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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma doenca complexa e os sinais clinicos no cédo se
apresentam de forma muito semelhante aos que ocorrem em humanos. Entre os
orgaos afetados pela LV o figado e o baco aparentam ser afetados em diferentes
tempos e com respostas imune e evolugdo clinica diferenciada. A via de sinalizagéo
da MAP4K4 esta relacionada a mau progndstico em diversas patologias além de ser
responsavel pela ativacdo, migracdo, proliferacdo e apoptose celular. Além disso,
MAP4K4 esta envolvida na producédo de TNFa e dano tecidual. O presente trabalho
tem como objetivo avaliar o escore clinico de cdes naturalmente infectados com
Leishmania infantum, a carga parasitaria dos animais e a organizacdo do baco
correlacionando esses dados com o perfil inflamatério em figado e baco de cées por
meio da expresséo génica e proteica de MAP4K4 e TNFa e expressao génica de IFNy,
IL-10, CXCL-8 e CCL-2, além de analisar a presenca ou ndo de dano tecidual nesses
tecidos por meio da observacao de alteracdes histolégicas e deposi¢do de laminina e
fibronectina em baco e figado e das enzimas hepéaticas séricas. ApOs a separacao dos
grupos entre as diferentes organizacdes do baco e a carga parasitaria dos animais e
pelo escore clinico, ndo identificamos diferencas entre os diversos marcadores
quando separados pela carga parasitaria tanto em baco quanto em figado. MAP4K4
e TNFa encontraram-se intimamente associadas a reagfes granulomatosas e a
macrofagos hepaticos. Dano tecidual foi observado em baco e figado através do
aumento da deposicdo de fibronectina em animais com alto escore clinico. A
expressao génica de CXCL-8 se manteve relativamente constante em todos 0s grupos
analisados e CCL-2 encontrou-se aumentada nos animais com bago desorganizado e
alta carga (DAC) e em animais com médio escore clinico. Nao foram observadas
alteracdes, entre os grupos analisados, nas expressdes de IFNy e IL-10 em bacgo e
figado dos animais. Observamos que a expressao génica de TNFo estava aumentada
em animais DAC, no figado, quando comparados a animais com bacgo organizado e
baixa carga (OBC) e no baco de animais que apresentaram meédio escore clinico
guando com parados a animais com baixo e alto escore. Além disso, MAP4K4 teve
sua expressdo aumentada no figado de animais com baixo escore clinico quando
comparados a animais de alto escore, esse aumento também foi observado no bago
de animais OBC e DAC quando comparados a animais com baco desorganizado e
baixa carga (DBC). O aumento da expressao génica de MAP4K4 nos estagios iniciais
da doenca e a sua relagcdo com areas de reacdo granulomatosa sugerem gue esta via
de sinalizacdo pode estar relacionada com a exacerbacéo inespecifica da resposta
imune e da injaria tecidual, porém sem impactar na carga parasitaria.
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Analysis of the inflammatory response in the liver of dogs naturally infected
with Leishmania infantum: a comparative study with the spleen

LEONARDO ALEXANDRE DE SOUZA RUIVO
ABSTRACT

PhD THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Visceral Leishmaniasis (VL) is a complex disease and the clinical signs in the dog
appear very similar to those that occur in humans. Among the organs affected by VL,
the liver and spleen appear to be affected at different times and with different immune
responses and clinical evolution. The MAP4K4 signaling pathway is related to poor
prognosis in several pathologies in addition to being responsible for cell activation,
migration, proliferation and apoptosis. In addition, MAP4K4 is involved in the
production of TNFa and tissue damage. The present work aims to evaluate the clinical
score of dogs naturally infected with Leishmania infantum, the parasitic load of the
animals and the organization of the spleen correlating these data with the inflammatory
profile in the liver and spleen of dogs through the MAP4K4 gene and protein
expression. and TNFa and gene expression of IFNy, IL-10, CXCL-8 and CCL-2, in
addition to analyzing the presence or absence of tissue damage in these tissues by
observing histological changes and deposition of laminin and fibronectin in the spleen
and liver and of serum liver enzymes. After separating the groups between the different
spleen organizations and the parasitic load of the animals and the clinical score, we
did not identify differences between the different markers when separated by the
parasitic load in both the spleen and the liver. MAP4K4 and TNFa were found to be
strongly associated with granulomatous reactions and hepatic macrophages. Tissue
damage was observed in the spleen and liver by increasing the deposition of
fibronectin in animals with a high clinical score. The gene expression of CXCL-8
remained relatively constant in all groups analyzed and CCL-2 was found to be
increased in animals with disorganized spleen and high load (DS-HG) and in animals
with a medium clinical score. There were no changes, between the groups analyzed,
in the expressions of IFNy and IL-10 in the spleen and liver of the animals. We
observed that the gene expression of TNFa was increased in DS-HG animals, in the
liver, when compared to animals with organized spleen and low load (OR-LW) and in
the spleen of animals that presented medium clinical score when compared to animals
with low and high score. In addition, MAP4K4 had its expression increased in the liver
of animals with low clinical score when compared to animals with high score, this
increase was also observed in the spleen of animals OR-LW and DS-HG when
compared to animals with disorganized spleen and low load (DS-LW). The increase in
MAP4K4 gene expression in the early stages of the disease and its relationship with
areas of granulomatous reaction suggest that this signaling pathway may be related to
the non-specific exacerbation of the immune response and tissue injury, but without
impacting the parasitic burden.
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Aumento 400X. Imagens repreSENtatiVas............uuuuerrrruiiiiiisisiais e eeseeeeeeeeaaaaaaans

Figura 19: Representacdo grafica do percentual de &rea marcada para
TNFa em figado e baco. A. Percentual de area marcada para TNFa entre
regides de parénquima e &reas de reacao granulomatosa. B. Percentual de
area marcada para TNFa em figado e baco entre animais com baco organizado
e baixa carga (OBC), desorganizado e baixa carga (DBC) e desorganizado e
alta carga (DAC). C. Percentual de area marcada para TNFo entre animais com
baixo, médio e alto escore clinico. Média do percentual de &rea marcada de 5
campos diferentes de cada animal. (*) p < 0,05. Teste Mann Whitney para 2
grupos. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparacdes
0101111 = TSP SRPRRR

Figura 20: Fotomicrografias mostrando a expressdao de MAP4K4 em
cortes histoldgicos de figados de cées naturalmente infectados por L.
infantum. A e B mostrando controle negativo e marcacdo para MAP4K4
respectivamente em parénquima, aumento 400X; C e D mostrando controle
negativo e marcacdo para MAP4K4, em area de reacdo granulomatosa
respectivamente, as setas marcam locais de reacdo positiva para MAP4KA4.
Aumento 400X. Imagens repreSENtatiVas..........c.uuuvevrrreriiiiiiiiiiresesnee e e e eeeeeaeaeeens

Figura 21: Representacdo grafica do percentual de area marcada para
MAP4K4 em figado de cédes naturalmente infectados por Leishmania
infantum. A. Percentual de area marcada para MAP4K4 entre regifes de
parénquima e areas de reacéo granulomatosa. B. Percentual de area marcada
para MAP4K4 entre animais com baixo, médio e alto escore clinico C.
Percentual de area marcada para MAP4K4 entre animais com bacgo organizado
e baixa carga (OBC), desorganizado e baixa carga (DBC) e desorganizado e
alta carga (DAC). Média do percentual de area marcada de 5 campos diferentes
de cada animal. (****) p<0,001. Teste Mann-Whitney para 2 grupos. ANOVA,
Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparac¢des multiplas..................

Figura 22: Identificacdo por imunofluorescéncia da presenca de MAP4K4,
TNFe e macrofagos em figado de cdes naturalmente infectados com
Leishmania infantum. Macr6fagos+ marcados em vermelho (PE), MAP4K4 e
TNFa marcados em verde (FITC) e nucleos celulares marcados em azul
(DAPI). Merge marca a sobreposicao de imagens, mostrando MAP4K4 e TNFa
associados a marcacao de MacrOfago........ccvveeeeeiiiciiiiiiiiie e s e
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Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 23: Expressdo génica normalizada de CCL-2 do figado de caes
naturalmente infectados com Leishmania infantum. Analise ex-vivo por
gPCR dos niveis de mRNA do figado e baco de cées classificados de acordo
com a organizacdo e carga parasitaria do baco e o escore clinico. A e C
expressdo normalizada de CCL-2 em figado separados pela organizagdo do
baco e escore clinico respectivamente. B e D expresséo normalizada de CCL-
2 em baco separados pela organizacdo do baco e escore clinico
respectivamente. Valores de expressdo normalizados para 0S genes
constitutivos HPRT e GAPDH. (+) p <0,05; (**) p <0,01. ANOVA, Kruskal-Wallis
test com teste de Dunn para comparacfes multiplas. Teste Mann-Whitney para
Lo [o ISR | (U] o0 1= PSR

Figura 24: Expressado génica normalizada de CXCL-8 no figado de cées
naturalmente infectados com Leishmania infantum. Analise ex-vivo por
gPCR dos niveis de mRNA do figado e baco de cées classificados de acordo
com a organizac@o e carga parasitaria do baco e o escore clinico. A e C
expressdo normalizada de CXCL-8 em figado separados pela organizacdo do
baco e escore clinico respectivamente. B e D expressdo normalizada de CXCL-
8 em baco separados pela organizagcdo do baco e escore clinico
respectivamente. Valores de expressdo normalizados para 0S genes
constitutivos HPRT e GAPDH. (+) p <0,05; (**) p <0,01, ANOVA, Kruskal-Wallis
test com teste de Dunn para comparag¢8es multiplas. Teste Mann-Whitney para
OIS GIUPOS. ..eeeeeee ettt ettt e st e e s et e e e bt e et e e ennbr e e e e annee s

Figura 25: Expresséo génica de IL-10 e IFNy no figado e no bago de cées
naturalmente infectados com L. infantum. Analise ex-vivo por gPCR dos
niveis de mRNA do figado e bago de cédes classificados de acordo com a
organizacdo e carga parasitaria do baco e o escore clinico. A e C expresséo
normalizada de IL-10 em figado separados pela organizacdo do baco e escore
clinico respectivamente. B e D expressdo normalizada de IL-10 em baco
separados pela organizacao do baco e escore clinico respectivamente. E e G
expressdo normalizada de IFNy em figado separados pela organizacao do baco
e escore clinico respectivamente. F e G expressdo normalizada de IFNy em
baco separados pela organiza¢do do baco e escore clinico respectivamente.
Valores de expressdo normalizados para os genes constitutivos HPRT e
GAPDH. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para compara¢des
multiplas. Teste Mann Whitney para doiS grupoS...........ceeeeieiiiiiiiiieeeeeeeeeeisseeinnns

Figura 26: Expresséo génica da TNFa no figado e no bago de cées
naturalmente infectados com L. infantum. Analise ex-vivo por qPCR dos
niveis de mRNA do figado e bago de cées classificados de acordo com a
organizagdo e carga parasitaria do baco e o escore clinico. A e C expressao
normalizada de TNFo em figado separados pela organizacédo do bago e escore
clinico respectivamente. B e D expressdo normalizada de TNFo em bago
separados pela organizacao do baco e escore clinico respectivamente. Valores
de expresséo normalizados para os genes constitutivos HPRT e GAPDH. (*) p
<0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparacées
multiplas. Teste Mann-Whitney para doiS gruposS........ccccovcuvveeeerivreeesssiiieeeesnnenns
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Figura 27 Figura 27: Expressao génica da MAP4K4 no figado e no baco de caes
naturalmente infectados com L. infantum. Analise ex-vivo por qPCR dos
niveis de mMRNA do figado de cédes classificados de acordo com o escore
clinico. A e C expressdo normalizada de MAP4K4 em figado separados pela
organizagdo do baco e escore clinico respectivamente. B e D expresséo
normalizada de MAP4K4 em baco separados pela organiza¢do do baco e
escore clinico respectivamente. Valores de expressédo normalizados para os
genes constitutivos HPRT e GAPDH. (+) p <0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test
com teste de Dunn para compara¢@es mdltiplas. Teste Mean-Whitney para dois
Lo U] 01 PRSP

Figura Figura Suplementar 01: Representacdo grafica da
Suplementar 01 quantidade de células por granuloma e de granulomas por
milimetros quadrados no figado de animais naturalmente
infectados com Leishmania infantum. A. Quantidade de
células por granuloma separados pela carga parasitaria do
figado. B. Quantidade de granulomas por milimetros quadrados
separados pela carga parasitaria do figado. Teste Mann-Whitney
PAr& 2 QIUPOS. c.eeeeiieeeieiieiieitirre et e e e e e e e e e e e e e e e
Figura Figura Suplementar 02: Niveis séricos das transaminases
Suplementar 02 separados pela carga parasitaria do figado: U/L: Unidades por
litro; Valores de referéncia: ALT: 18 — 86; FA: 12 — 121; GGT: 2,0
- 10. A. Alanina Aminotransferase (ALT); B. Fosfatase Alcalina
(FA); C. Gama Glutamil Aminotransferase (GGT). Teste Mann-
WhiItney Para 2 grupPOS........ueeeeiiuieeeeiiiiieee et
Figura Figura Suplementar 03: Representacéo gréafica do percentual
Suplementar 03 de area marcada para laminina e fibronectina separados pela
carga parasitéria de seu respectivo 6rgdo. A. Percentual de
area de deposicao de laminina em figado, B. Percentual de area
de deposicao de fibronectina em figado. C. Percentual de area de
deposicao de laminina em baco. D. Percentual de area de
deposicao de laminina em bacgo. Média da area marcada de 5
campos diferentes de cada animal. Teste Mann-Whitney para 2
Lo 1] 0 1= SRR
Figura Figura Suplementar 04: Representacéo gréafica do percentual
Suplementar 04 de area marcada para TNFa em figado e baco. A. Percentual
de area marcada para TNFa em figado. B. Percentual de area
marcada para TNFa em baco. Média do percentual de éarea
marcada de 5 campos diferentes de cada animal. Teste Mann-
Whitney para 2
OIUPOS . atttteee ettt e e e et e e e e et e e e s et e e e s e et be e e e s anb b e e e e s et re e e e e enareeaeeenees

Figura Figura Suplementar 05: Representacéo gréafica do percentual
Suplementar 05 de area marcada para MAP4K4 em figado de cdes
naturalmente infectados por Leishmania infantum.
Percentual de area marcada para MAP4K4 separados pela carga
parasitaria em figado. Teste Mann-Whitney para 2
Lo U] o Lo - J PO P PP PPOPP PP
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Figura
Suplementar 06

Figura
Suplementar 07

Figura suplementar 06: Expressdo génica normalizada de
CCL-2, IFNy, CXCL-8, TNFa, IL-10 e MAP4K4 no figado de
cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum.
Andlise ex-vivo por gPCR dos niveis de mRNA do figado e bago
de cées classificados de acordo com carga parasitaria do figado.
A. expressdo normalizada de CCL-2 em figado separados pela
carga parasitaria do figado. B. expressdo normalizada de IFNy
em figado separados pela carga parasitaria do figado. C.
expressdo normalizada de CXCL-8 em figado separados pela
carga parasitaria do figado. D. expressdo normalizada de TNFa
em figado separados pela carga parasitaria do figado. E.
expressao normalizada de IL-10 em figado separados pela carga
parasitaria do figado. F. express@o normalizada de MAP4K4 em
figado separados pela carga parasitaria do figado. Valores de
expressdo normalizados para os genes constitutivos HPRT e
GAPDH. Teste Mann-Whitney para dois grupos..........cccccecvevvveeeens
Figura suplementar 07: Expressdo génica normalizada de
CCL-2, IFNy, CXCL-8, TNFa, IL-10 e MAP4K4 no bago de cées
naturalmente infectados com Leishmania infantum. Analise
ex-vivo por gPCR dos niveis de mRNA do figado e baco de cées
classificados de acordo com carga parasitaria do figado. A.
expressdo normalizada de CCL-2 em baco separados pela carga
parasitaria do baco. B. expressdo normalizada de IFNy em baco
separados pela carga parasitdria do baco. C. expresséo
normalizada de CXCL-8 em bago separados pela carga
parasitaria do baco. D. expressao normalizada de TNFa em baco
separados pela carga parasitaria do baco. E. expresséo
normalizada de IL-10 em bago separados pela carga parasitéria
do bago. F. expressdo normalizada de MAP4K4 em baco
separados pela carga parasitéaria do baco. Valores de expresséo
normalizados para os genes constitutivos HPRT e GAPDH. Teste
Mann-Whitney para doiS grupOS..........cccevevviiiiieieieeeie e
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1. REVISAO DE LITERATURA

2. Leishmaniose

2.1. Leishmaniose canina e humana: evolucao e histérico

Embora os estudos de identificacdo e classificacdo das leishmanias tenham
comecado recentemente na historia da humanidade, entre o final do século IX e 0
inicio do século X, ndo é surpresa supor que organismos ancestrais do género
Leishmania sp. ja circulassem pelo globo desde periodos pré-histéricos (Steverding,
2017). Formas promastigotas, paramastigotas e amastigotas de espécies “leishmania-
like” foram encontradas misturadas ao sangue de répteis localizado no aparelho bucal
de fleb6tomos, conservados em ambar, que datavam de mais de 100 milhées de anos
(G. Poinar, 2004; G. J. Poinar & Poinar, 2004a; G. Poinar & Poinar, 2004b). A evolucao
das diferentes espécies desse parasito em paralelo com a evolucdo de hospedeiros
invertebrados e vertebrados nos faz ter um panorama das dificuldades encontradas
hoje para chegar a cura de uma doenca causada por um patégeno com milénios de
adaptacao.

