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Vieira, J. F. P. Resumo

A Leishmaniose Visceral zoondtica ¢ um problema de satde publica global com uma expansao
crescente em varias regioes do mundo. O cdo, como principal reservatorio doméstico do parasito,
apresenta-se como um dos fatores que favorecem a expansdo da doenga em humanos. Dois dos
principais orgaos afetados pela leishmaniose visceral canina (LVC) sdo o bago e o figado, que
apresentam alteragdes estruturais, decorrentes da infeccdo. A célula mais parasitada no contexto da
infec¢do por L. infantum é o macrofago, sendo também a célula mais importante na eliminagao de
formas amastigotas, através da produgdo de oxido nitrico (NO), ou espécies reativas de oxigénio
(ROS). Dessa forma, nosso estudo buscou avaliar a influéncia de determinadas citocinas na
produgdo de mediadores microbicidas por macréfagos do bago, figado e derivados de monocitos
circulantes, assim como, a correlagdo destes fatores imunologicos, com a forma clinica, a carga
parasitaria e a esplenomegalia no contexto da leishmaniose visceral canina (LVC). Nossa estratégia
experimental contou com 27 caes, divididos entre caes ndo infectados (CNI - n=7), cdes infectados
assintomaticos (CA - n=10) e cdes infectados sintomaticos (CS - n=9). Nos cées infectados, foi
avaliada a carga parasitaria por qQPCR e LDU (Leishman donovan units), sendo observada uma
carga parasitaria maior no bago e figado do grupo CS. Foi ainda avaliada a presenga e grau de
esplenomegalia, por ultrassonografia, sendo verificado que caes do grupo CS, apresentam um maior
grau de esplenomegalia, comparativamente a caes do grupo CNI e CA. Para avaliagdo da resposta
imune no baco e figado, foi realizada por citometria de fluxo uma avaliacdo ex vivo destes
compartimentos. Os resultados demonstraram que em ambos os 6rgaos existe uma maior populagao
de linfocitos T CD3" em cdes do grupo CA, comparativamente ao grupo CNI. No figado foi
constatado um menor percentual de linfocitos T CD4" e um maior percentual de linfocitos T CD8”,
no grupo CS, relativamente aos grupos CNI e CA. Ao avaliar a producdo intracelular de IFN-y e
IL-4 nas subpopulagdes de linfocitos T, foi observado que linfocitos T CD4" do bago e figado de
caes do grupo CA demonstraram uma maior capacidade de produgao de IFN-y, em comparagao aos
do grupo CNI e CS. Seguidamente, foram avaliadas por qPCR as expressoes de RNAm de varias
citocinas associadas com a resisténcia e susceptibilidade e da enzima iNOS em bago e figado, tendo
sido constatada uma maior expressao de IL-12 em ambos os 6rgaos de caes do grupo CA, em relagdo
ao grupo CNI. No compartimento esplénico, foi ainda observado um aumento na expressao de iNOS
no grupo CA, por comparagdo aos grupos CNI e CS e um aumento na expressao de IL-10 nos caes
do grupo CS, em relacdo aos grupos CA e CNI. Ainda nos compartimentos esplénico e hepatico,
foi avaliada a produgcdo de NO e ROS por macrofagos, tendo sido constatada um aumento na
frequéncia de macrofagos produtores de NO em cdes do grupo CA, por comparacdo aos do grupo
CNI. Em relagao a producao de ROS, foi observada uma maior producdo em macroéfagos do grupo
CA, em relagdo ao grupo CNI, em ambos os orgdos. Foram ainda realizadas avaliagdes
imunolégicas in vitro, em sistemas de co-cultivo incluindo macréfagos derivados de mondcitos
circulantes ap6s infeccdo com promastigotas vivos de L. infantum GFP, em cultivo com
subpopulagdes de linfocitos T autdlogos (M + CD4"; M¢ + CD8"; M¢p + CD4" e CDS8"). Partindo
desses co-cultivos foi concluido que macréfagos do grupo CA apresentaram uma maior reducdo da
taxa e intensidade de infec¢do quando em co-cultivo com linfocitos T CD4" e/ou CD8", além disso
foi observada um maior predominio de linfocitos T CD4" produzindo IFN-y em detrimento de
células produtoras de IL-4 nos caes do grupo CA. Além disso, foi constatado qCA apresentaram
um maior percentual de macrofagos produtores de NO quando em co-cultivo com linfocitos T CD4*
e linfocitos T CD4" e CD8", quando comparados ao grupo CS. Foi ainda, examinada a possivel
existéncia de correlagdes entre os parametros avaliados nas diferentes metodologias. Foi assim
observada uma intima correlacdo entre fatores, tais como, a expressao de IL-12, o percentual de
linfocitos T CD4" produtores de IFN-y e o percentual de macrofagos produtores de NO que estdo
associados a resisténcia. Por outro lado, fatores tais como a expressdo esplénica de IL-10, a
esplenomegalia e o parasitismo, sdo fatores intimamente associados a susceptibilidade perante a
infec¢do por L. infantum. Estes resultados contribuem para o entendimento da imunopatologia da
LVC e permitiram identificar marcadores de resisténcia e susceptibilidade, num contexto clinico e
no desenvolvimento de novas formas de diagndstico e vacinas.
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Vieira, J. F. P. Abstract

Visceral Leishmaniasis is a global health issue expanding through various regions of the world. As
the main domestic reservoir of Leishmania.infantum, infected dogs present as a decisive factor in
disease transmission to humans. Liver and spleen, two of the most affected organs by canine visceral
leishmaniasis (CVL), often present with architectural alterations, caused by infection. The most
parasitized cell by L. infantum is the macrophage, which is also key in the elimination of amastigote
forms, achieved by nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production. Thus, this
study evaluated how the expression of certain cytokines influence NO and ROS production by
splenic, hepatic and monocyte derived macrophages and the correlation between these
immunological factors, with clinical status, parasite load and splenomegaly in CVL. Our
experimental strategy included 27 dogs, divided between non-infected (NID n=7), infected
asymptomatic (AD n=10) and infected symptomatic (SD n=9). In infected dogs, parasite load was
evaluated using qPCR and LDU (Leishman donovan units) and a higher parasite load was observed
in the splenic and hepatic compartments of SD. Splenomegaly was also assessed using
ultrasonographic methods, with SD presenting with more severe splenomegaly compared with NID
and AD. Splenic and hepatic immune response was also evaluated using ex vivo techniques. Results
have shown a higher percentage of CD3" lymphocytes in AD, compared with NID in both organs.
In the hepatic compartment a lower frequency of T CD4" lymphocytes and a higher percentage of
T CDS8" lymphocytes was observed in SD, compared with NID and AD. Subsequently, IFN-y and
IL-4 intracellular production by these subsets of T lymphocytes was evaluated and a higher
frequency of T CD4" lymphocytes producing IFN-y was observed in AD, compared with NID and
SD in both splenic and hepatic compartments. Furthermore, mRNA expression of cytokines
associated with resistance or susceptibility to LVC and iNOS was assayed, by qPCR and it was
concluded that IL-12 expression in both organs was higher in AD, compared with NID. Specifically
to the splenic compartment, a higher level of iNOS was observed in AD dogs, compared with NID
and SD. Additionally, SD dogs presented with higher expression. of IL-10, relative to NID and AD.
Finalizing the ex vivo assessments, NO and ROS production by splenic and hepatic macrophages
was evaluated. In both organs, a higher frequency of NO producing macrophages was observed in
AD, compared with NID and SD. Moreover, AD macrophages from both organs presented with
higher ROS production ability, compared with NID. To complement this work, in vitro
immunological evaluations were also performed, using co-culture systems of L. infantum infected
monocyte derived macrophages in culture with autologous T lymphocyte subsets (M¢ + CD4"; M
+ CD8"; M¢ + CD4" and CD8"). From these co-cultures it was concluded that macrophages from
AD group, presented with steeper drops in infection rate and intensity when cultured with CD4"
and/or CD8" T lymphocytes. A higher percentage of CD4" T lymphocytes producing IFN-y in AD
dogs was also observed. Morever, in M¢ + CD4" and M¢ + CD4" and CD8", a higher frequency of
NO producing macrophages was observed in AD, compared with SD. Finally, through correlation
analysis, possible interconnections between the evaluated variables were assessed. Parameters, such
as, IL-12 expression, frequency of CD4" T lymphocytes producing IFN-y and frequency of NO
producing macrophages were intimately connected and associated with resistance. On the other
hand, splenic expression of IL-10, splenomegaly and high parasitism were highly associated and
related to susceptibility against L. infantum infection.
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UM - micromolar

uL — microlitro

A/G — Albumina / Globulina

AF647 — Alexa Fluor 647

ALT — Alanina aminotransferase

ASL - Antigeno soluvel de L. infantum

AST — Aspartato aminotransferase

APC — Aloficocianina

APC — Células apresentadoras de antigeno

BSA — Albumina de soro bovino

°C — Celsius

CA — Caes assintomaticos

CCA - Centro de Ciéncia Animal

CCL2 - Proteina quimiotatica de mondcitos 1

CCZ — Centro de Controle de Zoonoses

cDNA — DNA complementar

CETDVL - Canil de Experimentagdo em Testes de Drogas e Vacinas para Leishmaniose
CETEA - Comité de ética para o uso de animais de laboratorio

CDI11b" - Marcador de superficie celular da subpopulagdo de mondcitos/macrofagos
CD14" - Marcador de superficie celular da subpopulagdo de mondcitos
CD3" - Marcador de superficie celular da subpopulagdo de linfocitos T totais
CD4" - Marcador de superficie celular da subpopulagdo de linfocitos T auxiliares
CD8" - Marcador de superficie celular da subpopulagdo de linfocitos T
citotoxicos/supressores

CNI — Caes ndo infectados

CO> — Dio6xido de carbono

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

CS — Caes sintomaticos

CROR - CellRox orange reagent

Ct - Cycle threshold (limiar da fase exponencial)

CTAB - Brometo de Cetiltrimetilaménio

CTLA-4 - Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

DHS82 — Dog histiocytosis 82
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Lista de Abreviaturas e Siglas

dL — decilitro

DAF2-DA - 4°5’-Diaminofluoresceina diacetato
DCFH-DA - 2’7’-diclorofluoresceina diacetato
DEPC - Dietilpirocarbonato

DNA - Acido desoxirribonucléico

EPI — Equipamento de protecdo individual
EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay
FITC - Isotiocianato de fluoresceina

FL1 — Canal de fluorescéncia 1

FL2 — Canal de fluorescéncia 2

FL4 — Canal de fluorescéncia 4

FSC - Forward Scatter (Tamanho)

g — Grama

G - Constante gravitacional

Gama GT — Glutamil transferase

GAPDH - Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
GFP — Green fluorescent protein

H»0; — Perdxido de hidrogénio

IMF — Intensidade média de fluorescéncia
IFN-y - Interferon gama

IL-2 — Interleucina 2

IL-10 — Interleucina 10

IL-12 — Interleucina 12

IL-4 — Interleucina 4

iNOS - Oxido nitrico sintase induzida

IP-10 - Interferon-inducible protein 10

IRF-5 - Fator regulatorio de interferon 5

L - Litro

LAG-3 - Lymphocyte-activation gene 3

LBMPL - Vacina composta por antigenos de L. braziliensis associada ao adjuvante

monofosforil lipideo A

LDU — Leishman donovan units



Vieira, J. F. P. Lista de Abreviaturas e Siglas

LC - Leishmaniose cutanea

LCM — Leishmaniose cutdneo-mucosa

LIT - Liver Infusion Triptose (meio de cultura)

LV — Leishmaniose visceral

LVC — Leishmaniose visceral canina

LVH — Leishmaniose visceral humana

LPS — Lipopolissacarideo

M — Molar

M¢ — Macroéfago

M-CSF - Fator estimulador de colonias de macrdofagos
MAP — Macroéfagos com alto parasitismo

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
MBP — Macréfagos com baixo parasitismo

mg — miligrama

mL — mililitro

mM - milimolar

MnCl; — Cloreto de magnésio

MNP — Macro6fagos ndo parasitados

MOPS - 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid

MS - Ministério da Saude

NaCl — Cloreto de sodio
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1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

O conjunto de doengas denominado de leishmanioses ¢ causado por parasitos da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (Ross, 1903). Podem ser
infectados por estes parasitos um vasto numero de animais incluindo os domésticos, os
silvestres € o homem (Desjeux, 2004).

Em relagdo aos aspectos clinicos da doenca, apesar de varias propostas terem sido
apresentadas, sdo reconhecidas oficialmente pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) trés
formas distintas de leishmaniose: leishmaniose cutinea (LC), leishmaniose mucocutanea
(LCM) e leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2017). Dessas, a LV ¢ considerada a mais grave,
caracterizada por febre, perda de peso e hepatoesplenomegalia, sendo uma doenca fatal em 95%
dos casos nao tratados (Alvar et al. 2012, WHO, 2017).

Estima-se que aproximadamente 400 mil novos casos de LV surjam anualmente,
resultando na morte de 20 a 40 mil pessoas/ano. Ainda assim, devido ao extremo
subdesenvolvimento dos paises mais afetados pela doenca € provavel que estes valores estejam
subestimados, em consequéncia de graves limitagcdes nos sistemas de notificacdo (Alvar et al.
2012; WHO, 2017). No caso especifico do Brasil, a média da incidéncia anual de LV entre 2000
a 2013 atingiu 3.454 casos reportados, representando cerca de 90% dos casos registados no
continente americano. Neste periodo, a letalidade da doenga apresentou uma tendéncia
ascendente, de 3,2%, para 7,1% ( Alvar et al. 2012, MS, 2015).

Os vetores responsaveis pela transmissdo do parasito para o hospedeiro vertebrado sao
fémeas de insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Dois
géneros, em especifico, sdo responsaveis pela transmissdo da doenca: o género Lutzomyia,
encontrado no “Novo Mundo” (América Central e América do Sul) e o género Phlebotomus,
caracteristico do “Velho Mundo” (Africa, Asia e Europa) (Adler & Theodor, 1931; Cunha &
Chagas, 1937). Dentro do género Lutzomyia, a espécie Lutzomyia longipalpis € a principal
responsavel pela transmissdo de L. infantum, causadora da LV na América do Sul (Sacks &
Kamhawi, 2001; Lainson & Rangel, 2005).

Em relagdo a transmissao do parasito, ocorre inicialmente a dilaceragao da pele do
hospedeiro pelo inseto vetor, formando uma poga subcutanea de sangue, onde sao depositadas
as formas promastigotas metaciclicas do parasito. Essas formas parasitarias invadem as células
alvo, os macréfagos, no interior dos quais se transformam em formas amastigotas que sio
replicativas e nao flageladas. Esta replicacdo culmina, eventualmente, na rotura do macréfago
e na liberagdo das formas amastigotas que parasitam outros macrofagos (Handman, 2001; Nieto

etal. 2011).
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1.2 Leishmaniose visceral canina e sua importancia no contexto epidemiolégico

O papel do cao no ciclo epidemiolédgico da LV ja vem sendo estudado desde o inicio do
século XX, tendo sido teorizada a sua participacdo como reservatorio por Nicolle & Comte
(1908) na Tunisia, apds observarem a presenga de formas amastigotas do parasito na medula
ossea e pele destes animais. Ja no Brasil, Chagas et al. (1936) foram pioneiros no estudo
epidemiologico da leishmaniose visceral canina (LVC), tendo encontrado na regido de Abaeté,
no estado do Pard, uma incidéncia de 4,9%. Deane et al. (1955), num estudo epidemioldgico
realizado por todo o estado do Cearé reforgaram o papel de canideos silvestres, como as raposas
(Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus) e dos caes domésticos (Canis familiares), na propagacao
da doenca ao agirem como reservatorios em areas de grande prevaléncia.

A espécie L. infantum ¢é a inica capaz de causar LVC, tanto no Velho Mundo, quanto
no Novo Mundo. A teoria mais aceita sobre a sua inser¢ao no continente americano implica o
transporte de caes infectados nos barcos de colonizadores vindos da Europa (Momen et al. 1993,
Tuon et al. 2008).

O c@o ¢ considerado, desde a década de 50, o principal reservatério doméstico de
Leishmania infantum. Isto se deve ao fato de cumprir condi¢des essenciais, tais como, a alta
susceptibilidade a infec¢do, o tropismo ou atratividade alimentar pelo vetor, um intenso
parasitismo cutineo e o convivio proximo com o homem. A sua importancia como reservatorio
e o fato de ser extremamente popular como animal de estimag@o a uma escala global, contribui
para que a LV zoondtica seja uma das mais importantes zoonoses no mundo (Gramiccia &
Gradoni, 2005, Esch & Petersen, 2013).

Os dados mais atuais sobre a LVC indicam que esta ¢ endémica em mais de 70 paises,
sendo estimado que pelo menos 2,5 milhdes de caes estejam infectados por L. infantum somente
no sudoeste europeu. Ja no continente americano, o numero de casos caninos da doenca ¢
estimado em milhdes, com maior prevaléncia na Venezuela e no Brasil (Baneth et al. 2008,
Solano-Gallego et al. 2009, 2011, Gradoni, 2015).

A LVC, tal como a LV humana, ¢ uma doenga heterogénea, clinicamente multifacetada
e com altas taxas de prevaléncia, podendo afetar grande parte da populacdo canina de uma
determinada area endémica, mesmo que apenas uma pequena parcela desses cades apresente
sinais clinicos caracteristicos da doenga (Coura-Vital et al. 2013a).

Os estudos clinicos realizados até o momento ndo demonstraram nenhuma predisposi¢ao
racial para a doenca canina, com exce¢do da raca /bizan hound que parece apresentar uma
resposta imune protetora perante a infec¢ao por L. infantum (Solano-Gallego et al., 2000, 2009).

Além de fatores relacionados a raga, outras particularidades parecem favorecer a resisténcia ou
3
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susceptibilidade a doenga. Nomeadamente, cdes com acesso mais frequente ao exterior das
habitacdes e cdes com idades inferiores a 3 anos e entre 8 e 10 anos apresentam maior
prevaléncia que os restantes (Blavier et al. 2001; Cardoso et al. 2004; Solano-Gallego et al.
2009; Paltrinieri et al. 2010; Coura-Vital et al. 2013a). Acredita-se que os animais que
apresentam estas caracteristicas apresentam uma maior probabilidade de serem reservatorios de
L. infantum, por se encontrarem mais sujeitos ao repasto sanguineo do inseto vetor (Dantas-

Torres et al. 2006, Coura-Vital et al. 2013b).

1.3 Leishmaniose visceral canina: aspectos clinicos e laboratoriais

A LVC ¢ uma doenga sistémica, cronica e severa que ¢ frequentemente fatal, uma vez
que ndo existe um protocolo terapéutico que conduza a uma cura parasitoldgica completa, com
remissao total dos sinais clinicos e sem recidivas da doenca a longo prazo (Yasur-Landau et al.
2016, Noli & Auxilia, 2005; Baneth & Shaw, 2002; Slappendel & Teske, 1997). E importante
salientar, que ¢ proibido no Brasil o tratamento de caes com medicamentos de uso humano ou
ndo registrados no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), de acordo
com portaria interministerial do Ministério da Saude (n°® 1.426 de 11 de julho de 2008). Até
recentemente, nenhum farmaco se encontrava registrado junto ao MAPA, no entanto, a nota
técnica n°11 de 2016 do MAPA veio permitir a utilizagdo do farmaco miltefosina (Milteforan,
Virbac Satde Animal®) para o tratamento de cies com LVC por médicos veterinarios privados,
ndo fazendo ainda parte dos programas de saude publica.

Os aspetos clinicos da LVC apresentam grandes variagcdes como consequéncia dos
varios mecanismos patogénicos envolvidos no decorrer da doencga, da multiplicidade de 6rgaos
afetados e do espectro de possiveis respostas imunes desencadeadas nos diferentes animais
(Baneth et al. 2008; Reis et al. 2009, Solano-Gallego et al. 2009). Em alguns caes, sinais clinicos
graves da doenga surgem logo apos a infec¢ao, porém, outros animais permanecem infectados
por um longo periodo, sendo capazes de evitar o aparecimento de sinais clinicos. Entre os
principais sinais e sintomas clinicos sugestivos de LVC podemos observar: lesdes cutaneas
(alopecia, dermatite seca, esfoliativa, ulcerativa, nodular, proliferativa ou papular simétrica),
linfadenopatia local ou generalizada, perda de peso, apatia, claudicacao, lesdes oculares (uveite
anterior, queratoconjuntivite e blefarite), vOmito, anemia, febre, epistaxes e onicogrifose
(Ciaramella et al. 1997; Koutinas et al. 1999; Baneth et al. 2008). Dessa forma, Mancianti et al.
(1988) perante esta heterogeneidade de manifestacdes clinicas, propuseram classificar a doenca
em trés grupos distintos, de acordo com a severidade do estado clinico em: caes assintomaticos

(CA), sem sinais clinicos caracteristicos da doenga, caes oligossintomaticos (CO), com um

4
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maximo de trés sinais clinicos sugestivos de LVC e caes sintomaticos (CS), com mais de trés
sinais clinicos tipicos de LVC.

Além dos sinais clinicos detectaveis ao exame fisico, caes com LVC tendem a apresentar
uma miriade de alteragcdes nos parametros hematoldgicos, entre as quais, observamos uma
reducdo de hemaécias, hemoglobina e hematocrito, resultando num quadro de anemia
normocitica/normocromica (Reis et al. 2006a). O quadro hematoldgico, agrava-se com o
surgimento de trombocitopenia afetando diretamente os mecanismos de coagulagao.
Adicionalmente, no leucograma, ¢ frequente o aparecimento de leucopenia, em consequéncia
de linfopenia, eosinopenia e monocitopenia. (Reis et al. 2006a,b, 2009, Freitas et al. 2012
Momo et al. 2014). A medula d6ssea é o local onde sdo formados os leucocitos, eritrocitos e
plaquetas, a partir de células hematopoiéticas, sendo também um dos 6rgaos mais parasitados
no contexto da infeccdo por L. infantum (Reis et al., 2006, Rubin & Strayer, 2007). As
alteragdes hematologicas caracteristicas da LVC podem ser acompanhadas de alteragdes ao
nivel destas células hematopoiéticas na medula dssea, tanto nos precursores de leucocitos, como
de eritrocitos (Nicolato et al., 2013). Estas alteragdes incluem uma diminui¢do do niumero de
varias células da série eritroblastica em caes infectados, em comparacao a caes nao infectados,
encontrando uma correlagdo entre estas alteracdes ao nivel da medula d6ssea e alteragdes
existentes ao nivel hematoldgico (Tropia de Abreu et al., 2011, Nicolato et al., 2013). Além
disso foi ainda relatada uma diminui¢ao no nimero de promieldcitos nos caes assintomaticos,
em relacdo aos sintomaticos (Tropia de Abreu et al., 2011).

Quanto as células da série granulocitica, caes infectados, apresentam maior frequéncia de
precursores de neutrofilos, comparativamente a caes ndo infectados, sendo estas alteracdes mais
marcadas em caes que apresentam sinais clinicos caracteristicos de LVC. Ja os precursores de
eosinofilos apresentam o comportamento contrario, sendo mais escassos em caes infetados,
comparativamente a cdes normais. Caes infectados apresentam ainda uma populagdo
linfocitaria medular, superior a de caes nao infectados (Tropia de Abreu et al., 2011, Nicolato
etal., 2013).

Além das alteracdes hematologicas e medulares, os animais infectados podem apresentar
alteragcdes bioquimicas importantes, tais como aumento sérico das enzimas hepaticas, como
aminoalanina transferase (ALT) e aspartato transferase (AST), aumento de ureia e creatinina,
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia com diminui¢do da razdo albumina/globulina (Reis et

al., 2006a,b, Tropia de abreu et al., 2011, Freitas et al., 2012).
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1.4 Imunopatologia das alteracdoes hepatoesplénicas na leishmaniose visceral

1.4.1 Imunopatologia no bago

O baco ¢ o principal 6rgao linfoide secundério, sendo que, no contexto de infecg¢do por L,
infantum, este Orgdo sofre dramaticas alteragdes estruturais, mais frequentes em animais
susceptiveis (Lima et al., 2014, Cavalcanti et al., 2015). As células macrofagicas esplénicas
apresentam uma localizacdo otimizada para a remoc¢ao de qualquer agente patogé€nico que
trafegue por este 6rgdo através da corrente sanguinea (Mebius & Kraal, 2005). Essas células
sd0 as mais parasitadas por amastigotas de L. infantum no compartimento esplénico,
representando cerca de 90% de todas as células infectadas (Gorak et al., 1998). Ao contrario
das células de Kupffer no figado, os macréfagos esplénicos apresentam uma marcada
capacidade inata para a eliminacdo de formas parasitarias de L. infantum, sendo estimado que
cerca de 70% do in6culo inicial é eliminado pelos macréfagos da zona marginal no espago
temporal de 24h (Gorak et al., 1998). Assim, poucas horas ap6s o indculo ja € possivel verificar
uma resposta inicial no compartimento esplénico, com o aparecimento de células dendriticas
maduras nas folhas linfoides periarteriolares, capazes de produzir [L-12 e ativar os linfocitos T
para o estabelecimento de uma resposta imune protetora (Engwerda et al., 1998; Gorak et al.,
1998). Curiosamente, estas células dendriticas ndo apresentam em seu interior parasitos viaveis,
supondo-se que apenas foram expostas a antigenos parasitarios, mas ndo infectadas por
parasitos vivos. A forma como estes antigenos sao adquiridos ndo ¢ clara, no entanto, evidéncias
demonstram que as células dendriticas sdo capazes de fagocitar detritos parasitirios ou
macrofagos contendo parasitos digeridos (de Trez et al., 2004).

Quanto aos linfocitos T, a ativagdo do subtipo CD4" pode ser detectada logo no primeiro
dia apds a infecgdo, sendo que a quantidade de células T CD4" parasito-especificas presentes
no baco aumenta exponencialmente durante as primeiras semanas, contribuindo para o
aparecimento de esplenomegalia (Polley et al., 2005). A ativagdo destas células se da pela acao
da citocina IL-12, que conduz a translocagdo de STAT-4 para o nucleo, resultando na indugao
do fator de transcri¢do T-bet e aumento da expressdao do receptor de IL-12 (Zhu et al., 2010).
Este fator de transcricdo induz a produgdo de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y que,
através de sinalizacdo autocrina, ativa STAT-1 em células fagocitarias aumentando o potencial
macrofagico para a producdo de NO e ROS neste compartimento (Usui et al., 2006, Zhu et al.,
2010, Rodrigues et al., 2016).

Quanto a subpopulagdo de linfocitos T CD8" na LV, existe pouco conhecimento na

literatura sobre estas células em comparagdo aos linfocitos T CD4". Sabe-se no entanto, que
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linfocitos T CD8, tal como os linfocitos T CD4", sofrem uma grande expansio ap0s a infecgao,
podendo apresentar um niimero 10 vezes superior apés dois meses de infec¢ao (Polley et al.,
2005, Rodrigues et al., 2016). Os linfocitos T CD8", também sdo capazes de responder a IL-12
€ a outras citocinas pro-inflamatorias, aumentando a expressao do fator de transcrigdo T-bet e
eomesodermina, além de serem capazes de promover a expressdo de citocinas pro-
inflamatoérias, como TNF-a e IFN-y e a producdo de moléculas citotoxicas como granzima b e
perforinas (Takemoto et al., 2006, Kaech & Cul, 2012). A produgdo dessas citocinas por
linfocitos T CD8", com consequente ativagdo de macrofagos esplénicos, é apontado como o
principal mecanismo desempenhado por estas células na destruicdo de formas amastigotas de
L. infantum neste sitio (Tsagozis et al., 2005).

Em camundongos, ap6és um periodo inicial de eliminacdo intensa de parasitos por
macrofagos esplénicos, a carga parasitdria se mantém estavel durante as duas semanas
seguintes, sugerindo um equilibrio entre a replicagdo e a eliminacao dos parasitos. Embora seja
capaz de controlar a infecgdo, a resposta imune nao consegue ser totalmente eficaz, visto que
ndo ¢ capaz de erradicar as formas parasitarias. Na verdade, apos as duas semanas de
estabilidade, a carga parasitaria esplénica inicia uma trajetoria ascendente ligeira, sinalizando
o inicio da fase cronica (Engwerda et al., 2004).

O estabelecimento da fase cronica da LV depende de citocinas imunorreguladoras, dentro
das quais a IL-10 se destaca. Camundongos knock out para o receptor de IL-10, ou nos quais a
sua sinalizag@o foi bloqueada, sdo altamente resistentes a infec¢do por L. donovani (Murray et
al., 2002, 2003). Ensaios in vitro demonstraram que a neutralizacdo de IL-10 aumenta a
produgdo de IFN-y em células esplénicas na LV humana e experimental (Murphy et al., 2001,
Murray et al., 2003, Nylen & Sacks, 2007 Gautam et al., 2011). Apesar disso, a expressao dessa
citocina por células imunomoduladoras ¢ um fendmeno multifacetado que assegura um controle
sobre uma resposta pro-inflamatdria exagerada, capaz de causar danos teciduais graves (Saraiva
& O’Garra, 2010).

Mais recentemente, foi demonstrado que infec¢des cronicas, no geral, se caracterizam por
uma disfun¢do das células T, conhecida como exaustdo, que estd intimamente ligada a um
aumento da expressao de receptores de inibigdo, tais como, PD-1, CTLA-4 e LAG-3 (Jin et al.,
2010, 2011).

Essa disfuncdo prejudica uma resposta imune bem-sucedida devido a perda de
determinadas fung¢des, tais como citotoxicidade, produgdo de IL-2 e proliferag¢do celular numa
fase mais inicial da doenca, culminando em uma fase mais avancada, na inabilidade de

producao de TNF-a, I[FN-y e desgranulagdo. No caso da LV, esta disfuncao das células T resulta
7
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num aumento da carga parasitaria (Wherry, 2011, Esch et al., 2013, Schietinger & Greenberg,
2014).

