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CD95 (FAS) E CD178 (FASL) INDUZEM APOPTOSE EM CELULAS CD4+ E
CD8+ DO SANGUE PERIFERICO E ESPLENICAS EM CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR LEISHMANIA SPP.

RESUMO - A Leishmaniose Visceral (LV) € uma antropozoonose considerada
uma das mais importantes zoonoses parasitarias emergentes em expansao por
todo o mundo. A transmisséo de Leishmania (L.) chagasi, se da pela picada de
fémeas de insetos dipteros, denominados flebotomineos, conhecidos
popularmente como mosquitos “palha” ou “birigui”. A leishmaniose visceral
canina (LVC) € uma doenca crbnica, fatal, sistémica e infecciosa. No Brasil é
causada pelo protozodario L. chagasi. Caes sdo os maiores hospedeiros e
reservatorios do parasita L. infantum e L. chagasi com um papel central no ciclo
da transmissdo do parasita para os humanos, com um grande contingente de
animais assintomaticos. A infeccdo em caes € clinicamente semelhante a
infeccdo humana e a apoptose tem sido associada a reducéo de linfécitos T e
células mononucleares de sangue periférico e a falha na imunidade, pois
ocorre diminuicdo na secrecao do IFN-y. A desregulacéo da apoptose tem sido
associada a varias doencas e as principais moléculas implicadas séo o sistema
FAS/FASL e o TRAIL, que envolvem reacdes imunoldgicas e citotoxicidade
mediada pelas células T. O entendimento de tal mecanismo em cées
infectados pode permitir futuras intervencdes terapéuticas para reduzir a
deplecéo dos linfécitos. Para investigar a apoptose nas células CD4+ e CD8+ e
a expressao e funcdo dos principais receptores envolvidos no processo
apoptotico, FAS/FASL e TRAIL foram avaliados nas células do sangue
periférico e bago de 38 cées sintomaticos com leishmaniose visceral moderada
e de 25 cdes saudaveis. A apoptose das células CD4+ e CD8 + do sangue e
baco foi maior nos caes infectados que nos saudaveis. Nas células CD4+ do
sangue e baco dos caes infectados a expressao de FAS e FASL foi menor do
gue a dos saudaveis, nas células CD8+ do sangue e do baco dos cdaes
infectados a expressdo de FAS aumentou enquanto de FASL diminuiu
comparado ao observado nos cdes saudaveis. O receptor TRAIL aumentou
somente nas células CD8+ do baco dos cdes infectados. A apoptose
observada nas células CD4+ do sangue e do baco diminuiu na presenca dos
anticorpos bloqueadores para FAS e FASL. A reducdo da apoptose nas células
CD8+ pela presenca dos anticorpos bloqueadores foi somente observada no
baco. Nossos dados mostram que a apoptose das células CD4+ e CD8+ € um
mecanismo que esta envolvido no processo infeccioso dos cées por
Leishmania spp. com a participacdo das moléculas FAS e FASL e TRAIL. Os
presentes resultados contribuem para o entendimento da resposta imune em
cées infectados com L. chagasi e permitem futuras intervencdes terapéuticas
para reduzir a deplecdo dos linfocitos.

Palavras-Chave: Fas-Proteina Associada ao Dominio de Morte (FAS), Fas-
Proteina Ligante (FASL), Leishmania chagasi, Leishmanioses, Morte Celular,
Ligante Indutor de Apoptose Relacionado ao TNF (TRAIL)



CD95 (FAS) and CD178 (FASL) induce apoptosis in cells CD4+ and CD8+
peripheral blood and spleen in dogs naturally infected by Leishmania spp.

SUMMARY - Visceral leishmaniasis (VL) is a anthropozoonosis considered one
of the most important emerging parasitic zoonoses expanding worldwide. The
transmission of Leishmania (L.) chagasi, occurs through the bite of female
insects flies, called sandflies, mosquitoes popularly known as "straw" or
"birigui.” Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a chronic, fatal, systemic and
infectious. In Brazil it is caused by the protozoan L. chagasi. Dogs are the
greatest hosts and reservoirs of the parasite L. infantum and L. chagasi with a
central role in the transmission cycle of the parasite to humans, with a large
contingent of asymptomatic animals. The infection in dogs is clinically similar to
human infection and apoptosis has been associated with reduction of T
lymphocytes and peripheral blood mononuclear cells and failure to immunity,
because there is a decrease in the secretion of IFN-y. Dysregulation of
apoptosis has been associated with various diseases and key molecules
involved are the FAS/FASL and TRAIL, which involve immune reactions and
cell-mediated cytotoxicity T. The understanding of this mechanism in infected
dogs may allow future therapeutic interventions to reduce the depletion of
lymphocytes. To investigate apoptosis in CD4+ and CD8+ lymphocytes and the
expression and function of major receptors involved in apoptotic FAS/FASL and
TRAIL were assessed in peripheral blood cells and spleen of 38 dogs
symptomatic patients with visceral leishmaniasis moderate and 25 healthy
dogs. Apoptosis of CD4+ and CD8+ spleen and blood was greater in dogs than
in healthy infected. In the CD4+ cells from blood and spleens of infected dogs
expression of FAS and FASL was lower than that of healthy cells CD8+ cells
from blood and spleens of infected dogs expression of FAS increased while the
FASL decreased compared to that observed in healthy dogs. The TRAIL
receptor only increased CD8+ cells from spleen of infected dogs. The apoptosis
observed in CD4+ cells from blood and spleen decreased in the presence of
blocking antibodies to FAS and FASL. The reduction of apoptosis in CD8 + cells
by the presence of blocking antibodies was only observed in the spleen. Our
data show that apoptosis of CD4+ and CD8+ is a mechanism that is involved in
the infectious process dogs Leishmania spp. with the participation of molecules
FAS/FASL and TRAIL. Our results contribute to the understanding of the
immune response in dogs infected with L. chagasi and allow future therapeutic
interventions to reduce the depletion of lymphocytes.

