta associado a susceptibilidade em diversas doencas, pois favorece o
quadro de imunossupressdo e falha no controle da carga parasitaria (CUNNINGHAM-
RUNDLES et al, 2008, CUERVO-ESCOBAR et al., 2014). Camundongos
experimentalmente infectados e submetidos a dieta de restri¢cdo proteica exibiram diminuicéo
das subpopulacdes celulares timicas e esplénicas bem como a atrofia destes 6rgéos o que p6de
ser relacionado a diminuicdo da expressdo do mRNA de citocinas como TGF-p, IL-10 e I1L-4,
citocinas que s@o reguladoras do processo de proliferagdo que por sua vez apresentaram
desregulacdo na expressio do mRNA em animais infectados e desnutridos (CUERVO-
ESCOBAR et al., 2014). Thissen & Underwood (1991) descrevem que em ratos com restricao
proteica ha deficiéncia na traducdo do mRNA bem como na sintese/exportacdo de proteinas.
Cuervo-Escobar e colaboradores (2014) descrevem que neste mesmo modelo experimental
ndo foram detectaveis niveis de IL-12, IFN-y e IL-10 indicando prejuizo na sintese/expressao
destas importante citocinas no desenvolvimento da resposta imune mediada por célula que é
eficaz contra o parasita intracelular (RODRIGUES et al., 2016). Estes dados juntos podem
sugerir que a restrigdo proteica favorece a susceptibilidade a infeccéo.

Estes dados em conjunto reforcam a influéncia de co-infec¢Bes e desnutricdo no
processo de falha no controle da carga parasitaria e o0 agravamento da doenca na leishmaniose.
No contexto na leishmaniose visceral, estes fatores poderiam agravar a falha no controle da

carga parasitaria e contribuir para a elevada parasitemia e severidade da doenca que sdo
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observadas em cdaes naturalmente infectados em regides endémicas, intensificando o papel do
cdo como reservatorio urbano (MORGADO et al., 2016; CUERVO-ESCOBAR et al., 2014).

1.1.6 Imunopatologia na leishmaniose visceral

Apols o repasto sanguineo, as formas promastigotas metaciclicas regurgitadas na
juncdo dermo-epidermica do hospedeiro vertebrado sdo interiorizadas por células do sistema
fagocitico mononuclear, macrofagos residentes na pele, assim como por células dendriticas e
neutréfilos, e em diferentes 6rgdos como figado, bago e linfonodo (MENDES et al., 2014). A
pele é o tecido inicialmente afetado pelo parasita. O modelo experimental murino resistente a
infeccdo por Leishmania major é a cepa C57BI/6. Neste, a resposta imune eficaz no controle
de parasitas intracelulares é aquela mediada por células Thl somada a secrecdo de IFN-y,
TNF-a, IL-2 e recrutamento de células para a formacdo de granulomas (ROGERS et al.,
2002; BARBIERI., 2006). Por outro lado, animais suscetiveis como os B10.D2 e BALB/c
apresentam desenvolvimento da resposta imune mediada por células Th2. Nestes, ha
expressao de IL-4 e IL-10, citocinas que atuam na regulacdo negativa das subunidades do
receptor para IL-12 diminuindo o desenvolvimento da resposta Thl e macréfagos (ROGERS
et al., 2002; BARBIERI., 2006; FARIA et al., 2009). No caso de infec¢do por L. infantum, os
camundongos s&o resistentes a infecgdo e alcangam a cura esponténea ap6s algumas semanas,
com resposta imune mista Th1/Th2 limitando seu uso para estudos de longo termo e também
com resultados translacionais dificeis para a infeccdo humana ou canina (PORROZZI et al.,
2014).

Outro modelo experimental bastante aplicado nos estudos para entendimento da
imunopatogenia da leishmaniose visceral é o hamster dourado por apresentar alta
susceptibilidade a infeccdo (PORROZZI et al., 2014). Hamsters dourados, quando infectados
experimentalmente por Leishmania (Leishmania) donovani, mimetizaram a manifestacdo
visceral observada em humanos, a partir da supressdo da resposta Th1 especifica na fase ativa
da infecgdo, ativacdo policlonal de linfécitos B, hiperplasia, parasitismo em células de
Kupffer e formacdo de granulomas no espaco portal no figado. Além disso, Goto & Lindoso
(2004) relataram que neste modelo experimental ha o desenvolvimento da forma progressiva
da LV com hipergamaglobulinemia e pancitopenia. Também tém sido descritas diminuicdo da
proliferacdo linfocitéria, alteracbes morfologicas nos hepatocitos e hepatoesplenomegalia
(REQUENA et al., 2000). No entanto, estudos de anélise de citocinas expressas durante a LV
em figado de hamsters demonstram uma marcante expressdo de IFN-y, IL-12 e IL-4, além de

TNF, que juntos conferem caracteristica de infeccdo auto-limitante no figado. De forma
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contréria, no bacgo destes animais hé processo de esplenomegalia relacionado a persisténcia do
parasita, desorganizacdo da microarquitetura esplénica, falha no controle da replicacdo de
formas amastigotas, e interessantemente, a exacerbacao da expressdo de TNF. O aumento de
TNF pode estar associado ao dano na arquitetura esplénica e disfuncdo imunolégica
resultando no estagio inflamatério crénico (ENGWERDA et al.,, 2004). Apesar da
mimetizacdo da infeccdo observada em humanos, o modelo de hamsters apresenta
dificuldades na sua aplicacao devido a dificuldades na comercializacdo da linhagem isogénica
desta espécie além da disponibilidade reduzida de insumos para pesquisas especificos para
hamsters, restringindo os estudos da imunopatologia das leishmanioses (REQUENA et al.,
2000; ENGWERDA et al., 2004; PORROZZI et al., 2014).

Alvar e Moreno (2002) descreveram que cdes sdo excelentes modelos para o
entendimento da imunopatologia da LV e tém sido considerados possiveis reservatérios do
parasita dentro do ambiente urbano devido a sua relagdo com humanos e seu papel na
manutencdo do ciclo do parasita (ALVAR E MORENO, 2002; BRASIL, 2003), além disso,
como medida preventiva tem sido indicada a eutandsia de cdes infectados (BRASIL, 2003).
Tanto em cdes naturalmente infectados como experimentalmente infectados sdo aplicados nos
estudos da LV, o que tem contribuido para os avancos nas pesquisas de novos medicamentos
e componentes e componentes vacinicos, uma vez que este modelo é excelente para o
entendimento da imunopatologia da LV (GOTO & LINDOSO et al., 2004).

Em cées, tem sido descrito o acometimento de linfonodos, figado, bago, medula 6ssea
além de sistema nervoso central e 6rgdos genito-urinarios (OLIVEIRA et al., 2012; MELO et
al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; MENDES et al., 2014). Além disso, tem sido descritas
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia, linfadenopatia, onicogrifose,
disfuncéo renal e perda de peso que séo sinais clinicos observados também em humanos com
LV (CARDOSO et al., 2007; ALVES et al., 2009). A resposta imunoldgica em cées apresenta
dois perfis, o perfil Thl e o Th2. No perfil Thl observa-se a expresséo de citocinas como
TNF-o, IFN-y e IL-2, além da ativacdo da agdo microbicida de macrdéfagos e producéo de
oxido nitrico que agem no controle da carga parasitaria estando associada a resisténcia a
infeccdo observada principalmente em cdes assintomaticos (PINELLI et al., 1994; MANNA
et al., 2012). No entanto em cdes sintométicos, onde pode ser observada a progressdo da
doenca, h4 o marcante perfil de resposta Th2, associado a suscetibilidade a infeccdo (REINER
& LOCKSLEY, 1995). Durante o desenvolvimento da resposta Th2 ha a expressao de
citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-f além de uma marcada producdo de

imunoglobulinas e imunossupressdo, uma vez que a resposta humoral ndo é eficaz contra o
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parasita intracelular, favorecendo sua replicagdo e aumento da carga parasitéria
(RODRIGUEZ-CORTES et al., 2016). Além disso, cdes sintomaticos apresentam alto
parasitismo tissular, sendo fonte do parasita para o inseto vetor (SILVA et al., 2015).

Moreno e Alvar (2002) apontam que em infeccdo experimental canina a resposta
imune desenvolvida pode apresentar diferentes perfis. Além disso, Cdes apresentam
alteracdes clinicas, patologicas e imunoldgicas semelhantes as que sdo observadas em
humanos e por isso tém sido um otimo modelo para fornecer conhecimento sobre a
imunopatologia da leishmaniose visceral tanto humana como canina (PORROZZI et al.,
2014). E importante destacar aqui que a aplicacio de cdes como modelo de estudo para o
entendimento da imunopatologia da leishmaniose visceral é a possibilidade de estudar a
infeccdo em modelo natural, que apresenta influéncia do meio ambiente, como demais co-
infeccBes e desnutricdo abrangendo assim varios aspectos imunoldgicos da infeccdo
(MORENO & ALVAR, 2002; GOTO & LINDOSO 2004; ALVES et al., 2010).

Alguns dos sinais clinicos observados nos modelos experimentais descritos acima
também sdo relatados para humanos com leishmaniose visceral nos quais febre,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e hiperglobulinemia sdo sintomas frequentemente
observados na forma humana da LV (BARRAL-NETTO et al., 1991). Além destes sintomas,
as condig0es ambientais, a idade e o estado nutricional sdo fatores que influenciam a
intensidade da infeccdo do individuo (CALDAS et al., 2002; BERN et al., 2007).

A resposta imunoldgica observada em humanos pode ser dividida em perfil pro-
inflamat6rio com a expressdo de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y e TNF-o principalmente no
soro de individuos resistentes a infeccdo, além disso, a expressao de IFN- y no baco e medula
Ossea é aumentada (ANSARI et al., 2006). Por outro lado, Nylen e colaboradores (2007)
descreveram que no soro de pacientes com leishmaniose visceral ha elevados niveis de IL-10
e IL-10 mRNA no baco destes mesmos individuos. A elevada expressdo de IL-10 tanto no
soro quanto no bago, linfonodos e medula 6ssea de individuos infectados pode agir de forma
supressora na imunidade mediada por células, regulando negativamente a expressdo de IFN-y
e diminuindo a acdo microbicida de macrofagos. Além disso, a expressdo de IL-10 no baco
pode também regular negativamente a expressdo de TNF que segundo Kaye e colaboradores
(2004) atua na manutencdo da arquitetura esplénica, podendo estar associada a falha no
controle da carga parasitaria, ruptura do tecido esplénico e progressdo da doenca (KAYE et
al., 2004; COSTA & COSTA, 2014). De uma forma geral, estudos acerca da leishmaniose
visceral tém apontado a disseminacdo e acometimento de figado, linfonodos, medula dssea e

baco. No figado tem sido descrito que durante a infeccdo por Leishmania (Leishmania)

11



infantum, a matriz extracelular desempenha importante papel para a homeostase e
manutencdo da arquitetura lobular hepatica e que durante a infeccdo ocorre 0 aumento na
deposicdo de seus componentes como laminina, fibronectina e colageno. Além disso, foi
observado aumento de tamanho, dano hepatico, reacdo inflamatoria granulomatosa na
capsula, no espago portal, veias hepaticas e espago perisinusoidal (ASHKAN et al., 2008;
MELO et al., 2009). Baranwal e colaboradores (2007) descreveram relato de caso de 11
criancas que apresentaram falha hepatica fulminante. Os mesmos autores descrevem que em
pacientes co-infectados por HIV o figado apresenta regides de inflamacéo, hiperplasia de
células de kupffer, presenca de amastigotas, formacéo ineficaz de granuloma, necrose focal e
fragmentada do tecido hepatico.

Assim, o figado, 6rgdo responsavel pelo metabolismo e homeostase imunologica a
partir da mediacdo da resposta pro-inflamatéria, detoxificacdo, producdo de energia,
conversdo de nutrientes e balango hormonal, é seriamente afetado na leishmaniose visceral
contribuindo para a progressio da doenca por sepsia ou falha hepatica fulminante
(BARANWAL et al., 2007; MELO et al., 2009; YAN et al., 2014).

O figado tem papel central desde a homeostase e resposta inflamatéria até a
metabolizacdo de nutrientes, sendo de extrema importancia na eliminacdo de bactérias e
toxinas durante a resposta imunolégica. No entanto, a resposta imune desencadeada neste
Orgdo pode resultar em processo inflamatdrio, imunossupressao e dano tecidual (YAN et al.,
2014). Por outro lado, linfonodo e bago sdo orgéos linfoides secundarios. Atuam na interagcdo
entre células apresentadoras de antigenos e linfocitos T e B, na eliminacdo de antigenos
vindos pelos vasos linfaticos e sangue, destruicdo de hemécias entre outras fungdes. S&o
divididos em cortex e regido medular, polpa branca e polpa vermelha, respectivamente
(ABBAS, 2011). Alem do figado, os linfonodos também sdo 6rgdos chave na eliminagéo de
células infectadas atuando na filtracdo de fluidos vindos dos tecidos. Sdo constituidos por
capsula, seios subcapsular, cortex compartimentalizado em regido de linfocitos B e centro
germinativo- foliculos, regido paracOrtex composta por linfécitos T e seio medular
(ELMORE, 2006). Analises histopatologicas de linfonodos na LV tém demonstrado
engrossamento da capsula, inflamagdo crénica, reacdo inflamatéria no seio subcapsular,
hiperplasia folicular em &rea cortical, hipertrofia e hiperplasia de macréfagos no seio medular,

congestdo, hemosiderose e carga parasitaria (Lima et al., 2004)

Em relagdo a resposta imune celular nos linfonodos, Alves e colaboradores (2009)

descreveram que animais assintomaticos apresentaram maior expressdo de IFN-y, IL-12 e
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TNF-a, que sdo 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
comparados aos animais sintomaticos, nos quais a expressdo de I1L-10 foi maior, inclusive
quando comparados ao grupo controle. Esses dados juntos reforcam a hipdtese de que nos
linfonodos a resposta imune celular efetora esta diretamente envolvida no controle da carga
parasitaria e na progressdao ou ndo da doenca. A tabela 1.3 resume os diferentes perfis

imunoldgicos entre os principais modelos de estudos da LV.

Tabela 1.3- Comparacdo entre os diferentes perfis imunoldgicos entre camundongos,

hamsters, cdes e humanos.

O perfil imunolégico varia de acordo com a espécie infectada por Leishmania (L). infantum.