Em camundongos experimentalmente infectados com L. donovani, linfocitos T CD8"
esplénicos exibem sinais iniciais de exaustao na terceira semana pds-infec¢do e uma disfungao
mais severa na quarta semana, com diminui¢do da produgdo de IFN-y, TNF-a, IL-2 e granzima
B e aumento da expressdao de PD-1 (Joshi et al., 2009). Indicios de exaustao desses linfocitos
também foram confirmados em pacientes com LV, que exibiram disfun¢do funcional com
aumento na expressao de PD-1 e CTLA-4 (Esch et al., 2013).

Ao contrario do recente conhecimento sobre a exaustdo em células T CD8", o mesmo
fendmeno em linfocitos T CD4" é menos compreendido. E sabido que na LVC a exaustdo de
células T CD4" é menos severa do que nas células CD8" e aparece apenas em fases clinicas
mais avancadas da doencga (Esch et al., 2013).

Na infec¢ao canina, tal como em modelo experimental murino, o bago ¢ um dos principais
orgaos afetados pela doenca, sendo verificada a existéncia de uma elevada carga parasitaria,
tornando este 6rgao de fundamental importancia no estabelecimento de uma resposta imune
adaptativa durante a LVC (Reis et al., 2006a,c, 2014).

Estd bem descrito na literatura que cdes assintomaticos (CA) apresentam uma menor
carga parasitaria esplénica, assim como um maior percentual de linfocitos B, em comparacao
com caes sintomaticos (CS) (Reis et al., 2006a). Em cultura estimulada com antigeno de
Leishmania, esplenocitos de CA, apresentam uma resposta linfoproliferativa mais eficiente e
expressaram MHC-II de forma mais intensa do que CS (Reis et al., 2014).

Um estudo desenvolvido para investigar a resposta imune em esplendcitos de cdes natural
ou experimentalmente infectados por L. infantum, demonstrou um aumento dos niveis de IFN-
v, T-bet, IP-10 e RANTES. Por outro lado, os niveis de IL-4 encontravam-se elevados na fase
inicial da infeccdo experimental, enquanto os niveis de IL-5 foram maiores nas fases mais
tardias da infecgdo (Strauss-Ayali et al., 2007).

Outros estudos tém demonstrado que a LVC ¢ marcada por uma produgdo de citocinas
associadas com a resisténcia e a susceptibilidade, com acimulo predominante de IFN-y e IL-
10, como consequéncia de um aumento da carga parasitaria esplénica e da progressao da doenga
(Lage et al., 2007). Por outro lado, estes autores ndo observaram diferencas na expressdo do
RNAm de citocinas (TNF-a, IL-12, IL-4, IFN-y e IL-10) em esplendcitos de caes naturalmente
infectados por L. infantum, apresentando diferentes formas clinicas da doenga. Além disso, ¢
bem descrito na literatura uma elevada associagcdo entre a carga parasitaria esplénica e a

gravidade das manifestagdes clinicas (Guerra et al., 2009; Reis et al., 2009).
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Em relagdo a histopatologia do bago durante a infec¢ao por L. infantum no co, ¢ possivel
verificar a existéncia de infiltrado inflamatdério na regido capsular, que ¢ mais intenso em
animais sintomaticos em comparagio com os animais assintomaticos. E possivel ainda observar
a existéncia de hipertrofia e hiperplasia na polpa vermelha em todos os grupos clinicos,
caracterizada por um infiltrado inflamatério em que predominam células mononucleares,
maioritariamente plasmocitos (Santana et al., 2008).

Assim, considerando a ocorréncia de extensas alteragdes morfologicas e uma grande
atividade imunoldgica em resposta ao parasitismo intenso que afeta o compartimento esplénico,

fica evidenciada a importancia do bago no contexto da LVC (Reis et al., 2009).

1.4.2 Imunopatologia no figado

Em relagdo a reposta imune compartimentalizada no figado, ¢ sabido que, em modelo
murino, a infec¢do apresenta-se como auto-limitante, sendo a sua resolucao dependente do
desenvolvimento de imunidade mediada por linfécitos T e formagao de granulomas (Engwerda
et al. 2004). As células de Kupffer (macréfagos hepaticos) sdo as células mais parasitadas apos
infeccdo de camundongos por L. infantum, apresentando uma limitada capacidade para destruir
as formas parasitarias, sendo observado um aumento rapido da carga parasitaria nas primeiras
semanas da infeccdo (Wilson et al., 1996, Leclercq et al., 1996, Rodrigues et al., 2016).

A restrigao do parasitismo hepatico acontece paralelamente a formacao de estruturas
inflamatérias denominadas granulomas, constituidas por um nucleo central de células de
Kupffer fundidas e parasitadas rodeado por camadas periféricas formadas por linfocitos e outras
células imunes (Mcelrath, 1988, Tafuri et al., 2004). Estas estruturas permitem a concentra¢ao
de c¢lulas inflamatodrias que produzem as citocinas necessarias para ativar de forma eficiente a
atividade microbicida das células de Kupffer (Rodrigues et al., 2016).

Numa fase inicial da formacdo do granuloma hepatico em modelo murino, verifica-se
uma ativagdo precoce de células de Kupffer expostas ao ambiente inflamatdrio, mas nao
diretamente parasitadas, desempenhando um papel crucial na resposta imune inicial, através da
secrecdo de citocinas e quimiocinas capazes de recrutar células, tais como monocitos,
neutrofilos e células NKT (Cervia et al., 1993, Cotterell et al., 1999, Svensson et al., 2005
Beattie et al., 2013). Aproximadamente uma semana ap6s a infecgao, linfocitos T sdo recrutados
para o granuloma, tornando-se a populagao predominante (Mcelrath et al., 1988).

A ativacao de linfocitos T no figado ¢ bastante limitada, sendo que a populagdo que existe
no compartimento hepético tende a ser primada previamente no bago, migrando em seguida
para o figado. Provavelmente, isto deve-se a baixa morte parasitaria no figado nas 24-48h de

9
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infeccdo, o que limita a quantidade de antigeno disponivel para a ativagdo dos linfocitos T
(Cotterell et al., 1999, Engwerda & Kaye, 2000). Apesar disso, ja foi também demonstrado que
linfécitos T podem ser ativados no compartimento hepatico contribuindo para a imunidade
neste 6rgao (Bunn et al., 2014).

Virias citocinas desenvolvem um papel importante na formagdo do granuloma e na
destrui¢do dos parasitos no figado. Entre elas, destaca-se a IL-12, produzida principalmente por
células de Kupffer ativadas, que ¢ capaz de induzir a producao de IFN-y por células linfoides
associadas ao granuloma, maximizando assim a morte parasitaria (Stanley & Engwerda, 2007).
A citocina considerada mais importante para a formagao do granuloma e o controle da infec¢ao
no figado ¢ o TNF-a. Na auséncia desta citocina nao ¢ observada a formacao de granulomas,
levando a um crescimento exponencial do parasitismo nas primeiras semanas, sendo que entre
a 6" e 8 semana da infec¢ao ¢ desenvolvida uma atividade inflamatoria intensa e descontrolada,
levando a morte por necrose hepatica fulminante (Murray et al., 2000). De um modo geral, em
modelo murino, o granuloma hepatico se torna totalmente maduro 2-4 semanas apds a infec¢ao
e com 8 semanas, existe j4 um declinio muito acentuado da carga parasitaria (Murray et al.,
1987, Stanley & Engwerda, 2007).

Em modelo canino foi ainda demonstrado que caes assintomaticos apresentam niveis mais
elevados de TGF-B, IL-10, TNF-a, IFN-y e iNOS no figado, em comparacdo com caes
sintomaticos (Corréa et al., 2007, Maia & Campino, 2012). Foi observado ainda que caes
naturalmente infectados por L. infantum e sintomaticos apresentam uma clara incapacidade na
expressao de quimiocinas e seus receptores no compartimento hepatico, comparativamente aos
animais assintomaticos, resultando assim numa deficiente resposta imune contra a LVC
(Nascimento et al., 2013).

A avaliagdo imunopatologica do compartimento hepatico ¢ extremamente importante
para que se entenda o curso da infec¢do na LVC. Em relacdo a histopatologia, verifica-se a
existéncia de um infiltrado inflamatorio portal e capsular caracterizado por intensa participagao
de células de Kupffer, com a caracteristica presenca de granulomas intralobulares nos diferentes
grupos clinicos. CS demonstram uma carga parasitaria mais elevada e alteragdes inflamatdrias
estruturais mais intensas em comparagao com caes assintomaticos, encontrando-se estes fatores
intimamente relacionados. Além disso, também ¢ observado que estas alteracdes histoldgicas
estao associadas a alteracdes nos parametros bioquimicos relacionados com a fungao hepatica,
principalmente os niveis séricos de globulina (Giunchetti et al., 2008; Reis et al., 2009).

A existéncia de hepatite cronica granulomatosa ja foi documentada em casos de LVC,

tanto na infec¢do natural, como experimental. Esta alteracdo caracteriza-se pelo aparecimento

10



Vieira, J. F. P. Introducao

de um nucleo histiocitico envolvido por uma camada de linfécitos e células plasmaticas,
representando o granuloma imaturo da fase inicial da infeccdo. Esta estrutura caracteriza-se
pelo seu aspecto desarticulado, sem a presenca de células gigantes multinucleadas, nem
formagodes colagenas (Gutierrez et al., 1984, Gonzalez et al., 1988, Rallis et al., 2005). Na LVC
experimental a formacdo de granulomas comega durante as primeiras quatro semanas da
infeccdo, atinge um pico maximo em numero ¢ maturidade ap6s 4 meses, periodo a partir do
qual estas estruturas comecgam a se resolver (Gutierrez et al., 1984). CA apresentam um maior
numero de granulomas do que CS, sendo que o parasitismo decresce a medida que o tamanho

médio dos granulomas aumenta (Melo et al., 2009).

1.5 Leishmaniose visceral: mediadores microbicidas dos macrofagos

O macréfago ndo ¢ apenas a célula alvo para a infec¢do por L. infantum, estando também
na linha da frente na destruicdo das formas amastigotas do parasito (Haidaris & Bonventre,
1981, Liew et al., 1990). Sdo células dotadas de atividade microbicida a qual os parasitos
ativamente tentam escapar. Um dos mediadores microbicidas a disposicao destas células ¢ a
produgdo de 6xido nitrico (NO), molécula extremamente instavel que apresenta uma meia vida
de 3 a 15 segundos, desempenhando um importante papel num grande nimero de fungdes
bioldgicas, incluindo agregacdo plaquetdria, neurotransmissdo e citotoxicidade (Liew et al.,
1990, Fang, 1997, Wink et al., 2011). A produ¢do de NO, como mecanismo efetor do macrofago
¢ conhecida desde a década de oitenta (Hibbs et al., 1988)

A destrui¢ao das formas amastigotas ocorre fundamentalmente através de um aumento na
expressao da enzima 6xido nitrico sintase (iINOS) apds ativagdo do macrofago por citocinas
pro-inflamatdrias, tais como IFN-y e TNF-a. Esta enzima catalisa uma reacao entre L-arginina
e oxigénio molecular com o complexo enzimatico NADPH oxidase e tetrahydrobiopterina
como cofatores, culminando na producao de NO, que por sua vez ¢ capaz de eliminar as formas
amastigotas do parasito (Liew et al., 1990, 1991).

Estudos tem demonstrado que macrofagos peritoneais de camundongos knock out para
iINOS produziram quantidades significativamente inferiores de NO apds estimulagao com LPS
e IFN-y em comparagdo com os camundongos heterozigdticos, manifestando ainda uma
incapacidade de elimina¢do das formas intracelulares de L. major. Isto aconteceu apesar dos
camundongos mutantes terem sido capazes de desenvolver uma resposta Thl intensa,
produzindo mais IFN-y e menos IL-4 do que o outro grupo, comprovando assim a importancia
do NO para a eliminagdo dos parasitos (Wei et al., 1999). A forma amastigota de Leishmania

major apresenta ainda a capacidade de suprimir a ativacdo macrofagica mediada por [FN-y,
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provocando um aumento na atividade das fosfatases macrofagicas (Forget et al., 2001). Além
disso, ¢ capaz de inibir a sintese de NO e indiretamente bloquear o desenvolvimento de células
Thl, através da inibicdo da produgao de IL-12 por macrofagos infectados (Olivier et al. 2005).
Por outro lado, as formas promastigotas de L. infantum apresentam mecanismos Unicos para se
protegerem contra a destruicdo mediada por oxidantes, tais como uma camada glicolipidica de
superficie denominada lipofosfoglicano, moléculas antioxidantes, como superdxido dismutase,
perocidoxinas e tripanotiona (Paramchuk et al., 1997; Levick et al., 1998; Oza et al., 2005).

Foi demonstrado que macrofagos caninos da linhagem DHS82 ativados produzem uma
quantidade menor de NO em comparagdo aos macrdéfagos murinos, no entanto esta producao
de NO esta diretamente relacionada com aumento da capacidade leishmanicida (Pinelli et al.,
2000). Estudos utilizando macrdéfagos derivados de mondcitos circulantes de cdes, que
passaram por quimioterapia bem sucedida, demonstraram que estas células apresentaram uma
maior capacidade leishmanicida, correlacionada com aumento na expressdo da enzima iNOS
(Vouldoukis et al., 1996).

Em relagdo ao modelo canino, ja foi demonstrado que o co-cultivo de macrdéfagos
infectados com linfécitos autdlogos, derivado de caes imunizados com antigeno solivel de L.
infantum (SLA), resultou na morte apoptotica das formas amastigotas intracelulares mediada
por NO (Holzmuller et al., 2005). Adicionalmente, experimentos in vitro demonstraram que
macrofagos de caes infectados com L. infantum e ativados com IFN-y recombinante humano,
apresentaram uma maior expressao de iNOS e foram capazes de controlar o parasitismo (Sisto
et al., 2001). Também ja foi demonstrado que uma maior expressao de iNOS em macrofagos
estad relacionada com menor carga parasitaria na pele, linfonodo e figado de caes naturalmente
infectados com L. infantum (Zafra et al., 2008).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo um grupo de moléculas altamente reativas
capazes de auxiliar na destrui¢do de parasitos intracelulares (Thannickal & Fanburg, 2000;
Wink et al., 2011). Trés importantes oxidantes produzidos por macréfagos foram identificados
como criticos no controle da infec¢ao por Leishmania, tais como o ion superoxido (O2’), o
peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH) que sdao produzidos como parte do
estresse oxidativo de macroéfagos humanos e murinos em resposta a fagocitose (Channon et al.,
1984). Estas moléculas podem ser geradas na mitocondria como produtos da cadeia respiratoria
e também participar em varios processos bioldgicos, tais como biossintese hormonal,
sinalizagdo celular e destruicdo de patogenos intracelulares, induzidos por IFN-y ou receptores
do tipo Toll (Niisse et al., 2011; Roma et al., 2016). Numa primeira fase ocorre uma resposta

oxidativa estimulada pela fagocitose, sendo que numa segunda fase o macréfago quiescente
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pode ser ativado para potencialmente matar o parasito intracelular (Channon et al., 1984).

Ha poucos estudos em relagdo ao papel de ROS na infeccdo in vivo causada por
Leishmania, visto que acredita-se que o NO ¢ a principal molécula efetora responsavel pela
destruicao das formas parasitarias (Green et al., 1990). Estudos in vitro demonstraram um papel
irrelevante de ROS na destruicdo de parasitos infectados com L. major e L. guyanensis,
enquanto que in vivo esta molécula foi capaz de controlar o parasitismo em camundongo apds
infeccdo com L. major (Assreuy et al., 1994; Blos et al., 2003; Sousa-Franco et al., 2006). Ja
na infeccao in vivo de camundongos com L. donovani, a liberagao de ROS foi apenas importante
para o controle de curto prazo da infeccdo (Murray & Nathan, 1999). Parasitos do género
Leishmania sdo capazes de inibir a produ¢do de ROS em macréfagos caninos, sendo que o
aumento de ROS ¢ mais decorrente da inflamag¢do do que da presenca do parasito intracelular
(Paltrinieri et al., 2010).

Além destas duas moléculas que medeiam a atividade microbicida dos macréfagos
contra patdgenos intracelulares, temos ainda o peroxinitrito. Esta molécula, formada pela
interacdo entre os radicais livres NO™ e O2™ (Blough & Zafiriou, 1985), j& demonstrou ser um
agente citotoxico potente a disposi¢do do macréfago na resposta a patdogenos intracelulares
(Linares et al., 2001, Alvarez et al., 2011, Bose et al., 2012).

Apesar da informagdo escassa na literatura sobre a real importancia deste radical livre
para a eliminacdo de formas amastigotas das varias espécies de Leishmania, sabe-se ja que o
peroxinitrito ndo se apresenta como fundamental para a destruicdo de amastigotas de L. major,
no entanto, ele demonstrou ser de importancia critica na elimina¢do de amastigotas de L.
amazonensis in vitro, sendo a sua acao mais eficiente que a do NO (Linares et al., 2001, Horta
etal., 2012, Assreuy et al., 1994).

Considerando a importancia do cdo como reservatorio e modelo experimental, assim
como as grandes alteracdes macro e microscopicas no baco e figado decorrentes do intenso
parasitismo observado nestes 6rgaos na LVC, ¢ importante esclarecer de que forma células
fundamentais na resposta a infec¢des por patdgenos intracelulares, como os macréfagos e
linfocitos T contribuem para o estabelecimento de uma resposta imune associada a resisténcia
e susceptibilidade nestes 6rgdos. O desconhecimento existente sobre qual o papel de citocinas
pré-inflamatérias e imunomoduladoras, assim como da produgdo de ROS e NO por macréfagos
esplénicos e hepaticos, no nivel de parasitismo observado nestes 6rgaos e na severidade clinica
da doenca, tornam premente o desenvolvimento de estudos que avaliem a resposta imune
hepatoesplénica apds infecgcdo natural canina por L. infantum. Além disso, as parcas opgoes

existentes para o tratamento e vacinagdo de cdes infectados, evidenciam a importincia do
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desenvolvimento de novas drogas e vacinas para a prevencao e terapia da doencga. Desta forma,
¢ essencial o desenvolvimento de metodologias in vitro capazes de mimetizar de forma tao
fidedigna e pouco invasiva quanto possivel os efeitos destas intervengdes em caes infectados

por L. infantum, no contexto de ensaios clinicos.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar e correlacionar parametros parasitologicos e imunologicos no bago, figado e em
células derivadas de leucdcitos circulantes, de forma a entender a sua importancia para o
estabelecimento de uma resposta imune associada a uma infec¢do assintomatica ou sintomatica,

em caes naturalmente infectados por Leishmania infantum.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a presenga de alteragdes hematoldgicas e bioquimicas, em caes naturalmente
infectados por Leishmania infantum, assintomaticos ou sintomaticos;

e Avaliar a carga parasitaria, o grau de esplenomegalia, a produ¢do de IFN-y e IL-4 por
linfocitos T CD4" e CD8", a expressdo de citocinas associadas com a resisténcia e
susceptibilidade, a expressdao de iNOS e a produg¢do de NO e ROS por macréfagos no
baco e figado de caes naturalmente infectados por Leishmania infantum, assintomaticos
ou sintomaticos;

e Avaliar a produgdo intracelular de IFN-ye IL-4 em linfocitos T CD4" ¢ CD8", a
produgdo de NO e ROS por macrofagos e qual o impacto destes fatores na taxa de
infeccdo, em contexto de co-cultivo envolvendo macréfagos infectados derivados de
mondcitos e linfocitos T autdlogos de cdes naturalmente infectados por Leishmania
infantums

e Buscar possiveis correlagdes entre os parametros parasitologicos e imunoldgicos
estudados, dentro dos compartimentos hepatico e esplénico, assim como no contexto de
co-cultivo celular de leucocitos circulantes, em cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum;

e Buscar possiveis correlagdes entre as metodologias ex vivo e in vitro, envolvendo os
parametros parasitologicos e imunologicos estudados, em caes naturalmente infectados

por Leishmania infantum.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Delineamento experimental

Nesse trabalho foram utilizados 19 caes naturalmente infectados por L. infantum
provenientes de Governador Valadares (Minas Gerais, Brasil), area endémica para LV e 7 caes
ndo infectados provenientes de matrizes reprodutoras do Centro de Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP). Esses animais foram divididos em trés
grupos: grupo CNI, composto por 7 cdes nao infectados, grupo CA, incluindo 10 caes
assintomaticos e grupo CS, com 9 caes sintomaticos. Os caes dos grupos infectados (CA e CS)
apresentaram resultados sorologicos positivos no teste rapido (DPP®) e imunoenzimético
(ELISA®) ambos produzidos pela Biomanguinhos, Fiocruz/RJ, por outro lado todos os cies do
grupo CNI apresentaram resultado soroldgico negativo em ambos os testes. A infec¢ao foi
confirmada por isolamento de promastigotas de L. infantum em meio de cultura (NNN/LIT) do
aspirado de medula 6ssea e posterior realizacdo de PCR RFLP para confirmagao da espécie.
Para avaliacdo da carga parasitdria esplénica e hepatica destes animais, foi realizada uma
avalia¢do por qPCR e a contagem de formas amastigotas, por LDU (Leishman donovan units).

Nos trés grupos experimentais foi realizado ainda um exame ultrassonografico, para
aferi¢do da presenca e grau de esplenomegalia. Todos os caes foram submetidos também a uma
avalia¢do hematoldgica, incluindo eritrograma e leucograma, e por uma avaliagcdo bioquimica,
na qual foi realizada a aferi¢do da fungdo renal, hepatica e do balanco de proteinas séricas.

Posteriormente, foi realizada uma avaliagdo imunologica ex-vivo no compartimento
esplénico e hepatico, sendo avaliado o percentual de linfocitos totais (CD3"), linfocitos T CD4"
e linfocitos T CD8", a produg¢do intracelular de IFN-y e IL-4 nestas células, a expressdo de
RNAm de citocinas (IL-12, IFN-y, IL-10, IL-4 e TGF-B) e iNOS, assim como, a producao
intracelular de NO e ROS em macrofagos do bago e figado.

Foi realizada ainda, uma avaliagdo imunologica in vitro, utilizando sistemas de co-
cultivo de linfécitos T CD4" e/ou linfocitos T CD8' com macrofagos derivados de mondcitos
circulantes infectados com L. infantum e posterior avaliagdo do indice de infeccdo dos
macrofagos, da expressao intracelular de IFN-y e IL-4 nas subpopulagdes de linfocitos T e da
expressao de NO e ROS nestes macrofagos, nas diferentes formas clinicas.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos
preconizados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal),
tendo sido aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de
Ouro Preto (CETEA-UFOP), conforme o protocolo n° 2015/33 em 23/06/2016 (Anexo 1). O

delineamento experimental deste trabalho encontra-se explicitado no Fluxograma 1.
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Fluxograma 1: Delineamento experimental.

3.2 Manejo dos animais

Este trabalho contou com um convénio de cooperagdo técnico cientifica entre o
Laboratério de Imunopatologia (NUPEB/UFOP) e a Secretaria Municipal de Satde da
Prefeitura Municipal de Governador Valadares, Minas Gerais, representada pelo Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ/GV).

No momento de recolhimento dos caes naturalmente infectados por L. infantum pelos
agentes do CCZ/GV para posterior eutandsia, seguindo a conduta proposta pelo MAPA
(Portaria Interministerial - Ministérios da Saude e Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento - N° 1.426, de 11 de julho de 2008) o veterinario responsavel pelo projeto, Jodao
Filipe Pereira Vieira, solicitou ao proprietario do animal a doagdo do mesmo para pesquisa
cientifica. E importante ressaltar que todos os animais infectados utilizados no estudo eram
domésticos e foram doados por seus donos. Apds esclarecimentos de todas as duvidas referentes

ao processo de adog¢ao e posterior assinatura do termo de consentimento livre esclarecido pelos
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proprietarios (Anexo 2), esses animais receberam uma identificagdo numérica para controle
interno do CCZ/GV, que foi a mesma adotada para esse animal até o final do experimento.
Antes do transporte, os cies receberam anti-helmintico oral de largo espectro (Helfine®, Agener
Unido, Brasil) e imunizagio contra raiva (Rabisin®, Merial, Brasil), além de um tratamento
especifico empregando medicamentos anti-ectoparasitarios a base de fipronil (Frontline Top
Spot®, Merial, Brasil).

De forma prévia a alocagdo dos cades no Canil de Experimentagao em Testes de Drogas
e Vacinas para Leishmaniose, no Centro de Ciéncia Animal, da Universidade Federal de Ouro
Preto (CETDVL/CCA/UFOP), foi realizado um "vazio sanitario", que consistiu numa restri¢ao
a presenga de qualquer animal nas baias por periodo minimo de 30 dias, mais o tempo
necessario para a realizacao dos procedimentos de desinfec¢do das instalagdes, realizada com
solug@o de hipoclorito de so6dio a 1%. Vinte e quatro horas antes da entrada dos animais no
recinto, as paredes internas e externas das baias, incluindo as telas protetoras, foram borrifadas
com inseticida de poder residual a base de deltametrina (K-Otrine CE25®, Bayer Cropscience
Ltda, Brasil). O controle de insetos durante a permanéncia dos animais no canil foi realizado
também pela aspersio trimestral com deltametrina (25 mg/m?) nas paredes, no teto e nas telas
interna e externamente.

O canil em causa possui baias coletivas com areas cobertas e abertas, favorecendo a
incidéncia de luz solar, ventilacio adequada e cobertura com tela de a¢o inox em toda sua
extensdo, para impedir o possivel contato entre os animais infectados e o hospedeiro
invertebrado Lutzomia spp. Os animais foram entdo distribuidos, respeitando a lotagdo méaxima
por baia, de forma a atender as necessidades fisioldgicas e comportamentais (mic¢ao e
defecacdo, manutengdo da temperatura corporal, movimentagao e ajustes de postura), género,
além da interacdo social co-especifica e desenvolvimento de hierarquias entre eles.

A limpeza das baias, além da alimentagdo dos animais, foi sempre realizada por técnicos
do CCA/UFOQOP, paramentados com equipamentos de prote¢ao individual (EPI’s) e devidamente
treinados para tais tarefas. Diariamente, foram realizadas duas vistorias por integrantes do
projeto, os quais realizavam atividades ladicas com os caes, afim de diminuir o estresse dos
mesmos. Sempre que necessario (devido a brigas, ferimentos e administragdo da medicacdo), a
frequéncia de vistorias didrias foi maior. A dieta durante todo o periodo experimental foi
baseada em ragdo comercial balanceada e agua potavel ad libitum.

Posterior a chegada ao CCA/UFOP, cada animal foi fotografado e suas caracteristicas

fenotipicas, como tipo e coloragdo do pelo, marcas naturais e género, foram anotados
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juntamente com a identificagdo (Anexo 3). Além disso, os cdes foram submetidos a puncao
aspirativa de medula 6ssea para o isolamento e confirmagdo da infeccdo por L. infantum.
Findos estes procedimentos iniciais, os caes foram submetidos a um periodo de

quarentena, sendo posteriormente realizadas as atividades descritas abaixo.

3.3 Avaliacao clinica

A avaliagdo clinica dos animais foi realizada antes de quaisquer procedimentos
experimentais, através de um exame clinico executado pelo veterinario responsavel pelo
projeto. Os animais foram divididos, em cdes assintomaticos (CA), sem a presencga de sinais
clinicos caracteristicos de LV e cdes sintomaticos (CS), com a presenca de sinais clinicos
caracteristicos da doenga, tais como, febre, linfadenopatia severa, anorexia, alopecia, lesdes de
pele e oculares, epistaxes, poliartrite e diarreia (Mancianti et al. 1988, de Carvalho et al. 2018).

A discriminagdo dos sinais clinicos dos caes do grupo CS encontra-se no Anexo 4 (Quadro 10).

3.4 Coleta de material biolégico

3.4.1 Obtencdo de amostras de sangue periférico para hemograma, avaliagdes

bioquimicas e co-cultivo celular

Amostras de sangue periférico foram coletadas em seringas descartaveis estéreis de 20
mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and Company, EUA), mediante pun¢io da veia jugular
ou radial. Em seguida, foram transferidos 5 mL de sangue para um tubo contendo EDTA (na
propor¢ao de Img/mL), para realizagdo do hemograma completo, enquanto 10 mL foram
transferidos para dois tubos sem anticoagulante, destinados a realizagdo das dosagens
bioquimicas. Os dois tubos sem anticoagulante foram imediatamente centrifugados a 450 x g
por 10 minutos para obten¢do das amostras de soro, que foram aliquotadas e encaminhadas para
realizagdo das provas bioquimicas. Foram ainda coletados 40mL de sangue, para a realizagdo
de co-cultivo celular, em seringas de 20mL previamente rinsadas com heparina (Heparin®

5.000 UI/mL, Cristalia, Brasil).

3.4.2 Obtencao de amostras de baco e figado

A coleta de amostras de bago e figado foi realizada apds a eutandsia, no momento da
necropsia dos cdes. A eutanasia dos caes infectados ocorreu 60 dias ap6s o final da quarentena.

Antes da eutandsia, foi realizada uma pré-anestesia com cloridrato de ketamina (10% via
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endovenosa, 10mg/kg - Ketamina Agener®, Agener Unido, Brasil) e cloridrato de xilazina (2%
via endovenosa, Img/kg - Calmiume, Agener Unido, Brasil), seguida de anestesia geral com
Tiopental 2,5% (via endovenosa, 25mg/Kg - Thiopentax, Cristalia, Brasil). Finalmente, apds a
confirmacao da auséncia de estimulos e resisténcia a dor, foi realizado o procedimento de
eutandsia, utilizando cloreto de potassio 10%, por via endovenosa. Apos a confirmacdo do
obito, os animais foram submetidos ao exame necroscopico, com avaliagdo macroscopica,
seguida de retirada de fragmentos de bago e figado recortados em tamanho aproximado de 1
cm?, embalados em papel aluminio e rapidamente acondicionados em nitrogénio liquido para
avaliagdo da carga parasitaria (QPCR) e expressio de RNAm de citocinas. Foram ainda
coletados fragmentos de cada um dos 6rgaos para a realizagdo da caracterizagdo fenotipica
celular por citometria de fluxo, que, apds a lavagem em PBS, foram armazenados em RPMI

1640 (Sigma Co., EUA) até o inicio do protocolo experimental.