Assim como agentes patogénicos tém evoluido e se adaptado as diferentes
espécies, em especial ao ser humano, o cdo também tem uma histéria evolutiva de
aproximacdo e cooperac¢do com hominideos que remontam de milhares de anos
(Price, 1984; Wang et al., 2013). Essa aproximacdo foi crucial para que, em
determinado momento na linha do tempo, o cdo se tornasse hospedeiro e/ou
reservatorio de doencas que acometem o ser humano moderno (Takashima & Day,
2014). Embora a forma cutanea da leishmaniose ja tivesse sido descrita pelos Persas
em manuscritos do século X, a forma visceral que por muito tempo foi confundida com
a malaria, apenas foi descrita como uma nova doencga no inicio do século XIX por
William Twining, que publicou um artigo descrevendo pacientes apresentando
caquexia, esplenomegalia e febre intermitente, em Bengal na india Gibson (1983;
apud Steverding, 2017).

A leishmaniose visceral foi chamada inicialmente de “febre de Burdwan” (Burdwan
fever), por ocasidao de uma epidemia de febre que ocorreu na cidade de Burdwan no

estado de Bengal na india, no inicio da década de 1860, e também foi chamada de
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Kala-Azar devido a descoloracéo da pele dos pacientes no decorrer da infec¢cdo. Em
1900, apéds, quase um século depois dessas primeiras descricdes, William Boog
Leishman e Charles Donovan descreveram em um curto espago de tempo entre
publicacdes, formas ovoides encontradas em material post-mortem e em pacientes
gue apresentavam febre e esplenomegalia Gibson (1983; apud Steverding, 2017). A
partir dai, ndo demorou muito para que formas semelhantes também fossem
encontradas e descritas, o que ocorreu em 1908, pela primeira vez em cao (Nicolle &
Comte, 1908). A doenca foi denominada leishmaniose visceral, porque embora possa
cursar com manifestacées cutdneas em uma recidiva da doenca, sendo também
chamada de post- Kala-Azar, os principais 6rgaos afetados sdo o baco, o figado e
medula 6ssea (Kumar & Nylén, 2012; Mukhopadhyay et al., 2014)

No Brasil, o primeiro caso de leishmaniose visceral (LV) somente foi reportado na
década de 30. Embora as espécies causadoras da LV conhecidas até aquele
momento fossem a Leishmania (Leishmania) donovani e
Leishmania (Leishmania) infantum, a impossibilidade de reproduzir a infeccao
experimental em cé&o, j& descrita no Velho Mundo, fez com o que os autores
descrevessem um novo g@género na América Latina denominando-a
Leishmania (Leishmania) chagasi (L. (L.) chagasi) (Silveira & Corbett, 2010;
Steverding, 2017). Contudo, pouco tempo depois, outro grupo conseguiu reproduzir
os experimentos de infeccdo em animais e por meio de observacdes chegaram a
conclusdo de que se tratava da mesma espécie ja descrita: a Leishmania infantum
(Silveira & Corbett, 2010; Steverding, 2017). Cerca de cinquenta anos se passaram
até que com o auxilio de técnicas moleculares pdde-se confirmar que a espécie
circulante na América do Sul se tratava, de fato, da L. infantum (Steverding, 2017).
Hoje, no Velho Mundo, temos duas espécies de Leishmania identificadas como
causadoras da LV, a forma mais grave da doenca. Na india e Africa oriental, a espécie
identificada é L. donovani, que € transmitida entre seres humanos. Em paises
europeus do Mediterraneo, Africa e Asia, ocorre a espécie L. infantum. No Novo
Mundo, incluindo o Brasil, a espécie circulante € a L. infantum e apesar de maiores
estudos serem necessarios, o cdo ainda é considerado o principal reservatério da
doenca (Dantas-torres, 2007; Melo et al., 2016).
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2.2. Epidemiologia e (importancia do céo no controle epidemiolégico)

Transmitida entre mamiferos por meio de um inseto vetor, da subfamilia
Phlebotominae, pertencentes a familia Psychodidae, a leishmaniose possui diversas
formas de manifestacdes clinicas: cutanea, muco-cutanea e visceral (Gramiccia &
Gradoni, 2005; Shimabukuro & Galati, 2011). O ciclo de transmissao da LV pode
ocorrer em ambientes silvestres onde 0s reservatorios séo, principalmente, espécies
de canideos, marsupiais e pequenos roedores. Porém, € no ambiente doméstico, seja
ele urbano ou rural, onde o maior numero de casos da LV acontecem e, nesse
contexto, o cdo é considerado o principal animal reservatoério (Cergueira et al., 2014;
Marcondes & Day, 2019; Ribeiro, Michalick, et al., 2018).

Atualmente, as leishmanioses estéo presentes em cerca de 98 paises distribuidos
nos 5 continentes, principalmente em paises subdesenvolvidos, onde as politicas
publicas de saude sdo precarias (Marcondes & Day, 2019; Ribeiro, Michalick, et al.,
2018). Quando falamos mais especificamente da LV, é a segunda doenca parasitaria
que mais causa mortes no mundo, sendo endémica em 12 paises. Entre 2001 e 2017
foram registrados nas Américas 59.769 novos casos totais com média de 3.516 ao
ano, sendo deste total cerca de 96% dos casos provenientes do Brasil, com mais de
cinquenta mil mortes ao ano (Figura 01) (Bi et al., 2018; OMS, 2019).

Countries reporting «L'QQ Number of new VL cases reported, 2018
imported VL cases =
Uganda - &4 . 1000
Ethiopia - 49 United Kingdom - 2 I 500 - 999
7l - P 2
BGraEu:e ?2 fgg:‘_al 1 B 100 - 499 [T No autochtonous cases reported
Italy - 2 Lithuanta - 1 i < | No data
Nepal - 2 Portugal - 1 (= <100 b
Sweden - 2 Saudi Arabia - 1 0 || Not applicable

Figura 01: Status da endemicidade da leishmaniose visceral humana no mundo (OMS, 2019)
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Apesar de a OMS ter registrado uma diminui¢cdo do numero de casos de LV, desde
2010 ao redor do mundo, muitos paises ndo possuem um sistema de notificacbes
confiavel, levando a supor que estes nUmeros possam estar aquém da realidade (Bi
et al., 2018). Até 2017, o Brasil tem registrado média superior & dos demais paises da
Ameérica Latina em numeros de casos de LV (Figura 02). Embora diversas medidas
de controle sejam sugeridas pela literatura como controle de vetores e eutanasia de
cées positivos, nenhuma delas ainda se mostrou totalmente eficaz (Nunes et al., 2018;
Werneck, 2014).
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Figura 02: Namero de casos de leishmaniose visceral nos paises da América do Sul com maior
prevaléncia, 2001 -2017 (OMS, 2019)

A histérica evolucao do céo junto ao ser humano fez com que o cédo passasse de
instrumento de sobrevivéncia, auxiliando na caca e protecao, a animal de companhia,
sendo considerado um membro da familia nos dias atuais (Clutton-Brock & Flood,
2001). Hoje, o céo é considerado o animal doméstico que obteve o maior sucesso em
aproximacdo com o0 ser humano e esse estreitamento social trouxe consigo o
aparecimento de patégenos que completam seu ciclo de vida em ambas as espécies
(Clutton-Brock & Flood, 2001; Schirmer et al., 2013). Estima-se que até 2013 existiam
aproximadamente 700 milhdes de caes ao redor do mundo e destes, cerca de 75%
estdo em condi¢cdes de vulnerabilidade. S6 no Brasil, este nUmero chega a quase 53
milhdes de cées, ficando em segundo lugar no ranking mundial segundo dados do
IBGE (IBGE, 2013; Smith et al., 2019).

Politicas publicas de controle populacional de caes tém como objetivo evitar, entre

outros, acidentes de transito, ataques por mordidas e transmissao de zoonoses sendo
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as mais comuns a raiva (Knobel et al., 2005) e a leishmaniose (Quinnell & Courtenay,
2009). Infelizmente, apesar de as medidas de prote¢céo contra o abandono e crueldade
animal terem se intensificado, o numero de caes abandonados vem crescendo a cada
ano aumentando, assim, os riscos de transmisséo de doencas entre espécies (Otranto
et al., 2017). As manifestacdes clinicas da leishmaniose visceral em cées variam de
individuo para individuo e mesmo cées clinicamente saudaveis sdo capazes de
transmitir a doenca para o inseto vetor (lkeda-Garcia et al., 2010). As medidas
tomadas até agora de controle populacional ou tratamentos usados sem um
planejamento ndo tém sido suficientes para conter 0s surtos entre seres humanos e o
namero de casos de LV tém se mantido constante (Figura 02) (Cerqueira et al., 2014,
Torres et al., 2019)

Muito ainda tem se discutido sobre o papel do cdo na manutengédo do ciclo da
leishmaniose urbana e peri-urbana. Alguns autores sugerem que o0 aparecimento de
novos casos de leishmaniose visceral em cdes é um indicativo de surto na populagéo
humana (Silva, 2007). Contudo, estudos apontam que mesmo o controle e eliminagcao
de animais soropositivos ndo é capaz de manter uma baixa incidéncia da doenca por
muito tempo (Torres et al.,, 2019). As caracteristicas de densidade populacional,
fatores individuais, cepa do parasito, a alta susceptibilidade do cédo e a sua grande
capacidade de transmitir a doenca torna o conhecimento dos mecanismos que
envolvem a manutengdo do ciclo da LV, envolvendo o ser humano, de grande

importancia.

2.3. Ciclo bioldgico da Leishmania infantum

Em organismos vertebrados a formacé&o da resposta imune frente a infec¢éo por
Leishmania se da de forma complexa e comeca logo apos a inoculacdo do agente
infeccioso pelo inseto vetor. As formas infectantes da leishmaniose sdo denominadas
promastigotas metaciclicas que, ao serem regurgitadas na pele, podem ser
fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear, se diferenciando na forma
amastigota em seu interior. Ao ganharem a corrente sanguinea, preferencialmente no
interior de células fagocitarias, as formas amastigotas podem se alojar em diversos
orgaos do individuo tais como baco, figado, medula 6ssea e linfonodos (Reis et al.,
2009; Sanchez et al., 2004). Mecanismos de evaséao do parasito, ainda ndo muito bem

esclarecidos, permitem que este sobreviva no interior de células do sistema fagocitico
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mononuclear como macréfagos, podendo ser novamente ingeridos em um novo

repasto sanguineo (Figura 03) (Anversa et al., 2018).
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Figura 03: Ciclo biolégico da Leishmania spp. em vertebrados e invertebrados — Adaptado
(Anversa et al., 2018).

2.4. Imunopatogenia da leishmaniose

O periodo de incubacao em caes, pode ocorrer num intervalo de poucas semanas
a vVarios meses para o aparecimento dos primeiros sintomas e outros podem manter-
se assintomaticos. Durante este periodo, mesmo cdes assintomaticos podem
transmitir o parasita a novos insetos que venham a se alimentar do seu sangue
(Ribeiro et al., 2018). No ser humano, assim como no céo, o periodo de incubagéo e
a gravidade da doenca irdo depender de diversos fatores, desde a cepa do parasito
inoculado até genética e susceptibilidade do individuo e a resposta imune que sera
formada (Michalick et al., 2005). Os sinais clinicos podem variar de leves a graves e
apesar de apresentarem sintomatologia semelhante e a leishmaniose visceral (LV)
acometer principalmente as visceras no ser humano, o cao, frequentemente
apresenta alteracbes de pele como descamacédo, alopecia, ceratoconjuntivite,

onicogrifose além de lesdes ulceradas (Moreira et al., 2018; Toepp & Petersen, 2020).
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A principal resposta efetora contra protozoarios é mediada por uma resposta
celular, contudo, parasitos como a leishmania sdo capazes de evadir o sistema imune
e sobreviver no interior de células como macréfagos, ndo sendo afetadas por seus
mecanismos oxidativos para eliminacdo de patdgenos (Gupta et al., 2013). Ainda,
protozoarios do género Leishmania spp. tém demonstrado habilidade de modificar a
resposta imune, promovendo liberacdo de citocinas que favorecam a sua
permanéncia no organismo vertebrado (Kima & Soong, 2013).

A dicotomia observada pela literatura entre respostas causadas pela infecgao por
Leishmania spp. tem sito muito bem documentada em modelos experimentais
(Anversa et al.,, 2018). Camundongos BALB/c que sado suscetiveis a infeccdo por
Leishmania major, apresentam perfil de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, TGFf
e IL-10 (perfil TH2), enquanto que linhagens de camundongos naturalmente
resistentes apresentam um painel de citocinas proé-inflamatérias representadas
principalmente pelas IL-2, IFNy e TNFa (perfil TH1) (Rogers et al., 2002; Stanley &
Engwerda, 2007). Por outro lado, a depender do modelo utlizado, ou mais
especificamente na leishmaniose visceral canina, essa diferenciacdo de perfis
imunoldgicos e curso clinico da doenca parece nao acontecer de forma tdo simples
(Alexander & Brombacher, 2012; Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2014). O baco
de cées infectados com L.infantum n&o apresentaram diferengas entre animais
sintométicos e assintomaticos com relacao aos niveis de TNFa (Michelin et al., 2011).
Em outro estudo, no qual se analisou a expressao génica de diversas citocinas, foi
observado que aumento na carga parasitaria estava associado com alta expresséao de
IL-10 e IFNy, sugerindo que um equilibrio na producédo de citocinas pré e anti-
inflamatorias, talvez contribua para a progressdo da doenca em cées (Lage et al.,
2007).

Ainda nos primeiros momentos da infec¢é@o por Leishmania spp., hd uma expanséo
policlonal exacerbada e que leva a uma hipergamaglobulinemia inespecifica com
ativacao policlonal de células B, gerando um favorecimento da infecgdo com aumento
da carga parasitaria (Deak et al., 2011; Silva-Barrios et al., 2016). Tem-se observado
gue durante LV, cdes assintomaticos apresentam uma baixa frequéncia ou até mesmo
auséncia de anticorpos enquanto que caes sintomaticos apresentam altos titulos de
imunoglobulinas (Martinez-Moreno et al., 1995; Silva-Barrios et al., 2016). Deak et al.

(2011) observaram que camundongos JnD BALB/c, deficientes na liberagdo de
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imunoglobulinas do tipo IgM no soro, se mostraram resistentes a doenca, no entanto,
a reconstituicdo passiva de imunoglobulinas nestes animais 0s tornou novamente
suscetiveis a infecgcéo por L. infantum.

Outros autores também observaram diferencas na evolucéo clinica da doenca,
dosando niveis de subclasses de imunoglobulinas. Em estudo composto por grupos
de cées naturalmente e experimentalmente infectados, com e sem sintomatologia e
tratados ou ndo com Antimoniato de Meglumina e Alopurinol ou somente Alopurinol,
mostrou que os niveis de IgG total e IgG2 estavam aumentados em animais
sintomaticos tanto nos grupos naturalmente quanto no grupo experimentalmente
infectados e que os niveis de IgG1 foram varidveis durante o estudo (Solano-Gallego
et al., 2001). Eles observaram ainda que, apds o tratamento, os niveis de IgG total e
IgG2 decairam lentamente, enquanto que os niveis de IgG1 tiveram uma diminui¢éo
drastica e melhor resposta clinica, sugerindo ainda que IgG1 esteja relacionada com
a doenca e ndo lgG2 (Solano-Gallego et al., 2001).

Ainda que alguns autores se valham da resposta imunolégica classica (TH1/TH2)
para diferenciar resisténcia ou suscetibilidade a infec¢é@o entre animais assintomaticos
e sintométicos (Pinelli et al., 1994), nem sempre € o que tem sido observado pela
literatura. Em estudo utilizando-se de amostras de baco e figado de animais
naturalmente infectados, foram observados maiores niveis de TGFp e IL-10,
moléculas pertencentes ao painel de citocinas do perfii TH2, em animais
assintoméaticos quando comparados com animais sintomaticos (Corréa et al., 2007).
Ainda, neste mesmo estudo, foi observado perfil de respostas diferentes (TH1/TH2)
entre os orgdos estudados, indicando uma compartimentalizacdo imunoldgica e que
ambos perfis podem coexistir no mesmo individuo (Koutinas & Koutinas, 2014). A
separacdo de perfis TH1/TH2 ou resistente/suscetivel ndo ocorre da mesma forma
entre  leishmanioses (tegumentar/visceral) ou mesmo entre modelos
(experimental/naturalmente infectados). Assim, 0s mecanismos que levam a cura ou
a progressao da doenca e o porqué de caes serem 0s principais reservatorios da

doenca precisam ser melhor elucidados.

2.5. Quimiocinas CCL-2 e CXCL-8
Citocinas quimiotaticas ou simplesmente quimiocinas do inglés chemokines

(chemotactic + cytokines), sdo moléculas capazes de promover uma quimioatragdo
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celular especifica por meio de um gradiente de concentracdo (Mackay, 2001).
Compreendem uma superfamilia formada por aproximadamente 50 tipos de
moléculas capazes de se ligar em 20 receptores conhecidos (Gangur et al., 2002;
Mehrad et al., 2007). S&o proteinas relativamente pequenas (8 — 10 kDa) e tém sua
nomenclatura baseada na proximidade dos residuos de Cisteina (C) ao terminal amino
(-NHz2), sendo por isso divididas em quatro subfamilias: CXC, CC, C e C3XC (Gangur
et al., 2002; Mackay, 2001). Até a sua descoberta, os fatores de atragdo conhecidos,
promoviam quimioatragcdo de uma ampla variedade de leucocitos (Gangur et al.,
2002). Hoje sabe-se que além da sua importancia na formacéo da resposta imune,
um desbalanco na resposta inflamatéria, com maior expressdao ou mesmo maior
tempo de liberacdo de determinadas quimiocinas, podem ser responsaveis por mediar
uma série de patologias, desde cardiovasculares (Sheikine & Hansson, 2004) a
angiogénese e metastases em tumores (Chow & Luster, 2014).

Durante a infeccao natural na leishmaniose, é na pele onde a resposta imune se
inicia e onde também aparecem as primeiras citocinas e quimiocinas que irdo atrair
tipos celulares e direcionar a resposta inflamatéria para diferentes perfis, podendo a
partir dai, definir o desfecho da infec¢cdo (Maran et al., 2016; Menezes-Souza et al.,
2012). Foi observado que a pele de cées naturalmente infectados com L. infantum e
que evoluiram  sintomaticamente  apresentando caquexia, onicogrifose,
ceratoconjuntivite e lesBes cutaneas, também tinham aumento significativo de
diversas quimiocinas estudadas e entre elas estavam a CXCL-8 (antiga IL-8) e a CCL-
2 (antiga MCP-1) (Gangur et al., 2002; Menezes-Souza et al., 2012).