Keywords: Protein Fas-Associated Death Domain (FAS), Fas Ligand-Protein
(FASL), Leishmania chagasi, Leishmaniasis, Cell Death, Apoptosis-Inducing
Ligand related to TNF (TRAIL)
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS

Leishmania (L.) spp. s@o protozoarios patogénicos responsaveis por
doencas endémicas nos humanos em paises tropicais e subtropicais. E um
parasita intracelular obrigatério de células do sistema fagocitario mononuclear
(ALVAR et al., 2004), transmitido para o0 homem e animal pelo mosquito que
absorve o sangue, do género Lutzomyia no Novo mundo e pelo Phlebotomus
no Velho mundo (DESJEUX, 2001).

Segundo Desjeux (2001), as migracfes, a acdo antrépica no ambiente, a
urbanizacéo dos ciclos de circulagdo de Leishmania spp., a imunossupresséo e
a desnutricdo do hospedeiro, seriam fatores de risco que explicariam a
expansdo, a disseminagdo e 0 aumento da incidéncia de casos de
leishmanioses em vérias regides do mundo.

A Leishmaniose Visceral (LV) também conhecida como Kala-azar
(Doenca negra) é uma antropozoonose considerada uma das mais importantes
zoonoses parasitarias emergentes em expansao por todo o mundo, com mais
de 186 milhdes de pessoas em risco de infeccao, afetando criancas e adultos
jovens em 88 paises e em todos os continentes. Considerada pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) entre as seis doencas tropicais mais
importantes, com uma incidéncia anual de 500.000 novos casos, a falta de
tratamento causa a morte de 30% dos infectados e cerca de 50.000 pessoas
morrem por dia anualmente vitimas da infeccao pelo parasita (WHO, 2010).

Dependendo da espécie de Leishmania spp. e do hospedeiro, ha duas
formas clinicas principais: a leishmaniose cutanea, a qual, dependendo da
espécie do parasita, pode desenvolver a forma cutdnea difusa (L.
amazonenses), ou a mucocutanea (L. braziliensis) e a visceral (L. donovani)
(ALVAR et al., 2004).
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A LV Americana teve seu inicio nas florestas tropicais envolvendo animais
selvagens e da familia Canidae (cées, lobos, chacais e raposas). No entanto,
as mudangas no ambiente, tais como alteragbes climéaticas, desmatamento,
migracdo humana das areas rurais para areas urbanas periféricas, e as mas
condicGes de habitacdo e higiene, levaram ao aumento da doenca a cada ano
(DESJEUX et al., 2001).

A ocorréncia da doenca em algumas areas depende fundamentalmente
da presenca do hospedeiro suscetivel e igualmente do hospedeiro/reservatorio
(DESJEUX et al.,, 2001). A LV era anteriormente considerada como uma
doenca proveniente de zonas rurais, hoje € uma grande preocupacao em areas
urbanas (TAUIL, 2006), com a sua incidéncia aumentando na regido Sudeste
do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

No distrito de Aracatuba, estado de Sao Paulo, a LV foi detectada em
cdes em 1998 e em humanos em 1999 (GALIMBERTTI et al.,, 1999). O
municipio de Aracatuba contribuiu com 17% do numero total de casos
humanos e 28,5% das mortes em todo o estado no ano de 2007, em sete anos
(1999 a 2005), cerca de 205 pessoas foram infectadas e 20 morreram. Em
2012 foram diagnosticados quatro casos de leishmaniose visceral com a
ocorréncia de um 6bito (SAO PAULO, 2012).

A transmisséo de Leishmania (L.) chagasi, se da pela picada de fémeas
de insetos dipteros, denominados flebotomineos, conhecidos popularmente
como mosquitos “palha” ou “birigui” e pertencentes a familia Psychodidae. O
principal vetor do protozoario é Lutzomyia longipalpis. Recentemente,
Lutzomyia cruzi foi também incriminado como vetor da doenca no Estado do
Mato Grosso do Sul (SANTOS et al., 1998).

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca cronica, fatal,
sistémica e infecciosa (ALVAR et al., 2004), causada por protozoarios do
género Leishmania, familia Tripanossomatidae. No Brasil é causada pelo
protozoario Leishmania (L.) chagasi, que é semelhante a Leishmania (L.)
infantum encontrada em alguns paises da Asia e do Mediterraneo (GONTIJO;
MELO, 2004).
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Cées sdo os maiores hospedeiros e reservatorios do parasita L. infantum
e L. chagasi com um papel central no ciclo da transmissdo do parasita para os
humanos, com um grande contingente de animais assintomaticos. Os caes
possuem maior quantidade de parasitos na pele do que o homem e com isso
favorecem a infecgéo dos vetores (ALVAR et al., 2004), tornando-se ao mesmo
tempo um problema de saude publica e veterinario, por ter um prognostico ruim
e sem tratamento definitivo ainda (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Os impactos no controle da LVC com a remocao e eutanasia dos cées
soropositivos tém sido discutidos por se mostrar trabalhosa, com eficacia
duvidosa, e varios relatérios afirmam que nédo € util para diminuir a infeccao
humana ou canina a longo prazo (DIETZE et al., 1997; NUNES et al., 2008).