3.5 Avaliacao parasitolégica

3.5.1 Puncdes aspirativas de medula 6ssea e isolamento de formas promastigotas de

Leishmania infantum em mielocultura

A puncdo de medula 6ssea na regido do esterno foi realizada, utilizando agulha 18G
(1,25mm x 38mm) acoplada em uma seringa de 20 mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and
Company, EUA). De cada animal foi coletado aproximadamente 0,25 mL do aspirado medular,
posteriormente semeado em tubos contendo 3 mL do meio de cultura NNN (Novy, McNeal e
Nicolle), enriquecido com meio LIT (Liver infusion tryptose) para tentativa de isolamento do
parasito, a fim de confirmar a infec¢do por L. infantum. Esse procedimento foi realizado
proximo ao bico de Bunsen para evitar contaminacdo, sendo utilizados trés tubos previamente
identificados para cada animal. Os tubos foram armazenados em estufa bioldgica refrigerada
BOD (Fanem, Brasil), a temperatura de 23°C + 1°C por 7 dias. Apos este periodo, as culturas
foram avaliadas por microscopia Optica a fim de se identificar a presenga de formas
promastigotas do parasito. Finda a analise das 1aminas, foi retirado 1 mL de meio de cultura de
cada tubo e repassado para um novo tubo contendo 3 mL de meio de cultura novo. Apds mais
7 dias foi realizada nova avaliacdo. Estas culturas foram expandidas em meio de cultura
NNN/LIT e posteriormente foram criopreservadas. Além disso, massas secas de promastigotas
foram obtidas de 10 mL das culturas de cada isolado e armazenadas em freezer -20 °C, para
posterior extragdo do DNA e realizagdo da PCR RFLP, de forma a confirmar a especificidade

da infecg¢do por L. infantum.
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3.5.2 Analise molecular para quantificacdo da carga parasitaria no baco e figado pela

técnica de PCR em tempo real

3.5.2.1 Extrac¢dao de DNA da massa de promastigotas para curva padrao

Para extracdo do DNA gendmico dos parasitos, foi utilizado o método CTAB (Brometo
de Cetiltrimetilamonio), seguindo o seguinte procedimento: 1x10® parasitos (L. infantum — cepa
MOM/BR/2008/OP46) estocados em tubos de 1,5 ml (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha)
foram retirados do freezer -80°C e, ap6s o descongelamento, foram ressuspendidos em 500 pL
solucao de lise (SDS 1%, SmM EDTA, 400mM NaCl, 50mM Tris-HCI, pH 8,0) e incubados
por uma hora em banho seco a 37°C. Pela parede do tubo, foram adicionados 20 pL de
Proteinase K (20mg/mL - Sigma Co., EUA), seguido de homogeneizacao e incubagdo em banho
seco a 55°C overnight. Apos esse periodo foram adicionados 100uL de NaCl 5M, seguido de
incubac¢do por 10 minutos a 65°C, ap6s a qual foram adicionados 50uL de solucio CTAB 10%
(v/v). As amostras foram mantidas por 20 minutos a 65°C e posteriormente foram adicionados
400uL de cloroférmio (Sigma Co., EUA) sob agitacdo em vortex, seguido de centrifugagdo a
12000 x g em microcentrifuga (Eppendorf AG, Alemanha), por 10 minutos. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo, ao qual foram adicionados 400uL de isopropanol (Merck, Darmstad,
Alemanha), sendo incubado por cerca de uma hora no freezer. Apds precipitagio do DNA
centrifugou-se o tubo novamente por 10 minutos a 12000 x g descartando o sobrenadante. Em
seguida, foi efetuada a lavagem do pellet com etanol 70% (Merck, Darmstad, Alemanha)
gelado, homogeneizacdo suave por inversdo do tubo durante um minuto e centrifugagdo por 5
minutos a 12000 x g com posterior descarte do sobrenadante. O precipitado remanescente foi
homogeneizado em 100uL de 4gua destilada autoclavada para hidratacio do DNA. Apos um
periodo de aproximadamente 24 horas, 2 pL foram utilizados para estimar a concentragdo de
DNA e o grau de pureza nas absorbancias de 230/280 nm e 260/280 nm em
nanoespectrofotdometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA). O restante foi estocado em

freezer a -20°C até a sua utilizacdo na construc¢ao da curva padrao.

3.5.2.2 Construcio da curva padrio para a PCR em tempo real

Apos contagem de 1x10% parasitos utilizando cdmara de Neubauer e subsequente
extracdo de DNA da massa de promastigotas por CTAB, foi construida a curva padrdo para
posterior amplificagdo por qPCR. Apo6s eluicdo do pellet de DNA extraido em 100 pL de dgua

destilada autoclavada, a concentracio foi de 1x10° parasitos/uL, assumindo-se que a extragio
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apresentou uma eficiéncia de aproximadamente 100%. A concentracdo e a pureza do DNA
extraido foram mensuradas em nanoespectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
EUA) nos comprimentos de onda de 260/280 e 260/230 nm. A partir dai, foram feitas dilui¢cdes

de forma seriada de 10x, com obtencio de sete pontos na curva de 1x10° a 1 parasitos.

3.5.2.3 Extrac¢ao de DNA de tecidos

Para extracoes de DNA das amostras de bago e figado foi utilizado o kit WizardTM
Genomic DNA Purification Kit (Promega®, EUA) conforme manual do fabricante com algumas
modificagdes. Em tubos de 1,5 mL (Eppendorf®, Eppendorf AG, Alemanha) contendo as
amostras de interesse, foram adicionados 500 mL de solu¢do de lise nuclear (SLN), seguida por
incubacdo em gelo por 2 minutos. Posteriormente, foram adicionados pela parede dos tubos, 20
uL de proteinase K (20mg/mL - Sigma Co.®, EUA) seguido de homogeneizagdo e incubagio
overnight em banho seco a 55°C. Apds esse periodo, os tubos foram homogeneizados e
adicionados 3 pl de RNAse, seguida de outra incubagao em banho seco, a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, 200 pL de solucdo de precipitagdo proteica foi adicionado aos tubos, que foram
entdo homogeneizados em vortex, incubados em gelo por 5 minutos e posteriormente
centrifugados a 16000 x g (Microcentrifuga Eppendorf®, EUA) por 5 minutos. O sobrenadante
foi transferido para novos tubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 600uL de isopropanol
(Merck®, Alemanha), com posterior homogeneizagio dos tubos por inversdo (10 vezes) e
centrifugacao a 16000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet
residual 200 pL de etanol 70% (Merck®, Alemanha), seguido de homogeneizacio por inversio
dos tubos (10 vezes). Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 16000 x g por 1 minuto,
o sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados abertos a temperatura ambiente para
a evaporagao do etanol. Depois de secos, foi realizada a ressuspensao do DNA remanescente
com adicao de 100 uL de solucao de hidratacao. Apos hidratagao por 24 horas, 2 uL da solugdo
contendo o DNA extraido foram utilizados para estimar a concentragdo do mesmo e o grau de
pureza nas absorbancias de 230/280 nm e 260/280 nm em nanoespectrofotdometro (NanoDrop

2000, Thermo Scientific, EUA). O restante foi estocado em freezer a -20°C até a sua utilizacao.

3.5.2.4 PCR em tempo real

As reacdes de qPCR foram realizadas em placas de 96 pogos - MicroAmp®Optical 96
- Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems by Life Technologies®, EUA),
cobertas com adesivos Opticos - Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems by Life

Technologies, EUA) e processadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection
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System (Applied Biosystems®, EUA). Os controles positivos de cada placa foram as amostras
diluidas de L. infantum utilizadas na curva padrao. Como controle negativo foi usado agua livre
de nucleases, ao invés de DNA. A reacao de cada amostra foi realizada em duplicata, com as
seguintes condi¢gdes: uma desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final das rea¢des a temperatura da maquina foi
elevada gradualmente até que todas as fitas duplas de material amplificado se dissociassem,
para a verificagdo de possivel contaminagdo dos DNA’s das amostras em estudo com DNA
gendmico ou dimeros dos iniciadores. As rea¢des foram realizadas utilizando-se TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems, EUA); DNA (10 ng/uL); iniciadores (1 uM) e
agua livre de nucleases em quantidade suficiente para um volume final de 10 puL por pogo. Para
a quantificacdo do nimero de moléculas de DNA de Leishmania nas amostras, inicialmente foi
determinado para cada pogo o numero de ciclos em que a fluorescéncia cruzou uma linha limiar
arbitraria, denominada threshold (Ct), calculada pelo programa 7500 Software v.2.0.1 for 7500
and 7500 Fast RealTime PCR Systems (Applied Biosystems, EUA). A quantidade de copias de
DNA em cada amostra foi determinada a partir de uma regressao linear usando os valores do
Ct das amostras utilizadas na curva padrdo, gerada com quantidades conhecidas das diluigdes
prévias das massas de promastigotas de L. infantum desta curva. O procedimento descrito acima
foi também realizado para a amplificagdo do gene de GAPDH de cao, que ¢ expresso de forma
constitutiva e por este motivo foi utilizado para verificar a integridade dos DNA’s analisados.
Para a amplificacio do gene GAPDH, foram utilizados os iniciadores direto: 5’
TTCCACGGCACAGTCAAG 3’ e reverso: 5° ACTCAGCACCAGCATCAC 3’, que
amplificam um fragmento de 115pb (acesso no GenBank: AB038240). Para deteccdo e
quantificagdo do parasito, foram utilizados primers que amplificam o gene de DNApol
Leishmania spp. Foram utilizados os iniciadores direto: 5 AGC GCC TCA CCA CGATTG 3’
ereverso: 5’ AGC GGG CAC CGA AGA GA 3’, que amplificam um fragmento de 57pb (acesso
no GenBank: AF009147). Apos a amplificagdo e obtengdo do numero de copias de DNA de
GAPDH de cada amostra, o menor valor obtido de Ct foi selecionado e os demais valores foram
divididos por esse numero. Os resultados desta razdo constituiram os fatores de corre¢ao
individual, que posteriormente foram multiplicados pelo numero de copias de DNA de
Leishmania obtido para a respectiva amostra, determinando assim a carga parasitaria. Para a
analise dos resultados foram consideradas as reagdes com eficiéncia entre 90-100% e curva
padrdo com valores satisfatorios de coeficiente de linearidade (r2 = 0,95-0,999). Os resultados

foram expressos pelo nimero de amastigotas/mg de tecido (bacgo ou figado).
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3.5.3 Quantificacdo do parasitismo empregando a técnica de Leishman Donovan Units -

LDU

Os esfregagos por aposicao de bago e figado foram confeccionados utilizando laminas
previamente limpas e desengorduradas, posteriormente fixadas em solucao de alcool metilico e
coradas por Panético Rapido InstantProv (Newprov®, Brasil). Estes esfregacos foram
analisados utilizando-se microscopia dptica em objetiva de imersdo (aumento de 100x com 6leo
de imersdo). Desta forma, foi avaliada a carga parasitaria pelo indice LDU (Leishman Donovan
Units), no qual foi quantificado o nimero de amastigotas de Leishmania por 1000 células

nucleadas do esfregaco (STAUBER, 1955 e modificado por REIS et al. 2006¢).

3.6 Exame ultrassonografico

Com o objetivo de avaliar a possivel existéncia de esplenomegalia, foram realizados
exames ultrassonograficos nos cdes dos grupos CNI, CA e CS, através de aparelho de
ultrassonografia (Medison Sonoace Pico Ultrasound MyColor 202). Para tal, os animais foram
submetidos a um jejum alimentar de 12h, com disponibilidade apenas de agua ad libitum.
Previamente ao procedimento, foi realizada tricotomia do abdomen, desde o sétimo espaco
intercostal até ao osso pubis e lateralmente até a regido proximal dos processos transversos das
vértebras. Seguidamente, os animais foram colocados em decubito lateral direito, com variacao
em decubito dorsal e a cabeca paralela ao aparelho de ultrassonografia com a regido abdominal
do lado direito do examinador. Para a realizagdo dos exames, os animais foram sujeitos a leve
contengdo fisica. Uma camada de gel acustico, a base de agua, foi usada para facilitar a
visualizacdo dos orgdos, atuando como meio de contato para transmissdao do ultrassom e
eliminando o ar entre o transdutor e a pele.

As imagens e dimensdes esplénicas foram registradas no software de aquisi¢do do

ultrassom e em planilhas para posterior analise.

3.7 Avaliaciao do quadro hematoldgico e bioquimico

A avaliacdo do perfil hematologico foi realizada através do aparelho Auto Hematology
Analyzer (Mindray BC-2800 Vet, Hamburgo, Alemanha), com anélise global de eritrdcitos,
hematdcrito, hemoglobina, plaquetas e leucocitos. O leucograma foi determinado pelo aparelho
hematolégico em niimero de leucécitos x 10°/mm?>. A contagem diferencial de células foi

realizada em esfregacos sanguineos corados com Panoético Répido e avaliada por microscopia
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Optica em objetiva de imersdo. Desta forma, foi estimado o numero absoluto de neutrofilos,
eosinofilos, linfocitos e mondcitos, por meio da contagem de 100 leucdcitos/lamina.

As avaliagdes bioquimicas consistiram das seguintes analises: proteinograma, por
dosagem de proteina total (g/dL); dosagem de albumina (g/dL); globulina (g/dL); razdo
albumina/globulina; prova de func¢ao renal por dosagem de ureia (mg/dL) e creatinina (mg/dL)
e provas de funcao hepatica, incluindo a dosagem das enzimas alanina amino transferase — ALT
(U/L), aspartato amino transferase — AST (U/L), fosfatase alcalina — FA (U/L) e gama glutamil
transferase — GGT (U/L). Para a avaliagdo desses parametros foi utilizado o Sistema
Bioquimico Automatico (CELM SBA-200, Brasil) e empregados Kits comerciais do Labtest

(Labtest Diagnostica S.A., Brasil), seguindo o método descrito pelo fabricante.

3.8 Imunofenotipagem do compartimento hepatico e esplénico por citometria de fluxo no

contexto ex vivo

3.8.1 Obtencao da suspencio celular do compartimento esplénico

ApoOs a coleta das amostras de bago (item 3.4.2), foi iniciado o processamento das
mesmas. Estas amostras foram cortadas em pequenos fragmentos, utilizando bisturi e
maceradas juntamente com cerca de 1mL de RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB). O produto da maceragdo foi transferido para novos tubos de 50 mL de
polipropileno, centrifugado a 400 x g, 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, 30 mL
de PBS com EDTA (2mM) foram adicionados, sendo a suspensdo celular resultante, filtrada
em malha de 100 um, agregada a uma unidade filtrante.

O filtrado foi novamente centrifugado a 400 x g, 10 minutos a 4°C, ressuspendido em
30mL de PBS com EDTA, seguido de nova filtragdo em malha de 40um, agregada a uma
unidade filtrante e posterior centrifugacdo a 400 x g, 10 minutos a 4°C. Apds descarte do
sobrenadante e homogeneizacdo do pellet, este foi ressuspendido em 10mL de cloreto de
amonio, seguido de 5 minutos em agitagdo no vortex e outros 5 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente (TA).

Apo6s o periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados a 400 x G, 10 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em SmL de RPMI 1640 (10% SFB),
seguido de contagem celular em camara de Neubauer. O volume final foi ajustado com RPMI
1640 (10% SFB) de forma a conter 1x107 células/mL. Posteriormente, 100 pl de suspensdo
celular foram transferidos para tubos de poliestireno proprios para leitura em citometria de

fluxo.
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3.8.2 Obtencao da suspencio celular do compartimento hepatico

Apos a coleta das amostras de figado (item 3.4.2), o processamento das mesmas foi
realizado. Procedeu-se ao corte das amostras em pequenos fragmentos, utilizando bisturi e placa
de petri estéril. Os cortes foram transferidos para o macerador juntamente com cerca de ImL
de RPMI 1640 (10% SFB). Em seguida, estes fragmentos foram macerados e o produto dessa
macerag¢do transferido para tubos de 50 mL de polipropileno. Este macerado foi centrifugado a
400 x g, 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em 30mL de
PBS com EDTA, seguido de filtragao utilizando uma malha de 100 um, agregada a uma unidade
filtrante.

A suspensdo celular resultante da filtracdo foi novamente centrifugada a 400 x g, 10
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e a suspensao celular remanescente foi incubada
na presenca de uma solucdo de RPMI-1640 (10% SFB) e colagenase de Clostridium
histolyticum (2.5mg/mL) (Sigma-Aldrich Co. LLC) durante 30 minutos em agitagdo a 37°C.
Apbs a incubagdo, possiveis grumos foram desfeitos por homogeneizagdo com ajuda de uma
seringa de ImL. A seguir, os procedimentos foram conduzidos de forma semelhante ao

experimento em bacgo (item 3.8.1).

3.8.3 Imunofenotipagem para caracterizacao do perfil de linfécitos T no compartimento

esplénico e hepatico

Todos os anticorpos utilizados nesse estudo, assim como o seu clone e diluicao
encontram-se descritos no Quadro 4 (ver pagina 45).

Nos tubos referentes a avaliacdo do perfil linfocitdrio do compartimento hepatico e
esplénico foram acrescentados, ao abrigo da luz, 10uL dos anticorpos monoclonais anti-
moléculas de superficie anti-CD3 FITC, anti-CD4 PE e anti-CD8 AF647 previamente diluidos.

Os tubos foram homogeneizados e incubados por 30 minutos a TA e ao abrigo da luz,
sendo posteriormente centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 25°C. Em seguida foi
adicionado 1 mL de solu¢do de fixacdo contendo formaldeido (Facs lysing solution - Becton
Dickison and Company, EUA), sob agitagdo em vortex, sendo os tubos incubados por 10
minutos a TA. Apos a incubacgao, foram adicionados aos tubos 2 mL de PBS. Os tubos foram
centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 25°C, o sobrenadante foi descartado e o contetido
restante ressuspendido em 200 uL. de PBS, para posterior leitura em citdmetro de fluxo

FACSCalibur.
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3.8.4 Imunofenotipagem para caracterizacio do perfil de linfocitos produtores 1L-4 e

IFN-y no compartimento esplénico e hepatico

Nos tubos destinados a avaliacdo do perfil de linfécitos produtores de citocinas no
compartimento hepatico e esplénico, foram adicionados 20 puL. de brefeldina A (10 pg/mL),
com posterior incubacdo por mais 4 horas a 37°C em estufa incubadora com 5% de CO2. Ao
término da incubagdo, as culturas foram tratadas com EDTA (Sigma Co., EUA), concentragao
final de 2 mM, e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as células
foram lavadas com 2 mL de PBS-W e centrifugadas por 10 minutos a 400 x g, a 18°C. Em
seguida, foram acrescentados, ao abrigo da luz, 10uL dos anticorpos monoclonais anti-
moléculas de superficie anti-CD4 APC e anti-CD8 AF647, previamente diluidos. Os tubos
foram homogeneizados e incubados por 30 minutos a TA e ao abrigo da luz, sendo
posteriormente centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 4°C. Em seguida foi adicionado aos
tubos, 1 mL de solugdo fixadora (Facs lysing solution - Becton Dickison and Company, EUA)
sob agitacdo em vortex. A seguir, os tubos foram incubados por 10 minutos a TA e
centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 4°C, com o sobrenadante desprezado e o pellet
homogeneizado em vortex até a ressuspensdo total das células. Seguidamente, foram
adicionados a suspencao, 2 mL de PBS acrescido de saponina (PBS-P) para a permeabiliza¢ao
das células seguindo-se incubacdo por 10 minutos a TA. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados a 400 x g, por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado, os tubos
homogeneizados até a ressuspensdo total das células e o pellet ressuspendido em 200 pL de
PBS. De forma consecutiva, aos tubos anteriormente marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-
CDS8 foram adicionados 10uL de anticorpos anti-citocinas: anti-IFN-y PE e anti-IL-4 PE,
previamente diluidos, seguido de homogeneizacao e incubagdo por 30 minutos. Seguidamente,
foram adicionados 2 mL de PBS em cada um dos tubos e estes foram centrifugados a 400 x g,
por 10 minutos a 4°C. Finalmente, o sobrenadante foi descartado, homogeneizado em vortex e

adicionados 200 ul de PBS para posterior leitura em citdmetro de fluxo FACSCalibur.

3.8.5 Imunofenotipagem para caracterizacao do perfil de macrofagos produtores de NO

e ROS no compartimento esplénico e hepatico

Para realizar a identificacdo intracelular da produg¢do de NO e ROS, foram utilizados

dois reagentes com capacidade de atravessar a membrana celular, reagir com estes radicais de
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oxigénio e nitrogénio, formando moléculas fluorescentes passiveis de serem identificadas por
citometria de fluxo.

O reagente 4’°,5’-Diaminofluoresceina diacetato penetra na célula por difusdo, ¢
hidrolisado por esterases intracelulares, produzindo assim a forma DAF2, que ¢ incapaz de sair
da célula por difusdo. Esta molécula reage com o NO, formando uma triazolofluoresceina
(DAF-2T). Este produto fluorescente pode ser detectado por citometria de fluxo utilizando um
filtro de excitagdo de 492nm e um filtro de emissao de 515nm (Figura 1A).

De forma semelhante, o reagente 2’7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) ¢ um
corante ndo fluorescente, capaz de entrar na célula por difusdo, sendo hidrolisado pela agdo de
esterases intracelulares formando a molécula DCFH, incapaz de sair da célula por difusdo. A
oxidacdo do DCFH por ROS intracelulares, provoca a transforma¢do da molécula em 2°7’-
diclorofluoresceina (DCF), que pode ser detectada por citometria de fluxo, no mesmo espetro
de excitacao e emissdao que o DAF2-DA (Figura 1B).

Para a avaliagdo da producao de NO em macréfagos, foram adicionados 10ul de DAF2-
DA (Sigma-Aldrich Co. LLC®) previamente diluido para 10uM e colocados na estufa de CO»
a 37°C em incubagdo por 3 horas.

Nos tubos destinados a avaliagdo da producdo de ROS em macrofagos, foram
adicionados 10 pl de DCFH (Sigma-Aldrich Co. LLC®), previamente diluido para 0,1 mM,
com posterior incubacao por 30 minutos em estufa de CO> a 37°C.

Apo6s incubagdo com ambos os reagentes, as células foram ressuspendidas em 2mL de
PBS e os tubos centrifugados a 400 x g, 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
células incubadas por 30 minutos com 10pul de anticorpo anti-CD11bPE, previamente diluido.
Seguidamente, as células foram ressuspendidas em 2mL de PBS e os tubos centrifugados a 400
x g, 10 minutos a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas

em 200pul de PBS, para posterior leitura no citometro de fluxo FACSCalibur.
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Figura 1: Representagdo do modo de acao dos reagentes 4°,5’-Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) e 2°7’-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). (A) O reagente 4°,5’-Diaminofluoresceina diacetato penetra na célula
por difusdo, ¢ hidrolisado por esterases intracelulares, se transformando em DAF2, molécula incapaz de sair da
célula por difusdo. Esta molécula reage com o NO, formando uma triazolofluoresceina fluorescente (DAF-2T),
detectavel por citometria de fluxo. (B) O reagente 2°7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) entra na célula
por difusdo, sendo hidrolisado pela ag@o de esterases intracelulares formando a molécula DCFH, incapaz de sair
da célula por difusdo. A oxidacdo do DCFH por ROS intracelulares, transforma a molécula em 2°7°-
diclorofluoresceina (DCF), que pode ser detectada por citometria de fluxo.

3.9 Avaliacao por qPCR da expressao de RNAm de iNOS e citocinas no baco e figado de

cies naturalmente infectados por Leishmania infantum

3.9.1 Extracao e purificacio do RNA total das amostras de baco e figado

Na etapa de extragdo do RNA total, foram utilizadas amostras de tecidos com 50mg.
Aos tubos contendo os fragmentos de bago e figado foram adicionados ImL de TRIzol®
Reagent (Invitrogen Sdo Paulo, SP, Brasil), tendo as amostras sido maceradas utilizando um
homogeneizador de tecidos. Todos os instrumentos utilizados no processo de maceracdo foram
lavados com agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC) e posteriormente limpos com gaze
embebida com um removedor de nucleases RNAseAway (Invitrogen, Sdo Paulo).
Posteriormente, o homogeneizado de cada amostra foi transferido para um tubo “eppendorf’ de
1,5mL e mantido no gelo até que todas fossem maceradas. Seguidamente, as amostras foram
retiradas do gelo e incubadas a temperatura de 21-23°C para permitir a completa dissociagao
dos complexos de nucleoproteinas. Foram entdo adicionados 0,2mL de cloroférmio (Sigma, St.

Louis, MO, USA) para cada 1mL de TRIzol® aos tubos contendo o homogeneizado. Em
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seguida, os tubos foram fechados e agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados por
cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12000 x g em centrifuga (Eppendorf® centrifuge 5810 R, NY, USA). A fase aquosa
foi transferida para um novo tubo de 1,5mL, seguido da adi¢cao de volume equivalente de etanol
95% (v/v) (preparado com 4gua tratada com DEPC) e homogeneizacao suave invertendo o tubo
por trés vezes para precipitagdo do RNA total. Para purificagdo do RNA total contido na
amostra, utilizou-se o kit de extracdo de RNA total (SV total RNA Isolation System - Promega,
Madison, WI, USA) com algumas adaptagdes descritas a seguir.