Descoberta na década de 80 e considerada a primeira quimiocina isolada da
histéria, a molécula de CXCL-8 é conhecida por ser uma quimiocina de fase aguda,
promovendo principalmente a atracdo de neutrofilos, mondécitos e em menor grau
linfécitos (Baggiolini, 2015; Gerszten et al., 2006; Menezes-Souza et al., 2012;
Yoshimura, 2015). Apesar de necessaria para a formacdo da resposta celular, a
subfamilia CXC de quimiocinas, quando aumentada ou persistente em processos
cronicos, tem sido reportada como sinal de mau prognaostico em doencas inflamatérias
e cancer (Bie et al., 2019; Ha et al., 2017; Mehrad et al., 2007). Esta subfamilia pode
ainda ser subdividida por meio da presenca ou auséncia de uma trinca de aminoacidos
(ELR: acido glutamico — leucina — arginina) que, quando presentes, irdo definir a sua

funcao e especificidade em atrair neutréfilos (Mehrad et al., 2007).
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Ja a subfamilia CC de quimiocinas foi primeiramente descrita como atratora de
monaocitos e macréfagos (Yung & Farber, 2013). O principal membro desta subfamilia
talvez seja a CCL-2. Sua ligacdo ao receptor CCR-2 atrai especificamente mondcitos
inflamatoérios da corrente sanguinea para o 6rgédo ou tecido que sofreu algum tipo de
injaria (Yung & Farber, 2013). A molécula de CCL-2 tem, junto com a molécula de
CXCL-8, um importante papel no controle da inflamacéo, proliferacdo e ativacao
celular além do remodelamento tecidual (Mackay, 2001; Yung & Farber, 2013).
Contudo, aumentos nos niveis de CCL-2 e sua permanéncia no sitio de infeccdo em
processos cronicos, podem causar injuria tecidual (Ziraldo et al., 2013). CCL-2
também tem sido exaustivamente estudada durante a infeccédo por Leishmania spp.
(Diaz et al., 2013; Oghumu et al., 2010; Teixeira et al., 2006).

CXCL-8 e CCL-2 também tém sido reportadas por favorecer a infec¢cdo por
L. infantum. Em estudo no qual se buscou associar o perfil inflamatorio na pele de
cdes naturalmente infectados com L. infantum e o escore clinico dos animais, foi
observado que cdes com alta carga parasitaria na pele e alto escore clinico também
apresentaram alta expressado de CCL-2 e CXCL-8 (Menezes-Souza et al., 2012). Além
disso, os autores notaram que a atracdo de mondcitos e macréfagos promovida por
estas quimiocinas nao teve efeito protetivo como descrito em outros trabalhos
(Bhattacharyya et al., 2002) e pareceu favorecer a permanéncia do parasito, sugerindo
ainda que essas quimiocinas talvez atraiam células imaturas ou células inabeis em
promover o controle parasitario (Menezes-Souza et al., 2012).

Ainda que nao tenham estudado especificamente quimiocinas, Van Zandbergen
et al. (2004) observaram que neutrdfilos, quando parasitados por L. major, tinham seu
processo de apoptose retardado por até 48h. Esse retardo na eliminacdo dessas
células foi descrito por ndo somente facilitar a sua fagocitose por macrofagos, que
chegam tardiamente ao local de infecgdo, mas também por induzirem a formacao de
um perfil TH2 com liberagao de TGF e favorecimento da infecgéo pelo parasito (van
Zandbergen et al., 2004). Dados que compuseram a tese de doutorado da Dra.
Amanda Cavalcanti, observou que o figado de cées naturalmente infectados com
L. infantum apresentaram alta expressao de CXCL-8 e CCL-2 em animais com alta
carga parasitaria (Cavalvanti et al, dados ndo publicados), mostrando que talvez essas
duas quimiocinas tenham papel fundamental na formacdo da resposta imune bem

como serem potenciais marcadores de prognoéstico da doenca.
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2.6. Figado e baco durante a infeccéo pela leishmaniose

Desde o inicio do desenvolvimento embrionéario, figado e bago passam por
transformacdes ndo apenas morfolégicas, mas também funcionais (Dyce et al., 2010).
Formado entre 0 26° e 27° dias de gestacdo em cées e entre a 32 e 42 semana de
gestacdo em humanos, o figado passa de 6rgdo hematopoiético durante os primeiros
estagios fetais a maior glandula existente em vertebrados possuindo inimeras
funcBes que vao de digestivas e regulatérias até a biotransformacédo de drogas e
toxinas (Diehl-Jones & Askin, 2002; Pieri et al., 2015). Além disso, o figado possui
uma imunologia propria albergando um grande numero de macrofagos residentes
denominados células de Kupffer, sendo capaz de induzir tolerédncia imunoldgica e,
ainda assim, ser capaz de construir uma resposta imune eficiente contra micro-
organismos patogénicos {Gao, 2016; Horst et al., 2016).

Assim como o figado, o baco também é um 6rgdo hematopoiético durante os
primeiros estagios fetais para apods, se tornar o maior 6rgédo linfoide presente nos
vertebrados (Stevens et al., 2000). Formado entre 0 27° e 0 28° dia em cées e durante
a quinta semana de gestacdo em humanos, é neste 6rgao onde, durante a vida adulta
de ambas as espécies, ocorre a eliminacdo de particulas estranhas provindas da
circulacao sistémica, remocao de células vermelhas senescentes e outras em
processo de apoptose (Roballo et al., 2019; Stevens et al., 2000; Tarantino et al.,
2013). Sua divisao anatomo-histoldégica comeca apds a entrada da artéria esplénica
no hilum que se divide em diversos “bragos” arteriolares. Esses ramos séo rodeados
por linfécitos T e B formando a polpa branca e a bainha periarteriolar (Tarantino et al.,
2013). A polpa vermelha compreende a maior parte do tecido esplénico e tem como
principal funcao filtrar o sangue eliminando restos celulares, plaquetas, hemacias e
imunocomplexos (Stevens et al., 2000). Durante processo infecciosos, € também no
baco onde ocorre a maior parte da apresentacdo antigénica, ativacao de células T e
B e a maior producado de anticorpos, principalmente imunoglobulinas de fase aguda
(IgM), sendo extremamente importante na formacdo da resposta imune primaria
(Stevens et al., 2000; Tarantino et al., 2013).

Com esses papeis, ndo é estranho imaginar que tenham grande influéncia e
protagonismo na eliminacéo de agentes patogénicos. Durante a leishmaniose visceral

experimental em camundongos, baco e figado apresentam diferentes mecanismos de
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eliminacdo do parasito (Sanchez et al., 2004). Embora a LV atinja diversos 6rgaos,
em modelo experimental, o figado apresenta uma rapida resolucéo da doenca, com
minimo ou nenhum dano tecidual, além de adquirir resisténcia a uma nova infeccéo
(Stanley & Engwerda, 2007). Em contrapartida, o baco parece se tornar o foco da
infeccdo, apresentando persisténcia do parasitismo com a progressdo da doenca,
inabilidade na formacao de granulomas eficazes em eliminar o parasito, além da perda
de sua microarquitetura folicular, atrofia da polpa branca, perda dos foliculos linfoides
e divisdo das zonas marginais além da auséncia de divisdo entre polpas branca e
vermelha (Engwerda et al., 2002; Hermida et al., 2018; Stanley & Engwerda, 2007).

Embora a infeccao no figado de camundongos pareca ocorrer de forma que tenha
um inicio, um auge e caminhe para a resolucdo, em modelo de infeccdo natural,
alguns aspectos da doenca se apresentam de forma diferente (Loria-Cervera &
Andrade-Narvaez, 2014; Melo et al., 2008). Em cées infectados por L. infantum, o
figado parece ndo conseguir eliminar completamente o parasito, apresentando
formacé&o de granulomas e infiltrado inflamat6rio mesmo entre animais assintoméaticos
(Sant’Ana et al., 2007). O figado é um 6rgéo que esta constantemente sendo exposto
a diferentes estimulos externos provindos da circulacdo entérica (Robinson et al.,
2016). Por esse motivo, é de extrema importancia identificar e manter tolerancia a
moléculas “estranhas”, porém inofensivas, e ao mesmo tempo manter vigilancia contra
organismos patogénicos e células malignas (Robinson et al., 2016). A alta capacidade
do figado em manter tolerancia e eliminar moléculas menores localmente, evita uma
excessiva ativacdo sistémica do sistema imune (Robinson et al., 2016). Todavia,
micro-organismos patogénicos, como a L. infantum, conseguem romper essa perfeita
homeostase e, assim, alteracdes morfolégicas e estruturais podem ocorrer (Melo et
al., 2008; Melo et al., 2009).

Melo et al. (2008) observaram que caes naturalmente infectados com L. infantum
tinham formacgé&o de tecido fibroso intralobular em todos os animais estudados. Além
disso, foi verificado que animais sintomaticos apresentavam maior deposicao de
colageno e componentes da matriz extracelular como a fibronectina e a laminina do
que animais assintomaticos e que o aumento na deposi¢cdo de colageno estava
relacionado com a carga parasitaria (Melo et al., 2008; Melo et al., 2009). A deposicao
de componentes da matriz extracelular e colageno com formagéo de fibrose pode ser

considerada como parte dos mecanismos normais de autorregeneracao do figado e
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manutencdo da homeostase, contudo, essas alteracdes podem se tornar relevantes
em processos inflamatorios excessivos (Hag et al., 1994; Robinson et al., 2016).
Enquanto o figado, ainda que de forma ineficiente, conduz seus mecanismos de
defesa no sentido de manter a homeostase de sua funcionalidade, o baco parece
evoluir para uma piora progressiva no decorrer da LVC (Khadem et al., 2016; Melo et
al., 2020). Diversos séo os estudos que apontam o baco como o foco de infeccdo e
permanéncia do parasito durante a LVC e que a perda de sua organizacao e estrutura
estdo relacionadas com a piora no quadro clinico (Cavalcanti et al., 2015; da Silva et
al., 2018; Hermida et al., 2018). Com a progressao da doenca, além da perda de sua
microarquitetura ja mencionada, o tecido esplénico também passa a expressar maior
deposicdo de laminina, fibronectina e colageno (Silva et al., 2018). Essa maior
deposicdo de componentes da matriz extracelular foi relacionada a piora do quadro
clinico e a uma maior carga parasitaria (Silva et al., 2018). Os dados até aqui
apresentados mostram que figado e baco trabalham de forma orquestrada, porém
nem sempre eficaz contra agentes externos. Um olhar mais atento ao que acontece
em cada 6rgdo pode nos ajudar a colocar mais uma peca nesse quebra-cabeca que

€ a leishmaniose visceral canina.

2.7. As MAPquinases e a MAP4K4

Proteinas-quinase ativadas por mitdégenos (do inglés: MAPK — Mitogen Activated
Protein Kinase) sdo pertencentes a familia Sterile20 (Ste20) de sinalizagcdo existentes
em células eucariotas capazes de controlar uma grande diversidade de acdes
(Whitmarsh, 2007). Migracdo celular, proliferacdo, producdo de citocinas e
qguimiocinas, podem ser ativados por meio de sinalizagdo extracelular por estas
moléculas (Morrison, 2012). Um estimulo extracelular pode desencadear uma cascata
de sinalizacdo que, de forma classica, sinaliza através de MAP kinase kinase kinase
(MAP3K) e subsequentemente ativa MAP2K. Essa cascata termina na fosforilacao de
um terminal proteico catalitico (treonina-tirosina) por meio dos quatro principais
efetores dessa via de sinalizagéo: Extracelular signal-Regulated Kinase (ERK), c-Jun
N-terminal Kinase (JNK), p38 e Extracelular signal-Regulated Kinase 5 (ERK5) (Figura
04) (Morrison, 2012; Whitmarsh, 2007).
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Figura 04: Esquema de sinalizacdo das MAPquinases (adaptado) (Morrison, 2012).

Frequentemente, a ativacdo da MAP3K ocorre através de proteinas ligadas a GTP
(trifosfato de guanosina), entretanto, em alguns casos, o inicio dessa ativacdo pode
ser através de MAP kinase kinase kinase kinase (MAP4K4) (Chuang et al., 2016;
Cuevas et al., 2007). MAP4K também faz parte de uma familia homoéloga a proteina
sterile20 sinalizando através de um terminal catalitico serina/treonina (Chuang et al.,
2016). Existem seis subtipos de MAP4K (MAP4K1, MAP4K2, MAP4K3, MAP4K4,
MAP4K5 e MAP4K®6) e todos eles sao supostos sinalizarem principalmente através de
JNK (Chuang et al., 2016). Dentre os subtipos de MAP4K, a MAP4K4 foi reportada
por ativar JNK especificamente através de TAK1 (Figura 05) (Chuang et al., 2016)
estando envolvida em patologias metabolico-inflamatoérias (Flach et al., 2019),
cardiovasculares (Fiedler et al., 2019) e cancer (Liang et al., 2008).
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Figura 05: Esquema de sinalizacdo da MAP4K4 (adaptado) (Morrison, 2012).

A formacéo da resposta imune depende de como e onde essas vias de sinalizacao
serdo ativadas. A inducdo de sinalizacdo na membrana pode tomar caminhos
diferentes a depender do 6rgdo ou compartimento onde as células estéo inseridas
(Rao, 2015). Em doencas infecciosas como a leishmaniose, mecanismos de evasao
do parasito podem inibir a sinalizacdo das MAPquinases levando a um favorecimento
da permanéncia do parasito no organismo hospedeiro (Gupta et al., 2013). Estudos
mostraram que protozodrios da ordem Kinetoplastida conseguem induzir
silenciamento imunoldgico no interior de macrofagos, promovendo falhas nos
mecanismos de fagocitose e de resposta ao IFNy, além de inibir a expressédo do gene
INOS por meio das subfamilias de MAPquinases (p38, ERK1/2 e JNK) (Gregory &
Olivier, 2005).

Citocinas e quimiocinas também podem ter a sua expressdo alterada pela
interferéncia na sinalizacdo de MAPquinases durante a infeccéo por Leishmania spp.
(Ha et al., 2017; Kar et al., 2010). Privé & Desconteaux (2000) observaram que
macrofagos naive derivados da medula 6ssea de camundongos e infectados com
L. donovani foram capazes de bloquear parcialmente vias de sinalizagdo MAPquinase
dependente, como a p38 e a ERK1/2, bem como impediram a fosforilagdo de JNK
(Privé & Descoteaux, 2000). Em outro estudo, pacientes com post kala-azar
apresentaram menor populacdo celular inflamatoria e menor expressdo de CXCL-8

em lesGes maculares quando comparado a pacientes com les6es nodulares (Singh et
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al., 2018). Essa menor presenca de células no local de lesédo e menor expressao de
CXCL-8 foi atribuida a menor ativacao das MAPquinases por meio de p38 e ERK1/2
(Singh et al., 2018).

Até aqui, observamos que a literatura tem evidenciado que desbalanco ou
exacerbacédo da resposta imune, durante a leishmaniose, pode impedir uma resposta
mais eficiente e especifica no controle da carga parasitaria (Menezes-Souza et al.,
2012), leséo tecidual (Silva et al., 2018) e evolucao clinica da doenca (Solano-Gallego
et al., 2001). Ainda, essa resposta pode ser diferente entre 6rgdos e ndo acontecer da
mesma maneira entre espécies (Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2014; Sanchez et
al.,, 2004). Os mecanismos que levam a essa regulacdo, com expressao de
quimiocinas e citocinas sdo dependentes de estimulos e vias de sinalizagdo como as
MAPquinases (Morrison, 2012). A MAP4K4 é uma via especifica que sinaliza
preferencialmente através de JNK e sua acdo em processos inflamatérios,
metabdlicos, cardiovasculares além de tumores é preditiva de mau progndéstico
(Fiedler et al., 2019; Liang et al., 2008; Liu et al., 2011). Os dados recentes, ndo
publicados, do nosso laboratorio mostram aumento da expressdo da MAP4K4, CXCL-
8 e CCL-2 relacionada a maior carga parasitaria, e sugerem gque esta via de
sinalizacao pode estar sendo usada pelo parasito como mecanismo de evasao.

O presente trabalho busca tentar entender e discutir o perfil encontrado dessas
moléculas inflamatérias em figado e baco de cdes naturalmente infectados por
L. infantum com perspectivas de sugerir novos estudos na busca de ferramentas que
identifiquem o estadiamento da doenca, bem como novas terapias que auxiliem no
controle da carga parasitaria e que possa reduzir a transmissibilidade entre o cdo e o

ser humano.
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3. Hipotese

Alteracdo na expressdo de MAP4K4 pode interferir no perfil inflamatério e na

expressao de quimiocinas como a CXCL-8 e CCL-2 presentes nas células do figado

e baco de caes infectados naturalmente com L. infantum, levando ao dano tecidual e

interferindo no controle e/ou eliminagcdo do parasito, permitindo a progressao da

doenca.

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao de MAP4K4 em baco e figado de cdes naturalmente infectados

com Leishmania infantum correlacionando com a resposta inflamatoria, sinais clinicos

e carga parasitaria.

4.1.

Objetivos Especificos

Classificar os animais quanto aos aspectos clinicos;

Avaliar a carga parasitaria tecidual;

Classificar o tecido hepéatico de cées naturalmente infectados por
Leishmania infantum em termos de nimeros de granuloma e celularidade;
Classificar o tecido esplénico de acordo com a sua organizacao estrutural;
Avaliar o dano hepatico através das enzimas alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil transferase presentes no
plasma dos caes infectados;

Avaliar o dano ao tecido hepatico e esplénico através da deposicao de
Laminina e Fibronectina;

Avaliar a expresséo de proteica de MAP4K4 e TNFa do figado e de TNFa
do baco;

Avaliar o perfil de expressédo génica da MAP4K4, CXCL-8, CCL-2, TNFa,
IFNy e IL-10 em figado e baco de caes naturalmente infectados por
L. infantum.