A LVC tem como sintomas iniciais febre intermitente, perda de peso e
linfoadenopatia (CIARAMELLA et al.,, 1997). Os principais sinais clinicos
notados ao longo da doenca sao representados por caquexia,
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia e linfoadenopatia
(CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999; LANGONI et al., 2005). Na pele
sdo comuns ulceras crostosas na orelha, focinho e regido periorbital,
descamacdo furfuracea e alopecia multifocal (ALVAR et al., 2004;
CIARAMELLA et al., 1997). Os inimeros mecanismos envolvidos no processo
da doenca e a diversidade das respostas imunes exibidas pelo hospedeiro sdo
responsaveis pela ampla gama de caracteristicas clinicas apresentadas por
seres humanos ou mamiferos infectados com L. infantum (ALVAR et al., 2004;
BARBIERI, 2006).

A infeccdo em cées € clinicamente semelhante a infeccdo humana,
(CIARAMELLA et al.; 1997), embora no cdo, além do acometimento das
visceras, sdo frequentemente encontradas lesdes de pele nos animais
infectados e sintomaticos (ALVAR et al., 2004). O quadro clinico é variavel e
depende da resposta imune do cdo e da cepa do parasita inoculado pela
picada do inseto vetor. Alguns cédes curam espontaneamente enquanto que

outros evoluem até a morte em poucas semanas (ALVAR et al., 2004).
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A confirmacdo do diagnoéstico pode ser realizada por métodos de
diagnostico direto, tais como: citologia, isolamento e cultivo do parasita, e
deteccdo molecular do parasita pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
onde se amplifica o DNA do cinetoplasto do parasito, em sangue, pele, nédulos
linfaticos, conjuntiva ou medula éssea de cées infectados. A sensibilidade e
especificidade da PCR dependem de diferentes fatores, incluindo tipos de
iniciadores, numero de copias do alvo, método de extracdo de DNA, biopsia do
material e tipos de protocolo da PCR (FRANCINO et al., 2006; GONTIJO;
MELO, 2004). O método sorolégico de ELISA indireto tem sido empregado por
ser um teste sensivel, com facilidades técnicas e econdémicas, comumente
empregado para diagnostico (LIMA et al., 2003).

Os macréfagos sdo as principais células hospedeiras para a Leishmania
spp. e a eliminagdo dos parasitos depende de uma cascata da resposta imune
no controle ou progressdo da infeccdo mediada por células do hospedeiro
(GOTO; LINDOSO, 2004; LOCKSLEY; LOUIS, 1992).

Na fase ativa da LV, os parasitas se propagam amplamente nos
macréfagos de Orgaos, principalmente no figado, baco, medula éssea e
nddulos linfaticos. Mondcitos infectados raramente sdo encontrados no sangue
periférico. Clinicamente, LV caracteriza-se pela depressao das células T (DOS-
SANTOS et al., 2008) e diminuicdo da resposta imune celular ao antigeno da
Leishmania (CARVALHO et al., 1989).

Para o sucesso no estabelecimento da infec¢do, a Leishmania tem varias
estratégias de sobrevivéncia no hospedeiro como a prevenc¢éo do estimulo das
células T e da resposta imune especifica que levaria a ativacdo de macrofagos
e a destruicdo do parasita (ROSA et al., 2006).

Na resposta adaptativa, as células T sdo de fundamental importancia na
regulagdo da resposta imunolégica da LV. A resisténcia a infeccdo esta
associada a ativacdo de células TCD4 Thl especificas para Leishmania spp.,
que produzem IFN-y ativando macréfagos (PINELLI et al., 1994). Por outro lado
a ativacdo das células TCD4 Th2 pelo parasita resulta no aumento da

sobrevivéncia do parasita e no aparecimento das lesdes, em razdo das acdes
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supressivas de suas citocinas nos macréfagos (ABBAS et al., 2000; BARBIERI,
2006).

As células T CD8 também parecem estar envolvidas com a resisténcia a
infeccdo (BARBIERI, 2006). PINELLI et al. (1994) observaram que essas
células sdo capazes de lisar macrofagos infectados por L. infantum e de
produzir IFN-y, responsavel por uma resposta imune do tipo 1. O IFN-y ativa os
macrofagos, estimulando o aumento da producgéo de reativos intermediarios de
oxigénio, responsaveis pela morte intracelular do parasito (PANARO et al.,
2008).

A supressao de imunidade celular constitui o aspecto mais importante na
patogénese e progressdo da doenca canina. A supressdo da resposta das
células T € observada pela auséncia da resposta linfoproliferativa “in vitro” a
antigenos de Leishmania spp. e a reacdo de hipersensibilidade do tipo
retardado negativa para Leishmania spp. (DOS-SANTOS et al., 2008).

Em cées infectados com L. infantum, observa-se uma reducéo no numero
de linfécitos T CD4 e concomitante proliferacdo do parasita nos macrofagos e
disseminacdo do parasita para varios 6rgaos incluindo estdbmago, intestino e
pulmido (BOURDOISEAU et al., 1997; HERVAS et al., 1996). H4A uma
correlagéo direta entre os niveis das células T CD4 e a resposta celular ao
parasito, sendo a recuperacdo do animal doente apds o tratamento
acompanhada pelo aumento da porcentagem das células T CD4 (ALVAR et al.,
2004).

Um dos processos associados a regulacdo da resposta imunolégica na
leishmaniose visceral é a apoptose (DAS et al.,, 1999). O fendbmeno de
apoptose pode influenciar ou ndo o seu desenvolvimento (ALEXANDER et al.,
2001; DAS et al., 1999). A desregulacédo da apoptose tem sido associada a
varias doencas e a principal molécula implicada é o sistema FAS/FASL, que
envolve as reac¢fes imunoldgicas e a citotoxicidade mediada pelas células T
(EIDSMO et al., 2002).