Fenétipo Perfil Imunolégico Citocinas predominantes Referéncia

Espécies

Camundongo
(Mus musculus)

Susceptivel/Resistente

Dependendo da cepa de
camundongo (aguda até a 4°
semanas e Autorresolutiva
ao fim da 8° semana)

Individuos Resistentes=
Predominio Thl

Individuos Susceptiveis=
Predominio Th2
O perfil imunologico ira
depender da cepa de
camundongo analisada

Thl-- IL-2, IL-12, TNF e IFN-y
Th2- TGF-§, IL-10 e 1L-27
Resposta orgio-especifica

Stager e/ al., 2003; Porrozzi
ef al., 2014,

Hamsters
(Mesocriteus auratus)

Susceptivel

Th2 e supressiio da resposta
Thi

IFN-y, IL-12 ¢ IL-4 ¢ aumento de TNF
associado a desorganizacio da polpa branca
esplénica além de imunossupressio de linfécitos
T.

REQUENA et al.,
2000;ENGWERDA ¢t al.,
2004; Porrozzi ef al., 2014.

Ciao
(Canis familiaris)

Assintomiticos=Resistentes/
Infeccéio recente

Sintomaticos= Susceptiveis

Assintomaticos=
Th1/Th17A

Sintomaticos= Th2 e
supressiio de Thl e Th17 A

Assintomaiticos= Th1--TNF-a, IFN-y, TNF,
TGF-fe IL-2. Th17A—IL-17 mRNA

Sintomaticos=Th2--1L-4, IL-5, IL-10 ¢ TGF-§

PINELLI er al, 1994;
MANNA er al,, 2012;
Nascimento et al, 2015;
Porrozzi ef al., 2014.
RODRIGUEZ-CORTES et
al., 2016

Humano
(Homo sapiens sapiens)

Individuos Resistentes

Individuos Susceptiveis

Th1/Th2
Individuos Resistentes=
Predominio Thi

Individuos Susceptiveis=
Predominio Th2
O perfil da resposta
imunoelégica em humanos
nio é nitido havendo uma
resposta Th1/Th2

Individuo Resistentes= Em soro IL-1, IL-6, IL-
8, IL-12, IFN-y e TNF-a. No bago IFN-y.

Individuos Susceptiveis= Elevada expressiio de
IL-10 no bago, baixa expressio IFN e TNF.

KAYE et al,, 2004; ANSARI
etal., 2006; COSTA &
COSTA, 2014

1.2 Bago

O baco é um orgédo linfoide secundario que apresenta ampla diversidade celular e

microambiente altamente compartimentalizado. Neste 6rgédo é iniciado o desenvolvimento da
resposta imunoldgica adaptativa frente a patdégenos recolhidos do sangue. Este 6rgdo alberga
as células necessérias para o desenvolvimento da resposta imunolégica, segregadas em areas
especificas e regiGes de interacdo e apresentacdo antigénica (SANTANA et al., 2008;
MEBIUS & KRAAL, 2005). E um 6rgdo altamente vascularizado (Figura 1.3, arteriola
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trabelcular, central e folicular) que tem como papel central a eliminacdo de células
senescentes, eritrocitos e particulas como, por exemplo, imunocomplexos e microorganismos
opsonizados. A funcdo esplénica somada a sua estrutura tecidual altamente
compartimentalizada confere ao baco a caracteristica de O6rgdo fundamental para o
desenvolvimento da imunidade reativa contra diversos microorganismos oriundos do sangue
(MEBIUS & KRAAL, 2005).

1.2.1. Anatomia esplénica

O baco é localizado na regido hipogastrica esquerda, apresenta textura macica e € um
6rgdo altamente vascularizado devido a essa caracteristica apresenta coloracdo vermelho vivo
ou viol&ceo, apresenta formato alongado e curvilineo, seu tamanho pode variar entre espécies
(MEBIUS & KRAAL, 2005). Além disso, este 6rgao é envolto por uma camada de tecido
conectivo que em alguns momentos formam ramificacBes por dentro da polpa vermelha
formando as estruturas trabeculares que ddo sustento ao tecido altamente vascularizado. Os
ramos menores da artéria aferente sdo envoltos por tecido linfoide que formam a polpa branca
esplénica. Os ramos das artérias podem percorrer a polpa branca e chegar a polpa vermelha,
formando o sistema de vascularizacdo da polpa vermelha (MEBIUS & KRAAL, 2005). Além
da sua compartimentalizacdo, o bago conta com uma matriz extracelular altamente
especializada que forma o sustento estrutural deste 6rgdo (MEBIUS & KRAAL., 2005;
LOKMIC et al., 2008).

14



Polpa vermelha Seio marginal

. . Arteriola

o folicular

P Zona de
células T

(bainha linfoide
_ N7 periarteriolar
\ T, O B PALS)

| OSENGooa “ Zonade
Artéria Arteriola Zona células B

trabecular central marginal (foliculo)

Figura 1.3- Figura ilustrativa representando as estruturas esplénica como zona marginal, zona de células B,
bainha periarteriolar onde se encontram células T e arteriola central-Polpa branca. A artéria trabecular corta a
polpa vermelha. Esquema ilustrativo, fonte: ABBAS, 2011. 7° Edicdo.

1.2.2 Compartimentalizacao estrutural esplénica

O parénquima esplénico é anatdmica e funcionalmente dividido em polpa vermelha e
polpa branca. A polpa vermelha é composta basicamente por sinusdides capilares, células
estromais, hemécias, macrofagos e células dendriticas, que auxiliam no processo de filtragem
do sangue, destruicdo de eritrcitos e eliminagdo de imunocomplexos a partir do sistema
venoso ricamente distribuido por todo tecido esplénico (MEBIUS & KRAAL., 2005;
LOKMIC et al., 2008; ABBAS, 2011). Além da polpa vermelha, o bago também é dividido
em polpa branca, estrutura altamente compartimentalizada em zona de células T ou bainha
linfoide periarteriolar (PALS), regido de células B, centro germinativo rico em linfécitos B
plasmocitdides e zona marginal. Vale ressaltar a presenca da arteriola folicular, uma
ramificacdo da arteriola central que por sua vez se originou da ramificacdo da artéria
trabecular (MEBIUS & KRAAL., 2005; LOKMIC et al., 2008; ABBAS, 2011) (Figura 1.4).
Os dois compartimentos funcionais esplénicos ndo divergem somente na quantidade de
células, mas também pela constituicdo da matriz extracelular estrutura que fornece

sustentacdo aos diferentes compartimentos esplénicos. As fibras reticulares da polpa vermelha
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apresentam didmetro menor do que as fibras reticulares da polpa branca (30-50nm, 1-2um
respectivamente) (MEBIUS & KRAAL, 2005). Além disso, a polpa vermelha é formada por
componentes da membrana basal como colageno 1V, perlecan, nidogénio e laminina. Somada
a essa membrana basal ha a membrana microfibrilar composta por fibrilina 2 e colageno V.
Estes constituintes da matriz extracelular da polpa vermelha contribuem para a funcdo de
retengdo de eritrocitos (LOKMIC et al., 2008). Embora a polpa vermelha apresente funcéo
complementar a polpa branca, a polpa branca diverge na sua composi¢cdo de matriz
extracelular. A polpa branca é separada da polpa vermelha pela zona marginal, composta por
membrana basal contendo redes de fibras reticulares grossas e densas. Na zona marginal é
possivel observar linfocitos T e B além de macrofagos e células dendriticas (LOKMIC et al.,
2008).

Figura 1.4- Compartimentalizagio do tecido esplénico. O bago é um 6rgéo linfoide sistémico formado por
polpa branca esplénica a partir das regides de PALS que envolve a arteriola folicular, regido de linfocitos B que
quando ativadas formam a regido do centro germinativo, e zona marginal. A polpa vermelha é constituida por
sinus0ides, conduites e trabéculas formadas por tecido conjuntivo. Imagem acervo pessoal do laboratério de
pesquisa em Leishmaniose.
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1.2.2.1 Polpa vermelha esplénica

A polpa vermelha é a regido de maior extensdo no baco, e nela estdo localizadas
diferentes células, vasos e estruturas como as trabéculas. Na polpa vermelha ocorre a
filtragem do sangue a partir da remocdo de antigenos, debris celulares além de eritrdcitos
senescentes (CESTA, 2006). O arcabouco estrutural da polpa vermelha apresenta uma forma
de arvore composto por cordas e sinuséides. Além disso, as cordas esplénicas presentes na
regido da polpa vermelha constituem o sustento estrutural composto por fibras reticulares tais
como microfibrilas, fibras de colageno, elastina entre outras proteinas, células reticulares
como os miofibroblastos e fibroblastos, macr6fagos e células dendriticas constituintes da
membrana intersticial (SAITO et al., 1988; CESTA, 2006). Embora o baco seja altamente
compartimentalizado, cada compartimento, seja a polpa vermelha ou polpa branca, apresenta
ndo so6 funcdo individualizada, mas também complementares. A polpa vermelha atua na
filtragem do sangue arterial que chega a essa regido apds 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. A presenca
dessas redes reticulares cria uma pressdo na regido das cordas fazendo com que o sangue
fique retido nesta regido que por sua vez € rica em macrofagos e células dendriticas e assim o
sangue ¢ filtrado. Apds esse processo de filtracdo, o sague filtrado entra nos seios venosos
onde sai para o sistema de circulagdo sanguinea corporal. Macrofagos ou células dendriticas
infectados permanecem no bago (SAITO et al., 1988; MEBIUS & KRAAL, 2005; CESTA,
2006).

1.2.2.2 Zona Marginal esplénica

Mebius & Kraal (2005) descreveram que a continua migracdo de células
hematopoiéticas vindas do sangue em direcao aos 6rgaos linfoides secundarios € um eficiente
caminho para a captura de antigenos e patdgenos. Os autores destacam a importancia da zona
marginal, mostrando que a mesma é um local importante transitorio para o sangue que sai da
corrente sanguinea para entrar na polpa branca. A zona marginal apresenta contrato intimo
com a polpa vermelha e a regido de linfécitos T (PALS) na polpa branca, sendo este contato
extremamente importante para o0 processamento e apresentacdo de antigenos (KUPER et al.,
2002; MEBIUS AND KRAAL, 2005; CESTA, 2006). A zona marginal é rica em células
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especializadas na apresentacdo antigénica, como macréfagos e células dendriticas da zona
marginal. Além dessas células, linfocitos B também podem ser encontrados na zona marginal.
Uma caracteristica que diferencia os linfocitos B da zona marginal dos linfocitos B do centro
germinativo e polpa branca é o seu fenétipo IgM* /IgD". Os macrofagos da zona marginal
expressam o receptor MARCO, um receptor para colageno. Tal receptor é usado para reter 0s
linfécitos B dentro da zona marginal. No entanto, na zona marginal a expressdo de receptores
S1P; e S1P; para esfingosina-1-fosfato € maior do que em outras regides. Nos linfonodos, tais
receptores tém sido implicados na saida de linfocitos T. No baco, eles sdo altamente expressos
por linfécitos B IgM™ /IgD", sugerindo que tal linfocito possa circular entre a polpa vermelha e
a polpa branca especialmente para a regido de linfocitos B dentro do foliculo (CHEN et al.,
2005; MEBIUS AND KRAAL, 2005).

1.2.2.3 Polpa branca esplénica

Dentro do baco, tecido altamente compartimentalizado, outra estrutura apresenta
distintas compartimentalizagdes diferindo da polpa vermelha e da zona marginal. Tal estrutura
é denominada polpa branca (Figura 1.4). Este nome é devido ao acumulo de células brancas
(leucécitos), principalmente linfocitos B e T. Nos foliculos, os linfocitos B se diferenciam em
plasmocitoides, células especializadas em expressdo de anticorpos no seu citoplasma. As
células plasmocitdides apresentam citoplasma conferindo coloracdo diferenciada quando
comparados aos demais linfécitos, formando assim na polpa branca um anel com coloragao
lilas quando observadas pela coloracdo por hematoxilina e eosina. A polpa branca é
compartimentalizada em regido de linfécitos T (PALS) que se localiza em torno da arteriola
central, regido de foliculo de linfécitos B e centro germinativo (MEBIUS & KRAAL, 2005).
A polpa branca tem seus compartimentos mantidos pela expressdo de quimiocinas como
CXCL13 (ligante do receptor CXCR5) necessaria para a migracdo e chegada de linfocitos B
na area folicular, e quimiocinas CCL19 e CCL21 (ligantes do receptor CCR7) necessarias
para a migracao e manutencdo dos linfocitos T e células dendriticas na regido PALS da polpa
branca. Tais quimiocinas sdo expressas pelas células estromais presentes no baco (MEBIUS
& KRAAL, 2005; MANZO et al., 2007; BEKIARIS et al., 2009). Na regido PALS ha as
subpopulacbes de linfocitos T CD4" e CD8" (STEINIGER et al., 2006). O formato e a
disposicdo de cada compartimento da polpa branca diferem para cada espécie analisada. Em
resumo, a sua constituicdo é formada por uma arteriola central que € delimitada por linfécitos

T CD4" e CD8", fibroblastos reticulares (FRCs), células dendriticas e macrofagos, além dos
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linfécitos B que formam um anel em volta do centro germinativo e, por fim, a zona marginal
que delimita todo o foliculo/polpa branca (STEINIGER, 2015). Além destas estruturas
supracitadas, outra estrutura é de suma importancia para a manutencdo dos compartimentos da
polpa branca esplénica: o sistema de conduites. Formado basicamente por membrana basal,
camada microfibrilar, colageno IV e fibroblastos reticulares, tal sistema é responsavel pela
distribuicdo de quimiocinas quimioatrativas e outras moléculas de baixo peso molecular por
toda extensdo da polpa branca (LOKMIC et al., 2008). Diferentes autores sugerem a presenca
desta estrutura somente na polpa branca. Além de participar da distribuicdo das quimiocinas,
o sistema de conduites auxilia na migracdo dos linfocitos e demais células, uma vez que 0s
fibroblastos que revestem estas estruturas interagem com linfocitos e células apresentadoras
de antigenos sendo popularmente conhecido como “corrimdo” para a migragdo celular

(LOKMIC et al., 2008; GRETZ et al., 2000; STEINIGER, 2015).