Relacionar os achados dos objetivos anteriores com o escore clinico dos

animais, carga parasitaria e a organizacao e carga parasitaria do baco.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Amostras

Amostras de conveniéncia de quarenta e um cées, onde nao foi possivel verificar
informacdes a respeito de idade e tempo de infeccdo, provenientes da cidade de Barra
Mansa, estado do Rio de Janeiro, entre os anos de 2013 e 2014, com diagndstico
confirmado de leishmaniose visceral através dos exames de DPP e Elisa e
encaminhados para a eutanasia compulséria de acordo com as recomendac¢des do
Ministério da Saude, no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (FIOCRUZ-

RJ) foram avaliados.

5.2. Avaliacao clinica dos cées e coleta de amostras

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

Amostras de sangue foram coletadas da veia cefalica, o soro foi separado por
centrifugacdo e armazenado a -20°C. A eutanasia foi realizada pelos médicos
veterinarios do Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO-INI-FIOCRUZ), utilizando 1,0 mL/kg de thiopental
1,0% (Thiopentax®, Cristalia) intravenoso (CFMV, 2013). Ap6s a deteccao de
auséncia de reflexo corneo, induzido por anestesia profunda, foram administrados 10
mL de cloreto de potassio 19,1% (Isofarma) intravenoso. O material avaliado foi obtido
durante a necropsia dos animais, momento em que foram coletadas as amostras do
baco e sangue periférico, assim como os dados clinicos.

Imediatamente apos a eutanasia, fragmentos de baco e figado foram coletados e
armazenadas em solucéo tampao (10 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris HCI) para
extracdo de DNA e em solucdo RNAlater® (Ambion, Applied Biosystems, Life
Technologies Corporation) para extracdo de RNA, ambos transportados a 4 °C e

estocados a -70 °C.
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5.3. Aspectos éticos

As amostras biologicas utilizadas neste estudo sdo oriundas de necropsias
realizadas pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO, INI, FIOCRUZ), local onde é feito o diagndstico
dos cdes como leishmaniose visceral e encaminhamento para eutanasia. E |4 onde
também é feita a caracterizacdo das leishmanias apds a coleta das amostras. As
amostras foram obtidas de necropsias, portanto, o presente estudo foi encaminhado
para avaliacdo ética e, segundo orientacdo do Comité de Etica em Uso de Animais da
Fiocruz e de acordo com a lei brasileira 11794/08, ndo houve necessidade de licenca
(Anexos 11.2 a 11.4).

5.4. Analise histopatoldgica

Fragmentos teciduais de figado e bacgo foram fixados em solucdo tamponada de
formalina a 10% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e inseridos em parafina (Synth,
Diadema, Brasil). Cortes com 5 um de espessura foram afixados em laminas de
microscopia e corados com hematoxilina e eosina (Leica Biosystems, Newcastle Upon
Tyne, Reino Unido), para posterior analise em microscopio optico (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha).

Para a organizacao do tecido linfoide esplénico da polpa branca, zona marginal e
polpa vermelha foram analisadas como descrito por Santana et al. (2008). Os
parametros avaliados foram periesplenite (auséncia, pouco, médio, intenso), presenca
de granulomas (auséncia, pouco, médio, intenso) e grau de organizacdo da polpa
branca. Neste ultimo caso, foi considerada organizada a polpa branca que apresentou
bainha periarteriolar, centro germinativo, zona do manto e zona marginal distintos.
Pouco desorganizada, aquela com alguma mudanca hiperplasica ou hipoplasica
levando a perda de definicdo de alguma das regides da polpa branca. Moderadamente
desorganizadas, aquelas com polpa branca evidente, porém suas regides sao pouco
individualizadas ou indistintas. Intensa desorganiza¢ao quando a estrutura folicular foi
pouco distinguivel da polpa vermelha e da area de células T.

No tecido hepatico, o grau de degeneracao e o infiltrado inflamatorio no espaco

porta e no parénquima, presenca ou auséncia de colestase e congestdao foram
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avaliados em uma escala semiquantitativa atribuindo as condicfes: ausente, 1+, 2+,
3+ e 4+. A avaliacdo dos granulomas considerou a presencga ou auséncia, € 0 nimero
de granulomas por campo foi estimado contando-se o numero de granulomas
existentes em vinte campos diferentes em um aumento de 400X e a média do numero
total de granulomas foi dividida pela area corrigida em mmz2 (0,083583) da objetiva
utilizada. O numero de células totais formadoras do granuloma foi obtido pela média

simples da contagem de células/granuloma para cada animal analisado.

5.5. Imuno-histoquimica

Visando analisar cortes de tecidos seriados para observacdo dos marcadores de
interesse, a andlise imuno-histoquimica foi feita através do método de imuno-
peroxidase. Para a realizacdo desta metodologia, imediatamente apds a coleta dos
fragmentos de tecidos (baco e figado) foram incluidos em carboximetilcelulose (Tissue
Tek OCT Compound, Miles Inc., EUA) e armazenados em nitrogénio liquido até sua
utilizacdo. Cortes seriados de 5um foram feitos em criostato (Reichert-Jung Cryocut
1800, Alemanha) a —25 °C e aderidos a laminas silanizadas. Ap0s secagem a
temperatura ambiente, os cortes foram fixados com acetona durante 20 minutos e as
laminas armazenadas em freezer -20°C até 0 momento do uso. Para a marcacéo, 0s
cortes de tecidos foram hidratados por 10 minutos em PBS, posteriormente
submetidos ao bloqueio da peroxidase endégena com peroxido de hidrogénio (H202)
por 1 minuto. Apés, foram lavados 2 vezes durante 5 minutos com PBS (pH 7,2-7,4)
e 0s receptores Fc e possiveis ligacdes inespecificas foram bloqueadas com albumina
de soro bovino (Bovine Serum Albumine - Sigma-Aldrich / Missouri-EUA) a 0,4% por
20 minutos. Em seguida, foram adicionados os anticorpos primarios purificados
(Tabela 01) durante 18 horas (overnight) em camara imida a temperatura de 4°C. No
dia seguinte a primeira incubacéo, os cortes foram lavados 2 vezes com PBS durante
5 minutos cada e foram adicionados os anticorpos secundarios ligados a biotina
(Tabela 01) durante 30 minutos em camara Uumida. Seguiram-se 2 lavagens de 5
minutos cada com PBS e entdo os cortes foram incubados com o revelador
estreptoavidina-peroxidase (Amershan, United Kingdom) durante 30 minutos em
camara umida. Apés 2 lavagens com PBS durante 5 minutos, os cortes foram
revelados com utilizando-se o kit AEC (Invitrogen, Carlsbad, USA). As laminas foram

colocadas em céamara escura para revelacdo acompanhada periodicamente ao
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microscopio optico. A fim de paralisar a revelacao, as laminas foram imersas em agua
tipo Il e, em seguida, os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) durante 20 minutos e depois contrastados em agua
durante alguns minutos também com observagdo ao microscopio optico. As laminas
foram secas e cobertas com meio de montagem aquoso Faramount (DAKO - California
- USA) e sobrepostas por laminula. Os cortes foram analisados ao microscépio optico
(Zeiss) e as quantificacdes de area marcada e numero de células por milimetro
quadrado (mm?) foram feitas utilizando-se software ImageJ 1.48 (NIH, EUA), sendo

os resultados demonstrados como percentagem de area marcada.

Tabela 01: Anticorpos utilizados para marcacgao dos alvos de interesse em imuno-histoquimica.

Anticorpos Clone/Origem/Fornecedor Diluicao
MAP4K4 Policlonal/Rabbit/abcam 1/50
TNFa Policlonal/Rabbit/abcam 1/100
Fibronectina Policlonal/Rabbit/abcam 1/200
Laminina Policlonal/Rabbit/abcam 1/200

5.6. Imunofluorescéncia

Amostras de tecido esplénico incluidos em carboximetilcelulose (Tissue Tek OCT
Compound, Miles Inc., EUA) e armazenados em nitrogénio liquido até sua utilizacédo
foram criosseccionadas a 5 um, e os fragmentos colocados em laminas silanizadas
(Dako, Carpinteria, CA, EUA) e fixados em lamina com acetona P.A. (Merck) durante
10 minutos para evitar que os cortes soltem das laminas. Para o bloqueio das ligagdes
inespecificas os cortes foram incubados em solucdo contendo 0,4% BSA por 20
minutos a temperatura ambiente. O excesso de solu¢do de bloqueio foi descartado e
foram adicionados os anticorpos primarios para deteccdo dos marcadores de
interesse (MAP4K4, TNF e Macrofago) por 18 horas a 4°C. A reacéo foi revelada por
anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo conjugado a ficoeritrina
(PEvermelho) e anti-lgG de coelho conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC).
A incubacéo com os anticorpos secundarios foi feita em camara escura por 30 minutos
e temperatura ambiente. As laminas foram montadas utilizando-se o meio

Fluoromount-g contendo DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) (Thermo Fisher Scientific). A
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leitura da reacéo foi realizada em microscopio de fluorescéncia. As imagens foram

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

Tabela 02: Anticorpos utilizados para marcacdo dos alvos de interesse em imuno-
fluorescéncia.

Anticorpos Clone/Origem/Fornecedor Diluicéo
MAP4K4 Policlonal/Rabbit/abcam 1/50
TNFa Policlonal/Rabbit/abcam 1/100
Macrofago MAC387/mouse/AbD Serotec 1/200

5.7. Analises bioquimicas das funcdes hepaticas
As analises bioquimicas realizadas neste trabalho de Alanina Aminotransferase
(ALT), Gamaglutamiltransferase (GGT) e Fosfatase Alcalina (FA) no soro dos animais,

foram realizadas em laboratorio de andlises clinicas veterinario privado.

5.8. Determinacao da carga parasitaria por gPCR

A carga de parasitos foi estimada por PCR em tempo real em amostras de baco
como descrito no item 6.2 e método como previamente descrito por Cavalcanti et al.
(2015). Utilizaram-se iniciadores HPRT (Tabela 3) para normalizar as concentracoes
de DNA canino em cada amostra. Para quantificar o nimero de copias do DNA
referente aos parasitos, os iniciadores SSrRNA (Tabela 3) descritos por (Prina et al.,
2007) foram utilizados para amplificar o gene que codifica 0 RNA de subunidade
menor ribossomal (ssrRNA, gene de mdltiplas cépias no genoma). As reacdes de
gPCR foram realizadas no equipamento Step One (Applied Biosystems, Molecular
Probes, Inc., Foster City, EUA), utilizando o sistema de deteccdo Power Sybr Green
Master Mix (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc., Foster City, EUA). Adicionou-
se 2 uL do DNA total purificado (100 ng) a um volume final de reagado de PCR de 20
ML contendo Power Sybr Green 1X, 300 nM de cada iniciador para HPRT ou 500 nM
para ensaios de PCR de ssrRNA. O gPCR foi realizado com uma etapa de ativacao a
95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacédo e
anelamento/extensdo (95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto e 68°C

durante 30 segundos). Realizou-se uma curva padrdao para cada alvo especifico.
41



Todas as reacOes foram realizadas em duplicata para cada alvo e ambos os alvos
foram executados na mesma placa para a mesma amostra.

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de caes nao infectados e
culturas em massa de promastigotas de Leishmania infantum (MCAN/BR/2007/CG-1)
foram determinadas utilizando um contador de células (Z1™ COULTER COUNTER®,
Beckman Coulter, Fullerton, EUA). O DNA total foi extraido a partir de 1,0 x 108 células
PBMC e 1,0 x 107 de promastigotas. As curvas padrdo para os genes HPRT e ssrRNA
foram preparadas utilizando diluicdes em série de 10 vezes de 102 a 10’ de DNA
purificado total. Os animais foram agrupados como carga parasitaria alta ou baixa
como descrito por (Cavalcanti et al., 2015). Todas as leituras quantitativas e
qualitativas de PCR do presente trabalho, foram realizadas em Plataforma
Multiusuario localizadas no Institudo Oswaldo Cruz - Manguinhos - Pavilhdo Lednidas

Deane / Hélio e Peggy Pereira.

Tabela 03: Genes alvos e respectivas sequéncias utilizados na quantificacdo da carga
parasitaria. S, senso; AS, anti-senso.

Gene alvo N° de acesso ou Sequéncia 5’-3’ Tamanho em
referéncia pares de base
HPRT alvo S | AAAACAATGCAGACTTTGCT 58
canino NW_003726126.1
AS | CCTTGACCATCTTTGGATTA
SsrRNA alvo S TACTGGGGCGTCAGAG 153
pa_ra5|ta _ Prina et al. 2007
Leishmania (L) AS GGGTGTCATCGTTTGC
infantum

5.10. Extragdo do RNA e quantificacdo de MAP4K4 e citocinas em bago e
figado por gRT-PCR

O RNA total foi extraido de fragmentos teciduais de figado e baco pelo método
Trizol® (Invitrogen, Grand Island, NY) e RNeasy kit (Qiagen), de acordo com protocolo
dos fabricantes. O RNA foi quantificado por espectrofotometria em Nanodrop TM 1000
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, EUA) e 2 ug de RNA foram tratados com
RNAse-free DNase® (Ambion, Grand Island, NY). A sintese do DNA complementar
(cDNA) foi realizada com High Capacity cDNA Syntesis kit (Applied Biosystems). As
reacoes de qPCR foram realizadas utilizando o sistema Power Sybr Green Master
MIX® (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc) no equipamento ViiA 7 (Applied

Biosystems, Molecular Probes, Inc). Foram preparadas rea¢gdes com volume final de
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10 pL contendo iniciadores (Tabela 4), 5 yL de SYBR 2X e 1uL de cDNA. O ciclo
térmico consistiu em uma etapa de ativacdo a 95°/10 min, seguida de 45 ciclos de
desnaturacdo a 95°C/15 s e anelamento/extensdo a 60°C/1 min. Uma curva de
dissociacao (95°C/15 seg, 60°C/1 min e 95°C/15 s) foi realizada para avaliagdo de
amplificacéo inespecifica. Para os alvos MAP4K4 e CXCL-8 uma etapa de leitura foi
adicionada a 78°C e 79°C, respectivamente, logo ap6s a etapa de
anelamento/extenséo. A quantificagéo relativa dos genes de interesse foi determinada
pelo método do ddCT (Hellemans et al., 2008; Pfaffl, 2001), onde HPRT e GAPDH
(Cavalcanti et al., 2015) foram utilizados como referéncias. As eficiéncias foram
determinadas experimentalmente por diluicbes seriais de cDNAs de cdo. Todas as
reacOes foram realizadas em duplicata e controles negativos foram incluidos em todos

0S ensaios.

Tabela 04: Genes alvos e desenho dos iniciadores para cDNA. S, senso; AS.

Gene alvo N° de acesso ou Sequéncia 5’-3’ Tamanho em
referéncia pares de base

HPRT alvo S | AAAACAATGCAGACTTTGCT 58
canino NW_003726126.1

AS | CCTTGACCATCTTTGGATTA
GAPDG alvo S | ATGCCCAACATTGGTTATGG 103
canino XM_003434387.2

AS | CTCTTTCCACGATGGCTTTG
CXCL-8 alvo S | ACACTCCACACCTTTCCATI 116
canino AF048717

AS | GGCACACCTCATTTCCATTG
CCL-2 alvo S | AGCAAGTGTCCCAAAGAAGC 122
canino NM_001003297.1

AS | TGGGTTTGGCTTTTCTTGTC
MAP4K4 alvo S | TGAACGCAATGACAAGGTC 94
canino XM_003431519.2

AS | GCTCAGAAGAGAAGTCCTGC
TNF ¢ alvo S | CAAATGGCCTCCAACTAATCA 100
canino NM_001003244.4

AS | TCGGGGTTTGCTACAACAT
IFNvy alvo S | CCAGATCATTCAAAGGAGCA 116
canino NM_001003174.1

AS | CGTTCACAGGAATTTGAATCAG

IL-10 alvo S | GAGAGAAGCTCAAGACCCTCAG 118
NM_001003077.1

canino
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AS | TGGAGCTTACTAAATGCGCTCT

Todas as leituras quantitativas e qualitativas de PCR do presente trabalho, foram
realizadas em Plataforma Multiusuério localizadas no Institudo Oswaldo Cruz -
Manguinhos - Pavilhdo Le6nidas Deane / Hélio e Peggy Pereira.

5.11. Analise Estatistica

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

dados foram representados por mediana e intervalo interquartil.
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6. Resultados

6.1. Avaliacdo dos animais segundo o escore clinico

No presente trabalho, 41 animais foram diagnosticados com leishmaniose visceral
canina (LVC). Os principais sinais clinicos encontrados foram a onicogrifose (79,4%),
dermatite (67,6%), perda de peso (41,2%), alopecia (38,2%), linfadenopatia (23,5%)
e ceratoconjuntivite (23,5%) (Figura 06). 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%).

Ceratoconjutivite—:

Linfadenopatia-
Alopecia-:
Emagrecimento_

Dermatite— |

onicogrifose -

I T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Percentual

Figura 06: Percentual de sinais clinicos de cées infectados naturalmente com Leishmania
infantum. 41 animais foram incluidos neste estudo. Ceratoconjuntivite: 23,5%; Linfadenopatia: .23,6%;
Alopecia: 38,2%; Perda de peso: 41,2%; Dermatite: 67,6%; Onicogrifose: 79,4.

