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DETECCAO IMUNOISTOQUIMICA DE LINFOCITOS T (CD3+) E B (CD79+)

NO ENCEFALO DE CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL E PRESENGA

DE ANTICORPOS SERICOS ANTI-Toxoplasma gondii E ANTI- Neospora
caninum

RESUMO - A Leishmaniose visceral € uma enfermidade que possui uma
grande variabilidade de manifesta¢cdes clinicas, em humanos como em cées.
Caes cronicamente infectados podem desenvolver desordens neuroldgicas,
contudo, ha poucos relatos que caracterizam as lesdes e elucidam a patogenia
da leishmaniose cerebral canina. Considerando a imunossupressao associada
a leishmaniose visceral e que os patdogenos oportunistas Toxoplasma gondii e
Neospora caninum podem colaborar para a ocorréncia de lesées no sistema
nervoso central de cées naturalmente infectados por Leishmania chagasi, as
populagdes de linfocitos B (CD79%) e T (CD3") foram avaliadas no tecido
nervoso de caes portadores de leishmaniose visceral e que possuem
soropositividade para T. gondii e N. caninum. LesBes inflamatorias,
caracterizadas por acumulos de células mononucleares compostos
principalmente por linfécitos T CD3" predominaram em diversas regides
encefélicas dos cées infectados (P = 0,0012). Linfécitos B CD79" foram
detectados em pequena intensidade, ndo havendo diferenca entre os grupos (P
= 0,3604). Os resultados obtidos sugerem que a co-presenca de leishmaniose
visceral, toxoplasmose e neosporose € importante para 0 agravamento das
lesbes encefalicas, e que a imunossupressdo gerada pela infeccdo por
Leishmania ndo somente favorece a infeccdo por outros patdégenos, mas
colabora com esses, ocasionando lesdes mais severas no tecido nervoso.

Palavras-chaves: linfocitos, leishmaniose visceral, toxoplasmose, neospora,
encefalite



DETECTION IMMUNOHISTOCHEMISTRY OF T (CD3+) AND B (CD79+)
LYMPHOCYTES IN THE ENCEPHALIC AREAS OF DOGS WITH
LEISHMANIA VISCERAL AND WITH ANTICORPUS ANTI-Toxoplasma
gondii AND ANTI- Neospora caninum

SUMMARY - Visceral leishmaniasis is a disease with great variability regarding
the clinical manifestations, in humans as in dogs. Chronically infected dogs may
develop neurological disorders, however, there are few reports that characterise
the lesions and make clear the pathogenesis of the canine cerebral
leishmaniasis. Considering the immunossupression associated to visceral
leishmaniasis and that the opportunist pathogens Toxoplasma gondii and
Neospora caninum may collaborate to the occurrence of lesions in the central
nervous system of dogs naturally infected by Leishmania chagasi, we evaluated
the population of B (CD79+) and T (CD3+ ) lymphocytes in the nervous tissue
of dogs with visceral leishmaniasis and with seropositivity to T. gondii and to N.
caninum. Inflammatory lesions, characterised by mononuclear
cellsaccumulation, composed mainly by CD3+ T lymphocytes predominated in
several encephalic regions of the dogs from the infected groups (P=0.0012).
CD79+ B lymphocytes were detected in very small intensity and presented no
difference among groups (P=0.3604). The results presented herein suggest that
the co-presence of visceral leishmaniasis, toxoplasmosis and neosporosis is
important for the worsening of the encephalic lesions, and that the
immunossupression caused by Leishmania infection not only propitiates the
infection by other pathogens, but collaborate with them, causing more severe
lesions in the brain.

Keywords: limphocytes, visceral leishmaniasis, toxoplasmosis,
neospora, encephalitis
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma parasitose de carater zoonatico,
sendo apontada como umas das doencas mais importantes do ponto de vista
da salde publica em cerca de 80 paises da Europa, Asia, Africa e América,
atingindo os cinco continentes.

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose
afeta cerca de dois milhdes de pessoas a cada ano. O Brasil € responsavel por
90% dos casos de leishmaniose visceral humana no continente americano. O
primeiro caso autoctone de leishmaniose visceral canina no estado de Sao
Paulo foi diagnosticado em maio de 1998, em Aracatuba e desde entdo, o
namero de casos s6 vem aumentando.

Até a presente data a leishmaniose visceral canina foi registrada em 57
municipios do Estado de S&o Paulo, abrangendo todas as regibes em que o
vetor foi detectado. Apenas na Regido Metropolitana de Sao Paulo o
mecanismo de transmisséo ainda nao foi totalmente elucidado, afinal ndo ha a
presenca do vetor.

A infeccdo causada por Leishmania chagasi resulta em doenca que
apresenta uma grande variagcdo nas manifestacdes clinicas, tanto em seres
humanos como em cées. Estas manifestacfes variam da observacao de céaes
infectados e assintomaticos a observacdo de um quadro clinico sistémico que
podem resultar na morte do hospedeiro. Cées infectados cronicamente podem
apresentar déficit neurologico, entretanto existem poucos relatos que

caracterizam as lesfGes observadas e elucidam a patogenia da forma nervosa
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da leishmaniose visceral. Em seres humanos, a associacdo de leishmaniose
com a Sindrome da imunidade adquirida (SIDA) aumenta a probabilidade de
invasdo do tecido nervoso, e vem se tornando motivo de preocupacdo na
realizacdo de diagnosticos diferenciais.

As manifestagdes clinicas da doenga variam de acordo com a
patogenicidade do parasita, que difere entre as espécies, e com as respostas
imunologicas celulares do hospedeiro. Observa-se que a capacidade do
hospedeiro em controlar a infeccdo estad associada a imunidade celular, com
participacdo de linfocitos e macrofagos, e a progressdo da doenca esta
relacionada com a producdo de imunoglobulinas, que ndo séo efetivas na
eliminagéo do parasita, portanto a imunidade humoral.

A inducao preferencial da participacdo de linfocitos T ou B depende de
alguns fatores, como a dose infectante, 0 mecanismo de apresentacdo do
antigeno, a via de inoculagéo e o padrao genético do hospedeiro.

Considerando a imunossupressdo associada a LV e que infeccoes
oportunistas, tais como a toxoplasmose e/ou neosporose, podem contribuir
para a ocorréncia de lesdes encefalicas em caes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral, teve-se como objetivo avaliar pela técnica de
imunoistoquimica, a populacdo de linfocitos T(CD3+) e B (CD79+) no encéfalo
dos animais com LV e com sorologia positiva para toxoplasmose e neosporose,
na tentativa de elucidar a fisiopatogenia das lesfes observadas no sistema

nervoso central.
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2. Revisao de literatura

2.1Leishmaniose visceral canina (LVC)

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, € uma
antropozoonose, causada por um protozoario do género Leishmania. Nas
Américas, é causada pela Leishmania (Leishmania) chagasi, na Asia e na
Africa pela Leishmania (Leishmania) donovani e, ainda, na Asia, Africa e
Europa pela Leishmania (Leishmania) infantum (OMS), observada no céo,
gato, canideos silvestres, marsupiais e roedores. No céo, a infecgéo por L. (L.)
chagasi causa frequentemente uma doenca sistémica cronica, clinicamente
caracterizada por longos periodos de febre irregular, anemia, perda progressiva
de peso e caquexia (FERRER, 1992; GENARO, 1993; NOLI, 1999; FEITOSA
et al., 2000).

Os animais acometidos podem ainda apresentar alteracbes
dermatoldgicas, onicogrifose, comprometimento da funcdo renal, distarbios
hepaticos, pneumonia, miocardite, problemas locomotores, diateses
hemorragicas e alteracdes oculares (CIARAMELLA et al., 1997; MORENO et
al., 1998; SLAPPENDEL; FERRER, 1998; NOLI, 1999).

A leishmaniose visceral canina pode ser considerada como uma
doenca imunomediada, porque o parasita tem a capacidade de alterar o
sistema imunologico do hospedeiro. Durante a doenca, as células do sistema
fagocitico mononuclear, infectadas por parasitas, podem atuar como ceélulas

apresentadoras de antigenos, estimulando linfocitos T auxiliares (CD4+) do tipo
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1 e 2 (Tal ou Ta2, respectivamente). Quando ativados os linfocitos Tal
produzem citocinas pro-inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral (TFN),
interleucina 2 (IL-2) e o interferon gama (IFN-y), um potente indutor da
formacgéo de superoxido e oxido nitrico pelos macréfagos. Esses radicais livres
s&0 toxicos para os parasitas (BARBIERIE, 2006; MICHALICK; GENARO,
2007; MARCONDES, 2008). Os macroéfagos ativados, por sua vez, estimulam a
imunidade celular pela estimulacdo de outras células ou por sua proliferacéo.