O RNA obtido como descrito acima, foi transferido para um “spin basket” acoplado a
um tubo coletor de 2mL e centrifugado a 12000 x g por dois minutos em centrifuga. O liquido
residual no tubo coletor foi descartado apds as centrifugacdes. Foram entdo adicionados 600uL
de solucdo de lavagem (SV RNA Wash Solution), seguido de centrifugacdo a 12000 x g por 2
minutos. As amostras de RNA foram tratadas com DNase para assegurar a auséncia de
contaminagdo por DNA gendmico. Desta forma, foi preparado um mix contendo 40uL de
“yellow core buffer”, 5,0uL MnCI2 0,09M e SuL de DNAse que foi aplicado sobre a membrana
do spin e incubado por 25 minutos a temperatura de 21-25°C. Posteriormente, foram
adicionados 200uL de “SV DNAse Stop Solution” para inibi¢do da atividade enzimatica da
DNAse. A seguir, foi feita a centrifugacdo a 12000 x g por 2 minutos e o liquido contido no
tubo coletor foi descartado. Foram adicionados 600uL de solugdo de lavagem (SV RNA Wash
Solution) seguido de centrifuga¢dao a 12000 x g por dois minutos. Seguidamente, foram
adicionados aos tubos 250uL de solucdo de lavagem (SV RNA Wash Solution), seguido de
centrifugacdo a 14000 x g por 3 minutos. Posteriormente, o spin foi transferido para um tubo
de elui¢do, 100uL de agua livre de nucleases foram adicionados, seguido de centrifugag¢do a

12000 x g por 2 minutos. As amostras foram armazenadas em - 80°C até o momento do uso.
3.9.2 Quantificacdo e avaliacdo do grau de pureza do RNA total extraido

Para a quantificagdo e avaliagao do grau de pureza do RNA extraido as amostras
foram dosadas utilizando o equipamento Nanovue (GE Healthcare Bio Sciences AB Sweden).
Foram utilizados 2ul. de RNA total e o grau de pureza em relacdo a presenga de proteinas foi
avaliado utilizando a relacdo dos valores de absorbancia obtidos A260/280nm. O grau de
contaminagdo por outros compostos (como sais, polissacarideos e compostos organicos como
fenol) foi avaliado pela absorbancia A260/230nm. As amostras que apresentaram absorbancia

A260/280nm maior ou igual a 2 foram consideradas com um grau de pureza satisfatorio.
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3.9.3 Integridade do RNA extraido

A separagdo eletroforética das amostras de RNA total foi realizada em gel de agarose
em condi¢des desnaturantes e especificas para RNA. Sendo assim, 0,6g de agarose foram
dissolvidas em 40mL de agua tratada com DEPC. A mistura foi aquecida com auxilio de um
micro-ondas convencional. Apos a agarose atingir uma temperatura de 45°C, foi adicionada
uma segunda solu¢do composta por 12,8mL de 4dgua tratada com DEPC, 6mL de tampao MOPS
10X e 1,2mL de formaldeido (Sigma, St. Louis, MO, USA). Apds homogeneizacao, a solugdo
foi vertida sobre o aparato de eletroforese com pente apropriado e aguardado a completa
solidificagdo. Paralelamente, foi preparado o tampdo de amostra contendo 93,75uL de
formamida (Sigma, St. Louis, MO, USA), 13,75uL de formaldeido, 18,75uL de MOPS 10X,
21uL de 4gua (tratada com DEPC), 0,25uL de azul de bromofenol (100mg/mL) e 0,25uL de
brometo de etidio (Sigma, St. Louis, MO, USA). Foi utilizado 5pg das amostras de RNA para
10uL de tampao de amostra e incubado por cinco minutos a 65°C (desnaturagdo doRNA)
seguido de banho de gelo por 3 minutos. Posteriormente, as amostras foram aplicadas ao gel e
corridas a 90V em tampao MOPS 1X. As amostras consideradas adequadas para avaliagdo dos
niveis de transcritos de mRNA foram as que apresentavam bandas integras referentes as

subunidades do RNA ribossomal.
3.9.4 Transcricao reversa (sintese da 1? fita de DNA complementar- cDNA)

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando o kit “High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit” (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Para isso, adicionou-se em um tubo 1pug de RNA total presente
em um volume final maximo de 10pL. Posteriormente, foram adicionados 10uL do mix de
transcri¢do reversa (RT Buffer 10X, dNTP Mix (100mM) 25X, RT Random primers 10X,
enzima Multiscribe, Rnase inhibitor e 4gua livre de nucleases) em cada tubo de 0,2mL contendo
o RNA. Além disso, foi adicionado um controle negativo contendo todos os reagentes, exceto
a amostra, com o objetivo de se verificar possiveis contaminacdes dos reagentes.
Subsequentemente, os tubos contendo as amostras foram colocados no termociclador (Veriti™
Termal Cycler PE Applied Biosystems) nas seguintes condic¢des: 1 ciclo de 10 minutos a 25°C,
1 ciclo de 120 minutos a 37°C, 1 ciclo de 15 segundos a 85°C e 1 ciclo de 5 minutos a 4°C,
consecutivamente. Apds o término, os tubos foram retirados do termociclador e armazenados a

temperatura de -20°C até o momento da amplificacdo por PCR em tempo real.
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3.9.5 Avaliacio da curva de eficiéncia dos primers

Para avaliar a eficiéncia da reagdo de PCR com os diversos iniciadores utilizados neste
estudo, foram construidas curvas padrao, utilizando diluigdes seriadas em uma amostra de bago
e figado. O ensaio foi realizado em duplicata e a concentracdo dos iniciadores foi de
2,5pmol/uL. Os iniciadores especificos para todos os alvos analisados apresentaram eficiéncia

entre 95 a 100%.
3.9.6 Expressao de citocinas por qRT-PCR

O ensaio para avaliar a expressdo génica das citocinas (IFN-y, TGF-$, IL-10, IL-12 e
IL-4) e da enzima iNOS nas amostras de baco e figado foi realizado utilizando os iniciadores
(Quadro 1) na concentragao de 2,5pmol, SYBR™ Green (Applied Biosystems, EUA) e cDNA
diluido 5x em agua livre de nucleases, perfazendo um volume final de 10puL de reacdo. O ensaio
foi realizado em duplicata para todos os genes, com o gene normalizador presente na mesma
placa que os genes avaliados. Os resultados foram expressos pelo método Ct comparativo
(2722CY " que consiste em uma quantificagdo relativa que utiliza férmulas aritméticas para
determinar as diferencas na expressdo de um alvo de uma amostra, comparando com a sua
expressao em uma amostra controle. Sendo assim, foi realizada uma normalizagdo de expressao
deste alvo para cada amplifica¢do, ou seja, sua expressao foi subtraida pela expressdo de um
gene constitutivo, que € expresso de maneira semelhante em diferentes tecidos e em diferentes
condigdes. Assim, para cada amostra alvo foram amplificados os genes das citocinas (IFN-y,
TGF-B, IL-10, IL-12 e IL-4), da enzima iNOS e o gene constitutivo (GAPDH), de forma a se
obter os valores dos Threshold Cycles (Ct) correspondentes para realizacdo dos célculos e
obtencao dos resultados. De forma a realizar uma analise com base nos valores do AACt ¢
necessario que as eficiéncias entre alvos (citocinas) e o gene endogeno sejam semelhantes.
Assim, os célculos para a determinagdo do AACt foram realizados a partir do calculo das
diferencas na expressdo génica baseando-se apenas nas eficiéncias das amplificagcdes e

diferengas de Cts do alvo na amostra e no controle.
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Quadro 1 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores senso (forward: F), antisenso
(reverse: R) utilizados nas qPCRs

Oligos e
Gene Alvo Sequéncia (5’ —> 3°)
Sondas
Fw TTCCACGGCACAGTCAAG
GAPDH Constitutivo

Rv ACTCAGCACCAGCATCAC
Fw CAGCAGAGAGGGTCAGAGTGG

IL-12 Citocina
Rv ACGACCTCGATGGGTAGGC
Fw TCAACCCCTTCTCGCCACT

IFN-y Citocina
Rv GCTGCCTACTTGGTCCCTGA
Fw AGAACCACGACCCAGACATC

IL-10 Citocina
Rv CCACCGCCTTGCTCTTATTC
Fw CACCTCCCAACTGATTCCAA

1L-4 Citocina

Rv CTCGCTGTGAGGATGTTCAA
Fw AGGATCTGGGCTGGAAGTG o

TGF- Citocina
Rv CGGGTTGTGCTGGTTGTA
Fw GCCCTGTGCCTCGGATAATC

iNOS Enzima
Rv CCACGGAAGAAGTTAAAGTTG

3.10 Transfecciio das promastigotas de L. infantum com o gene reporter GFP para o co-

cultivo

3.10.1 Plasmideo pIR1-SAT

O plasmideo contendo o gene da proteina GFP (pIR1-SAT) foi gentilmente cedido pela
Dra. Mary Wilson e transfectado seguindo o protocolo do Dr. Stephen M. Beverley, da
Washington University, St. Louis (USA). Para a estratégia de sele¢ao foi utilizado o gene NAT,
que codifica a acetil transferase em pIR1-SAT e confere melhor resisténcia a nourseotricina em
diversas espécies de Leishmania. Existem dois locais de expressao em pIR1-SAT, localizados
nos sitios Smal e Bg/Il. Ambas sdo flanqueadas por regides intergénicas de Leishmania
fornecendo informagdo para trans-splicing e poliadenilagdo e ambos os locais produzem altos
niveis de expressdo. Foi selecionado o sitio de inser¢do usando Smal que confere maior
expressao em formas amastigotas. Durante o procedimento, o plasmideo foi digerido com Swal
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para obter, de forma linear, o fragmento a ser incluido no genoma do parasito. A transfeccao
em Leishmania infantum e a selecdo para expressdo SAT produz parasitos onde a construgdo
substitui uma copia do gene SSU (small subunit RNA gene in tDNA locus— subunidade
pequena do gene no locus do DNA ribossomal) e adquire o promotor RNA pol ribosomal,
conduzindo a transcricdo em niveis elevados. Para a constru¢do plasmidica pIR1-SAT foi
utilizada a concentragdo de 235 ng/mL de forma a fornecer plasmideo suficiente para a
realizagdo de duas transfecgdes. O plasmideo foi entdo incubado overnight, a temperatura de
25°C. Posteriormente, 200 ng (1 uL) de plasmideo digerido e 200 ng (x uL) de plasmideo nao
digeridos foram colocados em gel de agarose a 0,7% com brometo de etidio. Apds andlise para
verificagdo se a digestdo estava completa, o plasmideo digerido com Swal foi armazenado a
4°C até estar pronto para a transfec¢ao.

Para a transfeccdo, foram cultivadas promastigotas de L. infantum da cepa OP46, em
volume de 10 ml de cultura, na concentragdo de 10° células/mL incubadas na temperatura de
26°C. As formas promastigotas foram transfectadas 5 dias apds a incubagdo quando a cultura

atingiu a fase logaritmica de 8 x 10° células/mL.

3.10.2 Eletroporacao de Leishmania infantum

Apoés as promastigotas atingirem a fase logaritmica na concentracdo ideal de 8 x 10°
células/mL, as mesmas foram centrifugadas a 500 G, 24°C durante 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi retirado e 15 mL de Cytomix® foram adicionados, seguido de nova
centrifugacdo a 500 g, 24°C durante 5 minutos. O sedimento foi ressuspendido novamente em
Cytomix® para atingir uma concentragio de 1x10® de células/ml. Foram utilizadas 3 cubetas de
eletroporacao (com abertura de 0,4cm) para realizagcao do procedimento. Em uma cubeta foram
adicionados 50 uL de Cytomix® e em outras duas 50 uL do plasmideo digerido com 20 ug de
Swal. Em cada cubeta foram adicionados 500 uL (na concentra¢io de 1x10® de células/ml) de
solugio contendo L. infantum com Cytomix® e agitadas suavemente para homogeneizagao. Os
parasitos foram entdo eletroporados a 1500 V por duas vezes, com intervalos de 10 segundos
entre cada eletroporagdo. Apos 24 horas, cada amostra foi colocada em 10 mL de meio M199
(Sigma-Aldrich®) contendo 100 pug/mL de antibiético Nourseothricin (NTC, Nurseotricin,
Nourseotricin, clonNAT, da USBiological) e incubada overnight, em temperatura de 26°C. As
culturas foram mantidas em pressao em meio liquido por 15 dias, monitorando o controle sem
DNA (Mock), at¢é que o mesmo demonstrou perda de viabilidade celular (analisado por
microscopia otica).

Seguidamente, 1,8 mL das amostras foram retirados e transferidos para microtubos com
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capacidade de 2 mL. As amostras foram centrifugadas a 500G, 24°C durante 2 minutos € o
sobrenadante descartado. Desta forma, o sedimento de promastigotas foi ressuspendido em
meio LIT para expansao e foi realizada a analise da fluorescéncia dos parasitos por citometria

de fluxo.

3.10.3 Avaliacio da fluorescéncia por citometria de fluxo

Para confirmagdo da fluorescéncia GFP nas promastigotas, foi feita a analise em
Citémetro de Fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, EUA). Com o intuito de
comparar a fluorescéncia das promastigotas normais com as transfectadas com o gene reporter
para GFP, um volume de 100 pL das culturas de promastigotas de L. infantum OP46 e
OP46GFP foi transferido para os respectivos tubos de poliestireno (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA) de 12x75mm, 2mL de PBS foram adicionados para lavagem, seguido de
centrifugacdo a 500 g, 10 minutos, 24°C. Seguidamente, o sobrenadante foi descartado e as
promastigotas foram ressuspendidas em 200 pL de formalina para leitura e anélise no citdmetro
de fluxo.

Os parametros de tamanho e granulosidade na citometria de fluxo foram utilizados para
avaliag¢do bioldgica da transfeccao e verificacdo de alteragdes de sua morfologia. Na figura 2
encontra-se a comparacao entre a emissao de fluorescéncia da cepa normal e da cepa GFP pela
quantificag¢do da intensidade média de fluorescéncia (IMF) emitida no citdmetro de fluxo, com
intuito de confirmar o sucesso da transfec¢do dos parasitos (Salomao, 2016). O niimero de
eventos da aquisicdo de promastigotas no citometro FACSCalibur foi de 100.000, e os dados

gerados foram analisados pelo software FlowJo.
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Figura 2: Avaliagdo da morfologia e fluorescéncia de promastigotas de Leishmania infantum OP46 ¢ OP46GFP
por citometria de fluxo. Na parte superior ¢ inferior a esquerda da figura, estdo representados os graficos de
tamanho (FSC) x granulosidade (SSC), respectivamente, eixo x ¢ y, para avaliagdo da morfologia das
promastigotas. No centro da figura estdo representados os graficos de histograma para a fluorescéncia FL-1 (GFP),
das respectivas populagdes de promastigotas no “gate” R1 nos graficos FSC x SSC, onde avaliamos a intensidade
média de fluorescéncia (MFI) das populagdes de promastigotas normais OP46 (MFI: 11,4) e transfectadas com
gene reporter OP46GFP (MFI: 1021). Na direita da figura esta representado o grafico de histograma para FL-1 das
duas populagdes simultaneamente, demonstrando a diferenca de MFI e do deslocamento no eixo x (FL-1) entre as
duas populagdes OP46 (cor vermelha) e a OP46 GFP (cor azul).

3.11 Co-cultivo: linfocitos T (CD4 e/ou CDS8), macrofagos e promastigotas GFP de L.

infantum

3.11.1 Obtencio de células mononucleares do sangue periférico

Inicialmente, as seringas heparinizadas contendo sangue destinado aos ensaios de
cultivo celular, foram descontaminadas com alcool 70% (Veco®, Brasil) para inicio do
processamento do material. Logo em seguida, os 40 mL de sangue coletados foram aplicados
lentamente sobre um gradiente de Ficoll-Hypaque constituido por 15mL de Ficoll-hypaque
1.119 e 15 mL de Ficoll-hypaque 1.077 (Histopaque® - Sigma Co., EUA) em dois tubos de 50
mL de polipropileno (Falcon®, Becton Dickison and Company, EUA), os quais foram
centrifugados a 450 x g por 70 minutos a 4°C. Apds este procedimento, o anel celular contendo
as c¢lulas mononucleares do sangue periférico (CMSP) foi recolhido com auxilio de pipeta

Pasteur autoclavada e transferido para outro tubo de 50 mL de polipropileno. A suspensio de
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CMSP foi adicionado 30mL de PBS + EDTA (2mM), seguido de centrifugagdo a 400 x g por
10 minutos a 4°C. Este processo foi repetido, sendo realizada finalmente uma ultima lavagem
com RPMI 1640 (10% SFB), a 400 x g por 10 minutos a 4°C. Ao final, as células foram
ressuspensas em 2 mL de RPMI 1640 (10% SFB).

Para contagem celular, foi utilizada a cAmara de Neubauer (Boeco, Germany). Desta
forma, foram utilizados 10 pL da suspensao celular diluidos em 190 pL de solugdo de Azul de
Trypan (Sigma Co., EUA) (diluicao 1:20). O valor obtido foi multiplicado pelo volume
ressuspendido e o fator de dilui¢do. Assim, o volume final foi ajustado para conter 1x10°
células/mL.

Além disso, separou-se uma aliquota de 50ul de cada amostra para obtengdo da
percentagem de mondcitos por citometria de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson®,
Mountain View, CA, USA). As CMSP foram entdo transferidas para garrafas de cultura de 400
mL (Nunc®, Thermo Fisher, Denmark) que permaneceram incubadas durante 24h em estufa
com 5% CO; a 37°C. Finda a incubagdo, os mondcitos encontravam-se aderidos ao fundo da

garrafa e os linfocitos permaneceram no sobrenadante. Sendo assim, o meio de cultura contendo

os linfocitos foi transferido para outra garrafa de cultura, separando os dois tipos de CMSP.

3.11.2 Condicoes de cultivo para derivacio de mondcitos circulantes em macréfagos

Apo6s separacao dos linfécitos presentes no sobrenadante, foi adicionada a garrafa
contendo os monocitos, a mesma quantidade de RPMI (10% SFB) suplementado com 20% de
sobrenadante de fibroblastos da linhagem 1929 contendo fator estimulador de colonias de
macrofagos (M-CSF). Ambas as garrafas de cultura foram incubadas por mais 4 dias, nas
mesmas condi¢des anteriores. Todo esse procedimento foi realizado de acordo com VIANA et
al. (2013, 2015, 2016). Apos os 5 dias de cultivo, o sobrenadante das garrafas de cultura
contendo os macréfagos foi descartado, sendo a garrafa completa com 50mL de RPMI 1640
(10% SFB) gelado. Posteriormente, as células foram raspadas levemente com a ajuda de um
cell scraper (SPL Life Sciences Co., Ltd®) e o sobrenadante transferido para um tubo de
polipropileno de 50 mL. Apds o processo de centrifugacao a 450 x g, 10 minutos, 4°C, o pellet
foi ressuspendido em 2 mL de RPMI (10% SFB). Uma aliquota foi separada para contagem
das células na cAmara de Neubauer e posteriormente foi realizado o ajuste para 1x10°

macrofagos/mL.
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3.11.3 Purificacio de linfocitos T CD4* ¢ T CD8"

Ap6s 5 dias de cultivo, as células linfocitarias foram coletadas e transferidas para tubos
de 50 mL de polipropileno (Falcon®, Becton Dickison and Company, EUA), que foram
centrifugados a 400 x g, 10 minutos, 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 6 mL de RPMI 1640 (10% SFB), colocado sobre 4,5 mL de Ficoll-hypaque
1.119 e 4,5 mL de Ficoll-hypaque 1.077, seguido de centrifugagdo a 450 x g, 70 minutos, 4°C,
de forma a separar os linfocitos num anel celular distinto. Seguidamente, o anel foi recolhido
para um tubo de polipropileno de 15mL, completado com RPMI 1640 (10% SFB),
centrifugado a 400 x g, 10 minutos a 4°C e ressuspendido em 1 mL de RPMI 1640 (10% SFB),
para contagem na camara de Neubauer e posterior marcagdo com 8yl de anticorpo anti-
CDS8FITC, seguida de incubagdo ao abrigo da luz por 20 minutos. Ap6s a incubagdo, foram
adicionados 10 mL de PBS-W + EDTA (0.5% albumina sérica bovina + 2mM EDTA), seguido
de centrifugacdo a 400 x g, 10 minutos, 4°C e ressuspen¢do em PBS-W + EDTA na propor¢ao
de 90ul por cada 1x107 células. Posteriormente, 10uL das beads anti-FITC (BD-Biosciences®)
foram adicionadas, com incubagdo por 20 minutos, centrifugacio a 400 x g, 10 minutos, 4°C
e ressuspensao em 500 pL. de PBS-W + EDTA.

Em seguida, a suspensio celular foi adicionada a coluna de MACS (Miltenyi Biotec®).
Ap6s todo o liquido ser absorvido pela coluna, foram adicionados a mesma 15 mL de PBS-W
+ EDTA, deixando gotejar todo o volume para um tubo de polipropileno de 50 mL (Depletado
1). De forma a liberar os linfocitos T CD8" retidos, a coluna foi retirada do suporte e lavada 3
vezes com 5 mL de solucao tampao (PBS-W + EDTA), pressionando vigorosamente o émbolo,
sendo os linfocitos T CD8™ transferidos para um tubo de polipropileno de 50mL. Este tubo foi
centrifugado a 400 x g, 10 minutos, 4°C, o sobrenadante descartado, ressuspendido em 1mL,
e uma aliquota foi retirada para avaliagdo da pureza desta subpopulagdo por citometria de
fluxo. Finalmente, foi efetuada a contagem em camara de Neubauer, de forma a ressuspender
os linfocitos T CD8" na concentragio de 2x10°/mL.

O tubo contendo a suspensio celular apds deplegio dos linfocitos T CD8" (depletado
1), foi centrifugado 400 x g, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 8 pL de anti-CD4FITC, seguido de incubagao ao abrigo da luz durante 20 minutos.
Em seguida, foram adicionados a suspeng¢do celular 10 mL de PBS-W + EDTA, seguido de
centrifugacdo a 400 x g, 10 minutos, 4°C e ressuspen¢do em PBS-W + EDTA na propor¢ado de
90ul por cada 1x107 células. Posteriormente, 10uL das beads anti-FITC foram adicionadas,

incubadas por 20 minutos, centrifugadas a 400 x g 10 minutos, 4°C e ressuspendidas em 500
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uL de PBS-W + EDTA. Tal como descrito no processo de isolamento de linfocitos T CD8", a
suspensao celular foi adicionada a coluna de MACS, seguida de 15 mL de PBS-W + EDTA e
apos passagem de todo o liquido pela coluna, os linfocitos T CD4 " foram libertados e lavados
3 vezes com 15 mL solugdo tampao, pressionando de forma vigorosa o émbolo. Este tubo foi
centrifugado a 515 x G, 10 minutos, 4°C, o sobrenadante descartado e ressuspendido em 1mL
para contagem dos linfocitos T CD4", ajustando-se para a concentracio de 2x10°/mL. Uma
aliquota foi retirada para aferigdo da pureza dos linfocitos T CD4" por citometria de fluxo.

A figura 3 representa os graficos demonstrativos da pureza do isolamento de linfocitos
T CD4" e linfocitos T CDS8". As figuras da esquerda representam graficos de densidade,
coloridos artificialmente segundo o numero de células em cada ponto, em fun¢do da
granulosidade (SSC — side light scatter) versus fluorescéncia 4 (FL-4) (Figura 3A), ou
fluorescéncia 1 (FL-1) (Figura 3C) da populacao de linfocitos, de forma a estabelecer o limite
de auto-fluorescéncia das células ndo marcadas. As figuras 2B e 2D representam graficos de
densidade SSC versus FL-4 (anti-CD4"APC) e FL-1 (anti-CD8'FITC), respetivamente.
Utilizando a fronteira estabelecida anteriormente € possivel observar no quadrante 3 (Q3) de
ambos os graficos, que foram conseguidos graus de pureza superiores a 90%, tanto em

linfocitos T CD4" (Figura 3B), como em linfocitos T CD8" (Figura 3D).
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Figura 3: Percentual de pureza de linfocitos T CD4" ¢ T CD8™ a partir do sangue periférico de cdes naturalmente
infectados e higidos, mantidos em cultura por cinco dias e submetidos a purificagdo com microbeads e colunas
magnéticas. (A e C) Graficos de densidade SSC vs (A) FL-4 ou (C) FL-1 utilizados para estabelecer o limite de
auto-fluorescéncia da populagdo negativa. (B e D) Grafico de densidade de SSC vs (B) CD4* - APC/FL-4 ou (D)
CD8" - FITC/FL1, empregado para quantificar o percentual de linfocitos T purificados. No quadrante 7 (Q7) da

figura B e quadrante 3 (Q3) da figura D estdo indicados, respetivamente, os percentuais (%) de pureza das
subpopulagdes de linfocitos T CD4"e CD8".

3.11.4 Co-Cultivo celular

Além dos linfocitos e macréfagos foi necessario preparar as promastigotas de L.
infantum OP46 GFP para o co-cultivo. Para isto, 2 mL da cultura de promastigotas de L.
infantum, em fase estaciondria de crescimento, cultivadas em meio NNN/LIT foram
transferidas para um tubo falcon de 15mL, ao qual foram adicionados 8 mL de RPMI (10%
SFB). O tubo foi centrifugado por 550 x g, 10 minutos, 24°C, o sobrenadante foi descartado,
as promastigotas ressuspendidas em 1 mL de RPMI com 10%SFB e contadas em camara de
Neubauer. A seguir, foi ajustada a concentragdo de promastigotas para 1x107 parasitos/mL.

No final de todo o processo descrito até aqui (obtencao dos macrofagos, separacao das
subpopulagdes de linfocitos em colunas magnéticas e crescimento de promastigotas de L.

infantum OP46 GFP), 1x10° macréfagos foram transferidos para cada um dos tubos de
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polipropileno estéreis de SmL, juntamente com promastigotas de L. infantum GFP na proporcao
de dez parasitos por macrofago e linfocitos T CD4", linfocitos T CD8', ou ambas as
subpopulagdes de linfocitos T, na propor¢ao de um linfocito para cinco macréfagos (Viana,

2012). Todos os tubos foram incubados durante 48h em estufa de CO2 5% a 37°C.

3.11.5 Avaliacio da expressdo intracelular de IFN-y e IL-4 em linfocitos T CD4" e

linfécitos T CD8* autologos, por citometria de fluxo

Findo o periodo de incubagao, os tubos referentes a avaliagdo da expressao intracelular
de citocinas foram retirados da estufa de CO,. As marcagoes e finalidade de cada um deles
encontram-se no Quadro 2.

Inicialmente, foram adicionados 20 pL de brefeldina A (10 pg/mL), com posterior
incubacao por mais 4 horas a 37°C em estufa incubadora com 5% de CO2. Ao término da
incubagdo, as culturas foram tratadas com EDTA (Sigma Co., EUA), concentracao final de 2
mM, e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
lavadas com 2 mL de PBS-W e centrifugadas por 10 minutos a 400 x g, 18°C. Para distinguir
as subpopulacdes de linfocitos T produtores de citocinas, foram acrescentados 10 pL dos
anticorpos monoclonais anti-moléculas de superficie CD4 APC e CD8 FITC ou AF647,
previamente diluidos. Apds incubag¢do por 30 minutos a TA, ao abrigo da luz, foram
acrescentados 2 mL de PBS a cada um dos tubos, e estes foram centrifugados por 10 minutos a
400 x g, 18°C. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solugdo fixadora contendo formaldeido
(Facs lysing solution - Becton Dickison and Company®, EUA) sob agita¢io em vortex, seguido
de incubagdo por 10 minutos a TA e centrifugacdo por 10 minutos a 400 x g, 18°C. O
sobrenadante foi entdo desprezado e o pellet homogeneizado em vortex até a ressuspensao total
das células. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de PBS-P, os tubos foram
homogeneizados e incubados por 10 minutos a TA e ao abrigo da luz. Finalmente, os tubos
foram centrifugados durante 10 minutos a 400 x g, 18°C, o sobrenadante desprezado e o pellet
ressuspendido em 200 uL de PBS.

Apos a ressuspensao das células foi adicionado 10 uL de cada um dos anticorpos anti-
citocinas previamente diluidos, anti-IFN-y PE e anti-IL-4 PE, sendo os tubos homogeneizados
e incubados ao abrigo da luz por 30 minutos. Apds acrescentar 2 mL de PBS em cada um dos
tubos, os mesmos foram centrifugados por 10 minutos a 400 x g, 18°C. O sobrenadante foi
desprezado e foram adicionados 200uL de PBS, para posterior leitura no citdometro de fluxo

FACSCalibur.
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Quadro 2: Avaliagio da expressio intracelular de IFN-y e IL-4 em linfocitos T CD4" linfocitos T CD8+ autdlogos.

Tubo Marcacao Avaliacao
CD4APC Avaliagdo da produgao intracelular de IFN-y, em
M¢ + CD4*
¢ IFN-yPE linfécitos T CD4*
CD8AF647 Avaliagdo da produgdo intracelular de IFN-y, em
M¢ + CD8*
¢ IFN-yPE linfécitos T CD8*
CD4APC Avaliagdo da produgdo intracelular de IFN-y, em
M¢ + CD4" + CD8* CDSFITC linfécitos T CD4" e linfocitos T CD8", juntos em
IFN-yPE cultivo
CD4APC Avaliacdo da produgdo intracelular de IL-4 em
+ +
M¢ +CD4 IL-4PE linfocitos T CD4*
CD4APC Avaliagdo da produgao intracelular de IL-4, em
M¢ + CD4" + CD8* CDBFITC linfécitos T CD4" e linfocitos T CD8", juntos em
IFN-yPE cultivo

3.11.6 Imunofenotipagem de macréfagos e avaliacio da expressido intracelular de NO e

ROS por citometria de fluxo

Ap6s o periodo de incubacao os tubos foram retirados da estufa de CO». As marcagdes
e finalidade de cada um dos tubos destinados a avaliagdo da taxa de infeccdo e produgao
intracelular de NO e ROS encontram-se nos Quadros 3 e 4, respetivamente.

Os tubos destinados a avalia¢do da expressao intracelular de NO foram centrifugados a
400 x g, por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi ressuspendido em 100uL de PBS e foi
acrescentado 1ul de Orange Nitric Oxide Probe (ONOP) (BD-Biosciences®) para identificacio
intracelular de NO, sendo os tubos incubados por 3 horas. Os tubos destinados a avaliacao da
expressao intracelular de ROS foram também centrifugados a 400 x g, 10 minutos, 25°C, o
sobrenadante foi descartado e ressuspendido em 100uL de PBS, posteriormente foram
acrescentados 10 pl de CellROX® Orange Reagent (CROR) (Thermofisher scientific®) para
identificacdo de ROS intracelular, seguido de incubagdao em estufa 5% CO, a 37°C por 30
minutos.

Ap0s a incubagdo foram acrescentados 10 pL de anticorpo anti-CD14 Alexa Fluor 647
(AF647) previamente diluido, seguido de incubag@o por 20 minutos, a TA e ao abrigo da luz.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados 400 x g, por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi descartado e o conteudo ressuspendido em 200uL de PBS. Finalmente, o contetido dos tubos

foi transferido para tubos FACS para leitura no citometro de fluxo FACSCalibur.
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Quadro 3: Avaliagdo do percentual de macréfagos infectados derivados de monocitos circulantes em co-cultivo
com linfocitos T autdlogos e sua expressao intracelular de NO.

Tubo Marcacio Avaliacao
M¢ - Controle Negativo
Méd CD14AF647 Percentual de Macrofagos
CD14AF647 .
Mo + L. infantum GFP Percentual de macrofagos infectados
) CDI4AF647 Percentual de macrofagos infectados produtores
Mo + L. infantum GFP do NO
ONOP ©
CD14AF647 Percentual de macrofagos infectados
M¢ + CD4 + L. infantum GFP Produtores de NO, em co-cultivo com linfocitos T
ONOP CD4*
CD14AF647 Percentual de macréfagos infectados
M¢ + CD8 + L. infantum GFP produtores de NO, em co-cultivo com linfécitos T
ONOP CDS§*
CD14AF647 Percentual de macrofagos infectados
M¢ + CD4 + CDS8 + L. infantum GFP produtores de NO, em co-cultivo com linfocitos T
ONOP CD4"e CD8"

Quadro 4: Avaliacdo da expressdo intracelular de ROS por macrofagos infectados derivados de monodcitos
circulantes em co-cultivo com linfécitos T autdlogos.

Marcacao Avaliacio
: CDI4AF647 Percentual de macrofagos infectados produtores de
Mo + L. infantum GFP ROS
CROR
CD14AF647 Percentual de macréfagos infectados
M¢ + CD4 + L. infantum GFP produtores de ROS, em co-cultivo com linfocitos T
CROR CD4"
CD14AF647 Percentual de macrofagos infectados
Mé¢ + CD8 + L. infantum GFP produtores de ROS, em co-cultivo com linfocitos T
CROR CDS8"
CD14AF647 Percentual de macréfagos infectados
M¢ + CD4 + CD8 + L. infantum GFP produtores de ROS, em co-cultivo com linfocitos T
CROR CD4"e CD8"

3.11.7 Avaliacdo da evolucao morfologica dos mondcitos em cultura com M-CSF e

realizacido de microfotografias representativas da infeccio por Leishmania infantum

Apbs separacdo dos monocitos e linfocitos, tal como descrito no item 3.11.1, estes foram
contados em camara de Neubauer e colocados em chamber slides de 16 pocos (5x10*
macrofagos/pogo) durante 6 horas. A seguir, a parte superior da chamber slide foi retirada e a
lamina foi corada com Pandtico Répido InstantProv para realiza¢do de fotomicrografias

representativas das caracteristicas morfoldgicas dos mondcitos.
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Para avaliagdo da diferenciagdo dos mondcitos circulantes em macréfagos, estes foram
destacados da base da garrafa de cultura, tal como descrito no item 3.11.2, ao 3° e 5° dia,
contados em cimara de Neubauer e colocados em cultura em chamber slides (5x10*
macrofagos/pogo) durante 6 horas com RMPI (10% SFB). Apoés este tempo, a lamina foi corada
com Panotico Rapido InstantProv para realizacdo de fotomicrografias representativas das
alteragdes morfologicas dos monocitos no processo de transformagdo em macrofagos (Figura
28A). As microfotografias foram realizadas utilizando a camera Zeiss Axiocam mrC, acoplada

a0 microscopio de fluorescéncia Axio Imager Z2 (Carl Zeiss Microimaging GmbH®).