1.2.3 Matriz extracelular esplénica

A matriz extracelular € uma estrutura volumosa e altamente insoltvel, constituida
por proteinas que apresentam dominios estruturais independentes formando arranjos entre
demais proteinas que sdo altamente conservadas, formando um arcabouco estrutural tecidual
(SOROKIN, 2010). A compartimentalizacdo dos 6rgdos linfoides secundarios é fundamental
para 0 desenvolvimento da resposta imune adequada. Neste sentido, a matriz extracelular tem
papel chave na manutencdo desta compartimentalizacdo. A matriz extracelular medeia a
interacdo célula-célula e o transporte de quimiocinas e citocinas necessarias para a
manutencdo da compartimentalizacdo celular necessaria para o desenvolvimento da resposta
imune, além de fornecer o arcabougo estrutural a partir de redes formadas por fibras
reticulares que sustentam o baco (MEBIUS & KRAAL, 2005; LOKMIC et al., 2008;
SANTANA et al., 2008). Lokmic e colaboradores (2008) descreveram que 6rgdos linfoides
secundarios apresentam a expressao de moléculas tanto da matriz intersticial, como por
exemplo, colageno do tipo I, Il e Ill, fibronectina e tenacina C, quanto moléculas que
constituem a membrana basal como, por exemplo, laminina, colageno tipo IV proteoglicano
de heparan sulfato e nidogénio. Os componentes da membrana basal também sdo importantes
constituintes do sistema de conduites pertencentes aos érgaos linfoides e pouco estudados no
baco. No entanto, esse sistema é bem descrito nos linfonodos, e é constituido por canais pelos

quais ha o transporte de pequenas moléculas, quimiocinas e citocinas que sdo fundamentais
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para o recrutamento de linfécitos T e B. (GRETZ et al., 2000; NOLTE et al., 2003; LOKMIC
etal., 2008; BRONTE & PITTET, 2013; LIMA et al., 2014)

1.2.3.1 Matriz intersticial

A matriz intersticial ou estroma € basicamente composta por colageno do tipo I, 111,
IV e XIl, glicoproteinas como tenacina, fibronectina, vitronectina e proteoglicanas como
condroitina, dermatan e keratan sulfato. Além dessas moléculas, na matriz intersticial h4 a
presenca de fibroblastos e células estromais. Sua principal fungéo é a de fornecer resisténcia,
conferida por proteoglicanas, e elasticidade ao tecido, conferidas pelos isotipos de colagenos
(SOROKIN et al, 2010).

1.2.3.1.1 Fibronectina

Dentre as glicoproteinas que constituem a matriz intersticial, a fibronectina ganha
destaque por seu papel chave no processo de adesdo e migracdo, uma vez que a interacdo
entre seus dominios com integrinas (regido RGD [arginina-glicina-acido aspértico] liga-se a
a5P1 integrina) promove o rearranjo dos filamentos de actina e assim estimula o processo de
migracdo. As fibronectinas sao glicoproteinas obliquas que, reunidas a demais glicoproteinas,
formam uma rede fibrilar presente em todos os tecidos e ao longo das diferentes fases da vida.
(POTTS & CAMPBELL, 1996; SINGH et al., 2010). Na figura 1.5 é demonstrada a estrutura
da fibronectina e seus dominios de ligagdo a outras proteinas como fibrinas, colageno e
heparina (POTTS & CAMPBELL, 1996).

Além de apresentar papel chave na interacdo e adesdo, seu papel no processo de
migracao € de extrema importancia durante o desenvolvimento da resposta imune (SINGH et
al., 2010). Durante o processo de migracao, moléculas de lipideos como esfingosina-1-fosfato
(S1P) interagem com seu receptor, membro da familia da proteina G transmembranar
induzindo a ativacdo de RhoA GTPase ativando a proteina Rho que por sua vez ativa a a5p1
integrina que interage com os fragmentos RDG de fibronectina induzindo a sua mudanca
conformacional e reestruturagdo da matriz extracelular (TYBULEWICZ & HENDERSON,
2009). Tal interacdo € capaz de ativar e modular diversas fungdes celulares como, por
exemplo, divisdo celular, sobrevida, proliferacdo, adesdo e migracdo. Assim pode-se observar
o0 papel chave da fibronectina na comunicacao célula-matriz extracelular (TYBULEWICZ &
HENDERSON, 2009; SINGH et al., 2010).
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Figura 1.5 Esquema representativo da glicoproteina fibronectina. Esquema ilustrativo da fibronectina
onde é possivel observar suas subunidades. Em A, setas indicam a molécula linear de fibronectina. Em B,
esquema representativo da cadeia de fibronectina e seus sitios de ligagdo para demais proteinas (Em azul, sitio de

ligacdo para heparina; Em verde, sitios de ligacdo para colageno; Em vermelho, sitios de interagcdo com proteinas

transmembranar). Fonte: ALBERTS, 2010.

1.2.3.2 Membrana basal

Outro componente que constitui a matriz extracelular € a membrana basal, importante
componente funcional, estrutural e regulatério do 6rgdo e vaso/capilares sanguineos. A
membrana basal ¢ formada principalmente pela combinacdo de laminina, colageno tipo 1V,
nidogénio e proteoglicano de heparan sulfato. Estas proteinas sdo expressas por células
epiteliais, endoteliais e mesenquimais (KALLURI, 2003; SINGH et al., 2010). A membrana
basal é uma estrutura densa e amorfa que separa o tecido epitelial da matriz intersticial. Pode
ser encontrada na regido basolateral celular, no epitélio, na regido axonica dos nervos
periféricos, nos adipdcitos e nas células musculares (KALLURI, 2003). A morfologia da
membrana basal se assemelha a uma folha. Essa morfologia € uma caracteristica conferida
pelas ligacdes entre si de seus componentes. A laminina e o colageno ligam-se entre si. Em
adicdo, outras muitas interagdes ocorrem, como por exemplo interacdo entre a laminina-

laminina e colageno-colageno formando o arcabouco estrutural da membrana basal. Ja as
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demais moléculas como nidogénio e proteoglicano de heparan sulfato, perlecan e entactina
formam outras ligacGes no arcabougo formado por colageno e laminina (KALLURI, 2003). A
entactina e o nidogénio sdo proteinas que interagem com a regidao N-terminal da laminina e do
coldgeno, assim é formada a membrana basal (YURCHENCO’& SCHITTNY, 1990). Na
figura 1.6 estd ilustrado o esquema representativo do arcabouco estrutural formado através da
interacdo entre laminina, coldgeno e demais proteinas. A membrana basal € uma estrutural
altamente crosslinked por suas moléculas insolGveis. Dentre tais moléculas, a laminina e o
coladgeno apresentam maior destaque na construcdo do arcabougo da membrana basal, além
disso, ambas glicoproteinas atuam, juntamente com as demais proteinas, no processo de
compartimentalizacdo e envio de sinalizacdo para as células epiteliais (YURCHENCO &
SCHITTNY, 1990; KALLURI, 2003; SOROKIN, 2010). Seu papel de destagque é o de
fornecer suporte mecanico para as células residentes. Funciona como barreira semipermeavel
entre compartimentos de tecidos, além de agir como reguladores entre 0s processos de
migracdo celular, diferenciacdo e ligacdo através de suas proteinas (YURCHENCO &
SCHITTNY, 1989).

————r '7:;77:8 Colageno tipo IV Nidogénio Fibulina
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C H AN Perlecan p——a®

Figura 1.6- Esquema representativo do arcaboucgo estrutural formado pelas interacdes entre
laminina, coldgeno e demais proteinas que constituem a membrana basal. Observar a interacdo entre as
moléculas de coldgenos, laminina, nidogénio, Fibulina e perlecan através de interagcbes moleculares para
formar o arcabouco estrutural da matriz extracelular. KALLURI, 2010. doi:10.1038/nrc1094
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1.2.3.2.1 Colageno

Moléculas de colageno séo proteinas presentes na matriz extracelular que formam uma
estrutura Tripla helicoidal (Figura 1.7), devido a sua interagdo com seus préprios dominios. O
colageno apresenta diferentes tipos e cada tipo tem sua fungdo especifica dentro da matriz
intersticial e membrana basal. Dentre os tipos de colageno podemos destacar os isotipos I, 1l,
I11, V e XI que formam fibrilas; os isotipos IV, VIII e X que formam estruturas semelhantes a
redes; os isotipos IX, XII, XIV, XVI, and XIX que interagem com fibrilas e formam
estruturas de colagenos associados a fibrilas; isotipo VI que formam filamentos; e os isotipos
X1l e XVII que formam dominios intramembranares (PROCKOP & KIVIRIKKO, 1995).
Dentre os isotipos de colageno, o tipo IV é 0 mais abundante na membrana basal e apresenta
caracteristica de rede. Tem sido descrito por sua capacidade de formacdo de fibrose, diferindo
dos demais tipos de colageno. E, junto a laminina, a capacidade de regulacdo positiva ou
negativa para a angiogenese (KALLURI, 2003). O colageno é a fibra mais abundante nos
mamiferos e ndo € somente importante na estruturacdo do arcabougo da membrana basal, mas
também contribui para a estabilidade térmica e forca mecanica (SHOULDERS & RAINES,
2009).

Fibras de colageno Monomero
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Figura 1.7 Esquema ilustrativo dos mondmeros de colageno tipo IV e a sua participacio na formagéo do
arcabouco estrutural da membrana basal. Note a interacéo entre os dois dominios de cada fibra de colageno e
a unido entre essas duas fibras para a formagao do arcabouco. Dois promotores de colageno tipo IV se associam
através do seu dominio N carboxi-terminal- NC1formando um trimero, apds a formacédo do trimero, os dominios
amino-terminal 7S glicosilados interagem entre sim formando um tetramero. Essa formacéo é conhecida como
nlcleo para o arcabouco estrutural formado por colageno. SOROKIN, 2010 doi: 10.1038/nri2852.
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1.2.3.2.2 Laminina

Juntamente com o colageno, a laminina é o maior componente da membrana basal e
apresenta forma em cruz com trés bracos curtos de aproximadamente 37nm de comprimento e
um braco longo com aproximadamente 77nm de comprimento (YURCHENCO &
SCHITTNY, 1990) (Figura 1.8). Moléculas de laminina sdo heterodimeros de adesao celular e
pertencente a familia de glicoproteinas. E considerada uma glicoproteina trimérica
apresentando uma cadeia o, uma cadeia B e uma cadeia y podendo apresentar a combinacgao
destas cadeias formando diferentes isotipos como, por exemplo, o isotipo laminina-423
formada pela combinacdo de cadeias o4, B2 e y3 (DURBEEJ, 2009). Tais dominios se unem
para formar uma estrutura cruciforme e a interacdo da laminina com a superficie de receptores
como, por exemplo, integrina é dado pela regido globular de sua estrutura (MOUW &
WEAVER, 2014). Na figura 1.8, pode-se observar os diferentes dominios presentes na
estrutura cruciforme da laminina. Sua molécula é dividida em trés regides: sitio de ligacédo
para colageno, regido helicoidal a e regidao de ligagdo para integrina. Partes das cadeias a, e
y constituem o sitio de ligacdo para o colageno (MOUW & WEAVER, 2014).

A interagéo entre os diferentes isotipos de laminina com seus receptores, como, por
exemplo, as integrinas, podem ativar diversas fungdes a partir da ativagdo da cascata de
sinalizacdo celular como o processo de migracdo celular e inducdo da expressao de proteinas
do leite em lactantes. Desta forma, a funcdo da laminina € receptor-dependente
desmistificando seu papel exclusivo na estruturacdo do arcabouco da membrana basal
(COLOGNATO & YURCHENCO, 2000). A molécula de laminina apresenta diversas regides
para interacdo ao longo de sua estrutura. Na regido N-terminal da laminina-LN- ocorre a
interacdo com integrinas. A regido dominio globular da laminina-LG- ocorre a interacdo com
heparina e sulfatidinas e o nidogénio interage com os canais yl e y2, tendo cada interagédo
diferentes fungdes (DURBEEJ, 2010).
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Figura 1.8-Representagio esquematica da molécula de laminina e seus dominios. Em A, a estrutura
molecular cruciforme da laminina onde é possivel observar o sitio de ligagdo para o colageno, a regido alfa
helicoidal e a regido de ligacdo para receptores do tipo integrina. Em B, esquema representativo demonstrando a
ligacdo entre a molécula de laminina e a integrina. MOUW et al., 2014. D0i:10.1038/nrm3902

Embora a laminina tenha diversas fungbes e tais fungbes sejam dependentes da
interacdo envolvida, o contato entre a laminina e as integrinas desencadeara a transducéo de
sinal no interior celular que tera como produto final a transcricdo de genes ou a ativacéo de
alguma funcédo celular que possa ser importante, como por exemplo, para a resposta imune
celular. Suzuki & Yokoyama (2005) descrevem que a laminina € a mediadora entre a
membrana basal e o citoplasma celular. Sua interacdo com proteinas da membrana celular
ativa sinalizacGes que resultardo em determinada resposta ao estimulo, e que a resposta desta

interacdo dependera do isotipo ou peptideo de laminina.

1.2.4 Func&o esplénica-Orgdo mediador da resposta imune adaptativa

A polpa branca apresenta diferentes compartimentalizacGes e cada uma contendo sua

subpopulacdo celular. E de suma importancia a compartimentalizacdo da polpa branca, uma
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vez que nela ocorrem 0s processos de apresentacdo antigénica e o desenvolvimento da
resposta imune adaptativa (ABBAS, 2011). Macrofagos residentes na zona marginal sao
células apresentadoras de antigenos que expressam um amplo repertério de receptores capazes
de reconhecer antigenos e patdgenos que entram no baco a partir do sangue arterial. Tais
receptores sao MARCO, Toll-like (TLR) e SIGN-R1, e uma lectina do tipo C. SIGN-R1 e
MARCO, juntamente com o0s receptores do tipo Toll, reconhecem os PAMPs, padrdes
moleculares associados a patdégenos (ABBAS, 2011; PRABAGAR et al., 2013). Ao capturar
0 antigeno circulante, tanto as células dendriticas quanto os macr6fagos iniciam o processo de
migracdo até a polpa branca, uma vez que estes estdo localizados na zona marginal. Nao
somente macrofagos e células dendriticas reconhecem PAMPSs, mas os linfocitos B da zona
marginal também reconhecem antigenos via BCR e migram para o interior da polpa branca.
Tais linfocitos B sdo ativados por produtos da cascata do sistema complemento e se
diferenciam em células plasmocitoides, expressam IgM e sdo capazes de ativar a
subpopulacéo de linfocitos T CD4" via expressdo de MHC 1l e a interagdo de moléculas co-
estimuladoras, como por exemplo B7/CD28. Seja pela apresentacdo antigénica via células
dendriticas e macréfagos, ou via células B, como resultado, ha inducdo do processo de
proliferacdo de células TCD4" denominadas T helpers. Além disso, dependendo da natureza
do antigeno, pode haver a ativacéo de linfocitos T CD8* (ATTANAVANICH & KEARNEY,
2004). Os linfécitos B reduzem a expressdo de S1P; e S1P; passando a expressar CXCRS5,
receptor para quimiocinas CXCL13 que sdo produzidas por celulas dendriticas foliculares
migrando para a regido de linfécitos B foliculares. Apds a ativacdo dos linfocitos T, os
linfécitos B podem permanecer no foliculo ou migrar para a zona marginal (MEBIUS &
KRAAL, 2005). Como resultado da ativacio de T CD4", pode haver a ativacéo de linfocitos
TCDS8", e a expressdo de uma gama de citocinas como IFN-y, IL-2 e TNFa. Estas so
importantes citocinas ativadoras da atividade anti-microbiana de macréfagos que passam a
expressar a enzima iNOS (6xido nitrico sintase induzida) que catalisa a producgdo de 6xido
nitrico, um produto da via Th1l importante para a eliminacdo do patdgeno intracelular como
por exemplo Leishmania sp. Ao passo que a ativacdo de linfocitos T CD4", através da sua
interacdo com linfécitos B foliculares, resulta na expressdo de IL-4 e IL-10, citocinas
expressas pela via de resposta Th2 com a expresséo de anticorpos como, por exemplo, 1gG -
importante imunoglobulina opsonizadora de patdgenos e células em processo de apoptose
(GUPTA et al., 2013; LORIA-CERVERA E ANDRADE-NARVAEZ 2014). Apesar da via
Th1 ser mais eficiente contra patdgenos intracelulares devido a acdo mediada por macrofagos