6.2. Separacdo dos grupos entre 6rgaos pela carga parasitaria

Neste estudo, avaliamos caes naturalmente infectados com L. infantum, e por
esse motivo ndo temos conhecimento sobre o tempo de infecgcdo de cada animal.
Assim, os animais foram agrupados de diferentes maneiras para que pudéssemos
responder aos nossos questionamentos. Sendo assim, primeiro observamos a carga
parasitaria e separamos 0s grupos entre alta carga (High) e baixa carga (Low). Para
a separacédo dos grupos em funcéo da carga, um limite de detecc¢éo foi estabelecido
para cada gene alvo de acordo com o background dos ciclos iniciais (6 a 15) em todas
as reacoes vélidas. Os valores médios do ciclo de corte (cycle threshold, Ct) foram
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determinados por duplicatas técnicas. Os valores de Ct foram plotados em funcédo das
diluicbes (logio) e as curvas padrao para cada alvo determinadas por regresséo linear,
com os coeficientes de determinagéo (R2) usados como controle de qualidade. Em
seguida, as curvas padrao do gene ssrRNA foram utilizadas para estimar o numero
total de parasitas na amostra e o gene HPRT usado para normalizacdo do niumero de
células caninas. Assim, foi possivel obter o nimero de parasitas por 1,0 x 10° células.
A baixa carga parasitaria variou entre 147,91 e 3,09 x 10° no figado e no baco entre
145,47 e 2,34 x 10° e a alta carga variou entre 3,93 x 10° e 7,66 x 108 no figado e 5,98
x 10° e 2,03 x 107 no baco (Figura 6A e B). A distribuicéo entre animais que pertenciam
a mesma classe/faixa de carga parasitaria foi heterogénea em ambos os 6rgéos. A
curva gaussiana indica a densidade de massa ou de parasitos dentro daquele grupo
e 0 cruzamento das curvas indica o ponto de corte para separagcao entre baixa e alta

carga parasitaria (Figura 7A e B).
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Figura 07: Quantificacdo da carga parasitaria em amostras de figado e bago de cées
naturalmente infectados com Leishmania infantum. A quantificacdo foi realizada utilizando PCR em
tempo real com primers especificos para sequéncia de DNA da menor subunidade ribossomal
(ssrRNA). O gene constitutivo canino HPRT foi utilizado para normalizar as concentracées iniciais de
cada amostra. A e B. Histograma de barras representando as classes de animais que pertenciam a
uma mesma faixa de carga parasitaria e curva normal da densidade de L. infantum de animais
classificados como baixa carga (Low, n = 29 para o figado e n = 32 para o baco) linha azul e animais
classificados como alta carga (High, n = 12 para o figado e n = 9 para o baco) linha vermelha. Tabelas
indicam minimo, maximo e média de parasitos por 106 células caninas.
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Embora alguns animais tenham apresentado concordancia de cargas em
ambos os orgdos (Low/Low — High/High), dentro do nosso grupo de estudo
observamos que houve diferenca entre as cargas parasitarias de figado e baco do
mesmo animal, (Figura 8A). A maior parte dos animais apresentou baixa carga
parasitaria em ambos os 6rgados (n=22), dezessete animais apresentaram cargas
parasitarias discordantes entre baco e figado e apenas dois animais apresentaram
alta carga parasitaria em ambos 0s 6rgdos. Por este motivo, este grupo contendo
apenas dois animais foi retirado das analises futuras, jA que um numero de dois

animais nao nos retornaria resultados confiaveis (Figura 8B).
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Figura 08: Carga molecular parasitaria do figado e do baco de caes infectados naturalmente com
Leishmania infantum. PCR em tempo real do gene ssrRNA de Leishmania sp. A. Pontos ligando
diferencas de carga parasitarias entre figado e ba¢o no individuo. B. Pontos ligando diferencas de carga
parasitarias entre figado e bac¢o no individuo, separados por grupo de evolucéo clinica. Concentragéo
inicial de DNA normalizada pelo gene HPRT. (****) p < 0,0001. Teste de Wilcoxon.

N&o houve associagao estatisticamente significativa entre as cargas parasitarias
do figado quando comparadas com o baco (Figura 9A) e entre os diferentes escores
clinicos (Figura 9B). Por outro lado, ao comparar a carga parasitaria de ambos os

orgdos de acordo com a organizacdo da polpa branca esplénica, observamos que
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animais que apresentaram o0 baco desorganizado e com baixa carga tiveram maior
parasitismo no figado e que animais com o0 baco desorganizado e com alta carga
tiveram maior parasitismo no baco. Assim, tomando como base os dados até agora
expostos, nossos grupos para as demais analises dos dados de figado serado divididos
entre grupos de organizagao e carga parasitaria do baco, além do escore clinico. As
analises separando 0s grupos por carga parasitaria do figado e do baco foram todas

realizadas e encontram-se nas figuras suplementares.
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Figura 09: Carga molecular parasitaria do figado e do baco de cées infectados naturalmente com
Leishmania infantum. A. Carga parasitaria em figado e baco, nimero de copias do parasito (Log1o)
em 10% células. B. Classificacdo da carga parasitaria de acordo com a classificacdo clinica. C.
Classificacéo da carga parasitaria do figado e do bago de acordo com a organizagdo do baco. (**) p <
0,01 e (*) p < 0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparac¢des mdltiplas. Teste
Mann-Whitney para 2 grupos.
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6.3. Analise histopatoldgica e classificacdo dos granulomas hepéticos e
organizacao esplénica por microscopia 6ptica.

A histologia do figado e baco dos animais foi realizada através de cortes de tecido
parafinizados corados com hematoxilina e eosina. A analise dos cortes de bago
mostrou que 24,4% dos animais possuiam polpa branca esplénica organizada com
distinta bainha linfocitaria periarteriolar, centro germinativo, zona de manto e zona
marginal (Figura 10A). Mais da metade dos animais (75,6%), apresentou algum grau
de desorganizacao podendo variar de leve a intensa desorganizacao da polpa branca

com diminuicdo da definicdo das suas regides (Figura 10B-C).

Figura 10: Fotomicrografias mostrando cortes histolégicos de baco de cdes naturalmente
infectados por L. infantum mostrando diferentes niveis de desorganizacdo da polpa branca. A.
Polpa branca organizada de animal com baixa carga parasitaria apresentando areas bem delimitadas:
PV: Polpa vermelha; ZM: Zona marginal; FL: Foliculo linféide; AC: Arteriola central.; B. Polpa branca
desorganizada de animal com baixa carga parasitaria; C. Polpa branca desorganizada de animal com
alta carga parasitaria. A-C. Aumento 200X; C. Imagens representativas.

A observacao dos cortes histologicos corados por HE do figado, revelou presenca
de granulomas nos figados dos animais em diferentes niveis de organizacao (Figura
11A-C),

Figura 11: Fotomicrografias mostrando cortes histol6gicos de figados de cées naturalmente
infectados por L. infantum mostrando granulomas maduros e bem formados. A e B. Fotos

51



representativas de granulomas em tecido hepatico em aumento 400X; C. Foto representativa que de
granuloma em tecido hepatico em aumento 1000X. Imagens representativas.

Ainda, foi possivel observar alteracfes histologicas como infiltrado inflamatorio
periportal (56,09% dos animais) (Figura 12A) além de infiltrado inflamatorio
perivascular (48,7% dos animais) (Figura 12B), ambos com intensa presenca de
células mononucleares ao redor. A degeneracao vacuolar estava presente em 63,4%
dos animais, bem como congestdo em 21,9% do total de animais (Figura 12C-D).
Deposicado de colageno foi observada de focal a difusa através da coloracdo de
vermelho de Picrosirius e estava aumentada com 3+ em trés (7,31%) dos quarenta e
um animais analisados (Figura 12E).

Figura 12: Fotomicrografias mostrando diferentes alteracdes histopatolégicas observadas nos
figados de cédes naturalmente infectados por L.infantum. A. Infiltrado inflamatério periportal,
aumento 200X; B. Infiltrado inflamatorio perivascular; C. Degeneragéo vacuolar de hepatdécitos; D.
Congestéo; E. Deposigdo de coldgeno no parénquima hepatico, coloragédo de vermelho de Picrosirius.
A. Aumento de 200X; B-F. Aumento de 400X. Imagens representativas.

Em seguida, com o intuito de verificar se o escore clinico ou a carga e
organizagdo do baco poderiam ser indicativos da evolugéo clinica da doenga ou
estariam pareadas com a organizacdo e carga do baco, fizemos a contagem do
namero de granulomas por milimetros quadrados (mm2) e o nimero de células totais
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gue formavam o granuloma. Nao foram observadas diferencas significativas quando
os grupos foram separados pela carga parasitaria de cada 6rgao (Figura Suplementar
01). Observamos que a contagem de células por granuloma e de granulomas por
milimetros quadrados no figado, estava aumentada nos animais com baco
desorganizado e alta carga parasitaria quando comparados aos animais com baco
organizado e baixa carga (Figura 13A e B). Chamamos a atencdo também para uma
tendéncia (p=0,0502) de aumento no numero de células por granuloma e de
granulomas por milimetros quadrados entre animais com bago organizado e baixa

carga e animais com baco desorganizados e baixa carga parasitaria (Figura 13A e B).

A B -
- 800- 0.0502

g 0.0502 ..E

2 604 £ 600+

=

E et

= .

¢ 40 £ 400

-~ s

= 2

S 204 E 200+

@

I} L
0 . . 0

9] O < < O O
i & < & & o
C D
1 p=0.2584 goo-, P~0.4704
£ «
% 60 E 600
s g | T
o 404 E 400
P % g .
m ) d
= £
= 20+ % 200
2 & -
0 T T T ] T T T
& & &2 & & &
o P I o o [+
oe'a oe'g oe"p & & &
o af « 4° §° «©
eﬁ @‘@b ¥ q,@ @'ﬂ} \'al

Figura 13: Representacgao grafica da quantidade de células por granuloma e de granulomas por
milimetros quadrados. A e B. Quantidade de células por granuloma entre animais com bago
organizado e baixa carga (OBC) e desorganizado e baixa (DBC) ou alta carga parasitaria (DAC); C e
D. Quantidade de granulomas por mm?2 em animais com baixo, médio e alto escore clinico. (*) p < 0,05.
ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparacdes mdltiplas.
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6.4. Analise dos marcadores de dano tecidual através das enzimas
hepaticas

Dentro do nosso grupo de estudo n&o observamos alteragbes entre grupos

separados entre baixa e alta carga do figado e do baco (Figura Suplementar 02) ou

entre os diferentes escores clinicos e entre 0s grupos de organizacdo e carga
parasitaria do baco (Figura 14A-C).
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Figura 14: Niveis séricos das transaminases: U/L: Unidades por litro; Valores de referéncia: ALT: 18
— 86; FA: 12 — 121; GGT: 2,0 - 10. (OBC) organizado e baixa carga, (DBC) desorganizado e baixa
carga, (DAC) desorganizado e alta carga. A. Alanina-aminotransferase (ALT); B. Fosfatase Alcalina
(FA); C. Gama Glutamil Transpeptidase (GGT). ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para
comparacdes mltiplas.
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6.5. Analise dos marcadores fenotipicos e funcionais por imuno-
histoquimica e imunofluorescéncia

Ap0s estudar marcadores séricos de dano tecidual, fomos avaliar in situ o perfil das
células inflamatérias no figado e no baco, além da expressao de alguns marcadores
funcionais e de moléculas de matriz extracelular por imuno-histoquimica. Nosso
objetivo foi avaliar se havia dano tecidual e se este se relacionaria com alteracdes na
composic¢ao dos granulomas e na organiza¢ao da matriz extracelular. Os marcadores
analisados foram: laminina, fibronectina, TNFo e MAP4K4. As Figuras 15 e 16 (A a D)
mostram imagens representativas das marcacdes para laminina e fibronectina e seus
respectivos controles em figado e baco de céo naturalmente infectado com

L. infantum, respectivamente.
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Figura 15: Fotomicrografias mostrando cortes histolégicos de figados de cées naturalmente
infectados por L.infantum. A e B mostrando controle negativo e marcagdo para laminina
respectivamente, aumento 400X; C e D mostrando controle negativo e marcacdo para fibronectina
respectivamente, aumento 400X. Imagens representativas.
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A B

Figura 16: Fotomicrografias mostrando cortes histolégicos de bago de cées naturalmente
infectados por L.infantum. A e B mostrando controle negativo e marcacdo para laminina
respectivamente, aumento 400X; C e D mostrando controle negativo e marcacdo para fibronectina
respectivamente, aumento 400X. Imagens representativas.

Para determinar se a infecgdo por L. infantum promove alteragdo da matriz
extracelular hepatica ou esplénica, foi mensurada a deposicdo de laminina e
fibronectina por porcentagem de area marcada positiva. Ndo foram observadas
diferengcas na deposi¢cdo de laminina e fibronectina no figado e no bagco quando
animais que apresentaram baixa e alta carga parasitaria foram comparados (Figura
Suplementar 03).

Em seguida, comparamos os dados entre 0s grupos de animais de acordo com 0s
diferentes escores clinicos e entre a organizacdo e carga parasitaria do baco. A
analise revelou aumento na deposicao de fibronectina no figado e no baco de animais
classificados com alto escore clinico quando comparados a animais de baixo escore
clinico (Figura 17B). Nao foram observadas diferengas na deposi¢éo de laminina entre

os grupos estudados (Figura 17A).
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Figura 17: Representacédo grafica do percentual de area marcada para laminina e fibronectina
nos diferentes grupos de acordo com o escore clinico. (OBC) organizado e baixa carga, (DBC)
desorganizado e baixa carga, (DAC) desorganizado e alta carga. A. Percentual de area de deposicao
de laminina, e B. fibronectina nos grupos de acordo com diferentes escores clinicos: baixo (escore 0 a
2), médio (escore 3 a 7) e alto (escore 8 em diante). Média da area marcada de 5 campos diferentes
de cada animal. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para
comparacdes mdltiplas.
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Para determinar a expressao de moléculas inflamatérias marcamos pela técnica de
imuno-histoquimica o perfil da expressdo de TNFo em cortes de tecido hepatico e
esplénico (Figura 18). As figuras 18 (A e B) mostram fotos representativas das
marcacOes para TNFo em figado e as figuras 18 (C e D) em baco, cada uma com seus

respectivos controles.
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Figura 18: Fotomicrografias mostrando cortes histoldgicos de figados e bago de cées
naturalmente infectados por L. infantum. A e B mostrando controle negativo e marcacdo para TNFa
em figado respectivamente. C e D mostrando controle negativo e marcagdo para TNFo em bago
respectivamente. Aumento 400X. Imagens representativas.

Observamos que em campos com presenca de reagdo granulomatosa houve
aumento da expressao de TNFa quando comparado a areas de parénquima (Figura
19A). Por outro lado, ndo observamos diferencas na expressdo de TNFa entre os
grupos de organizacdo e carga parasitaria do baco ou entre os diferentes escores
clinicos tanto em figado quanto em baco (Figura 19B-C). Também, ndo observamos
alteracbes na expressdo de TNFa tanto em bago quanto em figado quando

comparamos animais com baixa e alta carga parasitaria (Figura Suplementar 04).
59



2>

% Total de area marcada

B Baco
N o 50 p=0.4661
- -
™ (-]
= S 404
~ "
E E
~ L
® ®
] e
o o
- -
= =
o (-}
[ [
== 5=
o
oF

C

159 p=0,9682 w 507 p=0,6221
= k-
™ 2 404
E ~
= 10 E
E r 30
m -
@ ]
5 2 20 . .
= 5 = L B
w * g i E 10+ .
= L = ]

5= [ ]
LT e T ol 3l | .
{E ‘0 (0 ‘0 é@ ‘D
& & & & & &
40 6\0 10 _\+c &e W
eb‘ ¢b L &P @pb ¥

Figura 19: Representacdo gréfica do percentual de area marcada para TNFa em figado e baco.
A. Percentual de &rea marcada para TNFa entre regides de parénquima e areas de reacao
granulomatosa. B. Percentual de area marcada para TNFa em figado e bago entre animais com baco
organizado e baixa carga (OBC), desorganizado e baixa carga (DBC) e desorganizado e alta carga
(DAC). C. Percentual de area marcada para TNFa entre animais com baixo, médio e alto escore clinico.
Média do percentual de area marcada de 5 campos diferentes de cada animal. (*) p < 0,05. Teste Mann
Whitney para 2 grupos. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparacdes mdltiplas.

A molécula de MAP4K4, alvo de nosso estudo, também foi analisada em cortes de
tecido. Infelizmente, por limitacdes técnicas e de tempo, nao foi possivel a sua analise
em tecido esplénico e, por esse motivo, apresentaremos apenas 0os dados em tecido
hepatico. A avaliacdo da expressdo de MAP4K4 utilizando imuno-histoquimica foi

realizada em areas de parénquima, onde foi possivel observar os hepatdcitos e
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sinusoides (Figuras 20A e B) e em areas onde havia aglomeracéao celular visualmente

semelhantes a uma reacao granulomatosa (Figuras 20C e D).

Figura 20: Fotomicrografias mostrando a expressdao de MAP4K4 em cortes histologicos de
figados de cades naturalmente infectados por L. infantum. A e B mostrando controle negativo e
marcacao para MAP4K4 respectivamente em parénquima, aumento 400X; C e D mostrando controle
negativo e marcacdo para MAP4K4, em &rea de reac¢@o granulomatosa respectivamente, as setas
marcam locais de reacao positiva para MAP4K4. Aumento 400X. Imagens representativas.

Assim como os marcadores anteriores, a analise do percentual de area marcada
para MAP4K4 foi realizada. Nao foram observadas diferencas significativas na
porcentagem da area marcada pela MAP4K4 entre os grupos de baixa e alta carga
parasitaria (Figura Suplementar 05).