Quando predomina a ativacdo de linfécitos Ta2, ocorre producéo de
citocinas anti-inflamatorias, como interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e
interleucina 10 (IL-10), com subsequiente proliferacdo de linfécitos B e a
producdo de anticorpos, principalmente IgG. A IL-10 é considerada como um
regulador da atividade de Tal, que mantém o equilibrio entre Tal e Ta2 e inibe
a atividade dos macréfagos infectados (BARBIERI, 2006; DAY, 2007). A
atividade exagerada de linfécitos B resulta na producdo de imunocomplexos
gue se depositam nas paredes de vasos sanglineos e, a deposicao destes
imunocomplexos tem sido considerada por alguns autores como mecanismo
patogénico envolvido nas lesdes causadas pela Leishmania chagasi em
diferentes 6rgaos (LOPEZ et al., 1996; NOLI, 1999), podendo levar a dermatite,
vasculite, glomerulonefrite, uveite e poliartrite.

Quando predomina a resposta do tipo Ta2, ocorre ativacao de linfocitos
B e producdo de anticorpos. A producdo de anticorpos também possui
caracteristicas distintas; em animais assintomaticos e com baixo parasitismo ha
0 aumento de imunoglobulinas do tipo IgG1, enquanto animais sintomaticos e
com alto parasitismo estdo relacionados com elevacdo das imunoglobulinas

dos tipos 1gG2, IgM, IgA e IgE (BARBIERI, 2006; REIS et al., 2008). Niveis
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elevados de anticorpos anti-leismania foram descritos no liquor de animais
infectados.

A resposta Tal estda associada a capacidade do hospedeiro em
controlar a infeccdo, e a resposta Ta2 esta correlacionada com a progressao
da doenca. A inducao preferencial de linfocitos Tal ou Ta2 depende de alguns
fatores, como a dose infectante, 0 mecanismo de apresentacdo do antigeno, a
via de inoculacdo e o padrdo genético do hospedeiro (FERRER, 2002;
CIARAMELLA; CORONA, 2003; BARBIERI, 2006; MICHALICK; GENARO,
2007; MARCONDES, 2008).

A leishmaniose visceral € caracterizada por promover hiperplasia de
células do sistema fagocitico mononuclear, mais precisamente no baco, figado
e medula 6ssea, onde os parasitas se multiplicam (CORBERTT; LAURENTI,
1998).

As alteracOes histopatolégicas dos 6rgédos encontrados na LVC séo
similares as descritas na doenca humana (KEENAM et al., 1984), embora a
lesbes cutaneas no caes sejam mais intensas e estejam presentes com maior
frequéncia (LARANJEIRA, 2008).

Os orgaos linféides sao alvos da doenca. Os linfonodos geralmente séo
encontrados hipertrofiados, com perilinfoadenite, hipertrofia dos corddes e dos
foliculos, intensa fibrose, seios dilatados e hiperplasia de macréfagos.
Populacdo reduzida de linfécitos e proliferacdo de macrofagos nas areas
paracorticais e corddes medulares (GIUNCHETTI, 2008). Hiperplasia folicular e
plasmocitose intensa foram também observadas (KEENAM et al., 1984;

CORBERTT et al. 1992).
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No baco geralmente encontra-se diminuicdo de linfocitos na bainha
linféide periarteriolar e proliferacdo de macréfagos nessa regiao; hiperplasia
folicular e aumento da polpa vermelha com agregados de macréfagos e
plasmaocitos (KEENAM et al., 1984; XAVIER et al., 2006).

O figado frequentemente encontra-se aumentado de volume,
apresentando um infiltrado linfo-plasmocitario e hiperplasia das células de
Kapffer (KEENAM et al, 1984). Pode ocorrer uma hepatite difusa
acompanhada de reacdo inflamatdria exsudativa com infiltrado linfo-
plasmocitario nos espacos portais ( XAVIER et al., 2006).

Na medula 6ssea ha maior celularidade, decorrente da proliferacdo de
macrofagos que podem ou ndo conter parasitas (KEENAM et al., 1984). A
multiplicacdo do parasita, neste local, pode levar a hipoplasia medular.

Na literatura ha alguns trabalhos que descrevem as alteracfes
histopatol6gicas do encéfalo de caes com LV. Nestes trabalhos ha descrigéo
também de alteracbes degenerativas (neurbnios isquémicos, satelitose e
neuronofagia), mas descrever alteracdes degenerativas ndo foi o objetivo
primordial deste trabalho. Assim, Garcia-Alonso et al. (1996) observaram em 27
caes naturalmente infectados por Leishmania infantum, coroidite caracterizada
por hipercelularidade, edema perivascular, infiltrado de células inflamatorias,
trombose, metaplasia epitelial e depdsito de substancia amildide nos capilares
do plexo cordide. Ainda neste trabalho os autores descrevem degeneracéo
Walleriana das células de Purkinje satelitose, neuronofagia, intensa
mobilizac&o da microglia e degeneracao neuronal, concordando com os relatos

de Nieto et al. (2006).
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2.2 Principais Encefalites Causadas por Protozoarios em Caes

O comprometimento do sistema imunolégico devido a infeccdo por
Leishmania chagasi pode se relacionar com a infeccdo por outros agentes.
Diversos estudos apontam uma associacao entre leishmaniose e neosporose
(TARANTINO et al., 2001; CRINGOLI et al., 2002; GENNARI et al., 2006). A
toxoplasmose também é uma enfermidade oportunista e relacionada com
doencas imunossupressivas (MORETTI et al., 2002; WEBB et al., 2005;
GENNARI et al., 2006; BRESCIANI et al., 2008).

O Toxoplasma gondii € um protozoario coccidio, parasita intracelular
obrigatério, com ciclo bioldgico complexo e que acomete praticamente todas as
espécies animais de sangue quente, inclusive o homem (DUBEY; BEATTIE,

1988).

No seu ciclo, o T. gondii se apresenta sob duas formas evolutivas: os
taquizoitos, estruturas de rapida multiplicacdo e que ocorrem na infeccao
aguda, e os bradizoitos, confinados em cistos teciduais e presentes na infec¢ao
cronica. Ja, os oocistos, sdo o produto final da reproducdo sexuada, formados
somente no trato digestivo dos felideos, seus hospedeiros definitivos (MILLER
et al.,, 1972), que os eliminam juntamente com as fezes onde, por meio da
esporogonia, tornam-se infectantes, sendo extremamente resistentes as
condi¢cbes ambientais, de acordo com Ylmaz e Hopkins (1972). Estas formas
evolutivas estdo disseminadas, principalmente, em areas frequentadas por
gatos (RUIZ et al., 1973). Além da ingestdo de oocistos através de alimentos
ou agua contaminadas, ainda podem ser transmitidos por infeccdo congénita e

ingestao dos tecidos infectados (GREENE, 2006)



21

Devido ao elevado indice de animais naturalmente infectados por T.
gondi, agente reconhecidamente oportunista, e sua correlagdo com doencas
imunossupressivas, como a cinomose (MORETTI et al., 2002), deve-se atentar
para a ocorréncia desta enfermidade na espécie canina. O céo, apesar de néo
ser hospedeiro definitivo, contribui na disseminagdo mecéanica desta
protozoonose (FRENKEL; PARKER, 1996; LINDSAY et al., 1997, SCHARES et

al., 2005; Bresciani et al., 2008).

Os principais sintomas observados na toxoplasmose sao infeccao
respiratoria, gastrintestinal ou neuromuscular que resulta em febre, dispnéia,
émese, diarréia e dispnéia e ictericia ocorre mais comumente em caninos com
infeccdo generalizada. Os sinais neurologicos dependem da localizacéo
primaria no cérebro, cerebelo, tronco encefalico, medula espinhal e incluem
ataxia, tremor de intencéo, déficit dos nervos cranianos, paresia e paralisia. Os
cdes com miosite apresentam fraqueza e andar rigido. Pode ocorrer rapida
progressdo para tetraparesia e paralisia do neurdénio motor inferior
(OPPERMAN, 1971; AVERRIL; LAHUNTA, 1971; SHARMA et al, 1973;
NEBIST et al, 1981; SUTER et al.,, 1984; ABREU et al, 2001; NELSON;

COUTO, 2006).

A encefalite causada por T. gondii € bem caracterizada e o papel de
linfocitos T CD4+ e CD8+ ja foram relatados (SUZUKI & REMINGTON, 1988;
ARAUJO, 1991). Deckert et al. (2006) descrevem atividade microglial em
resposta a encefalite murina causada por Toxoplasma sp, aliada a expresséo

aumentada de MHC-II, TNF, iNOS e a secrecao de interleucinas por neurdnios.
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O protozoario Neospora caninum é um importante parasito intracelular,
de ocorréncia mundial, incriminado por causar abortos e alteracdes no sistema
nervoso central, podendo levar a morte (GENNARI et al, 2006). Os caes e 0s
coiotes sdo considerados os hospedeiros definitivos, por isso tém grande
importancia epidemiologica nessa doenca. O ciclo sexual é completado no trato
gastrointestinal dos caninos. Os esporozoitos desenvolvem-se em 00cistos no
intervalo de 24 horas apos a eliminacéo pelas fezes. Os taquizoitos (estagio de
rapida divisdo) e cistos teciduais, contendo milhares de bradizoitos (estagio de
divisdo lenta), sdo os outros dois estagios de vida. Os caninos sao infectados
através da ingestdo de bradizoitos. Os cédes adultos podem apresentar
envolvimento multifocal do SNC, tremores de intencdo, ataxia, head tilt,
cegueira, anisocoria e convulsdes, pode-se ter ainda paralisia de evolucéo

rapida (GREENE, 2006; NELSON; COUTO, 2006).