3.11.8 Realizacio de microfotografias representativas da infeccio por Leishmania

infantum, por microscopia convencional

Para a obten¢do de imagens representativas da taxa de infeccdo, monodcitos foram
colocados em cultura, nas condi¢des descritas no item 3.11.2, durante 5 dias. Apds este periodo
estas células foram raspadas com auxilio de um cell scraper, transferidas para tubos de
polipropileno de SOmL e centrifugadas a 400 x g, 10 minutos 4°C. A seguir, o sobrenadante foi
descartado e ressuspendido em ImL de RPMI (10% SFB) para contagem na camara de
Neubauer. As células foram ressuspendidas para 5x10° M¢/mL, plaqueadas em chamber slide
(5x10* macrofagos/pogo) e infectadas com promastigotas de Leishmania infantum GFP em fase
estacionaria, na propor¢ao de 10 promastigotas por macrofago, durante 48 horas. Apos a
incubacdo, a parte superior foi retirada e a 1amina foi corada com Pandtico Répido InstantProv
para realizacdo de fotomicrografias representativas. As microfotografias foram realizadas
utilizando a camera Zeiss Axiocam mrC, acoplada ao microscopio de fluorescéncia Axio

Imager Z2 (Carl Zeiss Microimaging GmbH®).
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Quadro 5: Diluicdo e fluorescéncia dos anticorpos utilizados.

Anticorpo Hospedeiro Clone Diluicao
CD3 FITC Camundongo CAL17.2A12 1:25
CD4 FITC Rato YKIX302.9 -
CD4 APC Rato YKIX302.9 1:100

CD4 PE Rato YKIX302.9 1:50
CDS8 FITC Rato YCATESS.9 1:25

CD8 AF647 Rato YCATES5.9 1:25

CD14 AF647 Camundongo TUK4 1:25
IFN-y PE Camundongo CC302 1:20

IL-4 PE Camundongo CC303 1:20
CD11b PE Rato M1/70 1:50

3.12 Estratégias de analise por citometria de fluxo

3.12.1 Estratégias para analise imunofenotipica de linfocitos T no contexto ex vivo, no

baco e figado

Os resultados referentes aos aspectos fenotipicos das subpopulagdes de linfocitos T no
baco € no figado foram obtidos considerando a frequéncia (%) de linfocitos T CD3"CD4" e
CD3"CDS8" através do programa Flow.Jo®. A andlise foi feita de forma semelhante nas células
do compartimento esplénico (Figura 4) e hepatico (Figura 5)

A andlise da frequéncia de linfocitos T CD3°CD4" ¢ T CD3'CDS8" foi realizada
utilizando-se a estratégia de analise convencional. Iniciamos pela sele¢do, em gréaficos de
densidade do limite de auto-fluorescéncia da populacdo ndo marcada no canal FL-I.
Seguidamente, foi avaliado o percentual de células CD3", em graficos de densidade SSC versus
CD3" - FL-1. Apés a demarcacio da regido contendo as células de fenotipo CD3*SSCMY, foi
avaliado em graficos de densidade FL-3 versus CD4PE — FL-2 ou CDS8 Alexa Fluor 647 — FL-
4, o percentual de subpopulagdes T CD3'CD4" e T CD3"CD8" no compartimento esplénico e

hepatico.
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Figura 4: Sequéncia da analise realizada para determinar o percentual de linfocitos T totais (CD3"), CD3"CD4" ¢
T CD3"CD8" no bago de cédes naturalmente infectados com Leishmania infantum. Graficos de densidade,
representativo da expressdo dos marcadores de superficie para a caracterizacao de linfocitos T. As regides CD3",
CD4" e CD8", representam o percentual de cada uma destas populagdes no compartimento esplénico.
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Figura 5: Sequéncia da analise realizada para determinar o percentual de linfocitos T totais (CD3), CD3"CD4" e
T CD3"CD8" no figado de cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum. Graficos de densidade,
representativo da expressdo dos marcadores de superficie para a caracterizagdo de linfécitos T. As regides CD3",
CD4" e CD8", representam o percentual de cada uma destas populagdes no compartimento hepatico.
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3.12.2 Estratégia de analise da producio citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4) por

linfocitos T CD4+ e T CD8+ no compartimento esplénico e hepatico

A analise das frequéncias de linfocitos T CD4 " (Figura 6) e linfocitos T CD8" (Figura
7) esplénicos com expressao intracitoplasmatica de IFN-y e IL-4 foi realizada a partir da selecao
da populagdo CD4"/FL-4 ou CD8"/FL-4, baseada em aspectos imunofenotipicos, através de
graficos de densidade SSC versus FL-4. Apos a selecdo da regido de interesse contendo células
de fenotipo CD4"SSCY (Figura 6) ou CD8*SSC*Y (Figura 7), foram construidos graficos de
densidade de fluorescéncia SSC versus IFN-y"/FL2 ou IL-4"/FL2 para determinar o percentual
de linfocitos T CD4" e CD8" produtores destas citocinas. As células produtoras de IFN-y" e IL-
4" situam-se no quadrante 3 (Q3). Para avalia¢do da produgdo intracitoplasmatica de citocinas

por linfocitos T hepdticos foi realizada a mesma estratégia.
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600 = 600 =

200 = 200
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200 —
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FL2-H:: IFN-y PE FL2-H::IL-4 PE

Figura 6: Sequéncia de procedimentos utilizados para analise do percentual de linfocitos T CD4" IFN-y" e CD4*
IL-4" no compartimento esplénico. A regido Q3 representa a percentagem de linfocitos T CD4* produtores de IFN-
v ou IL-4.
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Figura 7: Sequéncia de procedimentos utilizados para analise do percentual de linfocitos T CD8" IFN-y" e CD8"
IL-4" no compartimento esplénico. O quadrante 3 (Q3) representa a percentagem de linfocitos T CD8" produtores
de IFN-y ou IL-4.

3.12.3 Estratégia de analise de producido de NO e ROS por macrofagos hepaticos e

esplénicos no contexto ex-vivo

A analise da produc¢do de NO e ROS por macrofagos CD11b" no contexto de ex-vivo
foi realizada de forma semelhante no bago (Figura 8) e no figado (Figura 9). Esta anélise foi
iniciada pela defini¢do do limite de auto-fluorescéncia da populagdo ndo marcada no canal FL-
2, através de graficos de densidade SSC versus FL-2. A seguir, foi avaliado o percentual de
células CD11b" (Regido CD11b") em graficos de densidade SSC versus CD11b/FL-2. Foi ainda
avaliado o limite de auto-fluorescéncia da populagdo ndo marcada no canal FL-1, através de
graficos de densidade FL-4 versus FL-1. Utilizando os limites definidos anteriormente, foi
entdo avaliado o percentual de macrofagos CD11b"NO" e CD11b"ROS" através de graficos de
densidade FL-4 versus DAF/FL-1 ou DCFH/FL-1.
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Figura 8: Avaliacdo da expressdo intracelular de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) por
macrofagos esplénicos (CD11b%). As regides “NO*” e “ROS*™ representam o percentual de células CD11b"

produtoras de NO e ROS, respetivamente.
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Figura 9: Avaliagdo da expressdo intracelular de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) por
macrofagos hepaticos (CD11b%). As regides “NO*™ ¢ “ROS™ representam o percentual de células CD11b*

produtoras de NO e ROS, respetivamente.

51



Vieira, J. F. P. Material e Métodos

3.12.4 Estratégia de analise da producio citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4) por
linfocitos T CD4" e T CD8" em co-cultivo com macrofagos infectados derivados de

monocitos circulantes

A andlise das frequéncias de linfocitos T CD4" e linfocitos T CD8" com expressido
intracitoplasmatica de IFN-y e IL-4 nos experimentos de co-cultivo foi realizada a partir da
selecdo da populagio CD4" (Figura 10) ou CD8" (Figura 11), de acordo com aspectos
imunofenotipicos, através de graficos de densidade SSC versus CD4/FL-4 ou CD8/FL-4. Ap6s
a selecdio da regido de interesse contendo células de fendtipo CD4"SSC'* (Figura 10) ou CD8"
SSC"¥ (Figura 11) - (Regido R1), foram construidos graficos de densidade SSC versus IFN-
¥/FL2 ou IL-4/FL2 para determinar o percentual de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" produtores de

cada citocina, situando assim as células produtoras de IFN-y e IL-4 no quadrante 3 (Q3).
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Figura 10: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfécitos T CD4"TFN-y* e
CD4'IL-4" no contexto de co-cultivo com macrofagos derivados de monocitos caninos circulantes infectados com
Leishmania infantum. O quadrante 3 (Q3) representa a percentagem de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y ou
IL-4.
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Figura 11: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfocitos T CD8'IFN-y* e
CDS8'IL-4" no contexto de co-cultivo com macrdfagos derivados de mondcitos caninos circulantes infectados com
Leishmania infantum. O quadrante 3 (Q3) representa a percentagem de linfocitos T CD8" produtores de IFN-y ou
IL-4.

3.12.5 Estratégia de analise de producio de NO e ROS por macrofagos infectados
derivados de monocitos circulantes em co-cultivo com subpopulacdes de linfocitos

autologos

A analise da produg¢io de NO e ROS por macrofagos CD14" apos 48h de co-cultivo com
linfocitos T CD4" e/ou T CD8" foi iniciada a partir da selegdo baseada em aspectos
imunofenotipicos da populacio CD14", através de graficos de densidade de SSC versus
CD14/FL-4. A seguir, foi avaliado o percentual de células CD14" infectadas com L. infantum
GFP no canal de fluorescéncia FL-1, em gréaficos de densidade de CD14/FL-4 versus GFP/FL-
1. Apos sele¢do da populagdo GFP', foi ainda avaliado o limite de auto-fluorescéncia da
populagdo ndo marcada no canal FL-2, através de graficos de densidade FL-4 versus FL-2.
Finalmente, tendo em conta esse limite, foi avaliada a produ¢do de macrofagos produtores de
NO, em graficos de densidade de CD14/FL-4 versus ONOP/FL2 e ROS, em graficos de
densidade de FSC versus CROR/FL2 (Figura 12).
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Figura 12: Avaliagdo da expressdo intracelular de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio, por macrofagos
derivados de mondcitos sanguineos em co-cultivo com linfocitos T CD4" e/ou linfocitos T CD8" e infectados com
Leishmania infantum GFP. A regidao CD14" representa o percentual de macrofagos. A regido GFP* representa o
percentual de macréfagos (CD14") infectados e as regides “NO*” e “ROS™ representam o percentual de
macrofagos CD14"GFP* produtores de NO e ROS, respetivamente.

3.12.6 Estratégia de analise de producao de NO e ROS por macrofagos derivados de
monocitos circulantes, com diferentes niveis de parasitismo, em co-cultivo com
subpopulacoes de linfocitos autologos

A avaliagdo da produ¢ao de NO e ROS por macrofagos derivados de mondcitos em co-
cultivo com linfocitos T CD4" e/ou T CD8" em situagdes de auséncia, baixo ou alto parasitismo,
foi iniciado pela selegdo, através de aspetos fenotipicos da populagdo CD147, tal como descrito
em 3.12.5 (Figural2). A seguir, foi selecionada a populagéo de células CD14" ndo infectadas
com L. infantum GFP, situadas na regido de interesse GFP/FL-1 e a populacdo de macrofagos
infectados, incluida na regido de interesse GFP*/FL-1, em graficos de densidade de CD14/FL-
4 versus GFP/FL-1 (Figura 13). Dentro da populacdo de macréfagos infectados foram
selecionados os 50% de macrofagos com menor parasitismo (GFPiow/FL-1) € os 50% de
macréfagos com maior parasitismo (GFPMeY/FL-1). Apos selegdo de cada uma das populacdes
de interesse GFP", GFPiow ¢ GFP"e" foi avaliada a produgio de NO em cada uma destas
popualdes, em graficos de densidade de CD14/FL-4 versus ONOP/FL-2 (Figura 13) A mesma
estratégia descrita acima foi adotada para avaliacao da producao de ROS nas populagdes GFP,
GFPjow € GFP"&" em gréficos de densidade de CD14/FL-4 versus CROR/FL-2.
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Figura 13: Avaliagdo da expressdo intracelular de oxido nitrico, por macréfagos derivados de monodcitos
sanguineos em co-cultivo com linfocitos T CD4" e/ou linfécitos T CD8" e Leishmania infantum GFP, em situagdes
de auséncia, baixo ou alto parasitismo. Regides GFP-, GFPj e GFP"#" correspondem ao percentual de
macrofagos (CD14%), com auséncia, baixo ou alto parasitismo. As regides NO*, correspondem ao percentual de
macrofagos CD14" produtores de 6xido nitrico, em cada uma das populagdes anteriores.

3.13 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 6.0 (Prism Software,
EUA). O teste de Kolmogorov-Smirnoff foi empregado para avaliar a distribui¢do amostral dos
dados. Considerando os dados que nao apresentaram distribui¢do normal, foi utilizado o teste
nao paramétrico de KruskalWallis para investigar diferengas entre os grupos, acompanhado do
teste de Dunns para as comparagdes multiplas. Os dados que tiveram distribui¢cao normal foram
analisados pelo teste paramétrico de one-way-ANOVA, seguido pelo teste de Tukey para as
comparagdes multiplas. As analises de correlacdo foram realizadas utilizando o teste de
Pearson, nos dados que apresentaram distribuicao normal, ou o teste de Spearman, nos dados
que ndo apresentaram distribui¢do normal. Em todos os casos foram consideradas significativas
as diferencas com valores de p igual ou menor 0,05 e todos os testes foram realizados com

intervalo de confianga de 95%.
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4 RESULTADOS
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Esta tese gerou um conjunto de dados que podera orientar futuras pesquisas no campo
da imunopatologia da leishmaniose visceral canina, demonstrando a importancia de alguns
parametros imunolédgicos para o estabelecimento de uma resposta imune compartimentalizada
associada a resisténcia ou susceptibilidade, em caes naturalmente infectados por L. infantum.
Os resultados apresentados a seguir, agregam diferentes abordagens realizadas em grupos de
caes ndo infectados e caes naturalmente infectados assintomaticos ou sintomaticos, que foram
denominados, respectivamente, Grupo CNI (n=7), grupo CA (n=10) e grupo CS (n=9).

Para facilitar o entendimento dos dados, os resultados estdo divididos em trés partes. Na
primeira parte encontram-se os resultados dos exames parasitologicos, da presenca e grau de
esplenomegalia, assim como das analises hematologicas e bioquimicas. Na segunda parte
encontram-se os resultados referentes a imunofenotipagem, no contexto ex-vivo, de bacgo e
figado e a expressdo de mRNA de citocinas associadas com a resisténcia e susceptibilidade a
leishmaniose visceral. Na terceira parte encontram-se os resultados referentes a
imunofenotipagem num sistema de co-cultivo de células do sistema imune derivadas do sangue

periférico.
4.1 Avaliagoes sorologica e parasitologica dos cies infectados por Leishmania infantum

4.1.1 Diagnostico sorologico e isolamento de promastigotas em mielocultura

Nos grupos CA e CS foram incluidos apenas cdes que apresentaram teste rapido
imunocromatografico - (TR DPP® — Bio-Manguinhos®) e ensaio imunoenzimatico - (EIE®
— Bio-Manguinhos®) positivos (Tabela 1). Os ensaios sorolégicos foram realizados pelo Centro
de Controle de Zoonoses CCZ de Governador Valadares (CCZ/GV) de acordo com as
recomendacdes do Ministério da Satde no seu Plano de Controle e Vigilancia da LV no Brasil
(Ministério da Saude, 2006). Para confirmar a presenga do parasito nos caes infectados, foi
realizada, logo apds a chegada dos mesmos ao CCA/UFOP, a tentativa de isolamento de formas
promastigotas, a partir de culturas de medula 6ssea, em meio NNN/LIT. Os resultados
demonstraram que foi possivel isolar os parasitos na mielocultura de todos os caes de ambos os
grupos infectados (CA e CS), como observado na Tabela 1. Além disso foi realizada uma

avaliacdao por PCR-RFLP, que confirmou que os animais foram infectados por L. infantum.
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Tabela 1: Resultados das avaliagdes sorologicas (EIE® e DPP®) e parasitolégicas (miclocultura em NNN/LIT)
em cées portadores de diferentes formas clinicas (assintomaticos e sintomaticos) na LVC.

Grupo Assintomatico (CA) ELISA DPP® Mielocultura

C24 + + +
C25 + + +
C42 + + +
C49 + + +
Cs57 + + +
C206 + + +
C207 + + +
C208 + + +
C212 + + +
C214 + + +
Grupo Sintomatico (CS)
Cle + + +
C26 + + +
C29 + + +
C31 + + +
C39 + + +
C209 + + +
C229 + + +
C267 + + +
C353 + + +

4.1.2 Avaliacio da carga parasitaria por qPCR e pelo método Leishman Donovan Units

(LDU)

Para avaliar o parasitismo esplénico e hepatico por L. infantum nos grupos infectados
(CA e CS), foi feita a determinag@o da carga parasitaria nestes grupos, através da contagem de
formas amastigotas por mil células nucleadas em laminas coradas por Giemsa, utilizando a
técnica de LDU. Esta avaliagdo revelou uma maior carga parasitaria no compartimento
esplénico do grupo CS, em comparacao ao grupo CA (Figura 14A). De forma diferente, no
figado, ndo se verificou diferenga significativa entre os grupos (Figura 14B).

De forma a confirmar os resultados da avaliagdo da carga parasitaria por LDU, foi
também realizado nesses grupos a determinagdo da carga parasitéria, através da quantificacao
do DNA parasitario em cada um dos 6rgaos, utilizando a técnica de qPCR. Esta avaliacao, nos

permitiu observar que tanto no compartimento esplénico, como no compartimento hepatico,
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existiu uma maior carga parasitaria no grupo CS, em comparagdo ao grupo CA (Figura 15).

Baco

amastigotas/1000 células

amastigotas/1000 células

2000

1500

1000 -

500 -

LDU

400+

3004

2004

100+

LDU

—

CA
Grupo

Figura 14: Carga parasitaria avaliada por LDU (Leishman Donovan Units), de cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum. Carga parasitaria (A) esplénica e (B) hepatica. Através dos graficos de box plots estdo
representadas as medianas, intervalos interquartis e os valores maximos e minimos das cargas parasitarias de cada
grupo em amastigotas por 1000 células nucleadas. No eixo x estdo representados os dois grupos experimentais
(CA e CS). O asterisco (*) representa as diferencas estatisticas (p<0,05) entre os grupos.
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Figura 15: Carga parasitaria esplénica e hepatica avaliada por qPCR de cdes naturalmente infectados por
Leishmania infantum. Através dos graficos de box plots estdo representadas as medianas, intervalos interquartis e
os valores maximos e minimos das cargas parasitarias de cada grupo em niimero de parasitos por mg de 6rgéo. No
eixo x estdo representados os dois grupos experimentais (CA e CS). O asterisco (*) representa as diferengas
estatisticas (p<0,05) entre os grupos.
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4.2 Avaliacdo do grau de esplenomegalia em cées infectados com L. infantum

Para avaliar alteracdes na espessura do bago, na presenga ou auséncia de sinais clinicos
caracteristicos de LVC foi empregada a ultrassonografia e posterior medigdo transversal, a
partir das imagens recolhidas. A figura 16A representa, desta forma imagens representativas da
espessura esplénica avaliada por ultrassonografia. Perante isto, observa-se na figura 16B que
caes infectados (CA e CS) apresentam um aumento significativo (p<0,05) na espessura do bago
em relagdo a cdes ndo infectados (CNI). Além disso, verificamos que os cdes do grupo CS
apresentam um aumento significativo (p<0,05) na espessura do bago, quando comparado aos
caes do grupo CA. Foi ainda observada uma correlagdo positiva (r=0,7263, p=0,0004) entre a

carga parasitaria esplénica e o grau de esplenomegalia nos caes naturalmente infectados por

Leishmania infantum.
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Figura 16: Avaliagdo por ultrassonografia da espessura do bago em cées ndo infectados e naturalmente infectados
por Leishmania infantum. As fotos sdo representativas de imagens de ultrassonografia do bago de um cédo
assintomatico (CA) e um cdo sintomatico (CS). No grafico de barras, o eixo X representa os grupos experimentais:
controle ndo infectado (CNI), assintomatico (CA) e sintomatico (CS). No eixo y esta representada a média e o erro
padrao da razdo entre a espessura do baco e o peso do animal. As diferengas estatisticas significativas (p<0,05)
estao representadas pelas letras “a” e “b”, relacionadas, respectivamente, aos grupos CNI e CA.
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4.3 Avaliacdo laboratorial: Parametros hematolégicos e bioquimicos

4.3.1 Parametros hematologicos: eritrograma e leucograma

Considerando a marcante leucopenia e principalmente a anemia caracteristicas da LVH
e da LVC, a andlise do hemograma (leucograma e eritrograma) corresponde a um importante
parametro no monitoramento da integridade funcional de 6rgdos chave na imunopatologia da
doenca, tal como na progressdo da mesma. Na avaliagdo do eritrograma foi observada a
existéncia de valores significativamente (p<0,05) inferiores nos grupos CA e CS em relagdo ao

grupo CNI, em todos os pardmetros avaliados (Tabela 2).

Tabela 2: Eritrograma de cdes ndo infectados e caes naturalmente infectados por L. infantum, pertencentes aos
grupos assintomatico e sintomatico.

Eritrograma Grupo Clinico
CNI CA cs
Eritrécitos (RBC x10°/uL) 8,4240,14 5,692+1,123" 4,911£1,315"
Hemoglobina (g/dL) 19,98+1,9 11,51042,993" 10,413+3,504"
Hematécrito (%) 62,82+5,13 38,550+10,570" 35,225+11,890"
Plaquetas (Pt x10°/mm’) 340,57+88,44 133,40+90,127" 123,54101,956"

Valores absolutos (médiat+desvio padrdo) do eritrograma (global de eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito e
plaquetas) de caes nao infectados (CNI) e cdes naturalmente infectados) por L. infantum, assintomaticos (CA)
ou sintomaticos (CS). As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela letra “a”,
relacionada ao grupo CNI.

Em relagdo ao leucograma, a Unica alteracdo encontrada foi um nimero de mondcitos
circulantes significativamente (p<0,05) superior no grupo CS, em relagdo ao grupo CA. (Tabela

3).
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Tabela 3: Leucograma de caes ndo infectados e naturalmente infectados por L. infantum, pertencentes aos grupos
assintomatico e sintomatico.

Leucograma (x103/mm3) Grupo Clinico

CNI CA CS
Leucdcitos Totais 10,242,214 8,489+5,319 8,489+2,620
Neutréfilos 5,731+£0,983 4,759+1,672 5,849+3,557
Linfécitos 2,228+0,959 3,74343,899 1,757+1,084
Mondcitos 0,291+0,202 0,245+0,212 0,427+0,244°
Eosinoéfilos 0,507+0,504 0,253+0,222 0,223+0,285

Valores absolutos (médiatdesvio padréio) do leucograma (leucocitos totais, neutrofilos, linfocitos, monocitos e
eosinoéfilos) de cdes ndo infectados (CNI) e cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum, assintomaticos
(CA) ou sintomaticos (CS). As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela letra “a”,
relacionada ao grupo CNI.

4.3.2 Parametros bioquimicos

Para aferir a existéncia de danos funcionais no compartimento renal e hepatico, assim
como disfungdes nas proteinas séricas foram realizadas as dosagens de ureia (mg/dL) e
creatinina (mg/dL), a avaliagdo dos niveis séricos das enzimas: alanina amino transferase —
ALT (U/L), aspartato amino transferase — AST (U/L), fosfatase alcalina — FA (U/L) e gama
glutamil transferase — GGT (U/L) e a avaliacdo das proteinas séricas, albumina (g/dL) e
globulina (g/dL), assim como da razdo albumina/globulina. Nos seguintes subtdpicos estdo

descritas as alteracdes encontradas na avaliagcdo dos diferentes parametros bioquimicos.

4.3.2.1 Provas de funcio renal

A deposi¢do de imunocomplexos antigeno/anticorpo no glomérulo renal pode levar ao
desenvolvimento de insuficiéncias funcionais neste 6rgao, que podem ser avaliados através da
afericao dos niveis séricos de ureia e creatinina. Na avaliacdo da fung¢ao renal, ndo foi possivel
observar nenhuma diferenca significativa (p<0.05) nas dosagens destes parametros entre os

grupos (Figura 17).
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Figura 17: Avalia¢do da fungdo renal através das concentracdes séricas de uréia e creatinina em cdes ndo
infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: caes nao
infectados (CNI), cdes assintomaticos (CA) e cdes sintomaticos (CS). O eixo y representa os valores médios e
desvio padrdo das dosagens de uréia e creatinina, em miligrama por decilitro (mg/dL).

4.3.2.2 Provas de funcao hepatica

O figado, como vimos nos resultados referentes a carga parasitaria, apresenta um intenso
parasitismo no contexto da infeccdo por L. infantum. Este parasitismo pode levar a uma
debilidade funcional, que pode ser avaliada através de marcadores, tais como, as concentragdes
séricas de aspartato transaminase (AST), alamina transaminase (ALT), fosfatase alcalina e
gama glutamil transpeptidase (yGT). Neste trabalho, ndo foi possivel observar alteragdes

significativas (p<0.05) entre os grupos infectados (CA e CS) e o grupo CNI (Figura 18).

63



Vieira, J. F. P. Resultados

4 AST ALT
150 150
100 100
— —
50 50
— 1
1
0 0
-l
~N
=)
Fosfatase alcalina GGT
300 8

6
200

100
- 1
| |

pr— —

CNI CA Cs CNI CA Cs

Grupos >

Figura 18: Avaliacdo da fung@o hepatica, através das concentragdes séricas de aspartato transaminase (AST),
alamina transaminase (ALT), fosfatase alcalina e gama glutamil transpeptidase (yGT) em cdes ndo infectados e
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: caes ndo infectados
(CNI), caes assintomaticos (CA) e caes sintomaticos (CS) naturalmente infectados por Leishmania infantum.
Através dos graficos de box plots estio representadas as medianas, intervalos interquartis e os valores maximos e
minimo da concentragdo de cada um dos parametros de cada grupo em unidades por litro (U/L).

4.3.2.3 Proteinograma

Na figura 19 estdo representados os resultados do proteinograma, correspondentes aos
parametros avaliados: proteina total, albumina, globulina e razao albumina/globulina.

Com base nos dados obtidos neste trabalho, foi possivel observar que os grupos dos caes
naturalmente infectados (grupos CA e CS) apresentaram niveis significativamente (p<0,05)
superiores de proteinas totais e globulinas em relacdo ao grupo CNI. De forma contréria, os
grupos CA e CS apresentaram concentragdes sé€ricas de albumina significativamente (p<0,05)
menores em relacdo ao grupo CNI. O mesmo padrdo se verifica em relacdo a razao
albumina/globulina, com valores significativamente (p<0,05) menores nos grupos infectados

(CA e CS) em relagdo ao grupo controle ndo infectado (CNI).
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Figura 19: Avaliagdo do proteinograma através da concentracio sérica de proteinas totais, albumina, globulinas e
razdo albumina/globulina em caes nao infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X
ilustra os grupos experimentais: ces ndo infectados (CNI), cées assintomaticos (CA) e cdes sintomaticos (CS). O
eixo y representa os valores médios e desvio padrao das dosagens em grama por decilitro (g/dL) destes parametros.
As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela letra “a”, relacionada ao grupo CNI.

4.4 Avaliacio ex-vivo, no compartimento esplénico, do perfil linfocitario e producao de

citocinas intracelulares, bem como do perfil de macroéfagos produtores de NO e ROS

4.4.1 Imunofenotipagem para caracterizacio do perfil de linfécitos T no compartimento

esplénico

O bago ¢ um dos 6rgdos mais acometidos durante a evolu¢do clinica da LVC, sendo a
resposta imune adaptativa a infeccdo comandada em particular por linfécitos T, nomeadamente
as subpopulagdes CD4" ¢ CD8". Em nosso estudo, foi avaliado o perfil linfocitario de cies
pertencentes a formas clinicas polarizadas da doenga, assintomaticos (CA) e sintomaticos (CA),
além de caes controle nao infectados (CNI). A percentagem de linfocitos T totais, foi avaliada
pela frequéncia de células CD3" no compartimento esplénico. Foi observado que o percentual
destas células foi significativamente maior no bago de CA, em comparagao a CNI. Ao ser
avaliado o percentual das subpopulagdes de linfocitos T CD3"CD4" e CD3"CD8" no bago dos

caes pertencentes aos diferentes grupos clinicos, foi observado que os grupos CA e CS
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apresentaram percentual significativamente (p<0.05) menor de linfocitos T CD3"CD4" ™
relagdo ao grupo CNI. Pelo contrério, ao avaliarmos a subpopulagdo de linfocitos T CD3"CDS8",
observamos um aumento significativo (p<0.05) do percentual dessa subpopulagdo no

compartimento esplénico nos grupos CA e CS quando comparado ao grupo CNI (Figura 20).
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Figura 20: Percentual de linfocitos T totais (CD3™) e das subpopulagdes CD3"CD4" ¢ CD3"CD8" no bago de caes
ndo infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: cdes
ndo infectados (CNI), cdes assintomaticos (CA) e cdes sintomaticos (CS). O eixo y representa o percentual médio
e erro padrdo de linfocitos T CD3", CD4" e CD8". As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pela
letra “a” relacionada ao grupo CNI.