Da mesma forma que o observado na analise da expressdo de TNFa, ao analisar
campos com presenca ou auséncia de reagdo granulomatosa, verificou-se aumento
significativo na marcacdo para MAP4K4 em areas com presenga de granuloma
(Figura 21A). Nao foram observadas diferencas na expressao de MAP4K4 quando
animais com diferentes niveis de organizacao e carga do baco ou entre os diferentes

escores clinicos foram comparados (Figura 21B e C).
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Figura 21: Representacao gréfica do percentual de area marcada para MAP4K4 em figado de
cades naturalmente infectados por Leishmania infantum. A. Percentual de area marcada para
MAP4K4 entre regibes de parénquima e areas de reagdo granulomatosa. B. Percentual de éarea
marcada para MAP4K4 entre animais com baixo, médio e alto escore clinico C. Percentual de &rea
marcada para MAP4K4 entre animais com baco organizado e baixa carga (OBC), desorganizado e
baixa carga (DBC) e desorganizado e alta carga (DAC). Média do percentual de area marcada de 5
campos diferentes de cada animal. (****) p<0,001. Teste Mann-Whitney para 2 grupos. ANOVA,
Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparacdes mdltiplas.

Por fim, fomos investigar em qual tipo celular as moléculas de MAP4K4 e de TNFa
seriam expressas, analisando de forma qualitativa através da técnica de
imunofluorescéncia. Observamos que tanto a marcacao para MAP4K4 quanto o TNF
estava intimamente associada a macrofagos e que provavelmente sédo essas células

as maiores responsaveis pela sua expressao em tecido hepatico (Figura 22).
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6.6. Analise da expressdo génica de moléculas inflamatorias em figado e
baco de cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum

Nosso ultimo ponto foi avaliar se a infeccédo por Leishmania infantum é capaz de
promover alteragdes na via de sinalizagéo de MAP4K4 e, esta, levar a consequéncias
na resposta imune favorecendo ou ndo a infeccdo. Nao observamos alteracdes na
expressdo de CCL-2 no figado independente da separacdo de grupos experimentais
(Figura 23A), ou quando separamos 0S grupos pela carga parasitaria em ambos 0s
orgaos estudados (Figuras Suplementares 06 e 07). Por outro lado, identificamos
aumento da expressao de CCL-2 em animais com baco desorganizado e alta carga
parasitaria quando comparados a animais com baco organizado e baixa carga (Figura
23B). Também, quando separamos 0S grupos por evolucdo clinica da doenca,
notamos que animais com médio escore clinico apresentaram alta expresséo de CCL-
2 nos esplendcitos quando comparados a animais de baixo e alto escore clinico
(Figura 23D).
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Figura 23: Expresséo génica normalizada de CCL-2 do figado de cées naturalmente infectados
com Leishmania infantum. Andlise ex-vivo por gPCR dos niveis de mRNA do figado e bago de caes
classificados de acordo com a organizacdo e carga parasitaria do bago e o escore clinico. A e C
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expressdo normalizada de CCL-2 em figado separados pela organiza¢do do baco e escore clinico
respectivamente. B e D expresséo normalizada de CCL-2 em baco separados pela organizacdo do
baco e escore clinico respectivamente. Valores de expressao normalizados para os genes constitutivos
HPRT e GAPDH. () p <0,05; (**) p <0,01. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para
comparacdes multiplas. Teste Mann-Whitney para dois grupos.

N&o observamos no figado e no baco, diferencas significativas na expressédo de CXCL-8
entre animais com baixa e alta carga parasitaria (Figuras Suplementares 06 e 07). Da mesma
forma, ndo foram observadas diferencas na expressdo de CXCL-8, em ambos os 6rgaos,
quando os grupos foram separados quanto a organizacao e carga parasitaria do baco ou pelos

diferentes escores clinicos dos animais (Figura 24A - D)
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Figura 24: Expressédo génica normalizada de CXCL-8 no figado de caes naturalmente infectados
com Leishmania infantum. Andlise ex-vivo por gPCR dos niveis de mRNA do figado e bago de caes
classificados de acordo com a organizacdo e carga parasitaria do bago e o escore clinico. A e C
expressdo normalizada de CXCL-8 em figado separados pela organizagcdo do baco e escore clinico
respectivamente. B e D expressdo normalizada de CXCL-8 em baco separados pela organizacao do
baco e escore clinico respectivamente. Valores de expressao normalizados para 0os genes constitutivos
HPRT e GAPDH. () p <0,05; (**) p <0,01, ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para
comparagdes multiplas. Teste Mann-Whitney para dois grupos.
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A sequir, com a finalidade de observar o perfil inflamatério predominante em nosso
grupo experimental, fomos avaliar a expresséo de citocinas que pertencem ao painel
de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e citocinas pro-inflamatérias, aqui
contempladas com o IFNy e o TNFa. Ao compararmos o0s grupos de diferentes
organizacdes do baco e os escores clinicos, ndo observamos diferencas na expressao
da citocina IL-10 e IFNy tanto em figado quanto em baco (Figura 25A - H) ou quando
analisamos dividindo os grupos entre as cargas parasitarias de cada 6rgao (Figuras

Suplementares 06 e 07).
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Figura 25: Expresséo génicade IL-10 e IFNy no figado e no bago de cédes naturalmente infectados
com L. infantum. Analise ex-vivo por gPCR dos niveis de mRNA do figado e baco de cées classificados
de acordo com a organizacdo e carga parasitaria do bago e o escore clinico. A e C expressao
normalizada de IL-10 em figado separados pela organiza¢ao do baco e escore clinico respectivamente.
B e D expressédo normalizada de IL-10 em baco separados pela organizacao do bacgo e escore clinico
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respectivamente. E e G expressao normalizada de IFNy em figado separados pela organizagdo do baco
e escore clinico respectivamente. F e G expressdo normalizada de IFNy em baco separados pela
organizagdo do baco e escore clinico respectivamente. Valores de expressdo normalizados para os
genes constitutivos HPRT e GAPDH. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparac¢fes
multiplas. Teste Mann Whitney para dois grupos.

Por outro lado, ao analisarmos a expressdo normalizada de TNFa, identificamos
aumento na expressao desta citocina no figado de animais que apresentaram o baco
desorganizado e alta carga quando comparados aos animais de baco organizado e
baixa carga (Figura 26A e C). Quando estudamos a expressao de TNFa no baco,
animais com médio escore clinico apresentaram maior expressao desta citocina

quando comparados a animais de baixo e alto escore (Figura 26B e D).
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Figura 26: Expressé&o génica da TNFa no figado e no bago de cdes naturalmente infectados com
L. infantum. Analise ex-vivo por gPCR dos niveis de mRNA do figado e baco de cées classificados de
acordo com a organizagao e carga parasitaria do bago e o escore clinico. A e C expressao normalizada
de TNFa em figado separados pela organizacdo do baco e escore clinico respectivamente. B e D
expressdo normalizada de TNFa em bago separados pela organizagdo do bago e escore clinico
respectivamente. Valores de expressao normalizados para 0s genes constitutivos HPRT e GAPDH. ()
p <0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparacdes mdultiplas. Teste Mann-
Whitney para dois grupos.
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Observamos que no figado de animais com alto escore clinico, a expressdo da MAP4K4
estava diminuida quando comparada a animais que apresentaram baixo escore clinico (Figura
27C) o mesmo nao foi observado no baco (Figura 27D). De modo contrario, quando
separamos 0S grupos pela organizacao e carga parasitaria, identificamos o baco de animais
que apresentaram a polpa branca desorganizada e baixa carga apresentaram menor
expressao de MAP4K4 quando comparados a animais de baco organizado e baixa carga e
com animais de baco desorganizado e alta carga (Figura 27B). Nenhuma diferenca foi
observada no figado desses animais quando avaliados sob os mesmos parametros (Figura
27A).
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Figura 27: Expresséo génica da MAP4K4 no figado e no bacgo de cées naturalmente infectados
com L. infantum. Analise ex-vivo por gPCR dos niveis de mRNA do figado de cées classificados de
acordo com o escore clinico. A e C expressdo normalizada de MAP4K4 em figado separados pela
organizacdo do baco e escore clinico respectivamente. B e D expressao normalizada de MAP4K4 em
baco separados pela organizacdo do baco e escore clinico respectivamente. Valores de expressao
normalizados para os genes constitutivos HPRT e GAPDH. () p <0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test
com teste de Dunn para comparacdes multiplas. Teste Mean-Whitney para dois grupos.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, buscamos estudar uma possivel relacdo entre a resposta
granulomatosa/inflamatoria e a expressao de MAP4K4, CXCL-8, CCL-2, TNFa, IFNy,
e IL-10 no figado e no baco de cées naturalmente infectados por L. infantum.
Inicialmente, observando que a carga parasitaria de ambos os 6rgados ndo seria um
bom parametro para separacdo dos grupos experimentais, passamos entao a fazer
as analises dos nossos dados pela organizacdo e carga parasitaria do baco e pelo
escore clinico dos animais. Os dados estudados revelaram aumento do niamero de
células por granuloma e de granuloma por milimetro quadrado no figado de animais
com baco desorganizado e alta carga parasitaria. A imuno-histoquimica revelou
aumento na deposicdo de fibronectina em fragmentos de figado e baco de animais
gue apresentaram um alto escore clinico, quando comparados a animais de baixo
escore. Além disso, demonstramos que as moléculas de MAP4K4 e TNFa estédo
intimamente relacionadas aos macrofagos hepéaticos. As analises moleculares
mostraram que houve diferencas significativas entre 6rgaos e grupos experimentais
para as moléculas de CCL-2, TNFa e MAP4K4. Animais com médio escore clinico
apresentaram maior expressdo de CCL-2 e TNFa no bago quando comparados a
animais de baixo e alto escore. Essas duas moléculas estavam aumentadas no figado
e no baco que apresentavam alta desorganizacdo da polpa branca e carga quando
comparados a animais de baco organizado e baixa carga parasitaria. Por fim, a
molécula de MAP4K4 encontrava-se diminuida em animais com baco desorganizado
e baixa carga e no figado de animais com alto escore clinico. Os dados até aqui
apresentados mostram que a MAP4K4 pode estar envolvida no desbalanco
imunolégico entre 6rgdos e encontra-se ativada em diferentes momentos da infeccao.

Trabalhos que utilizam modelos experimentais controlados que visam o
entendimento da patogénese e formagdo da resposta imune granulomatosa na
leishmaniose, apresentam divergéncias entre si e nem sempre sao a melhor maneira
de investigar uma doenca que acontece naturalmente em outras espécies como o cao
(Madeira et al., 2003; Murray, 2001). Por outro lado, modelos de infecc&o natural, em
individuos néo isogénicos, podem refletir melhor o que acontece na natureza (Jones
et al., 2015; Sarasa & Pesini, 2009). E claro que em leishmaniose, 0 modelo canino
naturalmente infectado, contribui ndo apenas para o entendimento da doenca em

humanos, mas também ajuda a responder questdes sobre o papel dos cdes como
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animais reservatorios na LV, bem como o porqué de programas de eutanasia desses
animais, em determinadas regides, ndo impactarem na reducédo do niumero de novos
casos em seres humanos (Costa et al., 2013).

Embora seja uma doenca sistémica, e que possa acometer diversos 06rgaos, o
baco, seguido do figado, tém sido exaustivamente estudados devido a observacao de
alteracdes nas suas caracteristicas histolégicas e funcionais (Hermida et al., 2018).
Além disso, tanto em modelos experimentais como em estudos de infec¢ao natural, o
baco apresentou alteracbes progressivas e bem definidas na polpa branca. Estas
alteracbes podem ser de pouco a muito significativas e estarem associadas ao
aumento da carga parasitaria e piora no escore clinico do animal (Silva et al., 2018;
Hermida et al., 2018). De modo contrario, em modelo murino, o figado parece ter um
curso inverso ao baco, apresentando diminuicdo da carga parasitaria e melhora no
status histolégico com a evolucéo clinica da doenca (Mukherjee et al., 2003; Murray,
2001). Em nosso grupo experimental, a diversidade de estagios clinicos entre animais
e caracteristicas préprias ao tecido hepatico ndo nos permitiu fazer um estadiamento
da doenca ou mesmo separacao de grupos experimentais que fossem possiveis de
serem analisados com seguranca a partir de dados obtidos apenas do figado.
Trabalho recente, que buscou associar o escore clinico ao escore histolégico do
figado de cdes naturalmente infectados com L. infantum, fez a separacéo de parte de
seus grupos experimentais por meio da carga parasitaria observada em baco (Lima et
al., 2019). Assim, pelas caracteristicas do figado de controlar de forma parcial a
infeccdo e, do baco, onde o aumento da carga parasitaria estd associado a
desorganizacao tecidual e progressdo da doenca, passamos a analisar 0S Nnossos
dados de figado separando os grupos pela carga parasitaria e organizacao da polpa
branca do baco, além de tentar associar nossos dados com o escore clinico desses
animais.

Ainda que haja tropismo do parasito por diversos 6rgdos como baco, linfonodos e
medula 0ssea (Harhay et al., 2011), o figado continua sendo uma incégnita no curso
da Leishmaniose Visceral Canina (LVC), apresentando uma resposta imune propria e
diferente dos demais 6rgaos (Rodriguez-Cortés et al., 2016). Outras patologias que
também tém como caracteristica a formacdo de granulomas, como a tuberculose, o
entendimento sobre a formacdo do granuloma, os tipos celulares envolvidos, bem

como mecanismos de defesa tém sido de vital importancia para o entendimento da
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patogénese de enfermidades que cursem com a presenca de granulomas (Guirado &
Schlesinger, 2013; Kaye et al., 2016).

Apesar de controlar melhor o processo inflamatério do que o baco, o figado de caes
nao se mostra capaz de promover a cura parasitolégica como no modelo murino, isto
talvez seja pelo fato de que outros 6rgaos, como medula 6ssea e linfonodos ou até
mesmo o0 baco possam estar funcionando como fonte de liberacdo de parasitos e
assim mantendo a formacgéo constante de granulomas. Estudo com cées infectados
naturalmente com L. infantum e com baixa carga parasitaria, apresentaram uma
robusta formacao de granulomas organizados no figado, enquanto que animais com
alta carga apresentaram granulomas mal formados e pouco evidentes (Sanchez et al.,
2004). Outra associacdo com relacdo a formacdo de granulomas também foi
observada em estudos in vitro e em pacientes onde granulomas formados
principalmente por células epiteliéides e multinucleadas foram associados como
benéficos e com boa resposta, enquanto que a presenca de necrose e células
polimorfas séo indicios de uma resposta deficitaria do sistema imune (Pampiglione et
al., 1974). De forma contréria, Lima et al. (2019) observaram que figados de cdes com
granulomas bem formados e organizados tiveram parasitolégico positivo para
L. infantum e aumento da carga parasitdria em baco. Esses achados foram
relacionados a inabilidade do sistema imune em responder a infeccdo, contradizendo
0 que tem sido descrito pela literatura até o momento (Lima et al., 2019).

No presente trabalho, observamos aumento do nimero de células por granuloma e
de granulomas por mm2 em animais com baco desorganizado e alta carga neste
orgdo. Embora tenhamos encontrado maior celularidade nos granulomas hepaticos
de animais DAC, nao identificamos diferencas na expressdo de mRNA de quimiocinas
como a CCL-2 e a CXCL-8 que justifique uma maior atracéo de células para este
orgdo e consequente formacdo de granulomas. Entretanto, a expressédo dessas
guimiocinas se manteve em quantidade consideravel em todos os grupos analisados
no figado, sugerindo que a entrada de células como neutroéfilos e mondcitos provindos
da circulacdo possa ter acontecido de forma constante. Em modelo experimental, o
curso da leishmaniose e a carga parasitaria em figado e bago acontece com picos de
parasitismo em momentos diferentes (Mukherjee et al., 2003). Enquanto o figado
parece ter um aumento precoce da carga parasitaria, 0 ba¢co comeca a ter o seu pico

guando o figado ja esta se recuperando (Mukherjee et al., 2003). Embora em nosso
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modelo ndo saibamos em que momento da infeccdo nossos animais estavam, a
separacao dos grupos pela carga parasitaria em cada 6rgdo como high e low, nos
sugere que grande parte dos animais contidos em nosso trabalho estdo em inicio de
infeccdo. Além disso, os animais que comp&em este trabalho sdo semi-domiciliados
e provenientes de area endémica e, portanto, a reinfeccdo por picadas de
flebotomineos também pode justificar a manutencéo na liberacdo de quimiocinas de
fase aguda como a CXCL-8.

Ja no baco, a expresséo génica de CCL-2 aumentou de forma gradativa conforme
a desorganizacdo e carga parasitaria aumentavam. Também foi observado aumento
na expressao desta quimiocina e de TNFa em animais com médio escore clinico, mas
ndo em animais que tinham a sua condi¢&o clinica piorada ou em animais DAC. E
possivel que de forma precoce, células do sistema imune passem a apresentar
caracteristicas de exaustdo, ndo se tornando eficazes em eliminar o patégeno. Souza
et al., (2019) observou que animais com baco OBC apresentaram alta expressao de
moléculas de exaustdo como CTLA-4, PD-L1 e LAG-3, sugerindo que haja uma
modulacdo do sistema imune logo nos momentos iniciais da infeccdo. Em nosso
trabalho encontramos no bagco de animais OBC niveis aumentados da MAP4K4,
guando comparado a animais com maior grau de desorganizacdo. Estando envolvida
em diversos processos patoldgicos, ndo é dificil imaginar que esta via de sinalizacdo
também esteja relacionada ao processo precoce de exaustdo celular. Embora néo
tenhamos encontrado diferencas da MAP4K4 no figado de animais OBC quando
comparados a animais DBC e DAC, notamos que mesmo com a disperséo, houve um
aparente aumento desta molécula em animais com bacgo organizado e baixa carga.

Ao contrério do figado, onde apenas notamos uma tendéncia de aumento, no baco,
a MAP4K4 encontrou-se aumentada em animais OBC e DAC quando comparados a
animais DBC. E também no baco, como o6rgdo linféide secundario, onde
constantemente ha a recirculacéo de linfocitos e outras células do sistema imune, que
reconhecem agentes patogénicos e ali sdo ativadas (Pabst & Westermann, 1991).
Assim, essa diferenca na expressao da MAP4K4 pode ser decorrente da constante
chegada de células em diferentes momentos da infec¢éo neste érgdo. Contudo, essa
diminuicdo da resposta inflamatéria em momentos cruciais da infec¢éo, pode ser uma
das pecas que falta para entender o porqué figado e baco, além de ndo conseguirem

eliminar o patdgeno, respondem de forma tao diferente. Em modelo onde se buscou
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avalizar a citotoxicidade de células T CD8 em combater células tumorais, animais
deficientes em MAP4K4 apresentaram uma maior frequéncia de células T CD8
citotdéxicas além de menor expressao de PD-L1 e CTLA-4 (Esen et al., 2020). Este
mesmo estudo demonstrou que células do sistema imune possuem alta expressao de
MAP4K4 incluindo mondcitos e células B (Esen et al., 2020).