A infeccdo do SNC resulta na presenca de infiltrado celular
mononuclear, 0 que sugere um componente imunomediado na patogénese da
doenca. Cistos teciduais intactos, em estruturas neurais, geralmente nao estédo
associados a inflamagéo, mas cistos teciduais rompidos induzem a inflamacé&o

(NELSON; COUTO, 2006).

No Brasil, a deteccdo de anticorpos anti N. caninum em soros de caes
com ou sem sintomas neurolégicos foi relatada por diversos autores, com
prevaléncias variando entre 14,77% e 35,57% (BELO et al., 1999,REZENDE et
al., 1999; VARANDAS et al., 2001).

Dubey et al. (1998) ao estudarem as lesbes histopatoldégicas em

camundongos experimentalmente infectados por N. caninum, descreveram
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uma miosite em musculatura cardiaca e esquelética e uma encefalite,
composta por noédulos gliais, areas multifocais de malécia, manguitos
perivasculares e infiltrado mononuclear no parénquima nervoso. Relataram
ainda, a presenca de cistos e grupos de taquizoitos no tecido nervoso, com ou
sem reacdao tecidual.

A incidéncia concomitante de Leishmaniose, Toxoplasmose e
Neosporose na regido de Aracatuba ja foi analisada por Gennari et al. (2006),
0S quais detectaram uma associacao entre as trés doencas em 17 cdes. Além
disso observaram que, dos 98 cdes que apresentaram sorologia positiva para
Leishmania chagasi, 15 também apresentaram sorologia positiva para N.
caninum e 23 para T. gondii, concordando com Tarantino et al. (2001), que
apontaram a imunossupressao causada pela Leishmania sp como a causa da
maior prevaléncia de infeccao por Toxoplasma gondii e Neospora caninum.

Gennari et al. (2006) ndo detectarem associagcdo, na sorologia, entre
toxoplasmose e leishmaniose. Observaram associacdo entre a presenca de
anticorpos anti-L. chagasi e a presenca de anticorpos anti-N. caninum (p<0,01).

Outros protozoarios podem infectar o SNC de caes, porém com menor
freqUéncia, estando descritos em casos isolados na literatura. A Babesia canis,
protozoarios, transmitido por carrapatos e que parasitam hemacias de caes,
pode levar a uma anemia progressiva e, em casos cronicos pode levar a
alteracdes neurolégicas, como, incoordenacdo, tetraparesia, tremores
musculares, nistagmo, anisocoria, vocalizacdo, estupor e coma (GREENE,
2006; NELSON; COUTO, 2006).

A hepatozoonose € causada pelo protozoario Hepatozoon canis,

geralmente esta associada a imunossupressdo do hospedeiro, 0s caes,
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geralmente, apresentam anemia, perda de peso, febre e hiperglobulinemia
(GREENE, 2006; NELSON; COUTO, 2006).

O Trypanossoma cruzi € um flagelado que infecta muitos mamiferos,
causando a doenca de Chagas, enfermidade que pode levar a linfoadenopatia
generalizada, hepatomegalia, esplenomegalia alteracbes cardiacas e,
esporadicamente, sinais neuroldgicos, como meningoencefalite, incluindo
ataxia de membros pélvicos (GREENE, 2006; NELSON; COUTO, 2006). Sendo
0 maior problema de saude publica na América do Sul, especialmente no
Brasil, Venezuela e Argentina.

A microsporidiose em cées e gatos é causada por um parasita
intracelular denominado Encephalitozoon cuniculi. Os animais podem se
infectar por contato direto ou inalacdo de esporos presentes em urinas
contaminadas. Pode ocorrer insuficiéncia renal e alteragcbes neurologicas,

como depresséo, ataxia, convulsdes e cegueira (Greene, 2006).

2.3 Inflamacédo e Resposta Imune no Sistema Nervoso Central

(SNC)

A inflamacao pode ser definida como uma resposta do hospedeiro a
uma injaria, isquemia tecidual, resposta autoimune ou a agentes infecciosos.
Localmente, em outros tecidos que ndo o0 nervoso, a inflamacédo manifesta-se
de maneira classica, com o aparecimento de edema, rubor, calor e com
freqiéncia dor. Mais especificamente, ocorrem mecanismos que resultam na

ativacdo de mediadores quimicos como cininas e produtos do metabolismo do
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acido aracdonico, entre outros. Além disso, ocorre a invasao dos tecidos por
células inflamatérias, incluindo polimorfonucleares e mononucleres
(macrdéfagos e linfécitos), que modulam a resposta imune (LUCAS et al., 2006).

O SNC, até a alguns anos atras, era considerado, em condicdes
normais, um local imunologicamente privilegiado, devido ao baixo nimero de
antigenos de histocompatibilidade, ao baixo nimero de células apresentadoras
de antigeno e a eficiéncia da barreira hematoencefalica (BHE). Esta barreira é
composta primariamente por uma camada de células endoteliais, com jun¢cdes
intercelulares do tipo “tight junctions”. Estas sdo responsaveis pela severa
restricdo da difusdo de ions e outros solutos por entre as células endoteliais, o
gue efetivamente bloqueia a passagem de macromoléculas por esta via. Os
pericitos se encontram distribuidos de maneira descontinua ao longo dos
capilares cerebrais, junto com as células endoteliais, estdo envolvidos por uma
membrana basal, macrofagos perivasculares e pés terminais de astrécitos
(BALLABH et al., 2004, STAMATOVIC et al., 2008, ABBOT, et al., 2009).

Muitas vias tém sido propostas para justificar a entrada de patdégenos
no SNC, o que inclui a invasao direta das células epiteliais do plexo coréide
(STRAZIELLE; GHERSI-EGEA, 2000) ou do endotélio capilar, a passagem por
entre as células da barreira hematoencefélica ou hematoliquérica, e o
transporte através da barreira no interior de leucocitos infectados (HUANG;
JONG, 2001; LOSSINSKY; SHIVERS, 2004).

Apesar da existéncia de barreiras que promovem certo isolamento do
tecido nervoso, alguns patégenos como Echerichia coli, Streptococcus (grupo
B), Cryptococcus neoformans e Borrelia burgdorfei sdo capazes de cruzar a

barreira hematoencefalica e causar lesdo neurolégica (KIM, 2002; DORAN et
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al., 2005; CHARLIER et al., 2005; GRAB et al., 2005). Alguns microorganismos
parecem estar adaptados a induzir rupturas na BHE, tendo como alvo principal
as “tight junctions” entre as células endoteliais. Assim, a Chlamydia pneumonia
reduz a expressao de ocludina, enquanto induz a um aumento das moléculas
de adeséo nas células endoteliais (MACINTYRE et al., 2003). Quando ativadas
apos exposicdo a um patdégeno, as ceélulas endoteliais que compde a BHE séao
um importante meio de iniciacdo da cascata da resposta inflamatéria
(HIPPENSTIEL; SUTTORP, 2003). Estudos comprovam que o Plasmodium
falciparum produz fatores solUveis que ativam a BHE (TRIPATHI et al, 2006;
TRIPATHI et al., 2007). J&, o Trypanosoma brucei gambiensis, parece
depender da ativacdo de cisteina proteases Ca*? dependentes, através de
mecanismos dependentes da ativacao pelo IFN-y (GRAB; KENNEDY, 2008).

A BHE limita o trafego de leucocitos para dentro do SNC (BARKER;
BILLINGHAN, 1997). Estudos preliminares indicam que apenas células T
ativadas sao capazes de cruzar a BHE e realizar a vigilancia imunolégica do
SNC (HICKEY, 1991; WILLIAMS; HICKEY, 1995; WELLER, 1996).
Posteriormente, demosntrou-se que muitas células T ativadas sdo destruidas
por mecanismos de apoptose quando ndo encontram nenhum antigeno
especifico no SNC (BAUER et al., 1998).

A BHE é altamente susceptivel a acédo de citocinas (Banks et al., 2005)
gue podem ativar diretamente as ceélulas endoteliais aumentando a sua
permeabilidade (ROITT et al., 2004). A resposta imune anti-Leishmania inclui a
producdo de varias citocinas (BANETH et al., 2008) que podem ativar as
células endoteliais, alterando a sua permeabilidade, e permitindo a passagem

de mediadores inflamatdrios e imunoglobulinas. Alteracbes na BHE podem
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permitir a passagem de anticorpos anti-antigenos presentes no tecido nervoso,
gue normalmente ndo teriam acesso (DIAMOND et al., 2009). Células como
linfocitos, macrofagos e mastocitos, micréglia, astrocitos, oligodendrocitos e
neurdnios possuem receptores para a por¢cdo Fc de imunoglobulinas (dominio
constante). A ativacao destes receptores (FCRs) inicia uma série de respostas
biologicas que incluem fagocitose, desgranulacdo, ativacdo de genes para
producdo de citocinas que desencadeiam a cascata inflamatéria
(NIMMERJANH; RAVETECH, 2008; Okun et al, 2009). Portanto, apenas a
presenca de anticorpos circulantes no tecido nervoso podem contribuir para o
desencadeamento do processo inflamatério, como tem sido reportado em
doencas imunes (SEIWA et al., 2007) e degenerativas do SNC (DEANE et
al.,2009).