4.4.2 Imunofenotipagem para caracterizacdo do perfil de linfocitos produtores IL-4 e

IFN-y no compartimento esplénico

Com o intuito de melhor elucidar a resposta imune compartimentalizada no bacgo, e o
papel que as subpopulagdes de linfocitos T podem desempenhar na resisténcia e
susceptibilidade a LVC, avaliamos a produgdo intracelular de citocinas (IFN-y e IL-4) nas
subpopulagdes de linfocitos T CD4" e CD8". Na Figura 21, podemos observar uma produgido
significativamente (p<0,05) maior de IFN-y por linfocitos T CD4" esplénicos no grupo CA em
comparag¢do com o grupo CS e CNI. Ao contrario, ndo foram verificadas diferencas estatisticas
(p<0,05) na produgio de citocinas por linfocitos T CD8". Em relagdo a razdo entre a produgéo

de TFN-y e IL-4 por linfocitos T CD8", foi possivel observar que esta é significativamente
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(»<0,05) superior no grupo CA em relagdo ao grupo CNI (Figura 21).
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Figura 21: Perfil de linfocitos T esplénicos (CD4* ¢ CD8"), produtores de IFN-y e IL-4 em cées ndo infectados e
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: caes ndo infectados
(CNI), caes assintomaticos (CA) e caes sintomaticos (CS). Através dos graficos de box plots estdo representadas
as medianas, intervalos interquartis e os valores maximos ¢ minimos de cada grupo. Nos graficos a esquerda e
centrais da figura, o eixo y representa o percentual de linfécitos T CD4* ¢ T CD8" produtores de IFN-y e IL-4.
Nos dois graficos da direita o eixo y representa a razdo entre o percentual de linfécitos T CD4" produtores IFN-y
e produtores de IL-4 e entre o percentual de linfocitos T CD8" produtores IFN-y e produtores de IL-4. As diferengas
significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS,
respectivamente.

4.4.3 Avaliacido da expressao de mRNA de citocinas e iNOS no compartimento esplénico

de cides naturalmente infectados com L. infantum.

Além do IFN-y e IL-4, cuja produgdo intracelular foi avaliada em linfécitos T CD4" e
CDS8" de cdes naturalmente infectados com L. infantum, outras citocinas sio importantes para o
estabelecimento de uma resposta imune protetora ou prejudicial contra a LVC. Nesse sentido,
foi considerado importante avaliar a expressao de RNAm de IL-12, IFN-y, IL-10, IL-4 e TGF-
B, assim como da enzima iNOS, no compartimento esplénico dos cades de diferentes grupos
clinicos. Foi concluido que o grupo CA apresentou uma expressao significativamente (p<0,05)
maior de IL-12, comparativamente a CNI. Foi também verificado um aumento significativo
(»<0,05) na expressao de iNOS no grupo CA em relagdo aos grupos CS e CNI. Finalmente, o
grupo CS demonstrou uma expressao de IL-10 significativamente (p<0,05) superior aos grupos

CNI e CA (Figura 22).
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Figura 22: Expressdo de mRNA de citocinas associadas a resisténcia e susceptibilidade no baco de caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: cdes ndo infectados
(CNI), cées assintomaticos (CA) e caes sintomaticos (CS). Através dos graficos de box plots estdo representadas
as medianas, intervalos interquartis e os valores maximos e minimos de cada grupo relativos a expressdo de mRNA
(27-28CT) - As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a”, “b” e “c”, relacionadas aos
grupos CNI, CA e CS, respectivamente.

4.4.4 Imunofenotipagem para caracterizacio do perfil de macrofagos produtores de NO

e ROS no compartimento esplénico

Com objetivo de identificarmos possiveis fatores que estariam relacionados a resisténcia
ou susceptibilidade a infec¢do por L. infantum, na resposta imune compartimentalizada do bago,
foi empregada neste trabalho a imunofenotipagem no contexto ex vivo da producdo dos
mediadores microbicidas, NO e ROS, por macrofagos esplénicos. Em nossos resultados, foi
observado um percentual de macrofagos esplénicos (CD11b*) produtores de NO
significativamente (p<0,05) maior no grupo CA quando comparados ao grupo CS e CNI. Em
relagdo a produgao de ROS por macrdofagos esplénicos, foi observado um aumento significativo
da frequéncia de macréfagos produtores (p<0,05) destes radicais livres, em caes dos grupos

naturalmente infectados (CA e CS) em relacdao ao grupo CNI (Figura 23).
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Figura 23: Perfil de macréfagos esplénicos (CD11b"), produtores de NO e ROS em cdes ndo infectados e
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: cdes ndo infectados
(CNI), cées assintomaticos (CA) e cées sintomaticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrao do
percentual de macrofagos CD11b* produtores de NO (NO*) e ROS (ROS™). As diferengas estatisticas significativas

(3% 1] [IP% L]

(p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, respectivamente.

4.5 Avaliacao ex-vivo, no compartimento hepatico, do perfil linfocitario e producao de

citocinas intracelulares, bem como do perfil de macréfagos produtores de NO e ROS

4.5.1 Imunofenotipagem para caracterizacio do perfil de linfécitos T no compartimento

hepatico

Tal como o bago, o figado ¢ um dos 6rgaos chaves na imunopatologia da LVC, sendo
também um dos 6rgdos mais parasitados e cuja afeccao pode resultar em quadros clinicos mais
severos. Nosso estudo buscou entdo avaliar o perfil linfocitario nesse 6rgao, sob a forma do
percentual de linfocitos T totais (CD3") e das subpopulagdes CD3'CD4" ¢ CD3"CDS8" no
compartimento hepatico em cdes assintomaticos (CA), cdes sintomaticos (CS) e cdes ndo
infectados (CNI). Foi possivel observar um percentual significativamente (p<0,05) maior de
linfocitos T CD3" nos cées naturalmente infectados (CA e CS) em comparagdo com os cies do
grupo CNI. Em relagdo as subpopulagdes de linfocitos T, foi observado um percentual
significativamente (p<0,05) menor de linfocitos T CD4" no grupo CS em relagdo aos grupos
CA e CNI. Quanto ao percentual de linfocitos T CD8" no compartimento hepatico, observamos
que o grupo CS apresentou um aumento significativo (p<0,05) deste parametro, em relagcdo aos

grupos CNI e CA (Figura 24).
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Figura 24: Percentual de linfocitos T totais (CD3") e linfocitos T CD4" e CD8" hepaticos em cies ndo infectados
e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: caes ndo infectados
(CNI), caes assintomaticos (CA) e caes sintomaticos (CS). O eixo y representa o percentual médio e erro padrdo
de linfécitos T CD3*, CD3"CD4" ¢ CD3"CD8". As diferengas estatisticas significativas (p<0,05) estdo
representadas pela letra “a” e “b” relacionadas aos CNI e CA, respectivamente.

4.5.2 Imunofenotipagem para caracterizacio do perfil de linfocitos produtores I1L-4 e

IFN-y no compartimento hepatico

De forma a aprofundarmos o entendimento quanto a resposta imune hepatica
caracteristica da infec¢do assintomatica e sintomadtica, verificamos o percentual de linfocitos T
CD4" e linfocitos T CD8", produtores de IFN-y e IL-4 neste 6rgdo. Desta forma, foi observado
que linfocitos T CD4" do compartimento hepatico apresentaram uma expressdo de IFN-y
significativamente maior (p<0,05) em linfocitos T CD4" do grupo CA em comparagdo com 0s
grupos CNI e CS. Os caes infectados (grupos CA e CS) apresentaram ainda um percentual de
linfocitos T CD8" produtores de IL-4, significativamente (p<0,05) menor comparado ao grupo
CNI. Em relagdo a razdo entre a expressdo de IFN-y e IL-4 por linfocitos T CD4", esta foi

significativamente (p<0,05) maior no grupo CA em relacdo ao grupo CNI (Figura 25).
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Figura 25: Perfil de linfocitos T hepaticos (CD4* e CD8"), produtores de IFN-y e IL-4 cédes ndo infectados e
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: cdes ndo infectados
(CNI), cées assintomaticos (CA) e cées sintomaticos (CS). Nos graficos a esquerda e centrais da figura, o eixo y
representa os valores médios e erro padrdo do percentual de linfocitos T CD4" ¢ T CD8* produtores de IFN-y e
IL-4. Nos dois graficos da direita o eixo y representa os valores médios e erro padrdo da razdo entre o percentual
de linfocitos T CD4" produtores IFN-y e produtores de IL-4 e entre o percentual de linfocitos T CD8" produtores
IFN-y e produtores de IL-4. As diferengas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a”

[TP%L]

e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, respectivamente.

4.5.3 Avaliaciao da expressao de mRNA de citocinas e iNOS no compartimento hepatico
de cies naturalmente infectados com L. infantum

Para avaliar de forma mais abrangente o status imunologico do figado de cdes naturalmente
infectados por L. infantum, resolvemos verificar a expressdo de RNAm de citocinas associadas
a resisténcia e a susceptibilidade, assim como de iNOS neste 6rgdo. Assim, foi avaliada a
expressao de IL-12, IFN-y, IL-10, IL-4 e TGF-B, assim como da enzima iNOS, no
compartimento hepatico de todos os cades do estudo. Concluimos entdo que CA apresentaram

uma expressao significativamente (p<0,05) maior de IL-12 e IFN-y, comparativamente a CNI

(Figura 26).
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Figura 26 Expressdo de mRNA de citocinas associadas a resisténcia e susceptibilidade no figado de cdes ndo
infectados e cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cies
ndo infectados (CNI), cdes assintomaticos (CA) e cies sintomaticos (CS). Através dos graficos de box plots estdo
representadas as medianas, intervalos interquartis e os valores maximos ¢ minimos de cada grupo relativos a

expressio de mRNA (2724CT), As diferengas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a”
relacionada ao grupo CNI

>

4.5.4 Imunofenotipagem para caracterizacao do perfil de macrofagos produtores de NO

e ROS no compartimento hepatico

De forma a identificarmos se o perfil de producdo de citocinas estaria relacionado a
producao de mediadores da atividade microbicida (NO e ROS) por macrofagos hepaticos nos
cdes dos grupos CNI, CA e CS, avaliamos o percentual de macrofagos hepaticos (CD11b")
produtores de NO e ROS. De forma esperada, foi observado que o aumento significativo
(p<0,05) na produgdo de IFN-y por linfocitos T CD4" de cdes do grupo CA, é acompanhado por
um aumento significativo (p<0,05) na producao de NO e ROS por macréfagos hepaticos destes
caes, em comparacdo com os grupos CS e CNIL. Também no grupo CS foi observada uma
producado significativamente (p<0,05) maior de NO, em comparagdo com o CNI. Além disso, a

producdo de ROS ¢ superior em macréfagos do grupo CA, em relagdo aos grupos CS e CNI
(Figura 27).
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Figura 27: Perfil de macréfagos hepaticos (CD11b"), produtores de NO ¢ ROS em cdes ndo infectados e
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo X ilustra os grupos experimentais: caes ndo infectados
(CNI), cées assintomaticos (CA) e cées sintomaticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrao do
percentual de macrofagos CD11b" produtores de NO (NO*) e ROS (ROSY). As diferengas estatisticas significativas

(3% 1] [IP% L]

(p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, respectivamente.

4.6 Co-cultivo in vitro de células do sangue periférico

4.6.1 Evolucio morfologica dos mondcitos em cultura com M-CSF

De forma a avaliar as alteragdes morfologicas dos monocitos durante a sua
transformag@o em macrofago, sob o efeito de M-CSF, realizamos avalia¢cdes por microscopia
convencional destas células ao primeiro, terceiro e quinto dia de cultivo.

Durante os cinco dias de cultivo foi observado aumento gradativo no tamanho dos
mondcitos/macrofagos aderidos nas laminulas. No primeiro dia de cultura, foi observado que
estas cé¢lulas apresentavam caracteristicas de monécitos, com menor tamanho, nucleo maior em
relacdo ao citoplasma e presenca de menor quantidade de vacuolos (Figura 28A). Entretanto,
nas culturas de trés dias de maturagdo estas células ja apresentavam sensivel alteracdo
morfoldgica no tamanho, vacuolizagdo do citoplasma e irregularidade nas formas (Figura 28B).
No quinto dia de maturacao, as alteracdes morfologicas anteriores persistiram, entretanto, foi
observado aumento do numero de células multinucleadas, além de vacuoliza¢ao mais evidente

do citoplasma e um tamanho mais elevado (Figura 28C).
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Figura 28: Fotomicrografias da diferenciagdo de monocitos em macrofagos em cultura. As células foram coradas
com Panético Rapido, no primeiro dia de cultura, apds 3 dias de cultura e 5 dias de cultura e avaliadas por
microscopia oOtica (x100 imersdo em 6leo). (A) Cultura de mondcitos, apresentando células menores com pequena
quantidade e volume de vactiolos e o nucleo ocupando a maior area da célula. (B) Cultura de 3 dias com M-CSF,
apresentando maior quantidade de vacuolos e alteragdes no formato das células, com presenca de algumas células
multinucleadas. (C) Cultura de 5 dias com M-CSF, diferencas marcadas na morfologia da célula, aumento de
tamanho e presenga de células multinucleadas.

4.5.2 Percentual de infec¢ao de L. infantum GFP* em macréfagos CD14", derivados de

mondcitos do sangue periférico, co-cultivados com linfocitos T CD4" e/ou CD8* autélogos

Apo6s a realizagdo do co-cultivo celular entre macréfagos derivados de monocitos do
sangue periférico infectados com L. infantum GFP', com linfocitos T CD4" e/ou CD8", foi
avaliado o percentual de infeccdo por citometria de fluxo, considerando o percentual de
macrofagos CD14"GFP* (devido a presenca de formas amastigotas GFP™ fluorescentes do

parasito no interior dos macrofagos). Foram ainda realizadas fotomicrografias representativas
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da presenca de formas promastigotas, assim como, de formas amastigotas de L. infantum no
interior do macrdéfago, por microscopia convencional (Figura 29)

Na figura 30, estdo expressos os resultados desse percentual de macrofagos infectados,
expressos através do “Indice de infec¢do” (Equagio 1): razdo entre o percentual de macrofagos
CD14"GFP" quando co-cultivados com subpopulagdes de linfocitos T - CD4" e/ou T CD8" € o
percentual de macrofagos CD14"GFP' na auséncia de linfocitos T. Além disso, foi ainda
avaliada a intensidade de infecgao, através da avaliacdo da intensidade média de fluorescéncia
(IMF) no canal FL-1 (GFP), para isto foi calculado o “/ndice de IMF” (Equagdo 2): razdo entre
o IMF (GFP) de células CD14"GFP" quando co-cultivados com subpopulagdes de linfocitos T
-CD4"e/ouT CD8" € 0 IMF (FL-1) de células CD14"GFP" na auséncia de linfocitos T.

Em todos os sistemas de co-cultivo (M¢ + CD4", M¢ + CD8" e M¢ + CD4" + CD8")
evidenciamos um indice de infecgdo significativamente (p<0,05) maior no grupo CS quando
comparado ao grupo CA (Figura 30A). Da mesma forma, ao avaliarmos a intensidade de
infeccdo, utilizando o indice de IMF, foi verificado que, em todos os sistemas de co-cultivo,
este parametro foi significativamente (p<0,05) superior no grupo CS, em relagdo ao grupo CA.
Além disso, no sistema de co-cultivo M¢ + CD4" + CDS8", encontramos um indice de IMF

significativamente (p<0,05) menor no grupo CA, em relagio ao grupo CNI (Figura 30B).
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Figura 29: Fotomicrografias por microscopia convencional representativas da infecgdo de macrofagos derivados
de mondcitos circulantes infectados com Leishmania infantum GFP". Na figura da esquerda podemos observar no
aumento de 40X, com 3 horas de infec¢do, macrofagos e formas promastigotas de L. infantum GFP'. Nas
fotomicrografias da direita, no aumento de 100X, conseguimos observar melhor as formas amastigotas indicadas
nas setas) dentro dos macrofagos, apds 48 horas.
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Intensidade média de fluorescéncia de M¢ infectados+linfocitos TCD4 e/ou CD8
Intensidade média de fluorescéncia de M¢ infectados

Equagio 2: indice de IMF =

Figura 30: Avaliagdo da infeccdo de macrofagos derivados de mondcitos circulantes, infectados com Leishmania
infantum GFP* quando em co-cultivo com diferentes subpopulagdes de linfocitos T (CD4" e/ou T CD8"). O eixo
x ilustra os grupos experimentais: cdes ndo infectados (CNI), cies assintomaticos (CA) e cées sintomaticos (CS).
(A) Avaliagdo do Indice de infecgio: O eixo y representa os valores médios e o erro padrio do indice de infecgdo
(razdo entre o percentual de macrofagos CD14*GFP* quando co-cultivados com subpopulagdes de linfocitos T -
CD4" e/ou T CD8" e o percentual de macréfagos CD14"GFP* na auséncia de linfocitos T — Equagdo 1) (B)
Avaliagdo do Indice de IMF: O eixo y representa os valores médios e o erro padrio do indice de Intensidade média
de fluorescéncia (razéo entre o IMF (FL-1) de células CD14*GFP" quando co-cultivados com subpopulagdes de
linfocitos T - CD4"e/ouT CD8" e o IMF (FL-1) de células CD14"GFP* na auséncia de linfocitos T — Equagdo 2).
As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela letra “b”, relacionada ao grupo CA.

4.5.3 Avaliacdo de producio de citocinas intracitoplasmaticas por linfocitos T CD4" e
linfocitos T CD8*, co-cultivados com macrofagos derivados de mondcitos circulantes e L.

infantum GFP*

Com o objetivo de verificar se linfocitos T CD4" e T CD8" provenientes do PBMC de
caes dos grupos CNI, CA e CS apresentavam variagdes na capacidade de producao das citocinas
IFN-y e IL-4, avaliamos por citometria de fluxo o percentual de linfocitos (CD4* ¢ CD8")
produzindo essas citocinas (IFN-y e IL-4) nos sistemas de co-cultivo propostos.

Na figura 31 estdo demonstrados os resultados do sistema de co-cultivo com apenas
linfocitos T CD4" ou T CD8". Nossos resultados demonstraram um aumento significativo
(p<0,05) na frequéncia de linfocitos T CD4" produzindo IFN-y, em relagdo as mesmas células
de caes do grupo CNI, em condigdes experimentais semelhantes. Quando avaliamos a produgao

de IL-4 em linfocitos T CD4", verificamos que o percentual de linfocitos T CD4" produtores
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de IL-4 ¢ significativamente (p<0,05) maior no grupo CS, quando comparado aos grupos CNI
e CA. Também constatamos que a razdo entre a producdo de IFN-y e IL-4 por linfécitos T
CD4", co-cultivados com macrofagos e L. infantum GFP, era significativamente (p<0,05)
superior no grupo CA, quando comparado ao grupo CS (Figura 31).

Em relagdo a produgdo de citocinas por linfocitos T CDS8", foi observado um maior percentual
destas células com producao de IFN-y, nos grupos infectados (CA e CS), comparativamente ao
grupo CNI (Figura 31). Também observamos que o grupo CS apresentou uma percentagem de
linfocitos T CD8" produtores de IL-4 significativamente (p<0,05) maior em relagdo ao grupo

CNL
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Figura 31: Perfil de linfocitos T CD4* e CD8" produtores de IFN-y e IL-4 quando cultivados isoladamente (M¢ +
CD4" ¢ M¢ + CD8"), num contexto de co-cultivo com macrofagos derivados de mondcitos circulantes e L.
infantum GFP*. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cdes ndo infectados (CNI), cies assintomaticos (CA) e
cées sintomaticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrdo do percentual de linfocitos T CD4*
ou T CD8" produtores de IFN-y ou IL-4. As diferengas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela
letra “a”, “b” e “c”, relacionadas aos grupos CNI, CA e CS, respectivamente.

Na figura 32 estdo demonstrados os resultados do percentual de linfocitos (CD4" e
CD8") produtores de citocinas (IFN-y e IL-4) quando ambas subpopulagdes de linfocitos foram
colocadas no mesmo sistema de co-cultivo, na presenca de macrofagos derivados de mondcitos
sanguineos infectados com L. infantum GFP* (M¢ + CD4" + CDS8"). Tal como nos sistemas de
co-cultivo M¢ + CD4" ¢ M¢ + CD8", podemos observar um maior percentual (p<0,05) de
linfocitos T CD4" produtores de IFN-y no grupo CA, quando comparado ao grupo CNI e um
percentual significativamente maior de linfocitos T CD4" produtores de IL-4 no grupo CS, em
relacdo aos grupos CNI e CA. Além disso, foi verificado um maior percentual de linfécitos T

CDS8" produtores de IFN-y, nos cies naturalmente infectados (grupos CA e CS) em comparacdo
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aos CNI. Ja na produgdo de IL-4 por linfocitos T CDS, foi observado um maior percentual
destas células produtoras de IL-4 no grupo CS em comparagdo com os grupos CNI e CA.
Também observamos que a razdo dos percentuais de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y e
IL-4, foi significativamente (p<0,05) maior no grupo CA, em relacdo ao grupo CS. Ja em
relagdo a razo entre a produgdo de IFN-y e IL-4 por linfocitos T CDS8", foi verificado um

aumento significativo (p<0,05) no grupo CA, em relagdo ao grupo CNIL.
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Figura 32: Perfil de linfocitos T CD4*e CD8" produtores de IFN-y e IL-4" quando cultivados em conjunto, no
contexto de co-cultivo com macrofagos derivados de mondcitos sanguineos e L. infantum GFP (M¢ + CD4" +
CD8"). O eixo x ilustra os grupos experimentais: cdes ndo infectados (CNI), cdes assintomaticos (CA) e cées
sintomaticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrio do percentual de linfocitos T CD4* e T
CDB8" produtores de IFN-y e IL-4. As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela letra
“a”, “b” e “c”, relacionadas aos grupos CNI, CA ¢ CS, respectivamente.

4.5.4 Avaliacao de producio de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS)
em macréfagos derivados de mondcitos sanguineos, co-cultivados com linfécitos T (CD4*

e/ou CD8") e L. infantum GFP*

4.5.4.1 Oxido Nitrico (NO)

Reconhecidamente, a producao de NO pelo macrofago ¢ a forma mais eficaz de
eliminagdo de formas amastigotas de L. infantum. Assim, de forma a avaliar se ha uma relagao
entre a producdo de NO por macrdéfagos derivados de monocitos sanguineos e as diferentes
formas clinicas da doenga canina, bem como elucidar o papel das subpopulagdes circulantes de

linfécitos nessa relacao, avaliamos a producao de NO em cada um dos diferentes sistemas de
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co-cultivo, nos diferentes grupos experimentais.

Nesse contexto, foi observado em todos os co-cultivos com linfocitos T, seja T CD4",
T CDS8" ou a associagdo, um aumento significativo (p<0,05) na producdo de NO pelos
macrofagos CD14"GFP " do grupo CA em relagdo ao grupo CNI. Além disso, nos sistemas de
co-cultivo M¢ + CD4" e M¢ + CD4" + CD8", o percentual de macréfagos produtores de NO

em caes assintomaticos (grupo CA) foi superior, em relacdo aos caes sintomaticos (grupo CS).

(Figura 33).
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Figura 33: Perfil de macrofagos derivados de mondcitos sanguineos produtores de NO, no contexto de co-cultivo
com linfocitos T CD4" e/ou T CD8" infectados por amastigotas de L. infantum GFP*. O eixo x ilustra os grupos
experimentais: cdes ndo infectados (CNI), cdes assintomaticos (CA) e cdes sintomaticos (CS). O eixo y representa
os valores médios e erro padrdo do percentual de macrofagos infectados e produtores de NO. As diferengas
estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela letra “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS,
respectivamente.

De forma a perceber se o grau de parasitismo nas células de cada um dos grupos clinicos
estd relacionado com a produgdo de 6xido nitrico, os macrofagos derivados de mondcitos
infectados com L. infantum GFP* dos grupos CNI, CA e CS foram divididos em Macrofagos
Nao Parasitados (MNP), Macrofagos com Baixo Parasitismo (MBP) e Macrofagos com Alto
Parasitismo (MAP), e a produgdo de NO foi assim avaliada nos diferentes sistemas de co-
cultivo.

Na auséncia de linfocitos, no grupo CA e CS, foi encontrado um maior percentual de
macrofagos produzindo NO em MAP, do que em MBP e MNP. Foi ainda verificado que MAP
dos grupos CA e CS, apresentaram maior potencial para a producdo de NO, comparativamente

as mesmas células do grupo CNI.
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Em todos os sistemas de co-cultivo, foi possivel observar que a produgdo de NO nos
MAP do grupo CA foi maior (p<0,05) em comparacdo ao grupo CNI. Enquanto isso,
especificamente no sistema de co-cultivo M¢p+CD4"+CD8", foi verificada a existéncia de um
maior percentual de MAP produtores de NO no grupo CA, comparativamente ao grupo CS.
Além disso, dentro dos grupos clinicos, também existiram diferengas na produ¢ao de NO por
macrofagos com diferentes niveis de parasitismo. Desta forma, nos trés tipos de co-cultivo,
MAP do grupo CA, apresentam uma maior producao de NO, em comparacdo com os MBP e
MNP. Em relagdo ao grupo CS, quando em co-cultivo com linfocitos T CD4" ou linfocitos T
CDS8", um maior percentual de MAP apresentam producdo de NO em comparagdo com os MNP

(Figura 34).
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Figura 34: Perfil de macréfagos derivados de monocitos sanguineos produtores de NO, no contexto de co-cultivo
com linfocitos T CD4* e/ou T CD8" infectados por amastigotas de L. infantum GFP*, de acordo com o nivel de
parasitismo. Nas barras verdes encontramos o percentual de macréfagos ndo parasitados (MNP) produtores de
NO, nas barras amarelas encontramos o percentual de macrofagos com baixo parasitismo (MBP) produtores de
NO e nas barras vermelhas o percentual de macrofagos altamente parasitados (MAP) produtores de NO. O eixo x
ilustra os grupos experimentais: cies ndo infectados (CNI), cdes assintomaticos (CA) e cées sintomaticos (CS). O
eixo y representa os valores médios e erro padrdo do percentual de macrofagos infectados e produtores de NO. As
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre macrofagos com o mesmo nivel de parasitismo estdo
representadas pelas letras “a”, e “c”, correspondentes aos grupos CNI e CS, respetivamente. As diferengas entre a
produgdo de NO por macréfagos com diferentes niveis de parasitismo, dentro do mesmo grupo clinico, estdo
representadas pelos tracos.

4.5.4.2 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Outro mecanismo encontrado pelo macrofago para eliminacdo de formas amastigotas

r

de L. infantum intracelulares ¢ a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Nesse
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sentido, empregamos o co-cultivo de macrofagos derivados de mondcitos sanguineos, com
linfocitos T CD4" e/ou T CDS8", conjuntamente com promastigotas de L.infantum GFP*, com o
intuito de melhor entendermos a capacidade dos macrofagos para produzir ROS frente ao
parasito in vitro, assessorado por subpopulacdes de linfocitos T, em caes resistentes (CA) ou
susceptiveis a LVC (CS).

Nossos resultados demonstraram um aumento significativo (p<0,05) na producdo de
ROS pelos macréfagos infectados CD14"GFP”, quando foram co-cultivados com linfocitos T
CD4" no grupo CA em comparagido com o grupo CS. Nos restantes sistemas de co-cultivo, ndo

foram observadas diferencas significativas entre os grupos (Figura 35).

Mo

+ i

: ] B

[4

+

& 0

[

& M¢ + LTCD4+ M¢ + LTCDS8* M¢+ LTCD4* + LTCDS8*
g 25 a 257 2517

Q

S 201 | 201 20

15 15 —|— 154 |

10 10

T _ -
57 5 5
T eNI CA cs NI CA cs 7 CNI CA cs

Grupos >

Figura 35: Perfil de macréfagos derivados de monoécitos sanguineos produtores de ROS, no contexto de co-cultivo
com linfécitos T CD4" e/ou T CD8" e L. infantum GFP*. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cies nao
infectados (CNI), cdes assintomaticos (CA) e cées sintomaticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro
padrdo do percentual de macréfagos infectados produtores de ROS. A diferenga estatistica significativa (p<0,05)
estd representada pela letra “a”, relacionada ao grupo CNI.

Tal como acontece com a producdo de NO, a infeccdo pelo parasito de L. infantum
também tem a capacidade de interferir com a producao de ROS nos macrofagos apds a infecgao.
Desta forma, foi avaliada a capacidade de resposta de macrofagos derivados de mondcitos dos
caes de diferentes formas clinicas, com diferentes niveis de parasitismo (MNP, MBP e MAP),
no que tange a produgdo de ROS, quando em co-cultivo com linfocitos T CD4" e/ou CD8". No
sistema de co-cultivo sem linfocitos T, foi observado um aumento na frequéncia de MAP
produtores de NO em CA, comparativamente a CS. Ja no sistema de co-cultivo M¢p+CD4" foi

constatada a existéncia de um maior percentual (p<0,05) de macrofagos produtores de ROS nos
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MAP do grupo CA, em comparagao com os grupos CS e CNI. Em ambos os sistemas de cultivo
anteriores foi verificada a existéncia de um maior percentual de MAP do grupo CA (p<0,05)

produzindo ROS comparado aos MNP e MBP (Figura 36).
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Figura 36: Perfil de macrofagos derivados de mondcitos sanguineos produtores de ROS, no contexto de co-cultivo
com linfocitos T CD4* e/ou T CD8" infectados por amastigotas de L. infantum GFP*, de acordo com o nivel de
parasitismo. Nas barras verdes encontramos o percentual de macréfagos ndo parasitados (MNP) produtores de
ROS, nas barras amarelas encontramos o percentual de macréfagos com baixo parasitismo (MBP) produtores de
ROS e nas barras vermelhas o percentual de macréfagos com alto parasitismo (MAP) produtores de ROS. O eixo
x ilustra os grupos experimentais: cdes ndo infectados (CNI), cées assintomaticos (CA) e cées sintomaticos (CS).
O eixo y representa os valores médios e erro padrao do percentual de macréfagos infectados e produtores de ROS.