e IFN-y que agem no citoplasma da célula infectada eliminando o parasita no vacuolo
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parasitoforo, um balango entre a resposta Thl e Th2 parece ser a resposta necessaria para 0
controle da infeccdo. Além disso, Loria-Cervera e Andrade-Narvéez (2014) relataram que em
PBMCs de cdes assintomaticos experimentalmente infectados com Leishmania infantum
houve um mix entre as respostas via células Thl e Th2 com sobreposicdo dos niveis de
MRNA de IL-2 e IFN-y. Embora o balanco entre a resposta tipo | e 1l seja o ideal contra
patdgenos, em cdes infectados por Leishmania sp. tem sido reportado dois painéis distintos: o
painel que é relacionado a resisténcia do cdo com a expressdo de citocinas pré-inflamatorias
como IL-12, TNF-a, IFN-y, painel tipo I, bem como o painel que confere susceptibilidade ao
cdo, ou seja a expressao de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, 1L-10, IL-13, TGF-B,
painel tipo Il, ndo eficiente na eliminagdo do parasita favorecendo a sua persisténcia. Em cées
infectados por Leishmania infantum tem sido observado o predominio da resposta do tipo via
células Th2 correlacionado a progressdo da doenga (GUPTA et al., 2013; KAULSHAL et al.,
2014). No entanto, a expressdo de IL-10 no baco de cdes com leishmaniose visceral ndo foi
correlacionada com os sinais clinicos. Tal resultado sugere que outros fatores como
desnutricdo ou co-infec¢bes podem afetar a resposta imune favorecendo a persisténcia
parasitaria. Além dos linfocitos T CD4", os linfécitos T CD8" apresentam papel crucial na
resposta imune mediada por células contra patdgenos intracelulares. A subpopulacdo de
linfécitos T CD8" promove uma ampla imunidade contra diversos patogenos e em relagio a
leishmania sp, esta subpopulacéo de linfécitos tem contribuido para a imunidade contra esse
parasita (SANTOS & BRODSKYN, 2014). Linfécitos T CD8" apresentam importante papel
na eliminacdo de patdgenos intracelulares através da liberagcdo de perforinas e granzimas que
atuam na perfuracdo da membrana de celulas infectadas induzindo o processo de apoptose de
tais células, além da liberacdo de IFN-y que auxilia na ativacdo de macréfagos (MULLER et
al., 1991; SANTOS et al., 2013; SANTOS & BRODSKYN, 2014). No entanto, o papel
central de linfocitos T CD8" tem sido discutido e tem sido demonstrado tanto em leishmaniose
visceral como em leishmaniose cutanea que a exacerbagdo da resposta imune mediada por
linfocitos T CD8" tem sido correlacionada a progressdo da doenca e lesdo decidual. Além
disso, tem sido amplamente discutido o fenétipo de exaustio e anergia de linfocitos T CD8".
O mesmo fendtipo é observado em T CD4". (ESCH et al., 2013; GAUTAM et al., 2013;
KAULSHAL et al., 2014). Estudos envolvendo o fen6tipo de exaustdo em cées naturalmente
infectados e o resultado deste fen6tipo ainda sdo bem recente dentro dos estudos envolvendo a

imunopatologia da leishmaniose visceral.
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1.2.5 O baco na Leishmaniose visceral canina

O baco de cées infectados € um dos Orgdos mais afetados na LV e tem sido
amplamente demonstrada a desorganizacdo da matriz extracelular esplénica (STRAUSS-
AYALI et al., 2007; LOKMI et al., 2008; SANTANA et al., 2008; CAVALCANTI et al.,
2015; SILVA-O’HARE et al., 2015). Durante o processo infecioso, a MEC sofre intenso
processo de remodelamento onde seus componentes estruturais como laminina, fibronectina e
colageno sdo degradados por metaloproteinases e colagenases, por exemplo, MMP-2, MMP-9
e ADAM-10. Macroéfagos, fibroblastos, linfocitos e células endoteliais sdo as principais
células que expressam tais enzimas (HOPPS & CAIMI, 2012). Neste contexto, altos niveis de
MMP-9 e MMP-2 no soro de cdes infectados por Leishmania (L.) infantum ja foram
demonstrados (MELO et al, 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

Durante o processo infeccioso € necessaria a migracdo de células para o sitio
acometido. Neste sentido, a matriz extracelular esplénica fornece suporte para a migracdo
celular. A matriz extracelular € uma estrutura altamente dindmica, que auxilia na apresentacédo
antigénica e na montagem de sitios para a infiltracdo celular e formacdo de granulomas. A
reacdo granulomatosa é uma resposta imune mediada por células eficiente na eliminagdo do
parasita intracelular. O granuloma é composto por macrofagos infectados e ativados que sao
envoltos por outros macrofagos nédo infectados, fibroblastos e proteinas como fibras colagenas
e demais substancias do tecido conjuntivo (LEMOS 2010). Diferentes processos dindmicos
podem ocorrer na MEC, podendo resultar na degradacdo dos seus componentes que
constituem a membrana basal e intersticial. Além da degradagdo, o processo inflamatério
geraria 0 estimulo para a deposi¢cdo destes mesmos componentes e como resultado do
remodelamento da matriz extracelular esplénica haveria a alteracdo da microarquitetura do
baco podendo resultar na alteracdo dos compartimentos da polpa branca, polpa vermelha e
zona marginal conferindo o aspecto microscopico de desorganizacdo da polpa branca
esplénica (LU et al, 2011).

1.2.5.1 Desorganizagdo da matriz extracelular e a falha no controle da carga

parasitaria

Em cées naturalmente infectados tem sido demonstrada a desorganizacdo da polpa
branca esplénica (SANTANA et al., 2008; O’HARE et al, 2016; CAVALCANTI et al, 2015;
LIMA et al, 2014; SILVA et al, 2012). No entanto, pouco se sabe sobre 0 momento em que se
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inicia a desorganizagdo, se ocorre no momento inicial da infeccdo, ou se ocorre em fase
avancada. Outra questdo a ser elucidada é se esta organizacao € induzida diretamente pelo
parasita ou pela resposta imune gerada, nas quais as moléculas de matriz extracelular sofrem
alteragdes na sua deposicdo durante este processo. A manutencdo da microarquitetura
esplénica e de suas areas de segregacgdo é necessaria para a ativacao de linfocitos efetores e o
desenvolvimento de uma resposta imune eficaz (REIS et al., 2009; RODRIGUEZ-CORTES
et al., 2016).

Em relagdo a deposicdo dos componentes da matriz extracelular, tem sido
demonstrado a deposicdo de laminina, fibronectina e coldgeno no figado de cdes infectados
(KULKARNI et al., 2008; MELO et al., 2008; MELO et al., 2009; SILVA et al., 2013). O
colageno tem sido o maior componente da MEC envolvido neste processo. A deposicao de
laminina e fibronectina foi correlacionada positivamente com a carga parasitaria. A
degradacdo de laminina e fibronectina gera fragmentos com dominios de interconexdo que
ligados aos macrofagos podem reduzir a sua atividade, além de aumentar a capacidade de
infeccdo de novas células (KULKARNI et al., 2008; MELO et al., 2009; SILVA et al., 2013).
Como resultado da diminuicdo da atividade de macréfagos pode haver a diminuicdo da
expressdo de IFN-y, IL-12 e TNF-B afetando diretamente a resposta imune mediada por
células do tipo Thl. A correlacdo positiva entre a deposi¢do de laminina e fibronectina com a
carga parasitaria no figado descrita por Melo e colaboradores (2009) pode ser justificada pela
diminuicdo da atividade de macrofagos. Neste contexto, a existéncia de macrofagos M2 no
baco de cdes naturalmente infectados ja foi demonstrada (MOREIRA et al, 2016).
Macrofagos que sdo ativados em presenca de PAMPs ou DAMPs (Padrdes moleculares
associados a patdgenos) e em ambientes com a predominancia de citocinas expressas por
linfécitos do tipo Thl estes macrofagos quando ativados expressam citocinas deste perfil
imunoldgico sendo classificado como M1, o mesmo acontece para macréfagos M2 que séo
ativados em presenca de citocinas do perfil Th2 e recentemente foi descrito macréfagos M17
ativados em presenca de 1L-17, apresentando funcédo regulatéria (GORDON & MARTINEZ.,
2010; KONTTINEN et al., 2014)Trabalhos recentes em infeccdo experimental e natural em
cdes com L. infantum, tem demonstrado a capacidade destes animais em gerar uma resposta
inicial pré-inflamatéria com expressdo de IFN-y, porém ainda assim o parasita consegue
sobreviver ao ambiente inflamatorio e persistir no organismo dos cdes (MOREIRA et al,
2016; COSTA et al 2013; STRAUSS-AYALI et a.l, 2007; QUINNELL et al., 2001).

Além do figado, tem sido reportada no baco a presenca de processo inflamatorio

crénico em compartimentos como polpa vermelha, polpa branca e regido de capsula bem
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como a diminui¢do da quantidade de células em volta da arteriola central, regido conhecida
como PALS onde se concentram os linfécitos T (Silva et al., 2013). Santana e colaboradores
(2008) descrevem que em cdes infectados por L. infantum ha deplecdo das regides de
linfécitos T, a baixa formacdo de granuloma, a hipertrofia da polpa branca e vermelha e
intenso processo inflamatdério na regido de cépsula. No entanto, somente a deposi¢cdo de
colageno mostrou correlacdo positiva com o aumento da carga parasitaria (SILVA et al.,
2013). Contudo, a leishmaniose visceral é considerada uma doenca inflamatdria de carater
crénico com intensa formacdo de fibrose (SILVA et al.,, 2013). Sabe-se que durante o
processo inflamatoério ocorre o remodelamento da matriz extracelular esplénica. No entanto, a
pergunta € em que momento o processo inflamatorio afeta o remodelamento da matriz
extracelular esplénica fazendo com que haja a perda da homeostase desta matriz, alteracdo na
deposicdo natural dos seus componentes ocasionando a desorganizacdo do tecido esplénico?
Por fim, qual seria o impacto desta desorganizacdo na mediacdo da resposta imune celular,
uma vez que para o desenvolvimento desta € necessaria a adequada compartimentalizacdo da
polpa branca esplénica? Cavalcanti e colaboradores (2015) descreveram a correlagdo entre o
aumento da carga parasitaria e a ruptura da polpa branca esplénica, mostrando que tais
eventos podem ser complementares e que ha falha no controle da carga parasitaria. Além
disso, os autores descrevem um possivel processo de imunossupressdo devido a reducdo de
diversas citocinas tanto do fenétipo de células Thl, IFNy, 1L-12, TNF e IL-6 perfil pro-
inflamatorio, quanto do fenotipo Th2, TGFp e IL-10 perfil anti-inflamatdrio/regulatorio.
Outros estudos mostram a associacdo da leishmaniose visceral com a atrofia e desorganizacgéo
dos compartimentos esplénicos, e diminui¢do da expressdo de mRNA de quimiocinas como
CXCL13 e CCL19, importantes quimiocinas responsaveis pela manutencdo das areas de
linfocitos B e T nos compartimentos na polpa branca esplénica (SILVA et al., 2012;
NASCIMENTO et al.,, 2013).

Em resumo, torna-se necessario entender qual o papel da deposi¢cdo dos componentes
estruturais como laminina, fibronectina e coldgeno na desorganizacdo da polpa branca
esplénica e como essa deposi¢do afeta a resposta imune e o controle da carga parasitaria na

leishmaniose visceral canina.
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Avaliar alteracdes estruturais, ocorridas na matriz extracelular (MEC), e celulares no
baco de cdes com LVC naturalmente infectados correlacionando-as com a carga parasitaria e

sinais clinicos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar clinicamente os animais infectados e escalona-los em grupos de acordo com a

apresentacdo de sinais clinicos;
Quantificar da carga parasitéria.

Analisar a histopatologia do baco de cdes naturalmente infectados levando em consideragéo a

organizacdo da polpa branca esplénica dividindo os animais em grupos;

Avaliar qualitativa e quantitativamente a deposicdo de componentes estruturais da matriz

extracelular: fibronectina, laminina e colageno.

Analisar qualitativa e quantitativamente os perfis celulares presentes no bago (linfocitos T
CD3", T CD4", T CD8" e linfécitos B CD21", células em processo de proliferacdo (Ki-67").

Analisar qualitativa e quantitativamente o perfil funcional do tecido esplénico através da
analise da expressao de IFN-y, IL-10, MMP-9 e ADAM-10.

Correlacionar a organizacdo da arquitetura esplénica, deposi¢édo de componentes estruturais,

perfil celular e perfil funcional com a carga parasitaria.
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3.0 Metodologia

3.1 Desenho experimental

41 Caes foram diagnosticados com
Leishmaniose Visceral.
DPP®, Elisa e cultura parasitolégica

Cées Positivos foram encaminhados para a
eutanasia, onde fragmentos foram coletados
pela equipe do laboratério
LAPCLIN-DERMZOO- INI/FIOCRUZ

v \

Histopatologia PCR em tempo Imunchistoquimica

real
|

Investigacdo das subpopulacdes

Mudancas ST de linfécitos T e B. Células em
: Quantificacéo da o
estru;ura[s da Carga Parasitaria processo de proliferacdo (KI-
organizacéo da AIVOS SSTRNA e 67"). Celulas expressando IFN-
Polpa branca HPRT Y e IL-10. Moléculas da MEC
OR/PD/MD/ID como laminina, Fibronectina e

Colageno (Picrosirius Red) e
Enzimas como MMP-9 e
ADAM-10.