A resposta imune efetiva contra a Leishmania depende da ativacéo da
resposta celular e da fagocitose realizada por macréfagos. No tecido nervoso, o
macrofago tecidual € a micréglia, que pode ser ativada mesmo na auséncia do
parasita, através de citocinas produzidas pelos linfocitos que infiltram o tecido,
ou que sao produzidas sistemicamente (PANARO et al., 2009) e podem
ultrapassar as barreiras encefalicas.

A inflamacao induzida por patdégenos no plexo coréide tem se mostrado
um fato comum. Bactérias, parasitas e virus, como a Neisseria meningitidis, o
Trypanossoma brucei, 0 do sarampo e provavelmente o virus da AIDS (HIV-1)
e o da leucemia (HTLV-1), possuem tropismo para esta regidao (LEVINE, 1987;
STRAZIELLE; GHERSI-EGEA, 2000).

Embora existam muitos relatos sobre lesdes sistémicas na

leishmaniose visceral, poucos autores citam a ocorréncia de lesbes no SNC.
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Ha relatos sobre a migracdo de parasitas, deposicdo de antigenos e
imunoglobulinas levando a meningite e a coroidite (GARCIA-ALONSO et al.,
1996; NIETO et al., 1996; VINUELAS et al., 2001). Recentemente, em
camundongos inoculados experimentalmente com L. (L.) amazonensis, espécie
conhecida por causar leishmaniose tegumentar, foram detectadas lesdes
inflamatorias no SNC (ABREU-SILVA et al., 2003).

De 215 cées avaliados clinicamente em Aracatuba, de janeiro a
novembro de 1999, 4% apresentaram alteracdes neuroldgicas caracterizadas
por paraparesia, evoluindo para paraplegia (FEITOSA et al., 2000). A analise
histopatoldgica do SNC de cdes com LV evidenciou a presenca de alteracfes
como coroidite, depositos hialinos na parede de vasos, e leptomeningite,
inclusive em animais que ndo apresentavam deéficit neurolégico evidenciado
pelo exame clinico (IKEDA et al, 2007).

Em relacdo aos sintomas nervosos, lkeda et al., (2007) observaram,
gue todos os sinais neurolégicos sdo compativeis com as lesGes observadas
no exame histopatolégico, contudo ndo ha correlacéo entre a intensidade das
lesbes e a severidade dos sintomas clinicos.

N&o existem mais duvidas de que os linfocitos T podem penetrar no
SNC, realizando a “vigilancia imunoldgica” e buscando por antigenos estranhos
(HICKEY et al., 1999). Tem sido demonstrado também, que linfécitos
infundidos nos ventriculos podem ser encontrados em linfonodos regionais,
onde entram em contato com células dendriticas, apresentadoras de antigenos
(SEABROK et al., 1998), caracterizando uma recirculacdo normal destas
células. Piedemonte et al.(2006) relatam que células T encontradas no liquor

co-expressam os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR3, o que confirma o
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recrutamento preferencial de células Tal durante reacdes inflamatérias no
SNC, além de sugerir a utilizacdo de quimiocinas na mediacao da migracao
celular, em situacdes normais ou inflamatorias.

O papel dos linfocitos B na resposta imune que ocorre no SNC durante
a inflamacao tem sido claramente demonstrado pela freqiiente deteccéo de
imunoglobulina intratecal (THOMPSON; KEIR, 1990). Entretanto, a funcao
destas células na vigilancia imune fisiologica € menos compreendida quando
comparada com a funcédo das células T. Konopf et al. (1998) demonstraram
gue, aparentemente, a células B podem mimetizar a funcdo dos linfécitos T,
reconhecendo antigenos especificos e produzindo Ig-G oligoclonal. As células
B de memoria, com fendtipo CD9+, sdo o principal sub-tipo encontrado no
liqguor em condi¢cfes inflamatdrias como a esclerose multipla. Segundo os
autores, estas ceélulas também expressam CD80 e CD86, o que as coloca na
provavel funcéo de apresentadoras de antigenos (CORCIONE et al., 2004).

Estimulos inflamatorios ou infecciosos incitam uma resposta bem
diferente no tecido nervoso, onde é bastante evidente o atraso no recrutamento
das células inflamatorias. Entretanto, em resposta a insultos agudos no tecido,
ocorre ativacdo muito rapida da micrdglia, uma marca registrada da inflamacéao
no SNC, que produz e libera mediadores inflamatorios, como citocinas, 0xido
nitrico, prostaglandinas e radicais livres, que contribuem para a morte neuronal.
Existem evidéncias de que a inflamacdo no SNC contribui para muitas doencas
degenerativas, agudas e crbnicas, que podem causar sequelas neurologicas
(LUCAS et al.,, 2006). Bruzzone et al. (2009) citaram alguns exemplos de
doencas infecciosas que podem causar déficits neuroldégicos em seres

humanos, tais como perda da funcdo motora e sensitiva na malaria e
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encefalites virais, alteracdes de comportamento e cognicdo na AIDS, ou
perturbacdes no sono em casos de tripanossomiase africana.

Quando ocorre um processo inflamatério, os componentes da barreira
hematoencefalica participam deste processo, produzindo ou expressando uma
variedade de citocinas, moléculas de ades&o, serina proteases, produtos
derivados do acido aracdbnico, o6xido nitrico e metaloproteinases (WEBB &
MUIR, 2000). Leucdcitos também expressam metaloproteinases de matriz
(MMPs) para facilitar sua entrada no SNC (LEPPERT et al., 1995;
ROSEMBERG, 2002), o que resulta em ruptura da membrana basal
subendotelial e promove a quebra das barreiras cerebrais.

As células da glia, astrocitos e microglia podem, por si mesmas, iniciar,
regular e sustentar a resposta inflamatéria no SNC (BERCHER et al., 2000).

Insultos ao SNC podem ser rapidamente reconhecidos pela microglia
gue, em resposta, inicia um processo inflamatorio, com a producdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, TNF-a e IL-6, que podem permeabilizar
a BHE, quimiocinas e radicais livres, além de aumentar a taxa de fagocitose
(RANSOHOFF; PERRY, 2009, TAMBUYZER et al., 2009). A ativacdo cronica
da microglia pode resultar em dano neuronal devido a liberacdo de moléculas
potencialmente citotoxicas, como citocinas pro-inflamatoérias, radicais livres do
oxigénio, proteinases e proteinas do sistema complemento (DHENN et al.,
2007).

A ativacdo da microglia em algumas situacfes pode estar associada a
producdo de mediadores anti-inflamatorios (PERRY et al., 2004). A resposta
imune inata no encéfalo € bastante heterogénea no que diz respeito a ativacéo

da microglia. Como outros macrofagos, estas células participam nos processos
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de reparo e resolugcdo apos infeccdo ou injuria, restaurando a homeostasia
normal do tecido (COLTON et al., 2009).

Embora a literatura reforce bastante os efeitos deletérios da inflamacgéo
no SNC (FARINA et al., 2007), sabe-se que ela também pode trazer alguns
beneficios. Em resposta a lesdes, os astrocitos se tornam ativados, aumentam
a sua expressao de proteina glial fibrilar acida (GFAP), e produzem citocinas e
fatores de proliferagéo celular (SOFRONIEW et al., 2009). Em contraste com
outras células do tecido nervoso, 0s astrocitos sdo resistentes a apoptose
desencadeada pelo receptor Fas (SONG et al., 2006), o que faz esta célula
estar muito bem equipada para resistir aos insultos inflamatorios. De fato, os
astrocitos podem tanto contribuir para promover a resposta inflamatoria através
da ativacao de vias NF-kappa B dependentes, como podem proliferar e isolar a
lesao, restabelecendo a homeostasia (FARINA et al, 2007).

Considerando que existem similaridades nos processos fisiologicos e
patolégicos que modulam a resposta imune no tecido nervoso em outros
tecidos, o SNC deve ser considerado um local imunologicamente
especializado, onde a interacdo entre células imunocompetentes e células
nervosas ainda precisa ser mais bem compreendida (PEDEMONTE et al.,
2006). As interacbes que ocorrem entre as células endoteliais, astrocitos e
microglia formam um complexo sistema dentro do SNC, que regulam a
permeabilidade da BHE (HUDSON et al., 2005)

A principal via de entrada de leucécitos no SNC requer a abertura da
BHE e passagem pela membrana basal. Em geral, a entrada de células

inflamatorias em tecidos alvo depende do estado de ativacéo destas células, da
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expressdo de moléculas de adesédo, e da coordenacdo realizada pelas
guimiocinas (MOSER; LOESTSCHER, 2001)

No encéfalo, as principais portas de entrada para patdgenos sdo 0s as
regibes  circunventriculares  (ENGELHARDT; RANSOHOFF, 2005),
especialmente representados pelo plexo cordide, devido a presenca de juncdes
intercelulares do tipo “gap junctions” no endotélio e fenestragdes nos capilares
dessas regides, além das meninges (CARRITHERS et al., 2000; KIVISAKK et
al., 2003; PETITO & ADKINS, 2005). Quando ocorre um processo inflamatorio,
0s componentes da barreira hematoencefalica participam deste processo,
produzindo ou expressando uma variedade de citocinas, moléculas de adeséao,
serina proteases, produtos derivados do éacido aracdodnico, Oxido nitrico e
metaloproteinases (WEBB; MUIR, 2000). Leucdcitos também expressam
metaloproteinases de matriz (MMPs) para facilitar sua entrada no SNC
(LEPPERT et al., 1995; ROSEMBERG, 2002), isso resulta em ruptura da

membrana basal subendotelial e promove a quebra das barreiras cerebrais.