A apoptose é essencial para o desenvolvimento e manutencdo de

organismos multicelulares, permite a morte e remoc¢do de células individuais
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sem danos ao organismo, elimina células infectadas por virus, deleta linfécitos
ativados no fim da resposta imune e remove células alteradas no corpo,
envolvendo neste processo a ativacao de cascatas de proteases intracelulares
gue clivam proteinas levando a desestruturacdo da membrana plasmatica com
a formacdo de vesiculas, condensacdo e fragmentacdo do DNA nuclear
(GREEN, 2011; KRAMMER, 2000).

O inicio da apoptose pode ocorrer de varias formas. As vias mais
conhecidas sédo pela ligacédo dos receptores especificos como o FAS (CD95) e
FASL (EIDSMO et al., 2002; TASEW et al., 2010) e TRAIL (SCAFFIDI et al.,
1999; TASEW et al., 2010).

FAS € um receptor de superficie celular, membro da familia dos
receptores de TNF e pode ser expresso na transmembrana celular ou na forma
soluvel (KRAMMER, 2000), podendo induzir a apoptose nas células T ativadas,
linfécitos B e nas células dendriticas (HAO et al., 2008).

A via FAS é importante na selecdo das ceélulas T, delecdo clonal de
células periféricas, e ativacao da inducao da morte celular (GASTMAN, 2001).
Na inducdo de apoptose via FAS, esse receptor sozinho ndo pode ativar o
“sinal de morte celular” (LINCH et al., 1995). Este se liga a proteina FASL
ativando assim o “dominio de morte” intracelular (FADD-Fas-associado a
proteina com dominio de morte), com consequente ativacdo da caspase-8
(KRAMMER, 2000). Este caminho pode ser estimulado “in vitro” por anticorpos
monoclonais para FAS (LINCH et al., 1995).

Outra molécula envolvida na apoptose é o TRAIL (Ligante indutor de
apoptose relacionado ao TNF), que pode se ligar a dois receptores indutores
de apoptose — TRAIL-R1 e TRAIL-R2, apés isso os receptores TRAIL se
trimerizam formando o complexo DISC (Complexo de sinalizagdo na inducao
da apoptose) (FALSCHLEHNER et al., 2009), a molécula adaptadora FADD
(FAS-associado ao dominio de morte) interage com o dominio de morte
intracelular do complexo DISC, ativando assim a caspase 8 ou a caspase 10 e
finalmente ativando a caspase-3 (CPP32/apopaina/Yama) que cliva varios
substratos que realizam a degradacdo do DNA cromossémico celular
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resultando em alteracbes morfolégicas caracteristicas da apoptose
(FALSCHLEHNER et al., 2009; SYTWU et al., 1996; TAN; HUNZIKER, 2003).

Aléem do papel da apoptose na homeostase celular, existem evidéncias
crescentes que a apoptose também pode contribuir para a persisténcia e
manutenc¢ao do processo patolégico. O aumento de apoptose de células T, tem
sido relatado em muitas infec¢des cronicas, incluindo aquelas causadas por
Trypanossoma cruzi (NUNES et al., 1998), Toxoplasma gondii (KHAN et al.,
1996), e Leishmania donovani (DAS et al., 1998; DAS et al., 1999). Embora a
apoptose seja uma consequéncia normal da resposta imunolégica durante a
infeccdo ela pode contribuir para uma resposta ineficiente contra os parasitas
(ALEXANDER et al., 2001).

Na infecgdo aguda por Leishmania em humanos, a apoptose tem sido
associada a reducdo de linfocitos T e células mononucleares de sangue
periférico e a falha na imunidade, pois ocorre diminuicdo na secre¢ao do IFN-y
(POTESTIO et al., 2004). Nas células T CD4 de camundongos susceptiveis
infectados com LV experimental houve queda na secrecdo de IL-2 e INF-y
durante a infeccdo, estando estes eventos relacionados a imunossupressao
(DAS et al., 1999).

Achados ‘“in vitro” também sugerem o envolvimento da apoptose no
mecanismo de supressdo observado na LV, a infec¢cdo de macréfagos por L.
donovani aumentou o nivel de FAS na membrana e FASL no sobrenadante de
cultura, a desregulacao significativa da apoptose pela via FAS e FASL que
ocorre durante a LV, € um mecanismo que pode contribuir para o aumento da
sensibilidade de células T especificas para Leishmania a apoptose (EIDSMO et
al., 2002).

A apoptose pode também gerar inflamacdo. A inflamacdo €é um
mecanismo de defesa nas infec¢des parasitarias e tem um papel importante na
geracao de sinais clinicos presentes na doenca. A ativacdo do macrofago vai
depender do estimulo ou receptores envolvidos na fagocitose de células
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necréticas ou apoptéticas que podem gerar sinais anti-inflamatérios ou pro-
inflamatorios (KRYSKO et al., 2006).

FAS, TNF e TRAIL sdo potentes moléculas pro-inflamatorias que séo
capazes de desencadear a producdo de varias citocinas e quimiocinas em
diversos tipos celulares através do recrutamento da RIPK1 bem como sinalizar
para quinases e outros complexos de receptores (ALTEMEIER et al., 2007,
FARLEY et al., 2006; LEVERKUS et al., 2003).

Cées infectados com LV e sintomaticos apresentam uma reacdo
inflamatdria intensa com altos indices de apoptose celular nas lesdes presentes
na pele, podendo assim ter algum tipo de contribuicdo com a persisténcia da
Leishmania no sitio inflamatorio (VERCOSA et al., 2012).