Figura 3.1 Desenho experimental. Demonstracdo da organizacdo dos experimentos.
Teste rapido DPP®- Dual Path Platform. Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica-Elisa-
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. LAPCLIN- Laboratério de pesquisas em
dermatozoonoses-Instituto nacional de infectologia-INI/FIOCRUZ. OR-Polpa branca
esplénica organizada, PD- Polpa branca esplénica pouco desorganizada, MD- Polpa branca
esplénica médio desorganizada, ID- Polpa branca esplénica intenso desorganizada. Gene que
codifica a proteina hipoxantina fosforribosiltransferase-HPRT, SSrRNA Pequena unidade

subribossomal.
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3.2 Aspectos éticos

Os animais incluidos neste estudo foram naturalmente infectados e destinados a
eutanasia no Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos
(LAPCLIN-DERMZOO-INI / FIOCRUZ), conforme recomenda¢fes do Ministério da Saude
(BRASIL, 2003). As amostras esplénicas foram colhidas apds a confirmacao da doenca por
cultura parasitologica, Elisa® e teste rapido DPP® seguida pela eutanasia dos cées (Figura
3.1). De acordo com as orientacbes do Comité de Etica em Uso de Animais da Fundacio
Oswaldo Cruz e a lei brasileira 11794/08, ndo houve a necessidade de licenca, pois sdo

amostras oriundas de necropsias.

3.3 Animais e avaliacao clinica

Quarenta e um cdes de Barra Mansa-RJ diagnosticados com leishmaniose visceral
canina foram incluidos neste estudo. A confirmacdo diagndstica se deu a partir dos métodos
de ELISA, teste DPP® (antigeno rK39, Dual Path Platform Biomanguinhos) e cultura
parasitologica realizados pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domeésticos (LAPCLIN-DERMZOO-INI / FIOCRUZ).

A eutanasia foi realizada por veterinarios de LAPCLIN-DERMZOOQ utilizando 1,0%
(1,0 ml/Kg) de Thiopental intravenoso (Thiopentax®, Cristalia). Apds a deteccdo da auséncia
de reflexo cérneo-palpebral, induzida por anestesia profunda, foram administrados, por via
intravenosa, 10 ml de cloreto de potassio a 19,1% (Isofarma). Durante a necropsia, dados
clinicos e fragmentos de tecido do baco foram coletados e os ultimos armazenados até a sua
utilizacao.

A avaliagdo clinica foi realizada por dois veterinérios de acordo com a escala clinica
adaptada de Quinnel e colaboradores (2001). Em resumo, seis sinais clinicos comuns
(dermatite, onicogrifose, ceratoconjutivite, emacia¢do, alopecia e linfadenopatia) foram
classificados em uma escala semi-quantitativa de 0 (ausente) a 3 (grave). A soma dos valores
foi utilizada para determinar a classificacdo clinica final de escore: pontuacdo baixo (0-2),
médio (3-6) ou alto (7-18) escore clinico (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1- Pontuagdo por escore dos sinais clinicos observados em cées naturalmente
infectados por Leishmania infantum (QUINNELL, 2001 modificado).

Ficha Clinica
Grau de intensidade
Sinal Clinico Fraca Meédia Intenso
@ @ 3)
Ceratoconjutivite X
Onicogrifose X
Dermatite X
Alopecia X
Emaciacdo X
Linfadenopatia X
Somatorio Total 12

Na tabela acima é descrita a classificacdo clinica dos animais aplicados no estudo. No exemplo o animal é
classificado como animal que apresenta alto escore clinico, uma vez que tem um somatério de 12 pontos de

intensidade dos sinais clinicos apresentados.

3.4 Extracdo de DNA em tecido esplénico

O DNA total foi extraido de cerca de 10 mg de amostras de bago. A extracdo de DNA
foi realizada utilizando QIAMp® DNA Mini Kit (Qiagen, CA, EUA) que incluiu uma fase
anterior de digestdo com 20,0 pl de proteinase K (20 mg / ml) durante 1 h a 56°C. O DNA foi
eluido em 50 pl de tampdo tris EDTA (AE Buffer) e quantificados em NanoDrop® (Thermo
Scientific, EUA).

3.5 Determinacdo da carga parasitaria por gPCR

A carga de parasitas foi estimada por PCR em tempo real em amostras de ba¢o como
previamente descrito por Cavalcanti e colaboradores (2015). Utilizaram-se iniciadores HPRT
(Tabela 2) para normalizar as concentracbes de DNA canino em cada amostra. Para
quantificar o nimero de copias do DNA referente aos parasitas, os iniciadores SSTRNA
(Tabela 2) 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
gPCR foram realizadas no equipamento Step One (Applied Biosystems, Molecular Probes,
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Inc.) utilizando o sistema de deteccdo Power Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems,
Molecular Probes, Inc.). Adicionou-se 2 ul do DNA total purificado (100 ng) a um volume
final de reagdo de PCR de 20 pl contendo Power Sybr Green 1X, 300 nM de cada iniciador
para HPRT ou 500 nM para ensaios de PCR de ssrRNA. O qPCR foi realizado com uma etapa
de ativacdo a 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo e
anelamento/extensdo (95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto e 68°C durante 30
segundos). Realizou-se uma curva padrdo 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 sequencias dos primers especificos para o gene que codifica a proteina canina
hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (HPRT) e para o gene que codifica uma pequena
subunidade do RNA ribossomal do parasita (SSu rRNA) estdo descritos na tabela 3.2. Os
genes HPRT e SSu rRNA foram utilizados como controle positivos da reacdo em cadeia da
polimerase (QPCR). O DNA canino foi obtido de células polimorfonucleares de sangue
periférico de cdes ndo infectados, j& o DNA parasitario foi obtido de cultura das formas
promastigotas da cepa MCAN/BR/2007/CG1. As células tanto do mamifero quanto do
parasita foram contados utilizando um contador de células (Z1™ COULTER COUNTER®,
Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). O DNA total foi extraido a partir de 1,0 x 10° células
PBMC e 1,0 x 10’ de promastigotas. As curvas padrdo para os genes HPRT e ssrRNA foram
preparadas utilizando diluicdes em série de 10 vezes de 10? a 10’ de DNA purificado total.
Os animais foram agrupados como carga parasitaria alta ou baixa como descrito por
Cavalcanti et al (2015).

Tabela 3.2 - Primers alvos e respectivas sequéncias utilizados na quantificacdo da carga

parasitaria
Gene Acesso ou Numero Sequéncia (5'-3") Tamanho em
Alvo de referéncia pares de bases

(pb)
HPRT NW_003726126.1 S AAAACAATGCAGACTTTGCT 58
AS CCTTGACCATCTTTGGATTA

Alvo canino
SSurkRNA Prina et al. (2007) S TACTGGGGCGTCAGAG 153
Alvo parasita AS GGGTGTCATCGTTTGC

Leishmania (L).

infantum

S, senso; AS, anti-senso, bp, pares de bases
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3.6 Histopatologia

Os fragmentos de bago foram fixados em formalina tamponada a 10% posteriormente
foram embebidos em parafina. Cortes com 5 um de espessura foram fixados em laminas de
microscopio e corados com hematoxilina e eosina e examinados por microscopia Optica
(Nikon Eclipse E400 - Tokyo, Japao).

As alteracOes estruturais do tecido linfoide esplénico foram analisadas como descrito
anteriormente (Santana et al, 2008). Os parametros analisados foram a presenca de granuloma
e grau de organizacdo estrutural da polpa branca: 1- organizada - com bainha linfocitaria
periarteriolar distinta, centro germinativo, zona do manto e zona marginal, 2- pouco
desorganizada - com alteracdes hiperplasicas ou hipoplasicas, levando a uma perda na
definicdo de qualquer das regides da polpa branca, 3 - moderadamente desorganizada -
quando a polpa branca era evidente, mas suas regides eram pouco individualizadas ou
indistintas e 4 - desorganizada intensamente - quando presente, a estrutura folicular era pouco
distinta da Polpa vermelha e areas de células T). As anélises foram feitas em grupos
Organizados (Animais com PBE organizada a pouco desorganizada) e desorganizados
(Animais com PBE médio a intenso desorganizada) de acordo com Santana e colaboradores
(2008). Os grupos organizados/pouco desorganizados e médio/intenso desorganizado
apresentam semelhanca entre si, desta forma eles foram analizados de forma a ter apenas 2
grupos de organizacao da PBE.

O ntimero de foliculos linfoides foi determinado como foliculos linfoides/mm? usando
o software Nikon ACT-1 versdo 2.62 (Nikon). Os depdsitos de colageno foram quantificados
em tecido corado com vermelho picrosirius e quantificados em software ImageJ 1.48v (NIH,
EUA).

3.7 Imunohistoquimica

A imunohistogquimica foi baseada em Morgado e colaboradores (2008).
Resumidamente, os fragmentos de baco congelados em resina OCT (Meio Tissue-Tek O.C.T.
Compound, FR/118mL, Sakura-4583) foram cortados em secc¢des de 3-5um de espessura e
montados em laminas de microscopio (slides silanizados, DakoCytomation, Carpinteria, CA,
U.S.A).

As laminas foram fixadas em acetona PA (Merck, Darmstadt, Alemanha) e submetidas

a hidratacdo, bloqueio de peroxidase enddgena (reagente blogueador de peroxidase, Dako) e
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marcacdes inespecifica (BSA a 0,4%, Sigma, E.U.A.). Os espécimes foram entdo incubados
com os anticorpos primarios para: CD3*, CD4", CD8", CD21", IFN-y", IL-10" (Serotec), Ki-
67" (eBiosciéncia), laminina, fibronectina, ADAM-10 e MMP-9 (Serotec), seguido por
incubacdo com o Polimero Marcado (Envision System-HRP, Dako). Utilizou-se
aminoetilcarbazole (kit AEC, Invitrogen) como o sistema substrato cromdgeno e as laminas
foram contracoradas com a hematoxilina de Mayer (Sigma).

As laminas foram examinadas sob microscopio optico (Zeiss) e foi determinado o
nimero de célulass/mm? de tecido na polpa vermelha. Os depésitos de laminina e fibronectina
foram quantificados utilizando o software ImageJ 1.48v (NIH, EUA) e os resultados foram

demonstrados como percentagem da area marcada.

3.8 Analise estatistica

O programa SPSS para Windows, versdo 16 (SPSS Inc., Chicago, IL, E.U.A)) foi
utilizado para analise estatistica. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a
distribuicdo gaussiana das variaveis. Os dados foram analisados pelo teste T-Student para
variaveis com distribuicdo paramétrica e o teste de Mann-Whitney para varidveis com
distribuicdo ndo paramétrica. As correlagdes foram determinadas usando o coeficiente de
correlacdo de Spearman. Os dados estdo representados como média e SEM, mediana e valores
minimo e maximo. Os dados ndo numeéricos foram analisados em tabelas de contingéncia 2 x
2 pelo teste exato de Fisher usando o software Prism (Graphpad Prism® versdo 6.01). Valores

de p <0,05 foram considerados significativos.

37



4.0 Resultados

4.1 Onicogrifose e dermatite foram os principais sinais clinicos presentes em caes

naturalmente infectados

Neste estudo, foram analisados 41 animais com diagndéstico de leishmaniose visceral
canina (LVC). Os principais sinais clinicos foram onicogrifose (79,4%), dermatite (67,6%),
perda de peso (41,2%), alopecia (38,2%), linfadenopatia (23,5%) e ceratoconjutivite (23,5%)
(Figura 4.1). A cada sinal clinico foi dado uma pontuacdo que variava de 1 a 12 pontos por
intensidade. Apos a classificacdo da intensidade do sinal clinico a pontuacdo foi somada e
assim os animais foram divididos em 3 grupos levando em consideracdo ao escore clinico. Os
animais foram classificados em 3 grupos com base no escore clinico: 1 — baixo escore (N =
13, 31,7%); 2 — médio escore (N = 15; 36,6%); 3 — alto escore clinico (N = 13, 31,7%).

4.2 Animais com desorganizacao da polpa branca esplénica (PBE) apresentaram

reducédo no numero de foliculos linfoides

Com base na analise histopatoldgica, os animais foram classificados como animais
com PBE organizada (OR,= 3, 7,31%), PBE pouco desorganizada (PD,= 8, 19,51%), PBE
com moderada desorganizacdo (MD, = 15, 36,6 %) e intensa desorganizacdo (IDn= 15,
36,6%) (Figura 4.2 A-D). Observou-se uma reducdo no numero de foliculos linfoides de
acordo com o grau de desorganizacdo da PBE (p= 0,0001) (Figura 4.3). A analise do nimero
de granulomas/mm? no tecido esplénico revelou que apenas 6 cdes apresentaram granuloma
bem formado, sendo que 5 apresentaram polpa branca desorganizada e 1 apresentou polpa
branca organizada (n=6, Média= 3,83 x 10°, Mediana 3,83 x 10°, Minimo-Méximo 4,6100-
20,300,000 parasitas/10° células), e neles a carga parasitaria foi maior do que em cées que ndo
apresentaram formacéo de granuloma (animais com granuloma N= 6, Média= 3,82, Mediana=
1,99, Min-Méx= 4,61- 2,03; animais sem granuloma N=35, Média 5,26 x 10°, Mediana= 4,29,
Min-Méx 145 - 6,970,000 parasitas/10° células, P = 0,039).
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Figura 4.1 A frequéncia de sinais clinicos em cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum. 41
animais naturalmente infectados foram incluidos no estudo. Os sinais clinicos mais frequentes nos animais
foram onicogrifose (79,4% dos animais) e dermatite (67,6% dos animais), mas também perda de peso (41,2%
dos animais), alopecia (38,2% dos animais), linfadenopatia (23,5% dos animais) e ceratoconjutivite (23,5% dos
animais).
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Figura 4.2 Graus de desorganizacdo da polpa branca esplénica (PBE) em cées

naturalmente infectados com Leishmania infantum. (A) PBE organizada indicada pela seta- com
bainha de linfocitos periarteriolar distinta indicada pela ponta de seta na parte direita inferior da imagem A,
centro germinativo, zona do manto e zona marginal; (B) PBE pouco desorganizada - perda na definicdo de
qualquer das regides da polpa branca; (C) PBE moderadamente desorganizada - a polpa branca era evidente, mas
suas regibes eram pouco individualizadas ou indistintas; (D) PBE intensamente desorganizada - a estrutura
folicular era pouco distinta da polpa vermelha e reas de células T. Objetiva 100x e barra de aumento=100um.
Hematoxilina e eosina.
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Figura 4.3 — Animais com desorganizacio da PBE apresentam redugdo do foliculo linfoide. Grupo
organizado € constituido por animais com PBE organizada a pouco desorganizada enquanto que 0 grupo
desorganizado é constituido por animais com polpa branca médio a intensamente desorganizada.