2.4 Linféocitos Te B

Os linfocitos expressam um grande numero de imunomarcadores em
suas membranas, 0s quais podem ser utilizados para distinguir varias
subpopulacdes celulares. O sistema CD (cluster of differentiation) refere-se a
grupos ou agrupamentos de anticorpos monoclonais que se ligam
especificamente a um determinado marcador celular (ROITT et al.,1993). O
CD3+ é uma importante molécula do complexo receptor antigénico (TCR)

presente na membrana de linfécitos T, que transmite sinais a célula quando o
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receptor TCR se conjuga com o antigeno (ROITT et al.,1993). As moléculas
CD3+ encontram-se presentes em todos os subtipos de linfécitos T (ROITT et
al.,1993). Os linfécitos T CD3+ podem ser de fenotipo CD4+(auxiliar ou helper)
ou CD8+ (citotoxico). A LV é considerada uma enfermidade imunomediada e o
guadro clinico tem sido relacionado com a resposta imune celular envolvendo

linfocitos T (Machado et al., 2007; Reis et al., 2008).

O receptor de linfécitos B consiste de imunoglobulinas de superficie
ligadas a moléculas, como o CD79+. No entanto, a expressao de superficie
para receptores de IgG ou do complemento também podem auxiliar na
identificacdo destas células (ROITT; DELVES, 2004). Desta forma, a deteccao
de algumas moléculas em tecidos de animais infectados permite determinar se
a resposta imunolégica desenvolvida pelo cdo € do tipo celular (CD 3+) ou

humoral (CD 79+) (TORRES-NETO et al., 2008; GOMES, 2009).

Laranjeira (2008) avaliando por meio de imunoistoquimica a presenca
de CD3+ no baco, linfonodos e bidpsias de pele de 120 caes com leishmaniose
visceral infectados naturalmente na regido de Aracatuba — SP, observou a
presenca de marcacao de células anti-CD3+ em 100% dos bacos e linfonodos
estudados, variando a intensidade de discreta a intensa e em 39% na pele,
houve associacao direta entre baixa expressao e alto parasitismo na pele.

Gomes (2009) observou a presenca de linfocitos T (CD3+) em todos os
musculos parasitados, sendo eles, triceps braquial, extensor carpo radial,
biceps femoral e gastrocnémio dos 23 caes naturalmente acometidos por

leishmaniose visceral. As células marcadas concentravam-se em areas com
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infiltrado inflamatério mononuclear e/ou com presenca de degeneracdo e
necrose de miofibras, com distribuigédo focal e multifocal, na regido endomisial.

Marcondes (2008) ao estudar cées oligossintomaticos e sintomaticos
nao correlacionou a presenca de manifestagbes neurolégicas nos caes com a
intensidade das lesdes e com a severidade do quadro clinico. Refere que os
sintomas de comprometimento do SNC associados a leishmaniose visceral,
numa fase mais avancada da doenca, possivelmente sdo decorrentes de uma
reacdo do sistema imune e ndo da presenca do parasita no tecido nervoso.
Em um estudo realizado previamente observou-se que a presenca ou nao de
sinais clinicos da LV, exceto sintomas 0s neuroldgicos, nao interferiram nas
alteracdes histopatologicas encontradas no encéfalo dos céaes naturalmente
infectados, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre as alteractes
morfologicas observadas no encéfalo de cédes assintomaticos ou sintomaticos
para LV (MELO et al., 2009).

Melo et al (2009), ao estudarem as lesdes histopatoldgicas de caes
naturalmente infectados por Leishmania sp, descreveram a ocorréncia de um
infiltrado inflamatorio intenso (linfécitos, macrofagos, células do plasma e
alguns neutrdfilos) no plexo coréide, parénquima e leptomeninges e, por meio
de imunoistoquimica, verificaram um maior nimero de linfécitos T (CD 3+) em
relacéo ao linfocitos B (CD 79+).

Como a leishmaniose visceral se caracteriza pela estimulacéo crénica do
sistema imunologico, com envolvimento de células T ativadas, é possivel supor
gue a permeabilidade da barreira hematoencefélica esteja facilitada para a
entrada das mesmas no SNC dos animais, como foi observado por Melo et al.

(2009). A co-infeccao dos cées pode ser um fator importante para desencadear
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a ativacao de linfécitos, que podem atravessar a BHE e que contribuir para o

surgimento das lesdes no sistema nervoso dos caes com leishmaniose.

Baseando-se no fato de que a ocorréncia de co-infecgcbes por
Toxoplasma gondii e/ou Neospora caninum pode influenciar na migracao
celular de linfocitos T e B, e na resposta inflamatéria no SNC de caes
naturalmente acometidos por LV, o presente estudo teve como obijetivos
comparar as lesdes neurologicas e a quantidade de linfocitos T e B no encéfalo
de cades naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, com a quantidade
linfocitos T e B e as lesBes observadas em cdes com LV que possuiam

também anticorpos séricos anti-Toxoplasma gondii e/ou Neospora caninum.
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3. Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 55 cdes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral provenientes do atendimento realizado no Hospital Veterinario da
UNESP-FOA, campus de Aracatuba e do Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) da Prefeitura Municipal de Aracatuba-SP, submetidos a eutanasia em
cumprimento ao Decreto n° 51.383 do Ministério da Saude do Brasil.

Além desses animais, foram utilizados 10 animais provenientes do
atendimento realizado no Hospital Veterinario da UNESP — FOA, campus de
Aracatuba-SP com historico de traumatismos, neoplasias. A morte desses
cées néo estava relacionada ao comprometimento do SNC.

Os cées eram machos ou fémeas, sem predilecdo por idade, raca ou

S€EXO0.

3.2. Diagnostico de Leishmaniose através do teste ELISA e/ou

pesquisa parasitaria por citologia do linfonodo popliteo

O diagnoéstico da doenca foi confirmado por sorologia pela técnica de
Elisa indireto, segundo Lima et al., (2003), nos cdes com densidade Optica

(DO) superior a 0,270. Os cées também foram avaliados quanto a presenca de



37

formas amastigotas de Leishmania sp em exame citologico de linfonodos

popliteos por meio de citologia aspirativa por agulha fina.

3.3. Diagnostico de Toxoplasmose e Neosporose

A pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Nesopora
caninum foi realizada por imunofluorescéncia indireta segundo Varandas et al
(2001), com ponto de corte da reacdo superior ou igual 1:18 e 1:50,

respectivamente.

3.4. Delineamento Experimental

O Grupo 1 foi constituido por 24 caes com leishmaniose visceral com ou
sem evidéncias clinicas da doenca e que possuiam sorologia positiva para
toxoplasmose e/ou neosporose. O grupo 2 foi composto por 31 animais com
diagnostico positivo somente para leishmaniose visceral. JA o Grupo 3,
controle, foi constituido por 10 animais com diagndéstico sorolégico negativo
para leishmaniose visceral, toxoplasmose e neosporose. O protocolo do projeto
foi aprovado pela CEEA — Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal —

UNESP.
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3.5. Colheita de amostras de tecido do encéfalo e fixagcdo do

material

Os cées do grupo 1 e 2 foram submetidos a eutanasia segundo a
Resolugdo n° 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho de Etica e
Experimentacdo Animal, que dispde sobre procedimentos e métodos de
eutanasia em animais. Os animais foram anestesiados com pentobarbital
sédico® (15 mg/kg/iv), seguido da administracdo de uma ampola de cloreto de
potassio® 19,1%, por via intravenosa. Antes da administracdo de cloreto de
potassio colheu-se uma amostra de liquor por meio de puncédo na cisterna
magna para estudos posteriores.

Os enceéfalos foram colhidos durante exame necroscopico realizado logo
apos a verificagdo da morte do animal. Foram fixados em formalina 10%
tamponada para posterior inclusdo em parafina. Apds o tempo de manutencédo
no fixador (maximo 12 horas), foram obtidos cortes coronais de regides
corticais (temporal e piriforme), hipocampo e diencéfalo, tomando-se o cuidado
especial para obter os plexos coroides dos ventriculos laterais.

As amostras das diferentes areas do encéfalo foram processadas até a
inclusdo em parafina, cortados a 5 um e coradas por hematoxilina e eosina

para a analise das alteracdes morfoldgicas do cérebro.