[TPR L)

As diferencas estatisticas significativas (p<0,05) estdo representadas pela letra “a”, e “c”, relacionadas aos
macrofagos com semelhantes niveis de parasitismo dos grupos, CNI e CS, respectivamente. As diferengas entre a
producdo de ROS por macrofagos com diferentes niveis de parasitismo, dentro do mesmo grupo clinico, estdo
representadas pelos tragos.

4.6 Correlacées entre a carga parasitaria, esplenomegalia, parametros imunolégicos
esplénicos e hepaticos e relativos ao co-cultivo de células mononucleares do sangue
periférico

Apesar das avaliagdes realizadas até agora terem permitido avaliar a relacdo de
parametros parasitologicos, esplenomegalia e de variados parametros imunoldégicos com a
presenca ou auséncia de sinais clinicos caracteristicos de LVC, foi considerado importante
entender também quais as correlagdes entre esses mesmos parametros nos compartimentos
estudados e entre as metodologias realizadas, de forma a melhor esclarecer quais os fatores

determinantes para o desenvolvimento de uma resposta imune associada a resisténcia ou
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susceptibilidade perante a infec¢do natural por L. infantum.

No compartimento esplénico de caes infectados por L. infantum foi encontrada
correlagdo positiva, com diferenga significativa (p<0,05), da carga parasitaria com o grau de
esplenomegalia ¢ a expressao de RNAm de IL-10 (Quadro 6). Foram também encontradas
correlagdes negativas, com diferenga significativa (p<0,05), entre o parasitismo no bago, com
o percentual de linfocitos T CD4" e o percentual de linfocitos T CD4" produtores de IFN-
v (Quadro 6). Além disso, foi encontrada uma correlagdo negativa, com diferenga significativa
(p<0,05), do grau de esplenomegalia com o percentual de linfocitos T CD4", produtores de
IFN-y e uma correlagdo positiva, com diferenga significativa (p<0,05), do grau de
esplenomegalia com a expressdo de RNAm de IL-10 (Quadro 6). Finalmente, neste
compartimento, foi ainda encontrada uma correlacdo positiva, com diferenga significativa
(p<0,05), entre a expressdo de RNAm de IL-12, com o percentual de linfocitos T CD4"
produtores de IFN-y, assim como, correlagdes positivas, com diferenca significativa (p<0,05),
do percentual de macrofagos produtores de NO, com o percentual de linfocitos T CD4"

produtores de IFN-y, a expressdo de IL-12 e a expressao de iNOS (Quadro 6).

Quadro 6: Correlagdes entre carga parasitaria, esplenomegalia e parametros imunoldgicos no compartimento
esplénico

r de Pearson

Parametros Baco JAGUXIS)) ou Spearman
%CD4" vs Carga parasitaria 0,0429 -0,5346
%CD4 TFN-y* vs Carga parasitaria ~ 0,0029 -0,6601
%CD4 TFN-y* vs Esplenomegalia 0,0347 -0,53
mRNA IL-10 vs Carga parasitaria 0,0077 0,5912
mRNA IL-10 vs Esplenomegalia 0,0152 0,5849
mRNA IL-10 vs %CD4 TFN-y* 0,0327 -0,5046
mRNA IL-12 vs %CD4 TFN-y* 0,0216 0,5588
%MONO vs %CD4 TFN-y* 0,0229 0,5186
%MoNO vs IL-12 0,0104 0,6031
%M¢NO vs iINOS 0,0264 0,5527

J4 no compartimento hepatico de cdes naturalmente infectados (CA e CS), foram
encontradas correlacdes negativas, com diferenca significativa (p<0,05), entre a carga
parasitaria e o percentual de linfocitos T CD3", linfocitos T CD4", percentual de linfocitos T
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CD4" produtores de IFN-y e frequéncia de macrofagos hepaticos produtores de NO (Quadro 6).
Foram ainda encontradas correlagdes positivas, com diferenca significativa (p<0,05), entre o
percentual de macrofagos hepaticos produtores de NO e o percentual de linfocitos T CD4", a
expressdo de RNAm de IFN-y e de iNOS (Quadro 7). Foi ainda encontrada uma correlagao
positiva, com diferenca significativa (p<0,05), entre a expressdo de IFN-y e de IL-12 (Quadro
7).

Quadro 7: Correlagdes entre carga parasitaria e pardmetros imunologicos no compartimento hepatico

Parametros p (<0,05) ;'udgli‘;l;::;
%CD3" vs Carga parasitaria 0,0327 -0,5047
%CD4" vs Carga parasitaria 0,0102 -0,5737
%CD4 TFN-y* vs Carga parasitaria 0,0382 -0,5447
RNAm IFN-y vs RNAm IL-12 0,0418 0,484
%MONO vs %CD4" 0,0316 0,5441
%MONO vs mRNA IFN-y 0,0412 0,5195
%MONO vs RNAm iNOS 0,0088 0,5978
%MoNO vs Carga Parasitaria 0,0066 -0,6435

Em relacdo as correlagcdes encontradas apds o co-cultivo celular de leucdcitos
circulantes, no sistema de co-cultivo M¢p+CD4", foi observada uma correlagdo negativa, com
diferenca significativa (p<0,05), entre o indice de infec¢do e o percentual de linfocitos T CD4"
produtores de IFN-y. Foi ainda encontrada uma correlagdo positiva, com diferenca significativa
(p<0,05), entre o percentual de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y e a frequéncia de
macréfagos produtores de NO (Quadro 8). J4 em relagdo ao co-cultivo M¢p+CD4+CDS8", foram
encontradas correlagcdes negativas, com diferenca significativa (p<0,05), entre o indice de
infecgdo, a soma do percentual de linfécitos T CD4" e CD8" produtores de IFN-y (%CD4 TFN-
v+ CD8'TFN-y*) e o percentual de macrofagos produtores de NO (Quadro 8). Além disso, foi
encontrada ainda uma correlagdo positiva, com diferenca significativa (p<0,05), entre a soma
do percentual de linfocitos T CD4" e CD8" produtores de IFN-y (%CD4 TFN-y* + CD8 IFN-

1") e o percentual de macréfagos produtores de NO (Quadro 8).

84



Vieira, J. F. P. Resultados

Quadro 8: Correlacgdes entre indice de infeccao e pardmetros imunologicos no contexto de co-cultivo de leucécitos
circulantes

r de Pearson

Parametros p (<0,05) ou Spearman
%MONO vs %CD4 TFN-y* 0,0104 0,681
%MONO vs (%CD4 TFN-y* + %CD8 TFN-y*) 0,05 0,5503
CD4'TFN-y* vs Ind. Infec¢ao M¢*CD4" 0,0209 -0,589
(%CD4' TFN-y* + %CD8 TFN-y*) vs Ind. infecgdo CD4"CD8" 0,016 -0,6508
NO M¢*CD4"CD8* vs Ind. Infecgdo CD4"CD8* 0,0385 -0,5571

Finalmente, foi considerado importante avaliar a existéncia de correlagdes entre
parametros parasitologicos e imunoldgicos de baco, figado e co-cultivo. Assim, foi observada
uma correlagdo positiva, com diferenca significativa (p<0,05), entre as cargas parasitarias
esplénicas e hepaticas (Quadro 9). Além disso, foi constatada a existéncia de uma correlagao
positiva, com diferenga significativa (p<0,05), entre a carga parasitaria hepatica e o indice de
infec¢do no sistema de co-cultivo M¢p+CD4"+CDS8* (Quadro 9). Também encontramos uma
correlacdo positiva, com diferenca significativa (p<0,05), entre as frequéncias de linfocitos T
CD4" produtores de IFN-y no bago € no co-cultivo M¢p"'CD4"CD8" (Quadro 9). Finalmente, foi
observada uma correlagdo positiva, com diferenca significativa (p<0,05), entre o percentual de
macrofagos produtores de NO no sistema de co-cultivo M$'CD4"CD8" e a frequéncia de

macrofagos produtores de NO no baco e figado (Quadro 9).

Quadro 9: Correlagdes entre pardmetros imunologicos e parasitologicos das metodologias in vitro e in vivo

r de Pearson

Parametros p (<0,05) ou Spearman
Carga parasitaria hepatica vs Carga parasitaria esplénica  <0,0001 0,9383
CD4*IFN-y*CD8* Co-cultivo vs CD4IFN-y* Bago 0,0334 0,5699
M¢NO + CD4"CD8" Co-cultivo vs MPNO Bago 0,0045 0,6699
M¢NO + CD4"CD8" Co-cultivo vs MONO Figado 0,0369 0,5419
Ind. Infecgdo M$p*CD4"CD8" vs Carga hepatica 0,0152 0,5941
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5 DISCUSSAO
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A leishmaniose visceral humana (LVH) se evidencia como uma das principais doengas
infecto-parasitarias, sendo reportados 3500 casos anuais no Brasil e entre 50 a 90 mil casos no
mundo anualmente, nimeros que se acredita estarem subestimados devido a existéncia de
subnotificagdes (WHO, 2017, Alvar et al., 2012).

O cdo ¢ considerado desde a década de 50 o principal reservatorio doméstico de L.
infantum, devido a sua grande proximidade com a espécie humana, ao fato de apresentar intenso
parasitismo cutaneo e a grande frequéncia de cdes infectados assintomaticos em dareas
endémicas (muitos ndo detectados pelos testes soroldgicos), capazes de representarem o papel
de reservartorio, transmitindo o parasito para o inseto vetor (Gramiccia & Gradoni, 2005, Esch
& Petersen, 2013). A leishmaniose visceral canina (LVC) se caracteriza por seu alcance
multissistémico, destacando-se o baco e o figado como dois dos 6rgaos alvos do parasito mais
afetados, com intenso parasitismo, resultando em multiplas alteragdes morfologicas, tanto
micro como macroscopicas (Giunchetti et al., 2008, Santana et al., 2008 Melo et al., 2009, Reis
et al., 2014).

O macrofago ¢ a célula mais frequentemente parasitada pelas formas amastigotas de L.
infantum, sendo ainda a célula que atua mais diretamente na sua destruicdo, mediada pela
produgdo intracelular de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Channon et
al., 1984, Carneiro et al., 2016).

Diante da importancia do cdo, tanto no seu papel de reservatorio do parasito para a
transmissdo e infec¢do humana, como na perspectiva da medicina veterinaria ¢ importante o
desenvolvimento de estudos que permitam colmatar a escassez de conhecimento sobre os
fatores imunologicos determinantes para o estabelecimento de uma infec¢do assintomatica ou
sintomatica por Leishmania infantum, no compartimento esplénico e hepatico em caes
naturalmente infectados. Além disso, ¢ também importante o desenvolvimento e validagdo de
metodologias in vitro, que permitam simular de forma o mais fidedigna possivel a resposta
imune compartimentalizada da LVC, evitando os procedimentos invasivos que impliquem na
avaliagdo direta nas células esplénicas e hepaticas.

Sendo assim, neste estudo foi avaliada a relagdo das formas clinicas (assintomatica e
sintomatica) da LVC, com a esplenomegalia, a carga parasitdria e a expressdo de parametros
imunoldgicos no compartimento esplénico, hepatico e num sistema de co-cultivo in vitro,
utilizando células derivadas de leucocitos circulantes, em cdes naturalmente infectados com L.
infantum.

Para cumprir com este objetivo, foram utilizados 27 caes, distribuidos por um grupo de

caes nao infectados (CNI - composto por cdes sauddveis), um grupo de caes naturalmente
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infectados assintomaticos (CA - sem sinais clinicos da doen¢a) e um grupo de caes naturalmente
infectados sintomaticos (CS - apresentando sinais clinicos caracteristicos da doenga). Como
critério de inclusdao nos grupos infectados foi utilizado a positividade nos testes sorologicos
preconizados pelo Ministério da Saude (ELISA® e DPP® produzidos pela Bio-Manguinhos).
De forma a complementar os testes sorologicos, realizamos avalia¢des parasitologicas, tal como
a mielocultura em meio NNN/LIT, para isolamento e identifica¢do de formas promastigotas do
parasito. Nesse sentido, foi possivel proceder ao isolamento de formas promastigotas na
mielocultura da totalidade dos caes infectados, assintomaticos e sintomaticos. Estes resultados
corroboram com as observagoes de Reis et al., (2006) que demonstraram uma alta frequéncia
de isolamento na mielocultura de caes infectados por L. infantum.

Além do isolamento de formas promastigotas de L.infantum em mielocultura, avaliamos
ainda, a carga parasitaria no compartimento esplénico e hepatico de caes do grupo CA e CS,
utilizando a técnica de PCR em tempo real. Foi observado que a carga parasitaria no bago e no
figado de caes do grupo CA, ¢ inferior a carga do grupo CS. Estes resultados foram confirmados
utilizando o método de LDU (Leishman Donovan Units), a partir de esfregacos por aposicao de
baco e figado corados com Pandtico Rapido InstantProv e posterior contagem do niimero de
formas amastigotas por 1000 células nucleadas, ao microscopio 6tico. Os resultados da LDU
revelaram uma menor carga parasitaria no compartimento esplénico do grupo CA, por
comparagao ao grupo CS. Além disso, verificamos também uma correlagdo fortemente positiva
entre a carga parasitaria do bago e do figado, avaliada por PCR em tempo real. Outros autores
j& demonstraram a existéncia de maior carga parasitaria esplénica e hepatica no grupo CS em
relagdo ao grupo CA, (Reis et al., 2006a; Giunchetti et al., 2008; dos Santos et al., 2011; Reis
et al., 2014; Nascimento et al., 2015). de Michelin et al., (2011) também encontraram uma
correlagdo positiva entre as cargas parasitdrias destes dois o6rgdos em caes naturalmente
infectados.

Juntamente com uma alta carga parasitaria esplénica ¢ comum ocorréncia de alteracdes
morfologicas na arquitetura do bago (Santana et al., 2008, Tasca et al., 2009, Cavalcanti et al.,
2015). Assim, alteragcdes microvasculares, resultam na desorganizacdo estrutural da arquitetura
esplénica, resultando a nivel macroscopico num aumento de tamanho do 6rgdo (Engwerda et
al., 2002, Alexandre-Pires et al., 2006, Santana et al., 2008, Cavalcanti et al., 2015). A
esplenomegalia ¢ descrita na literatura como um sinal clinico importante na LVC, podendo estar
presente em 20% a 100% dos caes sintomaticos (Ciaramella et al., 1997; Almeida et al., 2005,
Reis et al. 2009; Solano-Gallego et al. 2011). O maior grau de esplenomegalia observado em

caes do grupo CS, vem colmatar o défice de estudos existentes na literatura relacionando, esta
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alteracdo esplénica ao quadro clinico de caes infectados por L. infantum. No entanto, existem
trabalhos demonstrando um aumento da espessura do baco em cdes e humanos, mesmo
apresentando uma resposta imune associada com a resisténcia a doenga (Oliva et al., 1995;
Roatt et al., 2017). Além da relacdo com a forma clinica, também foi possivel observar neste
trabalho uma correlagao fortemente positiva entre o grau de esplenomegalia e a carga parasitaria
esplénica. A presenca de uma correlagdo positiva entre o grau de esplenomegalia e a carga
parasitaria no sangue de pacientes infectados por L. infantum, ja foi descrita na literatura
(Bhattacharya et al., 2016). Roatt et al., (2017) verificaram, apds vacinagdo terapéutica com
LBMPL (vacina composta por antigenos de L. braziliensis associada ao adjuvante monofosforil
lipidio A) em caes naturalmente infectados, uma diminui¢do na carga parasitaria na pele e
medula éssea, em conjunto com a diminui¢do do grau de esplenomegalia, indicando uma
relagdo entre estes dois parametros.

Tanto nos cies naturalmente infectados, como nos cées nao infectados, foram avaliadas
as principais alteracdes hematologicas e bioquimicas séricas. Estes parametros sdo importantes
para o estabelecimento do progndstico da doenga (Reis et al. 2006b; Reis et al. 2009; Solano-
Gallego et al. 2011; Freitas et al. 2012; Kaszak et al., 2015). A medula dssea ¢ responsavel pela
formagdo de eritrdcitos, plaquetas e leucocitos que sdo posteriormente liberados na corrente
sanguinea. Este 6rgdo ¢ um dos mais parasitados no contexto da LVC, o que pode resultar numa
perturbagdo da homeostasia do processo hematopoiético (Reis et al., 2006a; Tropia de Abreu et
al. 2011). Consequentemente, este trabalho buscou avaliar potenciais alteracdes patologicas na
concentragdo das principais populagdes de células sanguineas da série branca e vermelha, de
acordo com a presenca de sinais clinicos caracteristicos da doenca. A presenca de alteracdes
eritrociticas, na forma de anemia normocitica € normocrémica associada a trombocitopenia, em
caes do grupo CS infectados por L. infantum ja foi descrita na literatura (Keenan et al., 1984,
Koutinas et al., 1999, Reis et al., 2006, Nicolato et al., 2013). Por outro lado, a existéncia de
alteragdes nos parametros eritrociticos e trombociticos no grupo CA ¢ controversa. Existem
trabalhos que defendem que a infec¢ao subclinica ndo conduz a alteragcdes no hemograma (Reis
et al., 2006a, Coura-vital et al., 2011, Nicolato et al., 2013). Outros trabalhos, corroborando
com os nossos resultados, demonstram a existéncia de alteragdes eritrociticas prévias ao
aparecimento de sinais clinicos (De Almeida et al., 2014, Abbehusen, 2017). As alteragdes do
leucograma no contexto da leishmaniose visceral sao de dificil interpretacdo, ja que, podem
estar associados a disfun¢des medulares, ou a migracdo leucocitaria para outros o6rgaos em
resposta a infecgdo, gerando o processo inflamatdrio cronico caracteristico da LV. Ribeiro et

al., (2013) e Freitas et al., (2012) ndo encontraram quaisquer alteragdes no leucograma de caes
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dos grupos CNI, CA e CS. Embora a maioria dos trabalhos refiram a existéncia de
monocitopenia em caes com presenca de sinais clinicos (Reis et al., 2006, Nicolato et al., 2013,
De Almeida et al., 2014), existem outros trabalhos que, corroborando com os nossos resultados,
encontraram monocitose no grupo de caes infectados sintomaticos (Mattos Jr. et al., 2004,
Soares et al., 2005). Esta monocitose no grupo CS, pode ser explicada por uma disfun¢io na
migracdo de monocitos para os orgdos infectados pelo parasito, em resposta a uma carga
parasitaria intensa. Desta forma, Murray et al. (2017) verificaram uma diminui¢ao da expressao
de CCLS5 e no recrutamento de monocitos, no figado de animais infectados apds delegao de
IFN-y, indicando que existe um recrutamento de monocitos para o figado dependente, pelo
menos em parte de IFN-y. Isto pode explicar o aumento de mondcitos circulantes encontrado
em CS, cuja produgdo de IFN-y por linfocitos T esplénicos e hepaticos ¢ menor do que no grupo
CA.

Em relagdo ao proteinograma, a composi¢do do perfil eletroforético das proteinas
plasmaticas na LVC sofre alteragdo, tanto nas concentragdes séricas de albuminas, globulina e
na razdo albumina e globulina séricas (A/G). O aumento das concentragdes séricas de
globulinas em caes com LVC, se deve frequentemente a um aumento nas fracdes 3 e y, enquanto
a diminui¢ao de albumina pode indicar alteracdes funcionais hepaticas, entre outros fatores
(Amusategui et al. 2003; Reis et al. 2006). As alteracdes na concentragdo de proteinas séricas,
sdo frequentemente associadas a severidade da doenca. De forma surpreendente, ndo foram
encontradas, neste estudo, diferengas significativas em funcdo da presenga de sinais clinicos.
Corroborando com nossos resultados, Ribeiro et al., (2013) observaram que os caes
sintomaticos, bem como os assintomaticos, apresentam alteragdes semelhantes nos niveis de
proteinas séricas e na razdo A/G em comparagdo com caes nao infectados.

O bago e o figado sdo dois dos orgdos alvos do parasito mais acometidos durante a
evolugado clinica da LVC, sendo locais de elei¢do para o alojamento e multiplicagdo das formas
parasitarias, no estabelecimento de uma resposta adaptativa durante a LVC (Reis et al., 2006a,
Giunchetti et al., 2008). No decurso da infeccdo por L. infantum, o bago sofre alteragdes
estruturais micro e macroscopicas e a ativagao das células imunes presentes neste 6rgao esta
intimamente ligada ao perfil de resisténcia ou susceptibilidade & doenga, assim como com a
evolugdo do quadro clinico dos caes infectados (Santana et al., 2008, Reis et al., 2014,
Cavalcanti et al., 2015).

A relagdo entre a infecgdo hepdtica por L. infantum e o desenvolvimento de alteragdes

estruturais neste 6rgao ja foi estudada por alguns autores (Meleney, 1925, Andrade & Andrade,
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1966, Tafuri et al., 1996). Giunchetti et al., (2008) estabeleceram a relagao entre as alteracdes
histologicas hepaticas decorrentes da LVC e a presenca de infec¢do parasitaria intensa neste
orgdo. Desta forma, ja existem relatos descritos na literatura sobre as alteragdes histoldgicas e
a evolugdo da carga parasitaria hepatica durante a infecgao por L. infantum na LVC. No entanto,
existem ainda varias questdes em aberto relativas a associagao entre a resposta imune no figado,
a carga parasitaria e o status clinico de caes naturalmente infectados por L. infantum.

Os linfocitos T (CD3"), nomeadamente as suas subpopulagdes CD4" ¢ CD8", sdo
determinantes para o desenvolvimento de uma resposta imune que conduza a resisténcia ou
susceptibilidade perante a infec¢do por L.infantum, através das suas expansoes periféricas, da
produgdo de citocinas como o IFN-y, a IL-4 e a IL-10 e da migragdo para os principais sitios
acometidos, iniciando o processo inflamatério. Perante isto, foi considerado importante avaliar
o percentual destas células e sua capacidade funcional nos compartimentos hepaticos e
esplénicos, dos caes com diferentes formas clinicas de LVC.

A predominancia de linfocitos T CD3" no bago de cées infectados observada neste
trabalho n3o encontrou paralelo com outros estudos existentes na literatura, que nao
encontraram diferencas entre os grupos, ou verificaram um maior percentual de linfécitos T
CD3" em cdes ndo infectados (Reis et al., 2014, Moreira et al., 2017). Em relagdo ao
compartimento hepatico, corroborando com nossos resultados, Moreira et al., (2017),
observaram um percentual elevado de linfocitos T CD3" no figado de cdes infectados, em
comparag¢ao com caes nao infectados.

A maior frequéncia de linfocitos T CD8" observada no bago de cdes infectados foi
corroborada por Guerra et al., (2009), que encontraram percentuais mais elevados destas células
no bago de cdes com parasitismo moderado, em comparacdo com CNI, enquanto Reis et al.
(2014) observaram um maior percentual de linfocitos T CD8" no compartimento esplénico do
grupo CA em relacdo ao grupo CNI. Isto nos indica que a infec¢do por L. infantum promove o
recrutamento de linfocitos T CD8" para o bago de cdes infectados. Ja em relagdo ao figado, de
forma diferente ao observado neste trabalho, Sanchez et al., (2004), encontraram um percentual
maior de linfocitos T CD8" no figado de cdes assintomaticos, em relagdo a cdes sintomaticos.
Embora nossos resultados se encontrem em desacordo com a maioria dos dados presentes na
literatura, que apontam para um maior percentual de linfocitos T CD8" no compartimento
hepético de cdes assintomaticos, ¢ importante ressaltar que que os linfocitos T CD8" apresentam
uma exaustdo mais intensa e mais precoce do que os linfocitos T CD4" (Esch et al., 2013,
Wherry & Kurachi, 2015). Nesse sentido, devido a este estado de exaustdao pré-clinico que os

linfocitos T CD8" apresentam, € natural que uma maior presen¢a destas células ndo esteja
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associada diretamente ao estabelecimento de um quadro assintomatico e de controle do
parasitismo.

Em relagdo ao percentual de linfocitos T CD4" no compartimento esplénico foi
observado que os caes infectados apresentam um menor percentual destas células em relagao
ao grupo CNI. No entanto, ¢ importante destacar que a diferenca para o grupo CA foi menor
(p=0,02) do que para o grupo CS (p=0,0013). Além disso, foi encontrada uma correlagdo
negativa entre o percentual de linfocitos T CD4" esplénicos e a carga parasitaria neste 6rgio.
Os resultados de da Silva et al., (2018) corroboram com nossos resultados, onde verificaram a
existéncia de um percentual maior de linfocitos T CD4" em bagos com arquitetura organizada,
do que em bagos com arquitetura desorganizada. Como foi citado anteriormente, a
esplenomegalia ¢ consequéncia direta da desorganizagao estrutural do compartimento esplénico
e estd intimamente relacionada com a carga parasitaria esplénica, bem como a susceptibilidade
na LVC (Oliva et al., 1995, Roatt et al., 2017, da Silva et al., 2018). Corroborando com a menor
frequéncia de linfocitos T CD4" encontrada no figado do grupo CS, Sanchez et al., (2004)
observaram um menor percentual de linfocitos T CD4" no figado de cdes sintomaticos em
comparagao aos que apresentavam infec¢ao subclinica.

Ap0s avaliar o percentual dos linfocitos T totais e de cada uma das suas subpopulacdes,
procedemos a avaliacdo do percentual destas células produzindo IFN-y e IL-4 no baco e figado
de caes pertencentes aos grupos CNI, CA e CS. Com base em dados recolhidos a partir da
infeccdo de modelos experimentais, o estabelecimento de uma resposta imune que conduza a
resisténcia contra a infeccdo por Leishmania, implica a producdo de IL-12 por células
apresentadoras de antigeno (APC) e a producao de IFN-y por linfocitos T (Scott et al., 1989;
Heinzel et al., 1995).

Os linfocitos T CD4" desempenham um papel fundamental na geragdo de uma resposta
imune associada a resisténcia em varias infecgdes parasitarias (Sacks, 2014). Em resposta a
producdo de IL-12, estas células sdo capazes de se proliferar e produzir IFN-y, citocina
determinante para o desenvolvimento de uma resposta imune com perfil resistente a LV (Taylor
& Murray, 1997; Polley et al., 2005, Zhu et al., 2010). De forma surpreendente, a maioria dos
autores ndo encontraram diferengas entre a expressdo de RNAm de IFN-y no bago de caes com
forma assintomatica ou sintomatica de LVC, ou verificou uma maior expressao desta citocina
em caes sintomaticos (Lage et al., 2007, Correa et al., 2007, Sanches et al., 2014). Corroborando
com a relagdo observada entre a produgio elevada de IFN-y por linfocitos T CD4" no bago e

figado, a infec¢do assintomadtica e um baixo parasitismo esplénico, Nascimento et al., (2015)
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verificaram que cdes com menor carga parasitaria esplénica expressam mais [FN-y neste 6rgao
do que caes com maior carga parasitaria. Além disso, Paun et al., (2011) verificaram que o fator
regulatorio de interferon 5 (IRF-5) é determinante para o estabelecimento de uma resposta
imune associada a resisténcia no figado, apos infeccdo com L. donovani. Os mesmos autores
observaram que, a delecdo desta proteina em camundongos, resulta numa diminui¢ao
significativa no percentual de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y, associada a uma maior
carga parasitaria hepatica. Da mesma forma, Gomes-Pereira et al., (2004) observaram uma
menor carga parasitaria no figado coincidente com um aumento nos niveis de IFN-y nesse 6rgao
numa linhagem de camundongos resistentes a infeccdo por L. infantum. Murray, (1987)
observou que o tratamento de camundongos infectados com L. donovani, com uma infusao
continua de IFN-y, contribuiu para a reducdo da carga parasitaria hepatica. Murray et al., (2001)
concluiram que o controle da infec¢do hepatica ¢ dependente de IL-12 e IFN-y. Correa et al.,
(2007) concluiram que caes assintomaticos apresentavam uma maior expressao de IFN-y, em
comparagdo a caes sintomaticos.

Este ¢ o primeiro trabalho a avaliar especificamente a producao de IFN-y, por linfécitos
T CD4" no bago e figado de cées infectados por L. infantum, corroborando com os estudos
nessa area em outros modelos e demonstrando a importancia da presencga de linfocitos T CD4"
capacitados para a produgdo de IFN-y, no estabelecimento de mecanismos imunoldgicos
capazes de atuarem no combate do parasito de L.infantum, direcionando o sistema imune para
uma resposta condizente com a resisténcia na LVC.

Quanto as disparidades entre os resultados, existentes na literatura, referentes a
expressao de RNAm de IFN-y no bago de caes infectados por L. infantum, ¢ importante destacar
que a expressao de RNAm de determinada citocina nem sempre esta correlacionada com a
codificagdo da proteina correspondente (Amsen et al., 2009, Villarino et al., 2011). Desta forma,
consideramos a citometria de fluxo como uma técnica mais confidvel para avaliar a capacidade
de células do sistema imune em produzir IFN-y, uma vez que € capaz de detectar diretamente a
sua produgdo, pela célula de interesse.

Os linfocitos T CD8" sdo reconhecidos como componentes centrais da imunidade
adaptativa devido a sua capacidade citotoxica, a capacidade de producdo de citocinas, como o
IFN-y e IL-10, e quimiocinas (Woodland & Dutton, 2003, Stager & Rafati, 2012). Quando estas
células sofrem uma estimulagdo prolongada por antigenos patogénicos, reduzem sua
capacidade efetora e proliferativa, se caracterizando por um perfil de exaustdo (Joshi et al.,

2009; Mueller & Achmed 2009). A aparente incapacidade de linfocitos T CD8" esplénicos e
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hepaticos, de caes naturalmente infectados por L. infantum, para a produgdo de IFN-y ¢
corroborada pelas observagdes de Esch et al., (2013) que concluiram que linfocitos T CD8" em
caes naturalmente infectados por L. infantum apresentam uma incapacidade de proliferagdo e
producdo de citocinas, independente do quadro clinico.