4.3 A desorganizacéo da PBE foi acompanhada de aumento do escore clinico
Os animais com PBE MD-ID apresentaram maior escore clinico (MEDIA=2,81;

Mediana 6,0; Minimo-Maximo 0 a 12,0) do que os animais com PBE OR-PD (MEDIA=5,53;
Mediana 1,0 Minimo-Méaximo 0 a 8,0 p = 0,021) (Figura 4.4).

41



r

inico
i

Escore CI

Organizados Desorganizado

Organizacao da Polpa Branca Esplénica

Figura 4.4 A desorganizacdo da polpa branca é associada ao progresso da doenga. A
desorganizacdo da PBE foi acompanhada pelo aumento do escore clinico em cdes naturalmente infectados. O
grupo organizado é composto por animais com polpa branca organizada a pouco desorganizada € o grupo
desorganizado é composto por animais com polpa branca moderadamente desorganizada a intensamente
desorganizada. Teste T Student, p=0,021, N orpp = 11; N ymp.p = 30.

4.4 Aumento na deposicdo dos componentes da matriz extracelular (laminina e

coladgeno) esta associado a desorganizacao da polpa branca esplénica

A maioria dos cées analisados neste estudo (n= 30, 73,2%) apresentou de moderada a
intensa desorganizagdo da PBE. Portanto, surge a hipdtese dessa desorganizacao estar
associada a uma modificacdo na expressdo de moléculas de matriz extracelular. Neste
contexto, a deposicdo de laminina, fibronectina e colageno foram analisadas (Figura 4.5 A-l).
Foi observada maior deposi¢do de laminina e colageno em cées com PBE de moderada a
intensa desorganizagdo (Figura 4.6 A-C) quando comparados aos animais com polpa branca

organizada, desorganizada (Pvalue= 0,045 e 0,036; respectivamente).
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A deposicdo de fibronectina foi mais abundante na polpa vermelha e na regido
intrafolicular quando comparada com a deposicdo de laminina (Figura 4.5 A-C e 4.5 D-F,
respectivamente). No grupo MD-ID, a deposi¢do de laminina assumiu uma distribuicdo
irregular, por exemplo, na delimitacéo de foliculos a deposicdo de laminina foi descontinua e
menos intensa do que em animais com polpa branca esplénica organizada a pouco
desorganizada. Ndo foram observadas diferencas na deposicdo de fibronectina quando os
grupos foram comparados. Por fim, observou-se uma correlacdo positiva entre as deposicoes
de laminina e fibronectina (p= 0,016, r* =0,393 Figura 4.10A).
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Figura 4.5- Prancha comparativa entre a deposicdo dos componentes estruturais da

MEC esplénica de cde com polpa branca organizada, desorganizada e regido folicular.
Em A, B e C deposicao da fibronectina em cdes com polpa branca organizada, desorganizada e regido forlicular,
respectivamente. Em D, E e F deposicdo de laminina em caes com polpa branca organizada, desorganizada e
regido folicular, respectivamente. Em G, H e | deposicdo de colageno em animais com polpa branca
organizada, desorganizada e regido folicular. A-F Imunohistoquimica. G, H e | picrosirius red. Objetiva de
400x, barra de aumento de 25 pum. As quantificagcdes foram realizadas na polpa vermelha, uma vez que alguns

animais apresentaram atrofia e ausencia de foliculo podendo interferir nas quantificacGes e resultados.
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Figura 4.6- Caes naturalmente infectados apresentam moderada a intensa desorganizacdo da
polpa branca esplénica (PBE) e aumento na deposi¢do de laminina e colageno. (A) Deposicdo de
laminina. (B) Deposicdo de fibronectina, (C) deposicdo de colageno. Teste Mann-Whitney.
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4.5 A expressdo de metalopeptidase-9 € aumentada em animais com polpa branca

esplénica desorganizada

Foram investigadas se as expressdes de MMP-9 e ADAM-10 poderiam estar alteradas
em animais apresentando algum grau de desorganizacdo da PBE por imunohistoquimica
(Figura 4.7 A-B). A expressao de MMP-9 esteve aumentada em animais que apresentaram
PBE MD-ID quando comparados com OR-PD (p= 0,025) (Figura 4.7 C). Embora ndo tenham
sido observadas diferencas estatisticas para a expressdo de ADAM-10, houve uma tendéncia
em aumentar nos cdes MD-ID (p> 0,05) (Figura 4.7 D).

4.6 Linfocitos CD4" foram reduzidos no bago desorganizado

A fim de verificar quais subpopulagbes celulares estéo reduzidas no baco de cdes com polpa
branca desorganizado, os linfocitos T CD4*, CD8" e B CD21" foram quantificadas na polpa
vermelha através da técnica de imunohistoquimica (Figura 4.8 C, D e E respectivamente). As
subpopulagdes de linfocitos CD4" foram reduzidas em animais MD-ID quando comparadas
com OR-PD (p= 0,027) (Figura 4.9 A). Ndo houve diferencas nas células CD8" ou
CD21%entre os grupos (Figura 4.9 B e C) (p> 0,05). Além disso, houve correlagBes entre
células CD21" e expressdo de MMP-9 (p= 0,010 e r* = 0,401) e deposicdo de coldgeno (p =
0,008 e r? = 0,418) (Figura 4.10 C-B respectivamente). Foram avaliadas também células que
expressam INF-y* e IL-10". Embora ndo houvesse diferencas entre os grupos, observou-se
uma correlagio positiva entre a expressdo de INF-y* e IL-10" (p= 0,0074 e r? = 0,412) (Figura
4.9 D e E). Além disso, ndo houve diferenca no processo de proliferacao celular (Figura 4.9
F) As quantificagbes celulares foram realizadas na polpa vermelha uma vez que para a
quantificacdo por mm? e percentual de 4rea marcada o tamanho do foliculo poderia ser um
fator que influenciaria nestas contagens e nas futuras analises, o tamanho folicular pode
apresentar variacdo até mesmo no mesmo campo analisado e muitos animais ndo
apresentaram presenca de foliculo nos campos analisados. A polpa vermelha foi levada em

consideracdo uma vez que é uma area de transicao celular.
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Figura 4.7- Andlise da expressao de MMP-9 e ADAM-10 por imunohistoquimica. Em A,
Imunomarcagdo de células expressando MMP-9. Em B, Imunomarcagdo de células
expressando ADAM-10. Células positivas para MMP-9 e ADAM-10 estdo marcadas em
vermelho. Objetiva de 400x, barra de aumento de 25 pum. Teste Mann-Whitney.
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Figura 4.8 Imunohistoquimica das subpopulagdes celulares e citocinas (IFN-y e IL-10) no tecido
esplénico de cades naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania). Infantum. Imunomarcacdo de
células em (A) e (B) linfocitos CD3", (C) CD4", (D) CD8", (E) CD21" (F) Ki-67", (G) IFN-y "e (H) IL-10". Em
A, Objetiva de 100x e barra de 100pum. Objetiva de 400x. Bar = 25um. Células marcadas em vermelho sdo
positivas para os alvos.
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Figura 4.9- Animais com PBE desorganizada apresentam reducdo no numero de
linfécitos T CD4", porém ndo ha mudanca no processo de proliferacdo celular. Em A,
subpopulacido de linfécitos T CD4*. Em B, subpopulagdo de linfécitos T CD8*. Em C,
subpopulacdo de linfécitos B CD21*. Em D, células expressando IFN-y. Em E, células
expressando I1L-10. Em F, células em processo de proliferacdo. Teste Mann-Whitney.
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4.7 Associacao da analise histopatoldgica com carga parasitaria para estimar uma

evolucéo relativa da infeccao

Como os cées foram infectados naturalmente e ndo sdo conhecidos os tempos de
evolucdo, os dados sobre histopatologia foram associados aos de carga parasitaria para
estimar uma evolugéo relativa da infecgdo (Tabela 4.1). De acordo com Cavalcanti (2015),
agrupamos o0s cdes como: 1- Carga parasitaria baixa e PBE organizada (LOW/OR); 2- Carga
parasitaria baixa e PBE desorganizada (LOW/DS) e 3- Carga parasitaria elevada e PBE
desorganizada (HIGH/DS). Apenas um animal apresentou alta carga parasitaria e PBE
organizada e por isso ndo foi incluido nesta analise. Comparando estes grupos, observou-se
uma reducdo dos foliculos linfoides (p=0,0002 para grupo LOW/DS e p=0,021 HIGH/DS,
Figura 4.11 A). Houve aumento da deposicdo de laminina (p=0,005) mesmo antes da falha no
controle do parasita (Figura 4.11 B). O aumento gradativo na deposicdo de colageno
(p=0,041, Figura 4.11 D) e expressao de MMP-9 (p=0,035, Figura 4.12 A) foram observados.
Embora néo significativa, houve uma tendéncia em aumentar a expressdo de ADAM-10 em
grupos desorganizados independente da carga parasitaria (Figura 4.12 B). Nao houve
diferencas na deposicdo de fibronectina (Figura 4.11), bem como, no ndmero de células
CD8*, CD21" e Ki-67*/mm? (p> 0,05) (Figura 4.13 B-D). No entanto, observou-se reducéo
dos linfécitos T CD4*/mm? na polpa vermelha em cées com baixa carga parasitaria e PBE
desorganizada quando comparados com baixa carga parasitaria e PBE organizada (p=0,0021)
(Figura 4.13 A). Além disso, o nimero de linfécitos T CD4*/mm? na polpa vermelha de
animais que apresentam alta carga parasitaria e PBE desorganizada foi similar aos animais
com baixa carga parasitaria e PBE organizada (p> 0,05), embora haja reducdo e atrofia da
bainha periarteriolar e foliculos linfoides (Figura 4.10 G). Em andlise a expressdo de
citocinas, ndo houve diferencas significativas na expressao das mesmas entre 0S grupos
formados pela organizacdo da PBE e carga parasitaria (Figura 4.12 C e D). Estes dados
sugerem que em infecgBes avancadas, as células CD4" que restam no bago, permanecem
retidas na polpa vermelha, provavelmente impedidas de migrar para as suas areas de

segregacdo na polpa branca esplénica.
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Tabela 4.1 Estimativa relativa de evolugé@o da imunopatogénese no bago de cées
naturalmente infectados com Leishmania infantum.

Animais Low/OR

]

N=10

Animais Low/DS

Animais High/DS
e iy

N=S8

Baixa carga parasitaria

Compartimentalizacio da SWP

Presenca de foliculos
compartimentalizados

Deposicio Laminina, fibronectina e
colageno

Expressio de MMP-9

Subpopulacies de Linfocitos T e B na
polpa vermelha

Baixa carga parasitaria

Perda da compartimentalizacio SWP,
reducio das areas de células T

Reducio do mimero de foliculos
compartimentalizados

Aumento na deposicio de
laminina e colageno, mas nio de
fibronectina

Aumento na expressio de MMP-9

Reducio do mimero de Linfocitos T
CD4" na polpa vermelha
Nao ha diferenca entre as demais
subpopulacdes

Alta carga parasitiria
Perda da compartimentalizacio SWP,
reducio das areas de células T
Reducio/auséncia do nimero de

foliculos compartimentalizados

Aumento da deposicio de colageno e
laminina, mas nio fibronectina

Aumento da expressio de MMMP-9

Numero de linfocitos T CD4™ na polpa

vermelha se aproxima ao mimero destes

em animais Low/OR
Nio ha diferenca entre as demais
subpopulacdes

Animais Low/OR- Animais com baixa carga parasitaria (Low) e polpa branca organizada (OR)

Animais Low/DS- Animais com baixa carga parasitaria (Low) e polpa branca desorganizada (DS)

Animais HIGH/DS- Animais com alta carga parasitaria (Low) e polpa branca desorganizada (DS)
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5.0 Discussao

Neste estudo, bacos de 41 cdes naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania)
infantum foram avaliados. Foram detectadas alteracbes histoldgicas, de componentes
estruturais da matriz extracelular, expressdo de metalopeptidases e quantidade de células
CD4".

A compartimentalizagdo dos orgdos linfoides € de extrema importdncia para o
desenvolvimento adequado da resposta imunoldgica, uma vez que nestas areas sdo iniciadas
as etapas de interacdo, apresentacdo antigénica, ativacdo celular e desenvolvimento da
resposta imune efetora frente ao patégeno (LOKMIC et al., 2008).

A manutencao da compartimentalizacdo € dada através da distribuicdo de quimiocinas
como CXCL13 para o recrutamento de linfécitos B para a regido de polpa branca dentro do
orgdo linfoide. As quimiocinas CCL19 e CCL21 atuam no recrutamento de linfocitos T e
celulas dendriticas para a regido da bainha linfatica periarteriolar e zona marginal,
respectivamente, contribuindo assim para a organizacdo dos compartimentos linfoides
(MEBIUS & KRAAL, 2005; NOMBELA-ARRIETA, 2008).

Em infeccdo experimental, camundongos com deficiéncia na expressdo de CCL19 e
CCL21 foram mais susceptiveis a infec¢do por Leishmania donovani, uma vez que células
dendriticas ndo conseguiram migrar para a regido de PALS na polpa branca esplénica onde
realizam a apresentagdo do antigeno para linfécitos T (ATO et al., 2006). Além de CCL19 e
CCL21, a quimiocina CXCL13 apresenta reducdo na sua expressdo em caes infectados com
polpa branca desorganizada, estando associada a atrofia folicular esplénica prejudicando a
resposta imunolégica do hospedeiro e progressdo da leishmaniose visceral (SILVA et al.,
2012).

No entanto, vale ressaltar que o processo de desorganizacdo da polpa branca ndo
envolve somente a expressdo de quimiocinas, mas também o aumento na deposicdo dos
componentes da MEC como, por exemplo, a deposicao de laminina, fibronectina e coldgenos
e remodeladas pela acdo metaloproteinases como observado no presente estudo. Além disso, a
distribuicdo de quimiocinas é realizada com auxilio de sistemas de conduites que segundo
Lokmic e colaboradores (2008) sdo formados por laminina, colageno tipo 1V e fibroblastos. O
aumento na deposicdo dos componentes estruturais da MEC no baco aqui descrito poderia
estar associado a alteracdo na composicao basica do sistema de conduites, contribuindo para a
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baixa distribuicio de quimiocinas e assim favorecendo a desorganizagdo da
compartimentalizacdo esplénica. O aumento destes componentes pode ser observado em
animais com PBE ja desorganizada, nos quais houve aumento da expressdo de MMP-9,
importante enzima degradadora de colageno 1V, proteina constituinte do sistema de conduites.