! Hypnol 3% - Fontoveter- Itapira, SP

% Cloreto de Potassio a 19,1% - Darrow — Rio de Janeiro, RJ
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3.6. Analise histopatologica

Os cortes histologicos obtidos foram avaliados quanto a presenca de
células inflamatorias (neutrofilos, plasmaocitos, linfécitos, macrofagos),
especialmente em regido de leptomeninges do cértex, plexo coréide e regido
ependimaria e sub-ependimaria, com especial interesse na observacdo da
presenca de células inflamatérias na parede vascular e regides perivasculares,
ventriculares e sub-meningeas. A leitura das laminas foi feita sem o

conhecimento do grupo experimental do animal.

3.7. Detecgéo de linfocitos no tecido nervoso

Para a deteccdo de linfécitos T e B no SNC foi utilizada a técnica
imunoistoquimica da estreptoavidina-biotina peroxidase. Para linfocitos T
utilizou-se o anticorpo policlonal de coelho anti-CD3 humano?, e para linfocitos
B, 0 anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD79acy humano?.

Cortes histologicos de 5 um de espessura foram desparafinados em xilol
e hidratados em banhos consecutivos em xilol e etanol, em sequéncia
decrescente de concentragdo. Foi realizada a recuperagdo antigénica em
panela a vapor com tampao Tris-EDTA, pH 9,0, com Tween-20 a 0,05% (v/v)
durante 30 minutos. A peroxidase endogena foi bloqueada com solucdo de
peroxido de hidrogénio 2% (v/v) em alcool metilico 50°GL por 30 minutos.

Utilizando-se tampao fosfato (PBS) pH 7,2 acrescido de 3% (p/v) de leite em p6

! A0452 — Dako North America, Inc.- Via Real, CA

2 M7051 — Dako North America, Inc. — Via Real, CA
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desnatado por 30 minutos, foi realizado o bloqueio de liga¢cbes inespecificas e,
posteriormente, as laminas foram incubadas com os anticorpos primérios, em
concentragdo previamente padronizados (CD3 1:100; CD79 1:50) em camara
Umida a 4°C por toda a noite (18 a 22 horas) . Na sequéncia, foi adicionado o
anticorpo secundario biotinilado universal (anti-IgG de coelho, de camundondo
e de cabra) pronto para uso' durante 45 minutos e em seguida o complexo
streptoavidina-peroxidase® pronto para uso, por 45 minutos. Entre todas as
passagens foram efetuadas trés lavagens com PBS pH 7,2 durante 5 minutos
cada. A reacao foi revelada usando-se como cromégeno o diaminobenzidina
(DAB)®. Os nucleos foram contra-corados com Hematoxilina de Harris, os
cortes histologicos desidratados em sequéncia de banhos de etanol com
concentragdes crescentes, em xilol e montadas com balsamo do Canada sob
laminula. Como controle positivo da deteccdo de linfécitos T e B foram
utilizados cortes de linfonodos de cédes. Como controle negativo da reacao, a

incubacé&o com o anticorpo primario foi suprimido em uma das laminas.

3.8. Deteccdao e quantificacdo de Linfocitos T e B no tecido nervoso

A presenca das células inflamatérias foi avaliada colorimetricamente,
guantificando a porcentagem da area imunomarcada em relacao a area total do
tecido. A metodologia utilizada encontra-se descrita no Apéndice B. Foram

analisadas 20 imagens relativas a 20 campos microscopicos (area de

! K0690 — Dako North America, Inc. — Via Real, CA
%Kit LSAB — Dako North America, Inc. — Via Real, CA

*K3468 — Dako North America, Inc. — Via Real, CA
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90.506,04 um? por campo, na objetiva 40x) em quatro regides encefalicas pre-
definidas: (1) regido de leptomeninge em cortex temporal e piriforme, (2)
epéndima e zona sub-ependimaria no hipocampo, (3) regido de leptomeninge
no talamo, e (4) plexo coroide do ventriculo lateral, totalizando uma éarea de
1.810.120,7 ym?. A avaliacao foi efetuada utilizando-se o software de analise
de imagens Image-Pro Plus 6.1 (Media Cybernetics, Maryland, EUA). A leitura
dos resultados foi feita sem o conhecimento do grupo experimental do animal.
Os linfocitos T e B dos animais do Grupo 2, que foram previamente avaliados
através de contagem manual em microscopia optica (Melo et al., 2009), foram
reavaliados com auxilio da captura e analise de imagem, para que 0S grupos

fossem comparados com a utilizagcdo da mesma metodologia.

3.9. Andlise estatistica

Os valores referentes a porcentagem da area imunomarcada foram
submetidos a analise estatistica por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de Dunn, no nivel de 5% de significancia. Usando-se o teste exato
de Fischer avaliou-se a associacdo entre as enfermidades. A correlacédo entre
as variaveis foi medida pelo indice de Spearman. Os dados foram expressos
pela mediana (estimador de medida de posicdo) e pelo intervalo interquartil
(estimador de medida de disperséo), calculado como diferenca dos valores dos

percentis 75 e 25.



42

4. Resultados

4.1. Exame necroscoépico e sorolégico

As principais alteragdes encontradas durante o exame necroscopico dos
animais com manifestacdes clinicas foram alopecia, emagrecimento,
hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, e lesdes cutaneas. Alguns animais
nao apresentaram alteragdo macroscopica significativa. O exame
macroscopico do encéfalo também ndo apresentou lesbes macroscopicas
significativas. Foram considerados positivos para Toxoplasmose e Neosporose,
0s soros de animais com titulo igual ou superior a 1:18 e 1:50, respectivamente
(VARANDAS et al.,, 2001). Nao foi detectada associacdo entre leishmaniose
visceral e a presenca de anticorpos anti-N. caninum (p=0,8029) e também
entre Leishmaniose e a presencga de anticorpos anti-T. gondii (p=0,1431).

A Tabela 1 apresenta o diagnéstico sorolégico dos animais pertencentes
a cada um dos grupos experimentais. A presenca simultdnea de anticorpos
anti-L. chagasi, anti-T. gondii e anti-N. caninum foi observada em 12 (22%)
caes. Anticorpos anti-T. gondii foram encontrados em quatro caes (7,27%), e
anticorpos anti-N. caninum foi encontrado em oito animais (14,54%), dos 24
caes positivos para L. chagasi. Cerca de 31 cées apresentaram anticorpos
séricos anti-Leishmania sp. Como a amostras desses animais, positivos para
leishmaniose visceral e toxoplasmose e LV e neosporose foram muito
pequenos, ndo seria o suficiente para formacao de outros grupos, entdo foram

utilizados para compor o grupo 1. Os resultados individuais da sorologia para
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pesquisa de anticorpos anti-L. chagasi, anti-T. gondii e anti-N. caninum estéo

descritos no Apéndice A.
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Tabela 1. Porcentagem de cades submetidos ao diagnostico soroldgico e
parasitologico de leishmaniose visceral e da pesquisa de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum em 65 cdes provenientes do

municipio de Aracatuba — SP, 2009.

Animais
Grupo Condigao
N %

1 L. chagasi positivo, T. gondii positivo e N. caninum positivo 12 21,8

1 L. chagasi positivo, T. gondii positivo e N. caninum negativo 4 7,27

1 L. chagasi positivo, T. gondii negativo e N. caninum positivo 8 14,54

2 L. chagasi positivo, T. gondii negativo e N. caninum negativo 31 56,36
Subtotal 55 100,00
3 L. chagasi negativo, T. gondii negativo e N. caninum negativo 10 100,00
TOTAL 65 100,00
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4.2. Analise histopatologica

Durante a andlise semi-quantitativa dos cortes histolégicos, foi
observada a presenca de células inflamatorias mononucleares (linfocitos,
macrofagos, plasmocitos) compondo o infiltrado inflamatorio em diversas
regides encefélicas, principalmente nas leptomeninges do cortex piriforme e
temporal, regido ependimaria e sub-ependimaria ventricular e hipocampal, na
regido de leptomeninge no talamo e no plexo cordide do ventriculo lateral

(Figuras 1 e 2).

No Grupo 1 (co-infectados), foi observado um infiltrado inflamatério
perivascular focal em areas corticais, diencéfalo e plexo cordide, e areas focais
de micro-hemorragia. As lesbes mais significativas do Grupo 2 (infectados
apenas por L. chagasi) eram compostas por infiltrado mononuclear no plexo
coroide e leptomeninges, além da ocorréncia de hialinizagdo na parede de
vasos e a presenca de reatividade ependimaria (formacdo de rosetas).
Minimas alteracGes foram encontradas nos animais do Grupo 3 (controle) e,
guando presentes, consistiam em casos de hialinizacao perivascular no plexo
cordide e eventuais células mononucleares isoladas, portanto sem caracterizar
um infiltrado inflamatorio.