A persisténcia da Leishmania no sitio inflamatério pode estar sendo
mantida pelo padréo inflamatério. Se o parasita € inicialmente fagocitado pelo
macréfago ao invés de internalizado via corpos apoptoticos, a inflamacao sera
aumentada. Entdo o parasita pode induzir apoptose com o objetivo de parar a
inflamacdo e a resposta imunoldgica. Os corpos apoptéticos quando nédo
fagocitados no tempo apropriado sofrem lise, perdem a integridade da
membrana com consequente liberagcéo de seus constituintes intracelulares para
o0 meio extracelular, exibindo um perfil de células necroticas ativando
mediadores inflamatoérios (COHEN et al., 2002; SAVILL et al., 2002).

Prates et al. (2012) mostram em recente estudo com neutrofilos de
camundongos e humanos que o FASL estd envolvido desde o inicio da
infeccdo, quando no local da picada do vetor da leishmaniose visceral, o
Lutzomia longipalpis, sdo desencadeados eventos importantes na imunidade
inata como o rapido recrutamento de neutrdfilos no local onde houve o dano
tecidual, a saliva do flebotominio induz a producdo de quimiocinas pelos
neutréfilos com aumento da producdo de FASL e consequente fagocitose de
corpos apoptéticos de neutréfilos infectados com o parasita por macroéfagos
recrutados para o local (AFONSO et al., 2008).

Camundongos com leishmaniose cutanea ulcerosa mostram uma

resposta inflamatéria com a presenca de macréfagos infectados expressando
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FASL e TRAIL e causam a apoptose dos queratindcitos (EIDSMO et al., 2005;
TASEW et al., 2010).

A neutralizagdo sistémica de FASL e TRAIL reduz a ulceragdo na
leishmaniose cutanea, sendo que FASL reduziu a infiltracdo dos neutréfilos na
pele durante o estabelecimento da infec¢éo, portanto sugerindo um possivel
papel pro-inflamatorio para FASL e TRAIL e mostrando o potencial terapéutico
da inibicdo desses receptores (TASEW et al., 2010).

Isso também foi visto em experimentos “in vitro” usando sobrenadante de
cultura de queratinécitos infectados com L. major contendo altos niveis de
FASL e TRAIL soluvel onde foram adicionados anticorpos bloqueadores para
FASL e TRAIL foi observada a inibicdo da apoptose (RETHI; EIDSMO, 2012).

O FAS ainda pode ser responsavel pela diminuicdo da carga parasitaria
pela ativacdo e susceptibilidade a apoptose dos macrofagos infectados com
Leishmania em resposta a citocinas Thl, IFN-y e TNF-a autdcrina
(CONCEICAO-SILVA et al., 1998).

Em cées naturalmente infectados a supressdo imunoldgica observada
pode ter relacdo com o mecanismo de apoptose de linfocitos T. A constante
estimulacéo nesta infeccéo cronica pode desencadear a apoptose e colaborar
com a falha da imunidade celular. Estudos preliminares (LIMA et al., 2012)
demonstraram o0 aumento da taxa de apoptose nos linfécitos T, porém nao
foram caracterizados os mecanismos indutores de apoptose ou a principal
subpopulacao de células T envolvida. Assim a definicdo de qual populacéo esta
sofrendo apoptose e os mecanismos indutores podem ser importantes para a
compreensao dos fatores responsaveis pela supressao da imunidade celular. O
entendimento de tal mecanismo em cées infectados pode permitir futuras

intervencdes terapéuticas para reduzir a deplecéo dos linfocitos.
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OBJETIVOS

Caracterizar as principais subpopulacdes de células CD4+ ou CD8+
envolvidas na apoptose em cdes com leishmaniose visceral e a expresséo e
funcdo das moléculas indutoras FAS, FASL e TRAIL envolvidas na apoptose.
Assim, o estudo desses parametros pode ser importante para a compreensao
dos fatores responsaveis pela supressao da imunidade celular observada em

caes com leishmaniose visceral.
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CAPITULO 2

CD95 (FAS) E CD178 (FASL) INDUZEM APOPTOSE EM CELULAS CD4+ E
CD8+ DO SANGUE PERIFERICO E ESPLENICAS EM CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR LEISHMANIA SPP.

RESUMO - Caes infectados por Leishmania chagasi sao reservatorios urbanos
do parasita, agente etiolégico da leishmaniose visceral e um problema de
saude publica em varios paises incluindo o Brasil. Os cdes apresentam
supressdo da imunidade celular e a apoptose dos linfécitos esta envolvida
neste processo. Para investigar a apoptose nas células CD4+ e CD8+ e a
expressdo e funcdo dos principais receptores envolvidos no processo
apoptotico, FAS (CD95) / FASL (CD178) e TRAIL (CD253) foram avaliados nas
células do sangue periférico e baco de 38 cdes sintomaticos com leishmaniose
visceral moderada e de 25 cdes saudaveis. A apoptose das células CD4+ e
CD8 + do sangue e baco foi maior nos caes infectados que nos saudaveis. Nas
células CD4+ do sangue e baco dos cdes infectados a expressdo de FAS e
FASL foi menor do que a dos saudaveis, nas células CD8+ do sangue e do
baco dos céaes infectados a expressao de FAS aumentou enquanto de FASL
diminuiu comparado ao observado nos cdes saudaveis. O receptor TRAIL
aumentou somente nas células CD8+ do baco dos cées infectados. A apoptose
observada nas células CD4+ do sangue e do baco diminuiu na presenca dos
anticorpos blogueadores para FAS e FASL. A reducdo da apoptose nas células
CD8+ pela presenga dos anticorpos bloqueadores foi somente observada no
baco. Nossos dados mostram que a apoptose das células CD4+ e CD8+ é um
mecanismo que esta envolvido no processo infeccioso dos caes por
Leishmania spp. com a participacdo das moléculas FAS e FASL e TRAIL. Os

presentes resultados contribuem para o entendimento da resposta imune
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emcédes infectados comL. chagasi e permitem futuras intervencoes

terapéuticas para reduzir a deplecao dos linfocitos.