Além de auxiliar no transporte de quimiocinas, citocinas e moléculas de baixo peso
molecular, o sistema de conduites atua na migracdo de células como células dendriticas,
linfécitos B ¢ T, agindo como um “corrimao” para estas células (GRETZ et al., 2000;
LOKMIC et al., 2008; ROOZENDAAL et al., 2009). Assim, o sistema de conduites apresenta
importante papel na manutencdo da organizagdo da PBE, bem como no direcionamento e
suporte da migracdo de diferentes células envolvidas na resposta imune celular. No entanto,
poucos estudos tem sido desenvolvidos sobre o papel desta estrutura e suas alteracdes durante
a infeccdo por Leishmania sp.

Para o desenvolvimento de uma resposta imune adequada no tecido esplénico, faz-se
necessaria manutencdo da compartimentacdo em areas segregadas e, de acordo com Lokmic e
colaboradores (2008), a MEC desempenha um papel importante no desenvolvimento de
células imunes dentro de seus nichos esplénicos. Neste estudo, a maioria dos animais
apresentou desorganizacdo da microarquitetura da polpa branca esplénica (N = 30, 73,2%), 0
que sugere que esta seja uma alteracdo frequente na leishmaniose visceral canina. Esta
desorganizacdo foi acompanhada por uma reducdo no tamanho e numero de foliculos
linféides e bainha linfatica periarteriolar, bem como uma reducdo na quantidade de linfdcitos
CD4" na polpa vermelha. Estes dados sugerem que os linfécitos T e B ndo estejam migrando
para seus locais especificos e/ou estejam entrando em processo de apoptose. A presenga de
células apoptoticas ja foi demonstrada por Silva e colaboradores (2012), onde foi observado
gue animais naturalmente infectados apresentaram reducao na populacédo de linfocitos T totais
e aumento da porcentagem de células apoptoticas no baco e sangue periférico. A infeccdo por
Leishmania chagasi (sinonimia de Leishmania infantum) poderia induzir o processo de
apoptose resultando na diminui¢do da celularidade no baco, além disso, porcentagem de
células apoptdticas foi relacionada a desorganizacdo da polpa branca contribuindo para a
imunossupressdo e ineficiéncia da resposta celular durante o curso da infeccdo. A reducdo
da celularidade do baco ja havia sido demonstrada no modelo murino de infeccdo
experimental com Leishmania infantum (SILVA et al., 2012; CUERVO-ESCOBAR et al.,
2014).

O baco é um orgéo linfoide secundario que apresenta areas segregadas de linfocitos T

e B, o0 que favorece a apresentacdo e ativacdo antigénica dessas células. A auséncia ou
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reducdo de linfocitos em suas areas especificas poderia levar a um déficit de ativacdo que
contribuiria para a falha no controle da carga parasitaria. Nesse sentido, observou-se a
reducéo dos linfocitos T CD4" nos animais com polpa branca variando de moderada a intensa
desorganizacdo.Em trabalhos prévios, ja foi demonstrado que no bagco de animais com
leishmaniose visceral canina ocorre uma redugdo na expressdo de varias citocinas,
quimiocinas e seus receptores (QUINNEL et al., 2001; CAVALCANTI et al., 2015), em
particular a reducdo de CXCL13 em linfdcitos B, associada a atrofia e desorganizacdo de
foliculos linféides (SANTANA et al., 2008; MICHELIN et al., 2011; SILVA et al., 2012;
CAVALCANTI et al., 2015). No presente estudo, observou-se que a maioria dos animais
apresentava baixa carga parasitaria e j& mostravam algum grau de desorganizacdo da polpa
branca esplénica, bem como reducdo na quantidade de linfocitos T CD4", acompanhada pelo
aumento da expressdo da laminina. O aumento na expressdo de laminina, colageno e MMP-9
coincidiram com a desorganizagdo da polpa branca esplénica, mesmo em animais de baixa
carga parasitaria. Este aumento na expressdao de moléculas de matriz extracelular pode ser
causado pela inflamacdo intensa que ocorre nos momentos iniciais da infeccdo (STRAUSS-
AYALI et al., 2007; LOKMIC et al., 2008; MELO et al., 2011). O aumento de MMP-2 e
MMP-9 no soro de cdes com leishmaniose visceral foi demonstrado previamente (MELO et
al., 2011; HOPPS & CAIMI et al., 2012). Neste contexto, as metaloproteinases produzidas
por macrofagos ativados como MMP-9, MMP-3 e MMP-10 (LIM, 2013) podem ter suas
expressdes positivamente reguladas neste processo inflamatorio inicial, levando a alteragdes
na distribuicdo de colageno, laminina e fibronectina. A participacdo destas moléculas nos
processos de migracdo de células inflamatdrias para o local da infeccdo j& foi estabelecido
(GEBERHIWOT et al., 2000; YAMADA et al., 2000; FUJIWARA et al., 2001; LU et al.,
2011). Como resultado haveria a modificacdo do arcaboucgo tecidual, consequentemente,
gerando a alteracdo histoldgica de desorganizacdo da polpa branca esplénica. O aumento da
deposicdo de componentes da MEC tem sido descrito no figado, timo e linfonodo
(DRUMEA-MIRACEA et al., 2005; MELO et al., 2009), e foi correlacionado com o0 aumento
da carga parasitaria, sugerindo que o parasita poderia usar laminina e fibronectina do
hospedeiro para interagir com macrofagos. A degradacdo da fibronectina poderia gerar
fragmentos de peptideos, que se ligam a receptores em macrofagos, diminuindo a ativagéo e a
funcdo dessas células. Além disso, os autores sugeriram que as mudancas na deposicao desses
componentes poderiam refletir no processo inflamatorio e degenerativo. Além disso, Santana
e colaboradores (2008) mostraram que o processo inflamatdrio é importante na disseminacgéo

do parasita. Por outro lado, existe a possibilidade de que o parasita cause efeitos diretos sobre

58



as moléculas da matriz extracelular (MELO et al., 2009). No entanto, ndo foi observada
associacao entre a carga parasitaria e a expressdo de laminina, fibronectina ou colageno, o que
torna a primeira hipdtese mais provavel.

No presente estudo observou-se aumento progressivo da expressdo de MMP-9
associada a desorganizacdo da polpa branca esplénica, bem como o aumento da carga
parasitaria. Foi descrito que a MMP-9 desempenha importante papel na orientacdo durante o
processo de migracao celular atraves da degradacdo de colageno, importante componente da
matriz extracelular (CHADZINSKA et al., 2008; LU et al., 2011). Assim, tal enzima esta
associada ao processo de remodelamento tecidual e a facilitacdo da migracdo de células que
atuam no desenvolvimento do infiltrado inflamatério no sitio de lesdo (CHADZINSKA et
al.,2008; JIN et al., 2010; HOPPS & CAIMI, 2012; SCHUINDT et al., 2012). No entanto, a
possivel acdo dos inibidores das metalopeptidases ndo pode ser excluida (BREW et al., 2010).
Durante o remodelamento da matriz extracelular sob acdo de metaloproteinases como MMP-9
h& participacdo de reguladores das enzimas para que haja um adequado processo de
remodelamento e reparo tecidual. TIMPS (Tissue inhibitors of metaloproteinases) sao
exemplo de reguladores de metalopeptidases, pois sdo inibidores enddgenos de
metaloproteinases (BREW et al., 2010; BOURBOULIA et al., 2010). A desregulacdo na
expressdo e ativacdo das metaloproteinases pode estar associada ao dano tecidual, perda da
homeostase da matriz extracelular, aumento da migracéo celular, formacdo tumoral (BREW et
al., 2010). Em pacientes com leishmaniose dérmica pods-calazar, manifestacdo posterior em
forma de papulas e nddulos apos o tratamento da LV no velho mundo, os niveis de TIMP-1,
inibidor de gelatinase e protease, € maior que em pacientes com a LV ativa, mostrando que
TIMP-1 atua na contenc¢do do dano tecidual induzido por metalopeptidases (ANSARI et al.,
2008). Os TIMPs ndo atuam somente no controle da acdo de metalopeptidases, mas também
no controle da proliferacdo, migracdo e invasdo celular e anti-angiogénses, além disso, em
relacdo a celularidade, em linfocitos B, TIMPs auxiliam na diferenciacdo para plasmdcitos e
em alguns momentos age também como molécula supressora do crescimento celular (BREW
et al., 2010).

Outra metalopeptidase avaliada neste estudo foi ADAM-10 (desintegrina e
metalopeptidase 10). Em nosso conhecimento, este estudo consiste no primeiro relato sobre a
expressdo de ADAM-10 no bacgo de cées infectados com Leishmania (Leishmania) infantum.
A desintegrina ADAM-10 também esta envolvida na degradacdo do colageno tipo IV (LIM,
2013) e na ontogenia dos foliculos linfoides (CHAIMOWITZ et al., 2011; FOLGOSA et al.,

2013). Seu principal papel é agir como regulador dos processos celulares a partir da clivagem
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de dominios transmembranares de receptores e ligantes auxiliando na ativagdo dos sinais
intracelulares (GIBB et al., 2010; CHILLAKURI et al., 2012).

Outro importante papel de ADAM-10 é o de regulacdo e manutengdo da arquitetura
linfoide dos érgdos linfoides secundéarios, atuando na clivagem de pr6-TNF-o em TNF-a
importante citocina pro-inflamatdria, formacgédo dos centros germinativos e desenvolvimento
dos linfécitos B da zona marginal via clivagem do receptor transmembranar NOCTH-2,
(FOLGOSA et al., 2013). A auséncia de ADAM-10 em camundongos nocautes gerou déficit
na expressdao de TNF-a, que é clivado por ADAM-17, num mecanismo compensatorio,
resultando no aumento da transformagdo da forma pr6-TNF-a em TNF-a e em paralelo,
induzindo o aumento da expressdo do gene relacionado a TNF (FOLGOSA et al., 2013). A
expressao aumentada de TNF-a gera desequilibrio nos niveis de citocinas dentro da regido de
linfécitos B no foliculo, induzindo a disruptura da arquitetura do foliculo no linfonodo
(FOLGOSA et al., 2013). Neste contexto, Cavalcanti et al (2015) mostrou aumento de TNF
em cdes infectados com baixa carga parasitaria.

No presente estudo, a expressdo de ADAM-10 foi detectada em todos 0s grupos
avaliados. Embora néo significativa, houve tendéncia de aumento de sua expressdo no baco de
cdes infectados de acordo com a desorganizacéo da polpa branca esplénica. Os dados sugerem
0 envolvimento de metalopeptidases (MMP-9 e ADAM-10) na desorganizacdo da polpa
branca esplénica na leishmaniose visceral canina. Juntos, os dados corroboram a hipotese de
que o processo inflamatorio em resposta a infeccdo parasitaria poderia estar diretamente
relacionado as mudancas na deposicdo de componentes da matriz extracelular levando a uma
desorganizacdo da polpa branca esplénica. Apesar do ambiente inflamatério desenvolvido
pelo hospedeiro, o parasita pode escapar do sistema imunolédgico nos cdes (OLIVER et al.,
2005) e persistir levando a um estimulo permanente, dano tecidual e doenca cronica.

Um exemplo de escape do sistema imunolégico é a interferéncia produzida pelo
parasita na interacdo entre o receptor CD40 expresso em células B, mondcitos, células
dendriticas, células endoteliais e epiteliais e seu ligante CD40L membro da familia de TNF
expresso em linfocitos TCD4" e TCD8" (OLIVEIRA et al., 2013). A forte interagio entre
CD40/CD40L induz a expressdo de IFN-a ¢ IL-12 e direciona a resposta imune para o perfil
Th1, ao passo que a fraca interacdo entre CD40/CD40L induz a expressdo de TGF-$ e I1L-10
direcionando a resposta imune para o perfil de células Th2 em infec¢do por Leishmania major
(OLIVEIRA et al.,, 2013). Em macréfagos infectados por Leishmania major o parasita
direciona a interagdo CD40/CD40L para uma fraca interacdo através do aumento da

fosforilagdo da quinase regulada por sinal extracelular ERK-1/2 (Extracellular Signal-
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Regulated Kinase 1/2) que ativa a expressdo de IL-10 que nédo é eficiente no controle do
parasita intracelular e assim favorecendo a persisténcia do parasita (MATHUR et al., 2004).

Consequentemente, a inflamagdo prolongada poderia causar lesdo tecidual e
desorganizagdo esplénica intensa. Esta desorganizagdo poderia dificultar a comunicacgéo
celular, via déficit de expressdo de citocinas e quimiocinas, consequentemente impedindo a
ativacdo celular. A privacdo de estimulos poderia levar a apoptose destas células, e estes dois
processos (migracdo deficiente e apoptose) poderiam estar correlacionados. Nesse sentido, De
Lima e colaboradores (2012) observaram um aumento na apoptose no baco e sangue
periférico de cdes com leishmaniose visceral naturalmente infectados, mas outros
experimentos precisam ser realizados para confirmar esta hipotese. O padrdo de migracéo
dificultada, reducéo da celularidade na bainha linfatica periarteriolar e atrofia folicular, bem
como a auséncia de estimulos celulares poderiam estar associados a uma possivel falha no
controle da carga parasitaria e na progressdo da doenca. Os animais com polpa branca
desorganizada apresentaram maior deposicdo de laminina e uma reducdo dos linfécitos T
CD4". No tecido timico, O'campo e colaboradores (2008) relataram que o aumento da
deposicdo de laminina estaria associada & migracgéo e saida prematura dos linfocitos T CD4" e
CD8". Neste contexto, as células CD4" poderiam sair do bago por mecanismos ainda ndo
conhecidos. Em cies com alta carga parasitaria, observou-se aumento de linfocitos CD4" na
polpa vermelha semelhante ao grupo de polpa branca esplénica organizada, porém houve
atrofia de bainha linfatica periarteriolar e foliculos linfoides. Sugere-se que os linfocitos
CD4", em infecgdo avancada, estariam incapacitados de migrar para os seus compartimentos
especificos dentro da polpa branca, talvez devido a baixa expressdo de quimiocinas, citocinas
e seus receptores, ou devido as alteracdes na distribuicdo de conduites esplénicos. Outras
analises devem ser feitas para confirmar esta hipotese.