N&o foram observadas, no tecido nervoso dos cées, formas amastigotas
tipicas de Leishmania sp, tampouco cistos ou outras estruturas caracteristicas

de T. gondii e/ou N. caninum.
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4.3. Andalise imunoistoquimica

A Tabela 2 apresenta os valores da quantificacdo e o resultado da
analise estatistica referentes aos linfécitos T e B quando comparados os
grupos experimentais. As figuras 3, 4 e 5 ilustram a deteccéo de células CD3+
e CD79+ por meio da técnica de imunoistoquimica, nas diferentes regides
estudadas. As células B e T foram detectadas principalmente nas
leptomeniges, plexo cordide e em acumulos perivasculares.

Os linfocitos T CD3+ foram detectados em maior nUmero nos animais
infectados dos grupos 1 e 2 (p=0,0012), quando comparados com 0s animais
negativos (figura 06). Com relagcdo as células B CD79+, ndo foi observada
diferenca significativa (p=0,3604) entre os grupos (figura 07). A analise da
presenca de células inflamatérias, segundo regides especificas do encéfalo:
plexo cordide, regido de epéndima e sub-ependimaria, e leptomeninges nao
resultou em diferenca estatistica para linfocitos T (p = 0,8043) e tampouco para
linfécitos B (p = 0,0714).

Testando-se a correlagdo entre titulo de anticorpos e celularidade, ndo
se encontrou diferenca para T. gondii (p = 0,7970) nem para N. caninum (p =
0,5857). A correlagédo entre a intensidade de linfocitos T CD3+ e linfocitos B

CD79+, foi significativa e de intensidade moderada.



Tabela 2. Porcentagem de area imunomarcada para células inflamatérias no encéfalo de
cdes com diagndstico soroldgico e parasitoldgico de leishmaniose visceral e presenga de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum (Grupo 1), de cdes com
leishmaniose visceral, sem anticorpos anti-T. gondii e anti-N. caninum (Grupo 2) e de
cdes higidos com sorologia negativa para leishmaniose visceral, toxoplasmose e
neosporose (Grupo 3) provenientes do municipio de Aracatuba — SP. Dados
apresentados na forma de mediana (intervalo interquartil).
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo3
Células p
n=24 n=31 n=10
Linfécito T CD3* 1,02 (2,38)° 1,66 (3,70)° 0,19 (0,14) ° 0,0012
Linfécito B CD79" 0,01 (0,05) 0,00 (0,06) 0,00 (0,00) 0,3604

(ab) medianas seguidas de letra diferente diferem entre si (p< 0,05).
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes histoldgicos do encéfalo de caes naturalmente
acometidos por L. chagasi, T. gondii e/ou N. caninum (Grupo 1) A- Células inflamatérias
em plexo coroide (seta). B- Depoésito de substancia hialina (seta) perivascular no plexo
coréide (barra = 50 um).Hematoxilina e eosina. ARACATUBA- SP, 2009.
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Figura 2: Fotomicrografias de encéfalo de céo. A - Presenca de reatividade ependiméria
em ventriculo lateral caracterizada pela formacéo de roseta (seta) (Grupo 2). B- Infiltrado
inflamatério mononuclear discreto em leptomeninge de regido cortical (seta/ Grupo
1)(barra = 50 pm). Hematoxilina e eosina. ARACATUBA — SP,2009.
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Figura 3: Fotomicrografias do encéfalo de cédes com leishmaniose visceral.
Imunomarcagdo de linfocitos T CD3" e linfécitos B CD79" A- mostrando linfécitos T
CD3" perivasculares (*) em plexo cordide. B, mesmas regibes que A, raras células
(setas) sdo positivas para o anticorpo anti-CD79a (barra = 50 pm). Complexo
Estreptovidina e biotina peroxidase. ARACATUBA — SP, 2009.
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+

Figura 4: Fotomicrografias do encéfalo de cdes com LV, mostrando os linfécitos T CD3
e linfocitos B CD79" (*) A- Linfécitos T CD3" compondo principal populagéo celular em
infiltrado inflamatoério em leptomeninge (*) de regido cortical. B, nas mesmas regides que
A, raras células (setas) sdo positivas para o anticorpo anti-CD79a (barra = 50 pum).
Complexo estreptovidina biotina peroxidase. ARACATUBA — SP, 2009.
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Figura 5: Fotomicrografias do encéfalo de cdes com LV, mostrando linfocitos T CD3" e
linfécitos B CD79" A- Manguito perivascular em regido taldamica composto
principalmente por células T CD3" © B, nas mesmas regifes que A, raras células (setas)
sdo positivas para o anticorpo anti-CD79a (barra = 50 um). Complexo estreptovidina
biotina peroxidase. ARACATUBA — SP, 2009.
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Figura 6. Porcentagem de linfocitos T CD 3+ encontrados no encéfalo de cdes com
leishmaniose visceral e co-infec¢do por T. gondii e N. caninum (Grupo 1), em cdes, apenas,
com leishmaniose visceral (Grupo 2) e em cdes higidos com sorologia negativa para
leishmaniose visceral, toxoplasmose e neosporose (Grupo 3) provenientes do municipio de
Aracatuba — SP, 2008 . Avaliado colorimetricamente pelo software Image-Pro Plus 6.1. As
linhas horizontais indicam a mediana e o intervalo interquartil (* indica p < 0,05).
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Figura 7. Porcentagem de linfocitos B CD 79+ encontrado no encéfalo de cdes com
leishmaniose visceral e co-infec¢do por T. gondii e N. caninum (Grupo 1), em cdes, apenas,
com leishmaniose visceral (Grupo 2) e em cdes higidos com sorologia negativa para
leishmaniose visceral, toxoplasmose e neosporose (Grupo 3) provenientes do municipio de
Aragatuba — SP, 2008 . Avaliado colorimetricamente pelo software Image-Pro Plus 6.1. As
linhas horizontais indicam a mediana e o intervalo interquartil.
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5. Discussao

No presente estudo, ndo foi verificada uma associacdo entre as
doencas, sendo que dos caes positivos para leishmaniose, 67% (16/24)
apresentaram titulos de anticorpos anti-T. gondii e 83% (20/24) anti-N.
caninum, enquanto que dos caes negativos para leishmaniose nenhum dos
animais possuiam titulacéo positiva para toxoplasmose e/ou neosporose.

Os sinais clinicos observados nos caes do presente estudo coincidem
com os dados da literatura, onde a leishmaniose visceral (LV) € descrita como
uma enfermidade caracterizada por perda progressiva de peso e caquexia
(Genaro,1993; Noli, 1999), alteracbes dermatoldgicas, onicogrifose,
linfadenopatia, hepatosplenomegalia, alteraces renais, pneumonia, miocardite,
disturbios locomotores, diateses hemorragicas e alteracbes oculares
(CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999; MACHADO et al.,, 2007). Foi
observado, também, auséncia de sintomas em grande numero de animais que
apresentaram exame sorolégico e/ou citolégico positivo para Leishmania
chagasi, concordando com os relatos de Machado et al. (2007), os quais
afirmaram que os animais infectados podem permanecer assintomaticos por
longos periodos, podendo ou ndo desenvolver a doenca posteriormente.

N&o foi levada em considerac&o no presente estudo, a presenca ou néao
de sintomas compativeis com o diagnostico de leishmaniose para a
composicdo dos grupos. Nenhum dos cédes utilizados no experimento
apresentou sinais neurologicos e tampouco alteracdes especificas relacionadas

com toxoplasmose Ou neosporose.



56

Em relacdo as alteracbes morfologicas observadas no exame
histopatologico do tecido nervoso dos caes dos Grupos 1 e 2, observou-se
lesbes inflamatérias caracterizadas pelo acumulo focal a multifocal
coalescente, de células mononucleares principalmente em leptomeninges, no
plexo cordide e ao redor de vasos. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos, mas houve uma variacéo individual no niumero de células detectadas
(figuras 4 e 5) que pode estar relacionada ao tempo diferente de infeccdo de
cada animal pela Leishmania chagasi.

No presente estudo foi observado marcacdo positiva de linfocitos T
CD3+ em céaes do Grupo 1 e 2, sem diferencas significativas, portanto a co-
infeccdo nado alterou a quantidade de células nem a distribuicdo das mesmas
no tecido, concordando com Marcondes (2008) ao estudar 21 cdaes
naturalmente infectados por Leishmania chagasi com sintomas decorrentes de
alteragbes no SNC e 18 caes sem evidéncias clinicas de comprometimento
neurolégico onde também foi observada a presenca de marcacéo positiva para
a pesquisa de linfocitos T CD3+ em todos os animais (100%) principalmente
em regido perivascular e no plexo coréide do ventriculo lateral e com os
resultados obtidos por Melo et al. (2009) que detectaram um influxo de
linfocitos T CD3+, principalmente no plexo coréide dos cdes com LV.

Embora considerado como um o6rgao imunologicamente privilegiado, o
encéfalo dos animais com LV, co infectados ou ndo com outros patdgenos,
apresentou infiltrado celular semelhante ao descrito em outros tecidos de
animais parasitados, com presenca de acumulos de linfécitos T, observado por

Keenam et al. (1984), Tafuri et al. (2001), sem a observacdo de parasitas no
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tecido nervoso. Por outro lado, ndo houve presenca de numero significativo de
linfécitos B no encéfalo destes mesmos animais.