Palavras-Chave: Fas-Proteina Associada ao Dominio de Morte (FAS), Fas-
Proteina Ligante (FASL), Leishmania chagasi, Leishmanioses, Morte Celular,
Ligante Indutor de Apoptose Relacionado ao TNF (TRAIL)
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CD95 (FAS) AND CD178 (FASL) INDUCE APOPTOSIS IN CD4+ AND CD8+
CELLS FROM PERIPHERAL BLOOD AND SPLEEN IN DOGS NATURALLY
INFECTED BY LEISHMANIA SPP.

SUMMARY - Infected dogs are urban reservoirs of Leishmania chagasi,
causative agent of visceral leishmaniasis, a public health problem in many
countries including Brazil. Dogs have immune suppression and lymphocytes
apoptosis is involved in this process. To investigate apoptosis in CD4+ and
CD8+ lymphocytes and the expression and function of major receptors involved
in apoptosis, FAS (CD95) / FASL (CD178) and TRAIL (CD253) were evaluated
by flow cytometry on peripheral blood cells and spleen from 38 symptomatic
dogs with moderate visceral leishmaniasis and 25 healthy dogs. Apoptosis of
CD4+ cell and CD8+ cells from spleen and blood was greater in infected dogs
than in healthy dogs. In CD4+ cell from blood and spleen of infected dogs FAS
and FASL expression was lower than that observed in healthy dogs. In CD8+
cell from infected dogs the expression of FAS increased whereas FASL
decreased when compared to healthy dogs. The TRAIL receptor increased only
in the CD8+ cells from spleen from infected dogs. The apoptosis observed in
CD4+ cells from blood and spleen decreased in the presence of blocking
antibodies to FAS and FASL and the reduction of apoptosis in CD8+ cells by
the presence of blocking antibodies was only observed in the spleen. Our data
together showed that apoptosis of CD4+ and CD8+ is a mechanism that is
involved in the infectious process dogs Leishmania spp. with the participation of
molecules FAS and FASL. Our results could help to improve the current
understanding of the immune response in dogs infected with L. chagasi,

allowing future therapeutic interventions to reduce the depletion of lymphocytes.

Keywords: Cell Death, Fas-Associated Death Domain Protein (FAS), Fas
Ligand Protein (FASL), Leishmania chagasi, Leishmaniasis, TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL)
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CD95 (FAS) E CD178 (FASL) INDUZEM APOPTOSE EM CELULAS CD4+ E
CD8+ DO SANGUE PERIFERICO E ESPLENICAS EM CAES
NATURALMENTE INFECTADOS POR LEISHMANIA SPP.

1 - Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) também conhecida como Kala-azar
(Doenca negra) € uma antropozoonose considerada uma das mais importantes
zoonoses parasitarias emergentes em expansao no mundo. Existem mais de
186 milhdes de pessoas em risco de infec¢édo, afetando tanto criangas como
adultos jovens em 88 paises de todos os continentes. Considerada pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS) entre as seis doencas tropicais mais
importantes, com uma incidéncia anual de 500.000 novos casos, a falta de
tratamento causa a morte de 30% dos infectados e cerca de 50.000 pessoas
morrem por dia anualmente vitimas da infeccdo pelo parasita (WHO, 2012).

Os caes sdo os principais hospedeiros reservatérios de Leishmania (L.)
chagasi, 0 agente causador da leishmaniose visceral canina (LVC) (DESJEUX,
2001), por ter um prognéstico ruim e sem tratamento definitivo (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009). A LV € mais prevalente no cao do que em humanos,
com um grande contingente de animais assintomaticos, que apresentam maior
guantidade de parasitas na pele do que o homem, favorecendo a infec¢céo dos
vetores (ASHFORD, 1996). A infeccdo em cées é clinicamente semelhante a
infeccdo humana, embora no céo, além do acometimento das visceras, sdo
frequentemente encontradas lesbes de pele nos animais sintométicos
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Em cées infectados com Leishmania (L.) infantum observa-se uma
reducdo no numero de linfécitos T CD4 e concomitante proliferacéo do parasita
nos macrofagos, além da disseminacdo deste para varios 6rgaos, incluindo
estdbmago, intestino e pulmio (BOURDOISEAU et al., 1997; HERVAS et al.,
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1996). H4 uma correlagéo direta entre os niveis das células T CD4 e a resposta
celular ao parasita, sendo a recuperacdo do cao doente, apds o tratamento,
acompanhada pelo aumento da porcentagem das células T CD4 (ALVAR et al.,
2004). Um dos processos associados a regulacao da resposta imunoldgica na
LV é a apoptose dos linfocitos T, podendo influenciar ou ndo o seu
desenvolvimento (DAS et al., 2001; ALEXANDER et al., 2001).

A apoptose € essencial para o controle homeostatico do niumero de
linfécitos, especialmente apds o desenvolvimento da resposta imune a um
microrganismo invasivo (SCAFFIDI et al., 1999). Contudo, alguns patégenos
sdo capazes de manipular essa resposta, seja diretamente ou por
desenvolverem estratégias para sobreviver no hospedeiro, até que tais
mecanismos homeostaticos sejam ativados para reduzir numero de células T
efetoras (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).