Um pardmetro para avaliar a resposta imune mediada por células é a formacdo de
granulomas, que € considerada como a resposta imune eficiente no controle da carga
parasitaria na leishmaniose visceral (KAYEL & BEATTIE 2015). Em macaco Rhesus
(macaca mulata) com LC, a formacdo granulomatosa ocorre por células gigantes de
Langhans, células epitelioides, células plasmaticas, macrdéfagos parasitados e linfécitos. Tal
estrutura é envolta por fibroblastos e deposicdo de fibrose estabelecendo o granuloma bem
formado (KAYE & BEATTIE, 2016).

Em LV a formacdo completa do granuloma é controversa. Nos 6rgdos linfoides de
pacientes sintomaticos no velho mundo, hd formacdo incompleta de granulomas e nestes

pacientes sdo observados hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e elevados niveis de células
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plasmaticas (KAYE et al., 2004). Por outro lado, no figado de pacientes assintomaticos
também do velho mundo ha relatos da formacao de granuloma (PAMPIGLIONE, 1974). Em
modelo canino, a formacgdo de granuloma no figado é bem descrita, com marcada formacao
dos mesmos e inflamacdo granulomatosa, ao passo que nos linfonodos e no bago ndo houve
formacdo de granuloma, sendo observados também a deplecdo da polpa branca esplénica e
macrdfagos altamente infectados (XAVIER et al., 2006).

No presente estudo observamos a presenca de granulomas bem formados em apenas 6
animais. Contrariamente ao esperado, a carga parasitaria nestes animais com granulomas bem
formados foi maior do que nos animais onde esta formacgéo nédo foi observada. Esses dados
sugerem um atraso/déficit na formacdo de uma resposta eficiente e corroboram a hipétese de
falha no controle da carga parasitaria no baco de cdes com leishmaniose visceral, e a sua
participacdo como um Orgdo de persisténcia parasitaria (MICHELIN et al., 2011,
CAVALCANTI et al., 2015). Neste contexto, as medidas de imunomodulacdo que melhorem
a capacidade de resposta imune neste 6rgdo poderiam auxiliar no tratamento destes animais
nos paises onde este manejo € permitido.

Em infeccdo por Leishmania infantum, a resposta considerada protetora contra tal
parasita € caracterizada pela resposta mediada por linfécitos T CD4" do tipo Thl com a
ativagdo dos linfocitos TCD8", predominio da expressdo de IFN-y e TNF-q, ativagdo da agdo
microbicida de macrdfagos infectados e controle da carga parasitaria (MOREIRA et al.,
2016). Ao contrario disto, a susceptibilidade a infeccdo é caracterizada pela resposta por
linfocitos T CD4"do tipo Th2 com ativagdo dos linfcitos B e predominio da expressio de IL-
4, 1L-10, TGF-B e imunoglobulinas (ABBAS et al., 2011; MOREIRA et al., 2016).

Além destes distintos perfis, hd a polarizacdo de macrofagos em M1 e M2, e
plasticidade de macrdfagos, onde macréfagos M1 estdo associados ao perfil Thl e quando
ativado seu estado microbicida sdo chamados de macréfagos de ativacdo classica
(CASSETTA et al.,, 2011). Em contrapartida, macréfagos M2 sdo conhecidos como
macrofagos de ativacao alternativa e estdo associados a citocinas do perfil de células Th2 e a
processos alérgicos, de cicatrizacdo e remodelamento tecidual (CASSETTA et al., 2011). No
baco de cées infectados por Leishmania infatntum foi descrita a populacdo de macréfagos M2
associada a alta carga parasitaria. De forma contréria no figado ha baixa carga parasitéria e
predominio de macrdéfagos M1, indicando que a resposta Th2 com a participacdo de
macrdéfagos M2 favorece a sobrevida do parasita intracelular (Moreira et al., 2016).

A infeccdo parasitaria cronica pode influenciar no perfil de exaustéo celular através da

interacdo entre o receptor inibitdrio PD-1 (Morte programada 1) da familia CD28 observados
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em T CD4" e T CD8" com seus ligantes PD-L1 e PDL-2 expressos em células apresentadoras
de antigenos (ABBAS, 2014; RODRIGUES et al., 2014). O processo de exaustdo ocorre de
forma progressiva, tendo como inicio a diminuigdo da proliferacdo celular até a perda da
capacidade de producdo de IFN-y, TNF-a ¢ diminui¢do de granzimas B e progressdo da
doenca (RODRIGUES et al., 2014).

Josh e colaboradores (2009) mostraram que durante a infeccao crénica por Leishmania
donovani houve aumento na expressdo de B7.H1(PD-L1) em células dendriticas e esse
aumento foi acompanhado pelo aumento na expressdo de PD-1 na superficie de linfécitos T
CD8". O bloqueio de B7.H1 n#o alterou a proliferacdo de linfocitos T CD8" nem os niveis de
granzimas B. No entanto, a expressdo de IFN-y, TNF-o e IL-2 foram restauradas. e houve
reducdo da carga parasitaria em animais com B7.H1 bloqueados. Ao contrario de Josh e
colaboradores (2009), em infeccdo por Toxoplasma gondii, Bhadra e colaboradores (2015)
bloguearam a mesma molécula PD-L1 e observaram que houve aumento na proliferacdo de
linfécitos T CD8'IFN-y" e granzimas B".

No presente estudo foram investigadas as expressdes de IFN-y e IL-10, porém néo
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos formados pela organizacdo da
polpa branca e/ou formados pela organizacdo da polpa branca e carga parasitaria.

Com base nos dados obtidos neste estudo, podemos concluir que a desorganizacgao da
microarquitetura esplénica consiste em uma alteracdo frequente na leishmaniose visceral
canina. E possivel que a infeccdo e a persisténcia do parasita levem a um remodelamento
intenso da matriz extracelular esplénica através da deposicao de seus componentes estruturais,
como laminina e colageno, além da expressdo de enzimas como ADAM-10 e MMP-9,
necessarias para a degradacdo dos componentes da matriz extracelular favorecendo o processo
de migracao, interacdo célula-célula e ativacdo nos momentos iniciais da infeccdo (CHO et
al., 2006). Porém o estimulo antigénico persistente poderia aumentar a desorganizacdo da
polpa branca esplénica causando danos teciduais intensos, levando & reducgdo e atrofia dos
foliculos linfoides e bainha linfatica periarteriolar, bem como a diminuigdo das subpopulacdes
de linfécitos T CD4". Tais danos poderiam afetar a ativagdo e coestimulacio celular levando
ao processo de apoptose e/ou exaustdo celular. Como consequéncia disto, ocorreria processo
de imunossupressao, déficit na formacdo dos granulomas, falha no controle da replicacdo do
parasita e progressdo da doenca. Os principais fendmenos encontrados neste estudo
encontram-se resumidos na TABELA 4.1 e nos permite tracar parcialmente a sequéncia dos

eventos imunopatoldgicos no baco de animais naturalmente infectados com L. infantum.
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6.0 Conclusoes e Hipdteses

v' A desorganizacdo da polpa branca esplénica consiste em uma alteracdo frequente na
leishmaniose visceral canina e é acompanhada pela reducdo no tamanho e nimero de
foliculos linfoides e bainha linfatica periarteriolar, bem como uma reducéo na quantidade
de linfocitos CD4" na polpa vermelha. Estes dados sugerem que os linfécitos T e B ndo
estejam migrando para seus locais especificos e/ou estejam entrando em processo de
apoptose;

v" A desorganizacdo da polpa branca esplénica é uma alteracdo que precede a perda de
controle da carga parasitaria em caes com leishmaniose visceral naturalmente infectados;

v' A desorganizacdo da polpa branca esplénica se correlacionou a maior intensidade de
sinais clinicos o que sugere que este seja um marcador de progressdo da doenca;

v' A deposicao e distribuicdo aumentadas das moléculas de matriz extracelular, laminina e
colageno, participam e podem auxiliar o processo de desorganizacdo da polpa branca
esplénica;

v" As metalopeptidases MMP-9 e ADAM-10 também estdo envolvidas nos processos de
remodelamento tecidual esplénico e desorganizacao da polpa branca;

v' A associacdo dos dados de desorganizacdo da polpa branca esplénica e carga parasitaria
pode ser utilizada para estimar o tempo de evolucdo relativo na leishmaniose visceral
canina;

v' Assim, nds hipostenizamos que o estimulo antigénico persistente e consequente
manutencdo do processo inflamatorio poderia levar a danos teciduais e desorganizacdo da
polpa branca esplénica. Como resultado, estariam afetados os processos de ativacdo
celular gerando imunossupressao, déficit na formacao de granulomas, falha no controle da

replicacédo do parasita e progressao da doenga.
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8.0 ANEXQOS

8.1 Tabela descritiva dos dados estatisticos aplicados no estudo para organizagdo

da polpa branca esplénica.

Tabela descritiva dos dados estatisticos para grupos formados a

partir da organizacéo da polpa branca esplénica (PBE)

Marcacdes observadas Meédia +SEM Meédia +tSEM
Grupo OR-PD Grupo MD-ID
Deposicdo de Laminina 15,18+1,52 19,42+1,10
(% de &rea marcada)*
Deposicao de Fibronectina 22,79+1,11 21,35+1,14
(% de area marcada)
Deposicao de Colageno** 2,10+0,14 3,26+0,51
(% de area marcada)
Expressdo de MMP-9*** 1,28+3,29 1,65+1,65
Expressdo de ADAM-10 131,07+26,97 132,7+20,9
Células T CD4" mmP**** 2,50+4,25 1,42+2,49
Células T CD8" mm? 325,1+64,24 246,28+23,99
Células B CD21" mm? 159,35+23,62 192,8+31,39
Células em proliferacéo Kil- 132,8+25,3 123,2+14,58
67" /mm?
Células expressando 61, 57£19,63 173,8+82,02
IL-10/mm?
Células expressando 51,79+£18,54 45,16+6,68

IFN-y/mm?

*Pvalue= 0,045; **Pvalue=0,036; ***Pvalue=0,022; ****Pvalue=0,027
Contagem da marcagdo dos componentes da matriz extracelular por porcentagem de area da polpa vermelha
marcada, das subpopulagdes de linfocitos T e B e células em processo de proliferagdo por mm?. Pvalue inferior
e/ou igual a 0,05 foram considerados significativo. Teste Mann-Whitney.
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8.2 Tabela descritiva dos dados estatisticos aplicados no estudo para grupos

combinados entre a carga parasitaria e organizacao da polpa branca esplénica.

Tabela descritiva dos dados estatisticos para grupos formados a partir da

organizacao da polpa branca esplénica (PBE) e carga parasitaria

Marcagdes observadas Média +SEM Média +SEM Média +SEM
Grupo Grupo LOW/DES  Grupo HIGH/DES
LOW/OR
Deposicéo de Laminina* 15,18+1,52 20,37+1,38 17,53+1,38
Deposicédo de Fibronectina 22,79+1,11 20,13+1,38 23,79+1,82
Deposicao de Colageno** 1,78+0,28 3,02+0,63 3,86+0,84
Expressdo de MMP-9*** 1,16+3,40 1,53+1,95 1,97+3,03
Expressdo de ADAM-10 132,4+29,78 134,7+25,77 127,33+£36,34
Células T CD4" mm?**** 2,63+4,46 1,04+2,02 2,4816,38
Células T CD8" mm? 304,8+67,38 236,3+28,62 273,5+45,16
Células B CD21" mm? 166,2+24,99 118,8+17,67 135,1+26,44
Células em proliferacdo 112,0+15,9 118,8+17,67 135,1+26,44
KI-67*/ mm?
Células expressando 66,13+21,11 213,9+£110,6 63,3+£33,47
IL-10 / mm?
Células expressando 52+20,49 44,21+8,3 47,7£10,94

IFN-y/ mm?

*Pvalue= 0,005; **P value=0,041; ***P value=***0,035; ****P value=0,0021

Grupos formados de acordo com a organizacdo da polpa branca esplénica (PBE) e carga parasitaria com o

objetivo de estimar a evolucdo relativa da infeccdo. Marcacfes por imunohistoquimica de componentes da

matriz extracelular por porcentagem de area marcada, subpopulacGes celulares marcadas por mm2 e células em

processo de proliferacéo.
Whitney.
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Anexo 8.31- Dados brutos de cdes naturalmente infectados com L. infantum avaliados neste estudo.
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Linfécito
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CD4*/mm?

184.90
62.20
176.00
17.80
30.20
17.80
55.10
145.80
378.70
76.40
174.20
56.90
129.80
83.60
64.00
56.90
48.00
481.80
115.60
64.00
323.60
120.90
384.00
384.00
240.00
215.10
371.60
469.30
69.30
3.60
87.10
238.20
538.70
289.80
87.10
257.80
216.90
69.30
3.60
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TCD8" /
mm?

273.80
179.60
558.20
46.20
138.70
167.10
318.20
291.60
213.30
128.00
140.40
556.40
163.60
289.80
261.30
158.20
368.00
343.10
528.00
261.30
149.30
268.40
289.80
403.60
112.00
359.10
833.80
197.30
138.70
88.90
305.80
472.90
193.80
400.00
334.20
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138.70
88.90
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Linfécito
B CD21* /
mm?

97.78
90.67
161.78
464.00
776.89
254.22
462.22
92.44
368.00
184.89
289.78
56.89
26.67
74.67
60.44
129.78
366.22
184.89
90.67
122.67
343.11
62.22
161.78
67.56
264.89
74.67
94.22
327.11
243.56
72.89
49.78
101.33
126.22
103.11
168.89
151.11
163.56
7111
117.33

Proliferagdo
celular
(KI-67%/
mm?)

Células
expressand
0 IFN-y* /

Células
expressa
ndo
IL-10* /
mm?

7.11
2026.67
40.89
14.22
42.67
64.00
32.00
71.11
62.22
97.78
24.89
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23.11
33.78
186.67
16.00
14.22
293.33
58.67
14.22
46.22
183.11
28.44
78.22
28.44
24.89
16.00
126.22
23.11
5.33
104.89
204.44
5.33
19.56
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17.78
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25.64
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de
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NA
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1.09

Expressdo
MMP-9/
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152.89
51.56

158.22
120.89
135.11
305.78
120.89
94.22
238.22
149.33
65.78
56.89
128.00
136.89
65.78
206.22
113.78

110.22
234.67
179.56
115.56
17.78
138.67
85.33
391.11
309.33
90.67
309.33
55.11
209.78
211.56
213.33
298.67
0.00
176.00
60.44
62.22

Expresséo
ADAM-10
mm?

76.44
53.33
131.56
24.89
NA
7.11
368.00
156.44
3.56
142.22
90.67
85.33
92.44
250.67
131.56
71.11
117.33
136.89
117.33
106.67
53.33
33.78
131.56
81.78
366.22
138.67
7.11
94.22
131.56
26.67
460.44
168.89
122.67
231.11
99.56
168.89
62.22
291.56
21.33