Em processos inflamatorios € comum o aumento na deposi¢cao de componentes da
matriz extracelular em tecidos. Essa deposicdo pode fisiologicamente auxiliar na
adesdo e migracdo celular e consequentemente na formacdo da resposta imune
(Simon & Bromberg, 2017; Yafez et al., 2016). Estudos tém demostrado que alguns
patdgenos, incluindo leishmanias, sdo capazes nao apenas de se ligar aos
componentes da matriz extracelular, mas também de degrada-los ao seu redor
interferindo na resposta imune e favorecendo a infeccao (Silva et al., 2018; Silva-
almeida et al., 2012). No presente trabalho verificamos que animais que apresentaram
um alto escore clinico também tinham um maior percentual de area marcada em
figado e baco para fibronectina, quando comparados aos animais de baixo escore. Ja
foi descrita pela literatura, a associagdo entre a infeccéo por L. infantum e a presenca
de danos teciduais caracterizados pela reacdo granulomatosa e pelo aumento da
deposicao de moléculas de matriz extracelular, como laminina, fibronectina e colageno
tanto no figado quanto no baco de caes (Silva et al., 2018; Melo et al., 2009).

A formacdo de tecido fibroso esta relacionada com a perda da fungcédo do 6rgéo
(Yang & Seki, 2015) ainda que n&o tenhamos visto, dentro do nosso grupo
experimental, lesdes hepaticas muito acentuadas, o aumento na deposicdo de
fibronectina em animais com avancada evolucéo clinica, sugere que o processo de
injuria estava em curso. Silva et al. (2018) observaram que animais com ba¢o com
média a intensa desorganizagdo possuiam um menor numero de foliculos linfoides e
de células T e B na polpa vermelha. Os autores sugerem ainda que essa
desorganizacao impediu ou dificultou o transito celular para a polpa branca onde
acontece a apresentacdo de antigenos e ativacao celular (Silva et al., 2018; Stager &
Bankoti, 2012). Em nosso trabalho encontramos diminuicdo da expressao de CCL-2
e de TNFa em animais com alto escore clinico quando comparados a animais de
meédio escore. Essa diminuicdo na expressao dessas moléculas, em momento tao
critico da infeccao poderia ser explicada pela injuria tecidual observada nos animais

desse grupo, ja que também apresentaram maior deposicdo de fibronectina nao
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apenas em baco, mas também em figado. Esse dano tecidual pode ter afetado ndo
apenas a atracdo, mas também ter dificultado o transito de células inflamatérias
produtoras de TNFa para o local. Ainda que tenhamos observado que animais com
alto escore clinico apresentaram menor expressao de MAP4K4, foi possivel notar que
macrofagos foram os principais responsaveis pela expressao dessa quinase no ensaio
de imunofluorescéncia. Durante processos infecciosos do figado, ndo apenas as
células residentes séo recrutadas para combater a infec¢do, mas também mondcitos
circulantes. A maior deposicéo de fibronectina e em animais com alto escore clinico
acompanhada de menor expressao da MAP4K4 nesses mesmos animais poderia ter
sido causada por um menor aporte de células migrantes para este 6rgao,
principalmente mondcitos, ja descritos por apresentarem alta expressdo da MAP4KA4.

A andlise da expressdo génica revelou maior expressdo de TNFa no figado de
animais DAC quando comparados a animais OBC, o mesmo nao foi observado com
MAP4K4 que se manteve constante nessa andlise. Isso pode indicar que o aumento
nos niveis de MAP4K4 talvez ocorra de forma precoce na infec¢éo e, posteriormente,
por mecanismos ainda néo esclarecidos do figado, os seus niveis ficariam estaveis.
Essa estabilizacdo do figado talvez possa ser explicada pela sua capacidade de
regeneracdo e manutencdo da homeostase que permite a este érgao controlar
processos inflamatérios (Lang & Lang, 2015; Robinson et al., 2016). Esse fato talvez
explique também o motivo de MAP4K4 estar mais expressa no figado do que no baco
e ainda assim ter menor expressdo de TNFoa. Ndo podemos também deixar de
considerar as limitacdes do nosso estudo, ja que ndo foi possivel incluir um grupo de
animais controle. E possivel que em uma analise do figado e do baco de animais n&o
infectados, a expressao de algumas dessas moléculas estejam em niveis muito basais
ou mesmo ausentes indicando que o processo inflamatorio persiste e € constante. Em
nossos estudos, ndo observamos aumento expressivo de TNFo de forma
generalizada, por imuno-histoquimica, em cortes de tecido hepatico e esplénico. Por
outro lado, aumento da expressdo proteica de TNFa e MAP4K4 apenas p6de ser
observado em &reas com reacdo granulomatosa, enquanto que areas de parénquima
hepatico ndo se mostraram inflamadas. O figado tem grande capacidade de manter a
homeostase mesmo com o constante desafio de eliminar particulas e patdgenos
provindos da circulacdo entérica (Robinson et al., 2016). Essa capacidade do figado

em regular seus processos inflamatoérios impede uma resposta exacerbada né&o
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apenas localmente, mas também sistémica (Robinson et al., 2016). Contudo, as
diferentes maneiras de baco e figado lidarem com a infeccao talvez comprometam a
resolucdo da doenca. Em doencas virais, o figado pode se favorecer de sua
localizacdo recebendo diretamente da veia esplénica células T CD8 primadas do
baco, que irdo auxiliar nos mecanismos de defesa hepatico (Lang & Lang, 2015). Esta
também pode ser uma porta de entrada constante de novas células infectadas
quebrando o equilibrio homeostéatico desse 6rgdo. Essas consideragbes podem
indicar que, diferente do que € observado em modelo murino, onde apo6s duas
semanas o figado desses animais consegue resolver completamente a infeccdo
(Loria-Cervera & Andrade-Narvaez, 2014; Murray, 2001), na LVC a reacao
granulomatosa desenvolvida no inicio da infeccéo talvez perdure durante todos os
estagios da doenca. E possivel que em camundongos resistentes a infeccdo, a
resposta inicial seja gradativa, permitindo que o parasito seja eliminado sem que haja
injaria ao tecido.

A acdo da MAP4K4 tem sido exaustivamente estudada em processos
patolégicos como cancer, doencas cardiovasculares e metabdlicas como o diabetes
(Flach et al., 2015, 2019; Liu et al.,, 2011). A MAP4K4 pertence a uma familia de
guinases com mais de trinta membros e possui diversas isoformas presentes em todos
os tecidos analisados até hoje (Yao et al., 1999). Além disso, MAP4K4 esté associada
com exacerbacao da resposta inflamatéria induzida por TNFa e o blogueio desta via
de sinalizacéo foi capaz de reduzir lesdes vasculares em modelo de arteriosclerose
(Flach et al., 2015). Embora diversas a¢c6es da MAP4K4 ja tenham sido descritas, a
concentracdo de suas isoformas ndo € a mesma nos diferentes tecidos e tipos
celulares (Gao et al., 2016). Segundo Gao e et al. (2016), estas diferencas podem
retornar fungdes distintas, ainda ndo conhecidas em cada tipo celular, e 0 aumento
observado da MAP4K4 ndo acompanhado também de um aumento de TNFa em
nosso estudo pode ser mais uma peca desse “quebra-cabecga” que precisa ainda ser
melhor esclarecido. Importante ainda salientar que MAP4K4 estd envolvida em
diversos processos que néo apenas citocinas como o TNFa (Chuang et al., 2016).
Rao (2015) observou que a forma como a cascata de MAP4K4 ir4 ser gerada, nao
depende apenas do tipo celular onde ela é ativada, mas também do compartimento e
do microambiente onde essa célula esta inserida. Assim, poderiamos estar nos

deparando com um evento novo e que precisa ainda ser melhor estudado.
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Para o diagnéstico de doenca hepatobiliar em cées, sdo considerados alguns
marcadores laboratoriais que podem indicar dano celular (ALT) ou mesmo
marcadores que indicam colestase (FA e GGT) (Lawrence, 2017), que € a
incapacidade do fluido biliar chegar ao duodeno. Embora existam outras moléculas
para analise da funcdo hepatica como a Aspartato Aminotransferase (AST), esta se
apresenta menos especifica e com menor meia vida, em caninos, quando comparada
as anteriores (Alvarez & Whittemore, 2009) e por este motivo ndo foi incluida em
nossas analises. Ainda que sejam testes de uso comum na rotina clinica veterinéria,
€ preciso gue os resultados sejam avaliados com muita cautela ja que a sua
interpretacdo separada de uma boa anamnese e histérico clinico podem levar a
progndsticos/diagnosticos erréneos (Lawrence, 2017). Em nosso grupo experimental,
encontramos animais com altos niveis de ALT que apresentaram histologia com pouca
ou nenhuma alteracdo. O contrario também pb6de ser observado, com andlises
histol6gicas de tecido degenerado e niveis de transaminases normais. Embora
alteracOes extra-hepaticas também possam levar a alteragdes nos niveis enzimaticos,
era de se supor que as alteracdes jA observadas em figado causadas pela LVC
fossem acompanhadas por altos niveis do produto de extravasamento celular.
Entretanto, embora mais da metade dos animais tenha apresentado algum grau de
degeneracao hepatica, este foi de forma muito leve e discreta e apenas acentuada em
alguns, o que talvez expligue o baixo niumero de amostras que apresentaram
alteracbes bioquimicas com presencga de marcadores de leséo tecidual. Além disso,
apesar de estarem bem acondicionadas, o tempo entre a coleta do material e a
realizacdo dos exames foi superior a um ano, o que poderia ser uma limitacdo aos
dados encontrados bem como um viés aos nossos questionamentos. Uma andlise
posterior com soro recente e grupos bem definidos sera de vital importancia para
incluir estes parametros como marcadores de progndstico na LVC.

A literatura tem evidenciado um padrao de respostas imunes frente a infeccao
por leishmanias, ora associadas a protecdo com um perfil mais inflamatoério (TH1) e
liberagdo principalmente de TNFo e IFNy (Soares et al., 2017), ora associadas a
susceptibilidade com um ambiente anti-inflamatério (TH2) envolvendo citocinas como
a IL-10 e TGFp (Dayakar et al., 2019; Nylén & Sacks, 2007). Contudo, essa
diferenciacdo de respostas bem definidas parece representar melhor modelos

experimentais controlados principalmente com leishmaniose tegumentar (Loria-
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Cervera & Andrade-Narvaez, 2014). Em nosso trabalho, ndo encontramos relacéo
entre a expressao de IFNy e IL-10 nos tecidos hepatico e esplénico com a carga
parasitaria (Figuras Suplementares) ou mesmo com a organiza¢do do baco ou o
escore clinico dos animais. Ainda que alguns estudos tenham atribuido ao IFNy funcéo
essencial para formacdo de uma resposta que confira resisténcia e a IL-10 fazendo
parte do grupo de citocinas que conferem suscetibilidade (Reiner & Locksley, 1995),
outros afirmam que ndo apenas a IL-10, mas também o IFNy contribuam para o
favorecimento do parasito durante a infeccdo (Lage et al., 2007). As diferentes
espécies de leishmania podem demandar cada uma, por si s6, um tipo de resposta
diferenciada do organismo para o seu controle. Em modelo utilizando camundongos
resistentes (C57BI/6) a infeccao por L. major, a formacao da reposta com perfil TH1 e
presenca de IFNy acontece logo nas primeiras semanas de infeccdo. Por outro lado,
Pinheiro e Rossi-Bergmann (2007) observaram que camundongos C57BI/6 ndo eram
resistentes a Leishmania amazonensis (L. amazonensis). Esses autores
demonstraram que IFNy se faz necessario algumas semanas apoés a infeccao para
conferir resisténcia e para a formagao de um perfil TH1 (Pinheiro & Rossi-Bergmann,
2007). A nado observancia de diferengas nos niveis de IFNy e IL-10 néo significa que
essas citocinas nao tenham importancia no curso da LV. Diversos fatores podem ter
contribuido para a auséncia de significAncia em nossos resultados. Talvez o principal
deles seja a ndo comparag¢do com amostras ndo infectadas, o que poderia indicar que
tanto IFNy quanto IL-10 estdo aumentadas desde o inicio da infeccdo e ndo variam
com o passar do tempo.

Apesar de uma resposta pré-inflamatéria estar associada a protecdo, animais
assintomaticos com perfil TH1 e liberacdo de citocinas inflamatérias ainda sao
capazes de transmitir o parasito para o inseto vetor (Solano-Gallego et al., 2011).
Outro dado importante e crucial aos nossos questionamentos € que diversos estudos
tém associado aumentos nos niveis da MAP4K4 a maiores niveis de TNFo com
aumento da resposta inflamatéria (Bouzakri et al., 2009; Flach et al., 2019). O que
vimos até agora em nosso modelo € que a elevacdo nos niveis de expressao de
MAP4K4 nédo ocorreu de forma simultdnea com o aumento da expresséo de TNFa e
gue isto também néo foi capaz de promover aumento proteico de suas moléculas entre
os grupos estudados de forma generalizada. Ainda assim, é importante perceber que

estamos falando de 6rgdos com caracteristicas diferentes, o figado um 6&rgéo
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metabdlico com grande capacidade regenerativa e reguladora (Robinson et al., 2016).
MAP4K4 encontrou-se aumentada no figado de animais com baixo escore clinico e
diminuiu em um momento critico da doenga em animais com alto escore sem impactar
na expressdo de TNFa. E possivel que mecanismos homeostaticos estejam ativados
e impecam o aumento da MAP4K4 promovendo inclusive sua diminui¢cdo. Contudo,
doencas crbnicas sao capazes que “‘quebrar” essa estabilidade hepatica e a partir dai
sim se desenvolver um processo inflamatério com formacédo inclusive de cirrose
hepatica (Robinson et al., 2016). Os danos histolégicos observados em nossos
animais talvez ndo tenham sido suficientes para promover a quebra dessa
homeostasia. JA& o0 baco € um 6rgao linfoide secundario por onde ndo somente o
transito de células é constante, mas também a recirculacdo das mesmas (Pabst &
Westermann, 1991). Aqui, foi observado, que MAP4K4 estava elevada em animais
gue ainda estavam com o baco organizado e baixa carga e que essa expressao
diminuiu em animais DBC. Essa diminuicdo nos niveis de MAP4K4 observada em
animais com baco desorganizado e baixa carga poderia ser devida a outras agbes
atribuidas a essa quinase como a apoptose. Souza et al., (2019) demonstrou que as
células dos animais com baco desorganizado ndo expressavam apenas moléculas de
exaustdo, mas também estavam sofrendo um processo de apoptose, 0 que explicaria
a diminuicao nos niveis dessa quinase nesse grupo. Ainda, a observacdo do aumento
nos niveis dessa quinase ainda nos primeiros estagios do dano tecidual, no baco,
pode sugerir que o perfil de resposta formado ndo seja crucial para a cura
parasitolégica, mas sim a intensidade com que a resposta imune € formada.

A expansdo policlonal de células B é frequentemente abordada pela literatura e
relacionada ao agravamento da doenca (Deak et al., 2010). E também no baco onde
ocorre a maior parte dessa expansdo com producdo principalmente de
imunoglobulinas M (IgM). Deak et al. (2011) observaram em modelo murino, que a
exacerbacdo da leishmaniose visceral pode estar associada a uma resposta
policlonal, com produgéo inespecifica de imunoglobulinas durante a infeccdo. Eles
observaram que animais deficientes na liberagdo de imunoglobulinas (IgM) se
mostraram resistentes a infec¢éo e que a reconstituicdo desses animais com IgG ou
IgM os tornava suscetiveis a doenca. MAP4K4 foi encontrada expressa em altos niveis
em células B (Esen et al., 2020). Este dado sugere que a ativacdo dessa célula por

esta via poderia desencadear a expansao policlonal por células B, ja observada nos
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primeiros momentos de infeccdo por leishmaniose (Silva-Barrios et al., 2016). Com
isso, podemos supor que talvez sejam as células B, no baco, as responsaveis pelas
variacdes nos niveis de MAP4K4 neste 6rgdo. Podemos ainda propor que o uso de
um bloqueador de sinalizacdo da MAP4K4 possa criar um ambiente mais regulado ja
nos primeiros momentos da infeccdo e que poderia favorecer uma resposta mais
direcionada e especifica. Outra possibilidade, seria uma associa¢do de um inibidor de
MAPK4K4 a uma droga leishmanicida na LV o que poderia minimizar ndo somente o
dano observado no baco e impedir a quebra da estabilidade do figado, mas
possivelmente em outros 6rgdos como a medula 6ssea. Dados da literatura tém
demonstrado que a maneira como a reposta imune é formada pode definir o curso da
infeccdo (Rossi & Fasel, 2018). E possivel que a modulagio desta via possa ter efeitos
benéficos com melhor prognoéstico em um tratamento combinado com a droga
parasiticida.