A diversidade da resposta imune entre os hospedeiros e entre 0s 0rgaos
e tecidos infectados é bastante complexa na LV. Nos encéfalos avaliados neste
trabalho, ndo foram detectadas formas amastigotas associadas a presenca de
células inflamatérias no tecido nervoso, o que sugere que a ativacdo da
resposta imune sistémica promove a ativacao de linfocitos e a migracdo dos
mesmos para o tecido nervoso, via leptomeninges e plexos coroides, 0 que
pode comprometer a BHE concordando com os relatos de HICKEY, (1991);
Williams e Hickey, (1995) e Weller (1996), que afirmaram que apenas células T
ativadas sdo capazes de cruzar a BHE e realizar a vigilancia imunologica do
SNC.

No presente trabalho, ndo foram detectadas formas amastigotas do
parasita, mas observou que também as células inflamatdrias parecem se
aproveitar dos pontos de “fragilidade” das barreiras cerebrais para invadir o
SNC, podendo levar ao aparecimento de alteracdes teciduais e déficits
neurolégicos mesmo na auséncia de parasitas. Este fato discorda dos
trabalhos de Garcia-Alonso et al. (1996), Nieto et al. (1996) e Vifiuelas et al.
(2001), afirmaram ter encontrado os parasitas nas meninges e no plexo coréide
nos cades com a forma nervosa da LV. Entretanto, o fato do parasita nao ter
sido detectado nos animais deste experimento pode estar relacionado ao
diferente tempo de infeccéo.

A ativacao e participacdo de macrofagos/micréglia e astrocitos nao ficou
evidente nas lesdes observadas no encéfalo dos animais estudados, a0 menos

nos cortes corados pela hematoxilina-eosina. Nao foram feitas marcacdes com
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anticorpos especificos para este tipo celular, entretanto ndo € possivel
descartar a ativacdo da micréglia pelos linfécitos T (CD3+) e também a
contribuicdo de astrécitos na patogenia das lesdes observadas, uma vez que a
microglia € bastante sensivel as alteragdes na hemostasia do tecido nervoso
conforme afirmaram Ransohoff e Perry (2009) e Tambuyzer et al. (2009), e os
astrocitos podem ter uma acdo moduladora sobre a microglia (Min et al., 2006)

A deteccao de linfécitos B (CD79+) no encéfalo dos caes foi muito
pequena, e ndo foram observadas diferencas entre os grupos. Portanto, a
producdo de anticorpos anti-leishmania ndo parece ser intratecal, e sim
resultado de alteracbes na permeabilidade da barreira hemato-liquérica
concordando com Lima et al. (2004) e Melo et al. (2009). O namero reduzido de
linfocitos B detectados, reforcam os resultados obtidos por Marcondes (2008)
em relacdo a ativacdo do sistema imunoldgico e a sua provavel relacdo com as
lesGes observadas no tecido nervoso.

O envolvimento do sistema nervoso central na LV ainda nao foi
totalmente elucidado, mas nossos resultados confirmaram a participacdo de
linfocitos T CD3+ corroborando com o relato de Marcondes (2008) e Melo et
al. (2008).

Como existe uma grande variabilidade da resposta imune na LV tanto
individualmente como em diferentes 6rgdos e uma vez que o SNC apresenta
muitas particularidades no que diz respeito a modulacdo da inflamacdo e da
resposta imune, estudos posteriores devem ser realizados para auxiliar o
entendimento do papel dos linfécitos T e o envolvimento das células gliais na

patogénese da leishmaniose visceral no sistema nervoso.
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6. Conclusdes

- Caes com leishmaniose visceral e com anticorpos séricos anti- Toxoplasma
gondii e/ou Neospora caninum diferem na quantidade de linfocitos T CD3+
detectados quando comparados com caes higidos.

- A presenca de numero elevado de linfécitos T CD3+ nos grupos G1 e G2
guando comparados ao grupo controle (G3) reforca a idéia do envolvimento
destas células na patogenia das lesGes que resultam nos sinais neurologicos
observados em cées com LV.

- Caes com leishmaniose visceral e com anticorpos seéricos anti- Toxoplasma
gondii e/ou Neospora caninum nao diferem quanto a quantidade de linfécitos B
CD79+ detectados quando comparados com céaes higidos.

- Os linfécitos B aparentemente ndo estdo envolvidos de forma direta na
patogenia da encefalite dos caes com LV.

- Cées com LV e sorologia positiva para T. gondii e/ou N. caninum (Grupol)
nao apresentam alteracdo na quantidade de linfécitos T CD3+ no tecido
nervoso quando comparados com caes com LV (Grupo?2).

- Nao houve diferenca evidente entre lesdes neurologicas dos animais com LV

e com anticorpos séricos anti- Toxoplasma gondii e/ou Neospora caninum.
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Apéndice A. Identificagao, resultados individuais do exame necroscopico e soroldgico,
e classificagcdo dos cées utilizados no experimento.

CAO | SEXO RACA IDADE LEISHMANIA | TOXOPLASMA | NEOSPORA GRUPO
10 Macho Poodle Adulto Positivo 1:640 1:100 Grupo 1
Jovem
11 Macho Pit Bull Jovem Positivo Negativo Negativo Grupo 2
12 Fémea Pit Bull Jovem Positivo Negativo Negativo Grupo 2
13 Macho SRD Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
Jovem
14 Fémea Rottweiller | Jovem Positivo Negativo Negativo Grupo 2
15 Fémea | Cocker Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
16 Macho Teckel Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
Jovem
17 Fémea | SRD Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
18 Fémea | Teckel Jovem Positivo Negativo Negativo Grupo 2
19 Fémea | SRD Adulto Positivo 1:1200 Negativo Grupo 1
20 Fémea Pequinés Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
21 Fémea Poodle Adulto Positivo 1:5120 Negativo Grupo 1
22 Fémea SRD Adulto Positivo 1.640 1:200 Grupo 1
25 Macho Teckel Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
Jovem
27 Macho SRD Adulto Negativo Negativo Negativo Grupo 3
29 Fémea | SRD Adulto Positivo 1:640 1:200 Grupo 1
Jovem
31 Macho SRD Adulto Negativo Negativo Negativo Grupo 3
32 femea SRD Jovem Positivo Negativo Negativo Grupo 2
34 Macho SRD Adulto Positivo 1:2560 1:200 Grupo 1
38 Fémea Pit Bull Jovem Negativo 1:50 Negativo Grupo 3
39 femea SRD Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
41 Fémea SRD Adulto Positivo 1:40 1:6400 Grupo 1
42 Fémea | SRD Jovem Negativo Negativo Negativo Grupo 3
43 Macho SRD Adulto Positivo 1:1280 1:100 Grupo 1
46 Macho Pit Bull Adulto Positivo Negativo 1:40 Grupo 2
47 Macho Pit Bull Jovem Positivo Negativo 1:25 Grupo 2
48 Macho Rottweiler Senil Negativo 1:40 1:50 Grupo 3
49 Macho Pit Bull Adulto Positivo 1:80 1. 24600 Grupo 1
58 Macho SRD Adulto Negativo 1:40 1:25 Grupo 3
61 Macho SRD Adulto Positivo 1:80 1:400 Grupo 1
jovem
62 Fémea | SRD Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
Jovem
64 Fémea | Pisncher Adulto Positivo Negativo 1:25 Grupo 2
65 Fémea | SRD Adulto Negativo Negativo Negativo Grupo 3
jovem
66 Macho SRD Adulto Negativo Negativo Negativo Grupo 3
jovem
67 Macho Pit Bull Adulto Positivo Negativo 1:800 Grupo 1
70 Macho SRD Adulto Positivo 1:40 1:800 Grupo 1
71 Macho SRD Adulto Negativo Negativo Negativo Grupo 3
77 Fémea | SRD Adulto Positivo 1:2800 1:2800 Grupo 1
79 Macho SRD Adulto Positivo 1:40 1:800 Grupo 1
80 Macho SRD Jovem Positivo 1:320 Negativo Grupo 1
81 Macho Poodle Adulto Positivo 1:320 Negativo Grupo 1
83 Macho Poodle Jovem Positivo 1:320 1:800 Grupo 1
84 Macho SRD Adulto Positivo 1:40 1:800 Grupo 1
85 Macho SRD Adulto Positivo 1:40 1:400 Grupo 1
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86 Macho SRD Adulto Positivo 1:320 1:800 Grupo 1
89 Macho SRD Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
91 Macho SRD Adulto Positivo Negativo Negativo Grupo 2
92 Macho SRD Adulto Negativo Negativo Negativo Grupo 3
93 Fémea | SRD Adulto Positivo 1:160 1:800 Grupo 1
94 Fémea | SRD Adulto Positivo 1:640 1:800 Grupo 1
95 Fémea | SRD Adulto Positivo 1:40 1:800 Grupo 1
96 Macho SRD Adulto Positivo 1:40 1:1600 Grupo 1




80

Apéndice B. Representacdo esquematica da metodologia utilizada para
guantificacdo das células inflamatérias no encéfalo dos cées, a partir dos cortes
corados pela imunoistoquimica.
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