O aumento da apoptose das células T tem sido discutido em muitas
doencas cronicas infecciosas, (BADLEY et al., 1997; RETHI; EIDSMO, 2012;
VERCOSA et al.,, 2012), podendo contribuir para uma resposta imunoldgica
ineficiente pois 0 mecanismo efetor ndo reduz a multiplicacdo dos patégenos
(ALEXANDER et al., 2001).

Varios mecanismos de apoptose das células T tem sido
propostos. Privacdo de fatores de crescimento, citotoxicidade via TNF-« e
interacdo FAS e FASL estdo entre os principais mediadores (SCAFFIDI et al.,
1999).

A molécula FAS é um receptor de superficie celular, membro da familia
dos receptores de TNF e pode ser expresso na transmembrana celular ou na
forma solavel (EIDSMO et al., 2002), sendo importante na selecao das células
T, na delecao clonal de linfécitos periféricos e na ativacdo da inducdo da morte
celular (GASTMAN, 2001). Na inducéo de apoptose a presenca desse receptor
sozinho ndo consegue ativar o “sinal de morte celular” (LINCH et al., 1995),
necessitando se ligar a proteina FASL (CD178), ativando assim o “dominio de
morte”-Fas-associado a proteina com dominio de morte (FADD), com
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consequente ativacdo da caspase-8. Esta via pode ser estimulada “in vitro” por
meio de anticorpos monoclonais para FAS (LINCH et al., 1995).

Outra molécula envolvida na apoptose € o Ligante Indutor de Apoptose
Relacionado ao TNF (TRAIL), que pode se ligar a dois receptores indutores de
apoptose — TRAIL-R1 e TRAIL-R2. Apés a ligacéo os receptores do TRAIL se
trimerizam formando o Complexo de Sinalizacdo na Inducdo da Apoptose
(DISC). A molécula adaptadora FADD interage com o dominio de morte
intracelular do complexo DISC, ativando assim a caspase 8 ou a caspase 10 e
finalmente ativando a caspase-3 (CPP32/apopaina/Yama) que cliva varios
substratos responséaveis pela degradacdo do DNA cromossémico celular
resultando em alteragbes morfologicas caracteristicas da apoptose
(FALSCHLEHNER et al., 2009).

Estudos ‘“in vitro” sugerem o envolvimento da apoptose no mecanismo
de supressdo observado na LV. A infeccdo de macréfagos humanos por
Leishmania (L.) donovani aumenta o nivel de FAS na membrana e FASL no
sobrenadante de cultura. A desregulagéo significativa da apoptose pela via
FAS e FASL que ocorre durante a LV, € um mecanismo que pode contribuir
para o aumento da sensibilidade da apoptose de células T especificas para
Leishmania spp. (EIDSMO et al., 2002).

Em humanos, na fase aguda da infeccéo, ocorre a reducéo dos linfécitos
T no sangue periférico e essa falha na imunidade celular tem sido associada
com a apoptose (POTESTIO et al, 2004). Em camundongos
experimentalmente infectados com Leishmania donovani foi observado um
aumento no nivel de apoptose no baco e figado comparado aos camundongos
nao-infectados (ALEXANDER et al., 2001).

Em cées naturalmente infectados por Leishmania spp. a supressao
imunolégica observada pode ter relagdo com o mecanismo de apoptose de
linfécitos T. A constante estimulagcéo nesta infecgédo cronica pode desencadear
a apoptose e colaborar na falha da imunidade celular. Lima et al. (2012),
demonstraram o aumento da taxa de apoptose nos linfécitos T do sangue
periférico e baco, porém ndo caracterizaram as principais subpopulacdes de
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células CD4 ou CD8 envolvidas e a expressdo e funcdo das moléculas
indutoras FAS, FASL e TRAIL na apoptose, assim o estudo desses parametros
podem ser importantes para a compreensdo dos fatores responsaveis pela

supresséo da imunidade celular observada em caes com leishmaniose visceral.

2 - Materiais e métodos

2.1 - Aprovacdo do Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Experimental Animal (COBEA), com a aprovacdo do Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) da UNESP - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — Campus de Aracgatuba — Faculdade de Medicina Veterinaria — FMVA -
em 15/04/2011, conforme o processo 00679/2011.

2.2 - Triagem dos animais

Foram selecionados para esse estudo trinta e oito caes adultos; com
leishmaniose visceral canina (LVC); dezoito machos e vinte fémeas, entre dois
e cinco anos de idade, de varias racas e pesos, provenientes do Centro de
Controle de Zoonoses de Aracatuba (CCZA); sendo todos soropositivos para o
antigeno L. chagasi testados por ELISA indireto (LIMA et al., 2003);
sintomaticos e apresentando pelo menos trés sinais clinicos de LVC:
onicogrifose, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, lesdo periocular lesbes
cutaneas e caquexia. Um grupo controle composto por vinte e cinco cées
saudaveis, quinze machos e dez fémeas, de véarias racas e pesos, e
soronegativos para L. chagasi, testados por ELISA indireto (LIMA et al., 2003),

com hemograma normal, indicando auséncia de processo infeccioso.
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O exame fisico e o0s niveis de anticorpos anti-Leishmania determinados
pelo ELISA indireto (LIMA et al., 2003) foram considerados para classificacédo

dos caes conforme proposto por Solano-Gallego et al. (2009).