A via de sinalizacdo da MAP4K4 faz parte de uma familia de quinases
responsavel pela modulagdo de diversas atividades celulares incluindo ativacgao,
proliferagdo, migragédo e morte programada (Yao et al., 1999). Tendo sido envolvida
como marcador de prognostico desfavoravel, a MAP4K4 foi observada de forma
aumentada em processos patolégicos como canceres, diabetes e problemas
cardiovasculares (Flach et al., 2015; Liang et al., 2008; Tang et al., 2006). No entanto,
até o presente momento se tem pouco ou nenhum conhecimento sobre como esta via
de sinalizacdo se comporta em doencas causadas por protozoarios. Embora nao
tenhamos visto correlacdo entre as moléculas estudadas e a carga parasitaria, as
diferencas encontradas entre os diferentes grupos e entre 6rgaos pode indicar uma
reacdo mais compartimentalizada e que esta molécula esteja relacionada a
intensificagéo do processo inflamatoério e dano tecidual. Ainda, mesmo que em nosso
trabalho anterior, a alta expressdo de MAP4K4 estivesse relacionada a animais com
alto numero de copias do parasito, o conjunto dos nossos dados sugere que a
expressdo desta quinase nao tem impacto no controle da carga parasitaria, mas

possivelmente no dano tecidual.
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Conclusdes

Foi possivel classificar os animais clinicamente e separa-los em grupos como
baixo escore clinico, médio escore clinico e alto escore clinico;

A separacdo dos animais por grupos de alta e baixa carga parasitaria ndo
retornou relevancia significativa com nenhum dos marcadores analisados;

A histopatologia do bago permitiu que os animais fossem separados pela
organizagéo do tecido esplénico em organizado e desorganizado

A separacao dos grupos pelo escore clinico dos animais e pela organizacao
associada a carga parasitaria do baco se mostrou eficiente e permitiu a analise
dos marcadores utilizados;

A contagem de granulomas por milimetro quadrado e de células por granuloma
no figado estava aumentada em animais com baco desorganizado e alta carga;
O tempo de armazenagem das amostras de soro talvez tenha sido fator
limitante para as andlises das transaminases e futuros estudos serdo
necessarios;

O alto escore clinico foi acompanhado pelo maior aumento de deposicao de
fibronectina tanto em figado quanto em baco e pode estar associado a
diminuicdo na migracdo de células efetoras para este 6rgdo e consequente
diminuicdo da expressdo de MAP4K4 em animais de escore clinico elevado;
As expressOes proteicas de MAP4K4 e TNFo parecem ocorrer de forma
especifica e localizada na LVC, sendo o0 seu aumento apenas em areas com
reacao granulomatosa;

A expresséo génica de CXCL-8 manteve-se relativamente constante em ambos
0s 6rgaos e em todos os momentos da infec¢do e grupos analisados, sugerindo
que a entrada de células encontradas nos primeiros estagios da infec¢cdo, como
neutrofilos, também se manteve constante;

A expressao génica de CCL-2 néo se alterou no figado entre os diferentes
grupos analisados, sugerindo que pode haver um mecanismo de regulacao
hepatica para entrada de células inflamatérias circulantes neste 6rgao.

O aumento da desorganizacao do baco foi acompanhado de maior expressao
génica de CCL-2 e de MAP4K4 sugerindo que no bacgo a resposta pode ser

mais tardia do que no figado e de forma mais acentuada;
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A nao observancia de diferencas, em figado e baco, entre os diferentes grupos
estudados para a expressdo de IFNy e IL-10, sugere que possa haver um
balanco entre perfis TH1 e TH2 e que aparentemente essas citocinas nao estao
relacionadas com a expressao da MAP4K4;

Parece existir um mecanismo de regulacdo da MAP4K4 no figado que se
encontrou diminuida em animais com alto escore clinico quando comparado a
animais de baixo escore;

TNFo esteve aumentada no figado de animais com baco DAC e no baco de
animais com moderado escore clinico. Essa diferenca nos sugere que esses
orgaos tém respostas e evolucdes diferenciadas durante a infeccao;

MAP4K4 aparentemente encontra-se elevada ja nos primeiros estagios clinicos
da doenca no figado enquanto que no baco encontrou-se elevada em animais
sem desorganizacao esplénica, sugerindo que seu aumento se da de forma
precoce tanto clinica quanto histologicamente. E possivel que ela esteja
envolvida com a evolucdo dos quadros clinico e histolégico observados nesses
orgaos. O blogueio dessa via em estudo futuro poderia modular o perfil
inflamato6rio para uma resposta mais especifica e direcionada, sendo um
auxiliar ao tratamento parasiticida.

As expressbes proteicas de MAP4K4 e TNFa parecem ocorrer de forma
especifica e localizada na LVC, sendo o0 seu aumento apenas em areas com
reagdo granulomatosa;

A expresséo génica de CXCL-8 manteve-se relativamente constante em ambos
0s 6rgaos e em todos os momentos da infeccdo e grupos analisados, sugerindo
gue a entrada de células encontradas nos primeiros estagios da infec¢cdo, como
neutrofilos, também se manteve constante;

A expressao génica de CCL-2 n&o se alterou no figado entre os diferentes
grupos analisados, sugerindo que pode haver um mecanismo de regulacao
hepatica para entrada de células inflamatérias circulantes neste 6rgao.

O aumento da desorganizacao do baco foi acompanhado de maior expresséo
génica de CCL-2 e de MAP4K4 sugerindo que no baco a resposta inflamatoria
pode ser mais tardia do que no figado e que se associa a um dano tecidual

mais intenso;
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A nao observancia de diferencas, em figado e baco, entre os diferentes grupos
estudados para a expressao de IFNy e IL-10, sugere que possa haver um
balanco entre perfis TH1 e TH2 e que aparentemente essas citocinas nao estao
relacionadas com a expressao da MAP4K4;

Parece existir um mecanismo de regulacdo da MAP4K4 no figado que se
encontrou diminuida em animais com alto escore clinico quando comparado a
animais de baixo escore;

TNFa esteve aumentada no figado de animais com bago DAC e no bago de
animais com moderado escore clinico. Essa diferenca nos sugere que esses
orgaos tém respostas e evolucdes diferenciadas durante a infecgao;

MAP4K4 encontra-se elevada ja nos primeiros estagios clinicos da doenca no
figado enquanto que no bago encontra-se elevada em animais sem
desorganizacao esplénica, sugerindo que seu aumento se da de forma precoce
tanto clinica quanto histologicamente.

MAP4K4 foi identificada como uma nova via de sinalizacdo que atua na

resposta inflamatoério em baco e figado durante a leishmaniose visceral canina.
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Figura Suplementar 01: Representacdo grafica da quantidade de células por granuloma e de
granulomas por milimetros quadrados no figado de animais naturalmente infectados com
Leishmania infantum. A. Quantidade de células por granuloma separados pela carga parasitaria do
figado. B. Quantidade de granulomas por milimetros quadrados separados pela carga parasitaria do
figado. Teste Mann-Whitney para 2 grupos.
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Figura Suplementar 02: Niveis séricos das transaminases separados pela carga parasitaria do
figado: U/L: Unidades por litro; Valores de referéncia: ALT: 18 — 86; FA: 12 — 121; GGT: 2,0 - 10. A.
Alanina Aminotransferase (ALT); B. Fosfatase Alcalina (FA); C. Gama Glutamil Aminotransferase
(GGT). Teste Mann-Whitney para 2 grupos.
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Figura Suplementar 03: Representacéo gréfica do percentual de area marcada para laminina e
fibronectina separados pela carga parasitaria de seu respectivo 6rgao. A. Percentual de area de
deposicao de laminina em figado, B. Percentual de area de deposi¢éo de fibronectina em figado. C.
Percentual de area de deposicao de laminina em baco. D. Percentual de area de deposi¢édo de laminina
em baco. Média da area marcada de 5 campos diferentes de cada animal. Teste Mann-Whitney para 2
grupos.
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Figura Suplementar 04: Representacado grafica do percentual de area marcada para TNFa em
figado e bago. A. Percentual de area marcada para TNFa em figado. B. Percentual de 4rea marcada
para TNFo em bago. Média do percentual de area marcada de 5 campos diferentes de cada animal.
Teste Mann-Whitney para 2 grupos.
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Figura Suplementar 05: Representacao gréfica do percentual de &rea marcada para MAP4K4 em
figado de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum. Percentual de area marcada
para MAP4K4 separados pela carga parasitaria em figado. Teste Mann-Whitney para 2 grupos.

104



A CCL-2 Figado B IFNy Figado

o 409 p=0,3275 40+ p=0,5182
= 5 I
- =
= =
= 30+ s 30
= "
£ £
2 204 £ 201
- b
(7]
g 104 E 104
g o :
n 1 L] w u T
N & s &
C CXCL-8 Figade D TNFa Figado
5 10007 p=09402 o 25 P=0.1168
= 5 -
S 800 T 20-
= =
E 600- E15-
2 g Yo
© 400+ g 10+ »
ﬁ |E . ]
S 200 S 51 Ei‘ﬁ
= =
& &
04 0 .
@ & )
F ¥ \"dé ®
E a0 i
IL-10 Figado F MAP4K4 Figado
200 - =0 2452
p=y, .
é —— P 150 e D=0,5431
= =
H 150 N ®le
E '-'_Eﬂ 100 ::
g 100 g ITH
= 3
. ‘B 504 es e
g so g N
£ Sndo  eiihs 2 1t
I} w ——
U 1 D T T
& ® & ©
F & 4 *®

Figura suplementar 06: Expresséo génica normalizada de CCL-2, IFNy, CXCL-8, TNFa, IL-10 e
MAP4K4 no figado de cades naturalmente infectados com Leishmania infantum. Analise ex-vivo
por gPCR dos niveis de mRNA do figado e bago de cées classificados de acordo com carga parasitaria
do figado. A. expressao normalizada de CCL-2 em figado separados pela carga parasitaria do figado.
B. expresséo normalizada de IFNy em figado separados pela carga parasitaria do figado. C. expresséo
normalizada de CXCL-8 em figado separados pela carga parasitaria do figado. D. expressédo
normalizada de TNFa em figado separados pela carga parasitaria do figado. E. expressao normalizada
de IL-10 em figado separados pela carga parasitaria do figado. F. expressao normalizada de MAP4K4
em figado separados pela carga parasitaria do figado. Valores de expressao normalizados para os
genes constitutivos HPRT e GAPDH. Teste Mann-Whitney para dois grupos.

105



A CCL-2 - Bago B IFNy - Bago

400
i+ P 00779 - B00—
§ E p=0,9332
300 8
E E 4004
2 200 s
2 o
= .|ty = 200
g 100+ g
z g
0 , : wo
\Pdl Qf\-‘? \-dt‘ %\(?
C 5.
CXCL-8 - Bago D TNFe - Bago
300
= p=0 3870 w B00007  p=0 GGEE
= ! =
] -]
E 200- £ 60000-
£ E
= S 40000-
’E 100 ,E
- % 200004
=
& 8
0 w ol
\P& \b‘é’b \,.l'-"* Q;\f?
. IL-10 - Bago F MAP4K4 - Bago
=0,3005
g 20007 P g 10 p=0,3584
= = ——
= =
= o g
N N .
E 20004 E .
2 2 .
[ =1 [ )
*E 1000 "B hd
@ 3 5 e
g s
& 2 %E
n- [i] : ,
a2 oy Y ] o
N & N &

Figura suplementar 07: Expresséo génica normalizada de CCL-2, IFNy, CXCL-8, TNFa, IL-10 e
MAP4K4 no bago de cées naturalmente infectados com Leishmania infantum. Analise ex-vivo por
gPCR dos niveis de mMRNA do figado e baco de cées classificados de acordo com carga parasitaria do
figado. A. expressao normalizada de CCL-2 em bago separados pela carga parasitaria do bago. B.
expressdo normalizada de IFNy em baco separados pela carga parasitaria do baco. C. expressao
normalizada de CXCL-8 em bago separados pela carga parasitaria do baco. D. expressao normalizada
de TNFo em bacgo separados pela carga parasitaria do bago. E. expressdo normalizada de IL-10 em
baco separados pela carga parasitaria do bago. F. expressao normalizada de MAP4K4 em baco
separados pela carga parasitaria do baco. Valores de expressdo normalizados para os genes
constitutivos HPRT e GAPDH. Teste Mann-Whitney para dois grupos.
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11.Anexos

11.1. Relacdo Animais = Org. baco / Escore clinico / Carga Figado-Bago

L. Relagéo carga
# Org. do Bago | Escore Clinico Figado/Baco
Amostra 01 DAC Alto FL/BH
Amostra 02 DBC Baixo FH/BL
Amostra 03 DBC Médio FH/BL
Amostra 04 DBC Médio FL/BL
Amostra 05 DBC Baixo FL/BL
Amostra 06 DBC Baixo FL/BL
Amostra 07 DAC Médio FL/BH
Amostra 08 DAC Alto FL/BH
Amostra 09 DBC Baixo FL/BL
Amostra 10 DBC Médio FL/BL
Amostra 11 OBC Médio FL/BL
Amostra 12 DAC Médio FL/BH
Amostra 13 DBC Alto FH/BL
Amostra 14 DBC Médio FL/BL
Amostra 15 DBC Alto FL/BL
Amostra 16 OoBC Alto FL/BL
Amostra 17 DBC Baixo FL/BL
Amostra 18 OBC Médio FL/BL
Amostra 19 DAC Baixo FH/BH
Amostra 20 DBC Médio FL/BL
Amostra 21 DAC Alto FL/BH
Amostra 22 DBC Baixo FL/BL
Amostra 23 OBC Baixo FL/BL
Amostra 24 OoBC Baixo FL/BL
Amostra 25 OoBC Baixo FH/BL
Amostra 26 OoBC Alto FH/BL
Amostra 27 OoBC Baixo FH/BL
Amostra 28 DAC Médio FH/BH
Amostra 29 OoBC Alto FH/BL
Amostra 30 DBC Baixo FL/BL
Amostra 31 DBC Alto FH/BL
Amostra 32 DBC Médio FL/BL
Amostra 33 DAC Alto FL/BH
Amostra 34 DBC Médio FL/BL
Amostra 35 DBC Médio FL/BL
Amostra 36 OoBC Baixo FL/BL
Amostra 37 DAC Alto FL/BH
Amostra 38 DBC Alto FH/BL
Amostra 39 DBC Médio FH/BL
Amostra 40 DBC Alto FL/BL
Amostra 41 DBC Alto FL/BL

OBC  Organizado e Baixa Carga
DBC  Desorganizado e Baixa Carga
DAC Desorganizado e Alta Carga
FL Figado Low

FH Figado High

BL Baco Low

BH Bago High
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11.2. Licenca CEUA

Ministério da Salde

Fundagio Oswaldo Cruz

Insttuto Oswaldo Cruz

ComissBo de Btica no Uso de Animais - CEUA/IOC

LICENCA L-026/2018

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-019/2018), intitulado “Verificagdo da infiuéncia
da exaustao celular e do remodelamento da matriz extracelular esplénica na falha do controle da carga
parasitaria em cies naturalmente infectados com Leishmania infantum ™, sob a responsabilidade de
Fernanda Nazaré Morgado atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispbe sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia das Leis e demais
exigéncias legais na vasta legislagao nacional.

Esta licenga tem validade de até 30/07/2022 e inclui o uso total de:

Céao domeéstico (Cannis familians), - 15 de animais.

Observagdo: Esta licenga ndo substitui outras licengas necessarias, como Certificado de
Qualidade em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certificade do IBAMA
para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 14 de agosto de 2018.

IC:Z(,C'::\A.T O Ak s (i

{

Cecilia Jacques Gongalves de Almeida
Coordenadora da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundagao Oswaldo Cruz

Flooruz - Fundagao Cswaico Cruz0C-Instituto Oswaldo Cruz
Panilhac Arthur Netva - moculos de expansd) ~ 53 06
Av. Brasll 4355 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RS - Brasil
CEP: 21040-380 Tel: {21) 25621066

108



11.3. Declaracdo CEUA

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz =
Comissdo de Etica

Vice-presidéncia de Paesquisa e no Uso de Animais

Laborstérios de Referdncia

Rio de Janeiro, October 24, 2014,

Dear Murs,

Nazare Fernanda Morgado

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

not need to be submitted for this Committee, according 1o Brazilian's Law 11794/08.

— g ——

2 T i e Y

Octavio Augusl; Franga Presgrave

Coordinator : W
oo F.
=

Ci
8

Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratdrios de Referéncia - Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil 4036 — Prédio da Expansao - sala 200 — Manguinhos — Rio de Janewo { RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceva@focruz.br
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11.4. Certiddo — Cadastro n°® AFB4BD9

Ministerio do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAOQ DO PATRIMOMIO GEMETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certiddo
Cadastro n? AFB4BD9

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n® B.772/2016, que o cadastro de acesso ao patimdnio
genético ou conhecimento tradicicnal associado, abaixo identificado e resumide, no Sistema Macional de Gestdo
do Patiménio Genético & do Conhecimento Tradicional Associado foi submetide ao procedimento administrative
de verificagdo & ndo foi objetc de requermentos admitidos de wverificagdo de indicios de irregularidades ow, casoc
tenha sido. o requermento de verificagio ndo foi acatado pele CGen.

MNimero do cadastro: AFB4BD9

Usuario: Fiocruz

CPFICNP.J: 33.781.055/0001-35
Objetn do Acesso: Patrimanic Genético

Finalidade do Acessa:

Pesquisa Cientifica I:I Bioprospecgio I:I Desenvolvimento Tecnolégico

Espécie
Leishmania infantum
Canis lupus

Titwlo da Atividade: Estudo imunopatolégico do bago de cies naturalmente infectados com
Leishmania infantum. Havera correlagio entre a exaustio celular, o
remodelamento da matriz extracelular esplénica e a falha no controle da
carga parasitaria?

Equipe

Fernanda Mazaré Morgado Fiocruz
Aurea Virginia Andrade da Silva Fiocruz
Amanda dos Santos Cavalcanti Fiocruz
Luisa Helena Monteiro de Miranda Fiocruz
Renato Porrozzi de Almeida Fiocruz
Mathalia Antonucci Fonseca Fiocruz
Rodrigo Caldas Menezes Fiocruz
Elisa Cupolillo Fiocruz
Fabiano Borges Figueiredo Fiocruz
Leonardo Lima Leal Fiocruz
PAULA ALVES RIBEIRD Fiocruz
Elaine Cristina Silveira dos Santes Gomes Fiocruz
Tamara de Lima Reis Fiocruz
Luiza Diveira Pereira Fiocruz
LUCAS DE FARIAS SANTAANNA Fiocruz
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