Como ja vimos anteriormente, para produgao de IFN-y por linfocitos T, € necessaria a
producao de IL-12 por células apresentadores de antigeno, condi¢ao essencial para direcionar
a resposta imune para um perfil de resisténcia a LVC (Heinzel et al., 1989). Bacellar et al.,
(2000) observaram que a neutralizacdo de IL-12 em CMSP estimulados com SLA, resultou
numa diminui¢do na proliferacdo linfocitaria e da concentragao de IFN-y no sobrenadante de
cultura. Ja adi¢do de IL-12 a CMSP de caes naturalmente infectados por L. infantum,
estimuladas com SLA, resultou num aumento na expressdo de IFN-y (Dos santos et al.,
2004). Barbosa et al., (2011) observaram maior expressao de IL-12 em linfonodos de cdes do
grupo CA, comparativamente ao grupo CS. Cavalcanti et al., (2015) concluiram que cies com
alto parasitismo esplénico apresentavam menor expressao de IL-12, em comparagdo com o0s
caes de baixo parasitismo. Estes trabalhos corroboram com nossos achados, reforcando assim
o papel da IL-12 na estimulagdo da produgao de IFN-y por linfocitos T e estabelecendo ainda
uma relacdo entre a expressao de IL-12 e um perfil clinico de resisténcia perante a LVC.

Ao contrario da IL-12, a expressio de IL-10 estd intimamente ligada ao
desenvolvimento de uma resposta imune que promove a susceptibilidade a varias espécies de
Leishmania (Vouldoukis et al., 1997, Kane & Mosser, 2001, Nylen et al., 2007, Alves et al.,
2009). Na leishmaniose visceral experimental o bloqueio desta citocina, resulta no
desenvolvimento de uma resposta imune associada com a resisténcia (Murphy et al., 2001,
Murray et al., 2003). Esta citocina encontra-se em niveis elevados no sangue total de pacientes
com leishmaniose visceral ativa, sendo que a sua expressdao diminui de forma significativa apds
a cura (Singh et al., 2012). Além disso, a neutraliza¢do desta citocina ja demonstrou resultar
num aumento na expressao de IFN-y e da eliminagdo de formas amastigotas de Leishmania
donovani (Gautam et al., 2011). A IL-10 ¢ também capaz de prejudicar a capacidade
leishmanicida de macrofagos humanos (Vouldoukis et al., 1997). Ja na LVC, a maioria dos
trabalhos ndo encontrou uma relagdo entre a expressao de IL-10 esplénica e a severidade clinica
da doenga (Quinnell et al. 2001, Santos-Gomes et al. 2002, Manna et al. 2006, Correa et al.
2007). No entanto, Alves et al., (2009) encontraram um aumento na expressao de IL-10 em
linfonodos de caes sintomaticos, comparativamente aos de caes saudaveis. Rosario et al., (2018)

observaram concentracdes superiores de IL-10 no soro de cdes sintomdticos. J& Lage et al.,
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(2007) constataram uma maior expressao de IL-10 no compartimento esplénico de caes com
alto parasitismo neste 6rgdo, em compara¢do com cdes menos parasitados. Estes trabalhos
corroboram nossos resultados, revelando uma predominancia da expressao de IL-10 em caes
com quadro clinico mais severo e uma relagdo intima entre esta citocina € a permanéncia e
replicagdo parasitaria no baco. Foi também concluido que a expressdo esplénica de IL-10 e a
producgdo de IFN-y por linfocitos T CD4" neste 6rgdo, se encontram em polos opostos no
espectro de fatores determinantes de susceptibilidade e resisténcia, na infec¢do natural canina
por L. infantum.

Observamos até aqui que o grupo CA apresenta maior producao de IFN-y por linfocitos
T CD4" e maior expressdo de IL-12 no bago e figado. Com intuito de esclarecer ainda mais os
mecanismos relacionados a resisténcia ou susceptibilidade na LVC, foi também avaliada a
producdo de NO e ROS nos macrofagos esplénicos e hepaticos de caes com diferentes formas
clinicas. Em ambos os compartimentos estudados, foi observada uma tendéncia para uma maior
expressdo de iNOS, associada a maior producdo de NO por macréfagos do grupo CA.
Macréfagos hepaticos de cdes do grupo CA demonstraram ainda, maior potencial para a
producdo de ROS, comparativamente aos de CS. E sabido que macrofagos hepaticos sdo
fundamentais no estabelecimento de uma resposta imune eficaz contra infecgdes por parasitos
do género Leishmania no figado, sendo que, quando as suas fungdes efetoras estdo prejudicadas,
ocorre uma maior susceptibilidade do 6rgao a infec¢cdo (Tomioka et al., 2000). Ja foi observado
que a resisténcia a LV no figado estd associada a uma maior produgdo de NO e ROS por
macrofagos hepaticos (Bankoti & Stager, 2012). No entanto, enquanto ambos s3o necessarios
para conter a infec¢do nas fases iniciais, com o decorrer da mesma o NO se torna preponderante
em relagdo ao ROS (Murray & Nathan, 1999). E ja conhecido que macréfagos caninos sdo
capazes de produzir NO e ROS em resposta a estimulagdo com IFN-y e LPS, ou ap6s infec¢ao
por espécies visceralizantes de Leishmania, sendo esta caracteristica fundamental para o
controle da infeccdo (Vouldoukis et al., 1996, Pinelli et al., 2000, Gantt et al., 2001, Holzmuller
et al., 2005, 2006; Murray et al., 2006, Zafra et al., 2009). Em relacdo a resposta imune
compartimentalizada na LVC, ja foi observado que a infec¢do natural canina assintomatica se
encontra associada a maiores expressdes de iNOS no bago e figado (Nascimento et al., 2015).

Este foi o primeiro trabalho a avaliar a producdo intracelular de NO e ROS no
compartimento esplénico e hepatico de caes naturalmente infectados por L. infantum. Os nossos
resultados permitem concluir que a presenca de uma maior produgdo de IFN-y por linfécitos T

CD4", baixa expressdo de RNAm de IL-10 e alta expressdo de IL-12, estdo associados a maior
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producdo de NO por macrofagos esplénicos. J4 no compartimento hepatico, o IL-10 ndo se
apresentou como fator contribuinte para o estabelecimento de uma resposta imune associada a
resisténcia. No entanto, a produgdo de ROS por macréfagos hepaticos, parece estar associada a
um quadro clinico mais favoravel. Estes parametros imunologicos hepaticos e esplénicos estao
intimamente relacionados com o estabelecimento da infec¢do pelo parasito de L. infantum,
assim como, com a histdria natural de desenvolvimento da doenga e o aparecimento de seus
sinais e sintomas clinicos.

Grande parte dos trabalhos que pretendem avaliar a resposta imune de caes com LVC,
sdo baseados na avaliacdo imunolégica de leucocitos circulantes ou diretamente nos 6rgaos
afetados (Giunchetti et al., 2008, Esch et al., 2013, Reis et al., 2014, Roatt et al., 2017).

As avaliagdes utilizando leucécitos circulantes, embora apresentem resultados
interessantes, sdo normalmente realizadas apo6s estimulos, como o antigeno solavel de
Leishmania, que nao sdo totalmente representativos do curso natural da infec¢do. Nateghi
Rostami et al., (2010), num ensaio de co-cultivo semelhante ao realizado neste trabalho, apos
estimulacdo com antigeno soluvel de Leishmania e com promastigotas vivos de L. major,
concluiram que quando o estimulo € realizado com parasitos vivos, existe uma maior produgao
de citocinas relevantes para o curso da resposta imune contra a infecgdo. Isto nos indica que a
utilizacao de formas promastigotas, como estimulo para a ativagao de c€lulas do sistema imune
de caes infectados por L. infantum, apresenta vantagens em relagdo a outros estimulos. Desta
forma, € proposto que os resultados decorrentes desta metodologia, podem ser extrapolados de
forma mais fidedigna para o curso natural da infec¢do nos diversos compartimentos afetados.

Nesse sentido, de forma a verificar se existem variagdes nos niveis de parasitismo de
macrofagos derivados de monocitos do sangue periférico de CNI, CA e CS, em diferentes
condigdes de co-cultivo (Mp+CD4", Mp+CD8" e Mp+CD4"+CD8"), avaliamos a variagdo da
taxa de infeccdo (TI) e da intensidade da infec¢do, entre as culturas contendo exclusivamente
macrofagos infectados e as culturas de macrofagos infectados em condic¢des de co-cultivo com
subpopulagdes de linfocitos T (CD4" e /ou CDS8™).

Foi demonstrado que em caes do grupo CA a presenca de subpopulagdes de linfocitos
T em cultivo com macréfagos resultou em uma maior reducgdo da taxa e intensidade de infeccao,
comparativamente ao grupo CS. Desta forma, pode ser estabelecido um paralelismo entre estes
resultados e a predominancia de linfocitos T CD3™ e linfocitos T CD4", no bago e figado do
grupo CA, assim como a associacao destas populacdes celulares a baixa carga parasitaria em
ambos os 0rgdos, reforcando assim a importancia dos linfocitos T na eliminagdo parasitaria

apos infeccdo por L. infantum. Holzmuller et al., (2005) observaram um aumento de capacidade
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leishmanicida em macréfagos derivados de monocitos de caes vacinados com antigenos de L.
infantum, em comparagao com caes nao vacinados, quando cultivados com linfocitos autélogos.

A importancia dos linfocitos T CD4" para a resisténcia a infecgio, no contexto da LV é
reconhecida (Rosas et al., 2006, Esch et al., 2013, Matralis et al., 2016). Esch et al., (2013)
observaram que linfocitos T CD4" das CMSP de cdes assintomaticos apresentavam um perfil
de ativacdo com maior capacidade de proliferacao, maior producio de IFN-y, menor produgao
de IL-10, promovendo assim uma menor carga parasitaria. A diminui¢do da taxa e da
intensidade da infec¢do no grupo CA, nos sistemas de co-cultivo M¢+CD4 " e M¢p+CD4 +CD8*
pode ser explicado pelo aumento da producdo de IFN-y pelos linfocitos T CD4" deste grupo
clinico. No entanto, no sistema de co-cultivo M¢p+CD8" ndo existiram diferencas na produgido
de IFN-y por esta subpopulacdo de linfocitos T entre os grupos infectados. Desta forma, outros
fatores, que nao a producdo de IFN-y, parecem ser responsaveis pelo menor indice de infecgao
observada no grupo CA neste sistema de co-cultivo. Assim, a maior capacidade leishmanicida
dos macrofagos de cdes do grupo CA, quando em cultivo com linfocitos T CD8" pode estar
relacionada a capacidade citotoxica propria destas células, que ja foi associadada a eliminacao
de outros patdgenos intracelulares (Wizel et al., 1998, Smith et al., 1999). Gautam et al., (2014)
observaram um aumento do parasitismo em culturas de esplenocitos apos remogao dos
linfocitos T CD8", sugerindo um papel destas células na eliminagio parasitaria. Kaushal et al.,
(2014) verificaram a existéncia de um aumento na expressao de granzima b nas CMSP de
pacientes com LV apds o tratamento, em comparacdo com pacientes ndo tratados. Sao
necessarios mais estudos para esclarecer o papel da fungio citotoxica dos linfocitos T CD8" na
protecdo contra a LVC. A maior redu¢do da intensidade de infeccdo no sistema
M¢+CD4"+CDS8", comparativamente aos restantes sistemas de co-cultivo, pode ser explicada
pela reconhecida capacidade dos linfocitos T CD4", na reversdo parcial da exaustio de
linfocitos T CD8" (Matloubian et al., 1994).

Afim de avaliarmos o papel da producdo de IFN-y e IL-4 por linfécitos T no
desenvolvimento de uma resposta imune que conduza a uma ativa¢ao dos macroéfagos para um
melhor desempenho na producdo de NO e ROS e, consequentemente, a capacidade de
macrofagos de caes do grupo CA e CS resistirem a infec¢ao por parasitos vivos, foi avaliado o
percentual de linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8" produtores destas citocinas nos trés
sistemas de co-cultivo (M¢+CD4", M¢p+CD8" ¢ Mp+CD4"+CD8").

Foi observada uma predominancia de linfocitos T CD4" produtores de IFN-y em

cultivos de caes do grupo CA, enquanto que os cultivos de caes com doenca aparente, se
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caracterizavam por uma maior frequéncia de linfocitos T CD4" produtores de IL-4. Isso se
traduziu numa maior produ¢do de NO por macrofagos de CA, nos cultivos em que a
subpopulagdo T CD4" se encontrava presente. Reconhecidamente, a expressio de IFN-y é
essencial para o desenvolvimento de resisténcia frente a evolucdo da LV (Pinelli et al., 1995,
Murray et al., 2003). Rosas et al., (2006) também demonstraram que a presenga de linfocitos T
CD4" produtores de IFN-y contribui para o desenvolvimento de resisténcia contra a infecgio
por L. donovani. Num trabalho que avaliou o percentual de linfocitos T CD4" produtores de
IFN-y no sangue de cdes naturalmente infectados por L. infantum, Matralis et al., (2016)
observaram que o grupo CA apresentava um maior percentual destas células do que o grupo
CS.

Muitos autores demonstraram que o NO estd intimamente ligado a atividade
leishmanicida em macréfagos de caes infectados por L. infantum (Panaro et al., 1998, 2001;
Pinelli et al., 2000). Holzmuller et al., (2005) observaram uma relagdo entre o aumento da
produgdo de IFN-y por linfocitos autdlogos e o aumento da produ¢dao de NO por macrofagos
derivados de mondcitos de caes infectados apds imuniza¢do, em condigdes experimentais
semelhantes a este trabalho. Liew et al., (1990) observaram que apds infec¢do com L. major a
ativacdo classica dos macrofagos ¢ mediada pela produgcdo de IFN-ypor células Thl,
estimulando primeiramente a expressao de iNOS, que catalisa a L-arginina para gerar 6xido
nitrico. J& Prajeet et al., (2011) observaram que apds a infeccdo de macréfagos murinos com L.
infantum e cultivo com células NK, a ativacdo dos macrofagos era dependente de IFN-y e iNOS.
Na infec¢do canina, Roatt et al. (2017), observaram que ap6s o tratamento com LBMPL a
produgdo de IFN-y por linfocitos T CD4" é maior do que a dos cdes ndo tratados

Partindo desta metodologia in vitro, este trabalho confirma os dados existentes na
literatura, majoritariamente em trabalhos realizados em CMSP de cdes infectados, que indicam
a importancia da ativacdo de linfocitos T CD4" para a producdo de IFN-y e a sua relagdo na
ativacdo dos macréofagos para a producdo de NO, culminando no estabelecimento de uma
infeccdo assintomatica em cdes naturalmente infectados por L. infantum. A correlagdo positiva
entre a produgio de IFN-y por linfocitos T CD4" e a expressdo de NO por macrofagos derivados
de mondcitos circulantes, nos indica também o poder desta citocina, como ativadora de células
macrofagicas para a producdo deste mediador fundamental no combate contra o parasito.

Diferentes trabalhos na literatura relacionam a citocina IL-4 com a susceptibilidade a
infeccdo por varias espécies de Leishmania (Afonso & Scott, 1993; Satoskar et al., 1995; Kopf
et al., 1996; Mohrs et al., 1999). Vouldoukis et al., (1997) concluiram que a infec¢do de
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macrofagos derivados de mondcitos humanos com L. infantum apresentam menor producao de
NO na presenca de IL-4. Além disso, mondcitos murinos e humanos ativados in vitro com LPS,
na presenca de IL-4, apresentam um aumento na producao da citocina imunomoduladora IL-10
e diminuic¢ao na producao de IL-12, reconhecidamente essencial para a ativacao de linfocitos T
para a produgdo de IFN-y (Kambayashi et al. 1996, Cao et al., 2005). Em concordancia com
estes resultados, Kropf et al., 1996 concluiram que, na presen¢a de IL-4, macrofagos murinos
infectados com L. major apresentaram uma maior atividade de arginase, que quando inibida
levou a uma redugdo do tamanho da lesdo e da carga parasitaria, sugerindo assim que a presenca
de IL-4 conduz a menor expressao de NO, assim como uma maior carga parasitaria. A relagao
entre a niveis elevados de IL-4 e a susceptibilidade na infec¢do natural canina por L. infantum
ja foi observada (Pinheiro et al., 2005, Roatt et al., 2017)

Nossa abordagem in vitro confirma os resultados presentes na literatura, que apontam
para um efeito deletério do IL-4, na ativacdo de macréfagos e producao de NO. Tendo em conta
a maior produ¢io de IL-4 por linfécitos T CD4" de cies sintomaticos e a presenga de maior
parasitismo nos macrofagos destes animais, ¢ sugerido ainda que esta citocina favorece a
sobrevida e replicacdo das formas amastigotas no interior de macrofagos.

A auséncia de diferenga entre o percentual de linfocitos T CD8" produtores de IFN-y de
CA e CS, pode explicar a auséncia de diferencas entre a producdo de NO por macrofagos
infectados de CA e CS, no sistema de co-cultivo M$p+CD8". Nesse sentido, foi observado por
Stern et al (1988) que linfocitos T CD4" esplénicos apresentam um maior potencial para
expressdo de IFN-y em comparagdo com linfocitos T CD8". Em relagdo a auséncia de diferenca
estatistica entre a produgdo de IFN-y por linfocitos T CD8" nos grupos CA e CS, foi observado
por Joshi et al., (2009), no modelo murino, que a infec¢do por L. donovani prejudica a resposta
imune antigeno-especifica, associada a uma diminuicao na produ¢do de IFN-y pelos linfécitos
T CD8". Esch et al., (2013) observaram, em cdes infectados por L. infantum, que a exaustio de
linfocitos T CD8" ocorre previamente ao aparecimento de sinais clinicos, verificando a auséncia
de diferencas significativas entre a produgdo de IFN-y por linfocitos T CD8" de CA e CS.
Matralis et al., (2016) verificaram a existéncia de percentuais significativamente superiores de
linfocitos T CD8" produtores de IL-4 no soro de CS, comparativamente a CA, apds estimulagdo
com ASL. Roatt et al. (2017), observaram que ap6s o tratamento com LBMPL a producao de
IL-4 por linfécitos T CD8" diminui em relagdo aos cées nio tratados, indicando uma associagdo
entre um menor percentual destas células e um perfil de resisténcia a doenga.

Os resultados do nosso estudo, referentes ao sistema de co-cultivo, reforcam a
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importancia de IFN-y como citocina fundamental para a produg¢do de NO por macréfagos
infectados, além da importancia da produ¢ao de IL-4 como inibidor da produgdo de NO.

Além de avaliar a producdo de NO em macrdéfagos derivados de mondcitos apenas de
acordo com a forma clinica de LVC, também foi considerado importante abordar como
macrofagos provenientes de cdes aparentemente resistentes ou susceptiveis a doenca eram
capazes de reagir a situagdes de baixo ou alto parasitismo. Macrofagos com alto parasitismo
(MAP) do grupo CA, apresentaram maior producdo de NO, do que macrofagos do grupo CS
nas mesmas condi¢des de parasitismo, em todas as condi¢des de cultivo. Esta diferenca nao foi
observadada entre macrofagos com baixo parasitismo (MBP), dos diferentes grupos clinicos.
Isto nos permite concluir que, neste modelo in vitro, a ativagdo dos macréfagos para a producao
de NO acima dos niveis basais, em cdes naturalmente infectados por L. infantum, acontece
apenas a partir de um determinado limiar de infecgdo parasitaria e de forma mais intensa em
caes assintomaticos. Desta forma, nestas condic¢des de alto parasitismo, os macroéfagos do grupo
CA sdo capazes de uma produgido de NO superior, aos macréfagos do grupo CS. E importante
ressaltar, que este € o primeiro estudo que avalia a produ¢ao intracelular de NO em macrofagos
infectados por L. infantum, de acordo com a intensidade de parasitismo. No entanto, podemos
especular que até um determinado nivel de parasitismo, o parasito de Leishmania infantum ¢
capaz de evitar a produgdo de IL-12 pelos macrofagos, diminuindo a produgdo de IFN-y por
linfécitos T CD4" e induzindo os macrofagos a diminuir a sua produgdo de NO. Quando o
parasitismo aumenta, apenas os macréfagos de CA sdo capazes de esbocar uma reagdo, sob a
forma de um aumento pronunciado da capacidade de produgdao de NO. O direcionamento que
vimos anteriormente dos linfocitos T do grupo CA para maior producdo de IFN-y e menor
producao de IL-4, em comparacao as células do grupo CS, nos permite explicar a ativacao mais
eficiente dos macrofagos para producao de NO nos cdes com quadro clinico mais favoravel.

Quanto a produg@o de ROS por macréfagos derivados de mondcitos circulantes, esta foi
observada em todos os sistemas de co-cultivo, no entanto, apenas existiram diferengas
significativas no sistema de co-cultivo M¢p+CD4", com um maior percentual de macrofagos
produtores de ROS em CA, em comparagdo com CS. Gantt et al., (2001) concluiram que
macrofagos derivados de mondcitos circulantes humanos foram capazes de produzir ROS em
resposta a infec¢do por L. infantum. Ja Cassatella et al., (1990) observaram que a estimulagao
com LPS e IFN-y favorece um aumento na produ¢do de ROS em macrofagos derivados de
mondcitos humanos. No sistema de co-cultivo M¢+CD4", verificamos que a produgdo de IFN-

y em CA, foi superior a de CS, o que ndo foi observado no sistema M¢p+CDS8". Este achado nos
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ajuda a explicar a maior producdo de ROS pelos macréfagos de CA em co-cultivo com
linfocitos T CD4', em comparagdo com os macrofagos de CS e a razdo pela qual estas
diferencas nio foram observadas no sistema de co-cultivo M¢p+CDS8".

Ao avaliar as diferencas entre a producdo de ROS em macrdéfagos com baixo ou alto
parasitismo pertencentes aos caes dos diferentes grupos clinicos, verificamos que apenas no
sistema de co-cultivo M$+CD4", o percentual de macréfagos com alto parasitismo produtores
de ROS foi superior aos menos parasitados. Além disso, existiram diferencas entre o percentual
de macréfagos altamente parasitados produtores de ROS de CA, em relacdo a CS e CNI. Estes
resultados refor¢am o papel fundamental que observamos anteriormente dos linfocitos T CD4"
na ativagdo de macrofagos para a producdo de ROS no grupo CA, em relag@o aos grupos CNI
e CS. Sugerimos entdo, que a maior capacidade de producdo de IFN-y, em detrimento da
producdo de IL-4, determina a capacidade destas células de ativar o macroéfago para uma maior
producdo de ROS em situagdes de parasitismo elevado.

A investigacdo das particularidades da resposta imunolégica in vitro, utilizado células
derivadas do sangue periférico, deve tentar apresentar o maximo de similaridades com a
infeccdo natural. No caso da infeccdo por L. infantum, a utilizagdo de formas promastigotas,
em detrimento de outros estimulos, para induzir a ativagdo das células do sistema imune,
permite todo um processo de internalizagdo e apresentacdo de antigeno, que encontra paralelos
com a infec¢do natural. De forma a avaliar se o mecanismo de co-cultivo celular € capaz de
desencadear uma resposta imune, de alguma forma semelhante a observada nos
compartimentos esplénicos e hepaticos, foi avaliada a existéncia de possiveis correlagdes entre
os parametros imunologicos nas metodologias in vitro e ex vivo. O nosso trabalho observou que
existiu uma correlagdo positiva entre producdo de IFN-y por linfocitos T CD4" derivados do
sangue em sistema de co-cultivo e a produg@o de IFN-y por linfocitos T CD4" esplénicos. Além
disso, a producao de NO por macréfagos derivados de mondcitos em sistema de co-cultivo
estava positivamente correlacionada com a producdo de NO por macréfagos hepaticos e
esplénicos. Isto nos indica a existéncia de pontos de contato entre pardmetros imunologicos
associados a resisténcia e susceptibilidade a doenca no compartimento esplénico, hepatico e no
sistema de co-cultivo celular.

Tendo em conta as necessidades cada vez maiores de desenvolver técnicas menos
invasivas para o estudo da resposta imune no cdo, consideramos importante a exploragao das
potencialidades da técnica de co-cultivo, podendo ser considerada como possivel alternativa

em substituicdo de avaliagdes que envolvam o estudo direto do compartimento esplénico e
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hepatico, em fato, pela elevada correlacdo existente entre os achados do sistema de co-cultivo
e da resposta imunologica compartimentalizada, encontradas no bago e figado. Finalmente,
tendo em conta a existéncia de um padrao especifico na producdo de IFN-y, IL-4 ¢ NO, por
linfocitos T CD4" e macrofagos, respetivamente, de cdes resistentes e susceptiveis,
consideramos que estes parametros, avaliados por esta metodologia, podem funcionar como
biomarcadores em estudos terapéuticos ou vacinais, indicando se a droga ou vacina foi capaz
de promover o estabelecimento de uma resposta imune associada com a resisténcia a infec¢ao

por L. infantum.
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O conjunto dos resultados deste trabalho, que buscou avaliar a resposta imune
compartimentalizada na leishmaniose visceral canina, nos permitiu demonstrar de forma inédita
a grande importancia da producdo de IFN-y por linfocitos T CD4" na ativagdo de macrofagos
para produgdo de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio, no compartimento esplénico e
hepatico de cdes naturalmente infectados por L. infantum. Este padrao imunoldgico, ¢
considerado favoravel para o estabelecimento de uma resposta imune associada a eliminagao
parasitaria e uma apresentacdo clinica menos severa. ApoOs este trabalho, aumenta assim
consideravelmente o conhecimento existente sobre a resposta imune compartimentalizada
associada aos extremos clinicos observados na LVC.

Adicionalmente a resposta imune observada no contexto de co-cultivo celular,
apresentou alguma capacidade preditiva em relagdo as respostas imunes hepaticas e esplénicas
dos caes infectados, nomeadamente, em relacao a produgao de NO e IFN-y por macrofagos e
linfocitos T CD4", respectivamente. Sendo assim, sugerimos que esta técnica in vitro pode ser
utilizada como alternativa mais fidedigna a estudos envolvendo uma avaliagdo direta da
resposta imune esplénica e hepatica na leishmaniose visceral canina. Parametros imunologicos
recolhidos a partir de co-cultivo celular, apresentam o potencial para funcionar como
indicadores de sucesso em estudos vacinais ou terapéuticos, podendo também, ser utilizados
como biomarcadores de resisténcia e susceptibilidade em futuros estudos que pretendam avaliar

a historia natural da LVC.

104



Vieira, J. F. P. Perspectivas

7 PERSPECTIVAS

105



Vieira, J. F. P. Perspectivas

A partir da realizacdo deste trabalho foi possivel obter resultados referentes aos fatores
imunologicos hepaticos e esplénicos, que conduzem a resisténcia perante a LVC, sob a forma
de uma infeccdo com baixa carga parasitaria e auséncia de sinais clinicos caracteristicos da
doenca. Além disso, utilizando o co-cultivo de células do sangue periférico, apds infecgdo com
promastigotas vivos de Leishmania infantum, foi possivel observar uma resposta imune que
demonstrou paralelismos com as observacdes realizadas nos compartimentos hepatico e
esplénico. Neste sentido, a continuidade desse trabalho tem como principais perspectivas

futuras avaliar:

e O tipo de fibras coldgenas e a populacdo celular envolvidas na formacao e suporte do
granuloma hepatico caracteristico das Leishmaniose Visceral Canina, por microscopia

confocal;

e A expressao, por RNAseq, de RNAm codificante de proteinas associadas com a
resisténcia e susceptibilidade no bago e figado de animais naturalmente infectados e que
possam ser usados como alvos para retardar ou evitar a deterioragdo funcional nestes
orgaos;

e A concentragdo das citocinas IL-2, IL-10, TNF-a, TGF- pela técnica de ELISA no

sobrenadante de cultura dos diferentes sistemas de co-cultivos;

e A concentracdo de granzima B e perforina, pela técnica de ELISA no sobrenadante de

cultura dos co-cultivos que incluiram linfocitos T CD8";
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9.3 Anexo 3

Universidade Federal de Ouro Preto

& Laboratério de Imunopatologia

Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biolégicas

m Ficha de Identifica¢do e Controle de Cées Projete de Doutorado do aluno Jodo Vieira

Ficha de Classificagdo Clinica - Identificagdao

Nome: Negio Baia: 2
n°: 39

Raga: SRD

Peso: 20kg

Idade: Incerta

Pelagem: Curta

Cor da Pelagem: Preta

Peculiaridades: Ceratite e Conjuntivite

Sexo: (X) Macho () Fémea

Porte: () Pequeno (X) Médio () Grande
Procedéncia: Governador Valadares
Diagnéstico: Sorolégico DPP/ELISA (X)
Vacina para LVC: () Sim (X) Nao

Parasitolégico: (X)
Tratamento para LVC: () Sim (X) Nao
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9.4 Anexo 4

Quadro 10: Sinais clinicos presentes nos caes do grupo sintomatico.

Sinais Clinicos

o alopecia, dor articular, linfadenopatia
generalizada, perda de peso
C26 alopecia, dor articular, tlceras
e alopecia, apatia, dor articular, linfadenopatia
generalizada, perda de peso
alopecia, apatia, diarreia, emaciagao,
C31 epistaxes, febre, linfadenopatia generalizada,
queratoconjuntivite, ulceras
e alopecia, dor articular, emaciagdo, febre,
queratoconjuntivite, ulceras
apatia, diarreia, emaciagdo, febre,
C209 ) . _ )
linfadenopatia generalizada, vomito,
apatia, convulsoes, diarreia, dor articular,
C229 emaciagao, linfadenopatia generalizada,
queratoconjuntivite, vomito
apatia, diarreia, dor articular severa,
C267 emaciacdo, linfadenopatia generalizada,
perda de apetite, ulceras
alopecia, linfadenopatia, perda de peso,
C353
ulceras
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