2.3 - Colheita das amostras

Os cées com leishmaniose visceral foram eutanasiados por meio de
anestesia barbitdrica (Tiopental, Cristélia Itapira, SP), seguida da injecéo
intravenosa de cloreto de potassio 19,1% pela mesma via, em cumprimento ao
Decreto n° 51.838 do Ministério da Saude do Brasil, de 14 de marco de 1963,
0 qual estabelece que animais domésticos portadores de leishmaniose visceral
devem ser submetidos a eutanasia. O método de eutanasia empregado segue
as recomendacfes da Resolucdo n°. 714, de 20 de junho de 2002, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria. ApGs a eutanasia, os fragmentos de
baco foram coletados e mantidos em meio de cultura celular RPMI-1640
(Sigma®, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo
calor, 0,03% de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina. As amostras de baco do grupo controle foram retiradas por
excisdo cirurgica de acordo com Lima et al. (2012). As amostras de sangue
foram obtidas por puncdo da veia femural ou jugular, coletadas em tubos
contendo EDTA e processadas imediatamente apds a coleta.

2.4 - Obtencdo de células mononucleares de sangue periférico e de
leucdcitos do bacgo

O isolamento das células mononucleares de sangue periférico de caes
portadores de LVC e caes saudaveis foi realizada em gradiente de Ficoll-Paque
Plus (GE Healthcare Bio-Sciences®, AB), seguindo-se as recomendacdes do
fabricante. As células mononucleares do sangue periférico foram lavadas trés
vezes em salina tamponada com fosfato, em pH 7,2, contendo 1% de albumina
de soro bovino, 0,1% de azida e 20% de soro fetal bovino, em seguida foram
resuspensas em RPMI-1640 (Sigma®, USA) suplementado com soro fetal
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bovino inativado pelo calor, 0,03% de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina e
100 mg/mL de estreptomicina.

Os leucécitos totais do baco foram obtidos de um fragmento de 2cm?
gue foi macerado e adicionado a 10 mL de meio RPMI-1640 (Sigma®, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 0,03% de L-
glutamina, e 100 Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. Apos a
retirada dos “debris” celulares a suspensao foi processada com 5 mL de
tamp&o de lise contendo 7,46 g/L de cloreto de amdnio (NH4ClO3) a 4°C por
10 min., centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos e lavadas com &agua salina
tamponada com fosfato em pH 7,2 por trés vezes.

2.5 - Avaliacéo da apoptose em células CD4 e CD8

A marcacao das células CD4+ e CD8+ foi realizada pela incubacédo de
10%mL células com os anticorpos monoclonais anti-CD4 conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Serotec®, UK) ou anticorpos monoclonais
anti-CD8 conjugados a FITC (Serotec®, UK) para determinacdo da apoptose
nas células CD4+ e CD8+ do sangue periférico e do baco. Apds a
imunomarcacdo de CD4 e CD8 nas células do sangue periférico e bago a
porcentagem de apoptose foi realizada usando o kit Guava Nexin (Millipore®),
composto por Anexina V, que tem alta afinidade pela fosfatidilserina intracelular
gue é externalizada quando a célula entra em apoptose e pelo 7-AAD, um
corante vital, o procedimento foi realizado de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Os dados foram adquiridos pelo sistema Guava Easy-CyteMini,
usando o software Cytosoft, conforme as instru¢cbes do manual do fabricante.
Foram adquiridos 10.000 eventos. O controle positivo, o indutor de apoptose
Camptotecina (Sigma®, USA) (0,15ug/mL) em DMSO (Sigma®, USA), foi
adicionado as células que foram incubadas em estufa de CO, a 37°C por 1
hora, apds isso as células foram coradas com o kit Guava Nexin (Millipore®).
No controle negativo foram utilizadas células sem fluorescéncia para delimitar

as populacdes negativas do experimento.
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2.6 - Expressao de FAS, FASL e TRAIL

A expressdo de FAS, FASL e TRAIL foi avaliada nas células dos
mononucleares do sangue periférico e nos leucocitos do baco. A deteccdo das
proteinas extracelulares foi realizada ap6s a marcacdo dupla com anticorpos
monoclonais: anti-CD4 canino conjugado a FITC (Serotec®, UK), associado ao
anticorpo monoclonal anti-FAS humano (CD95) com ficoeritrina (PE) que reage
com cédo; ou ao anticorpo monoclonal anti-FASL humano (CD178) conjugado
ao biotinilado [(O FASL humano apresenta 85% de homologia com proteina
canina conforme pesquisa de similaridade das sequéncias proteicas para FASL
entre Homo sapiens e Canis IUpus familiaris no sistema BLAST - Ferramenta
de busca de alinhamento basico local do Centro Nacional de Informacéo
Biotecnolégica (NCBI)] e ap6s isso incubado com estreptavidina PE (BD
Biosciences®); ou ao anticorpo monoclonal anti-TRAIL humano (CD253)
conjugado a ficoeritrina (PE) (BD Biosciences®) (RONG et al., 2008), o mesmo
processo de marcacao foi realizado para as células CD8. Para controle das
ligacdes inespecificas, as amostras foram incubadas com os seus respectivos
isotipos controles. A aquisicdo dos dados foi obtida pela leitura de 10.000
eventos por citometria de fluxo e os dados foram avaliados pelo software
Guava (Hayward®, CA).

2.7 - Bloqueio funcional dos receptores FAS / FASL

Para avaliar se o bloqueio dos receptores FAS e FASL tinha reflexos na
taxa da apoptose das células CD4+ e CD8+, realizou-se a investigagdo “in
vitro” da apoptose na presengca de anticorpos monoclonais bloqueadores.
Cerca de 5 x 10° células mononucleares de sangue periférico ou células
leucocitarias do baco de 5 cdes com leishmaniose visceral, foram suspensas
em meio RPMI-1640 (Sigma®, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado pelo calor, 0,03% de L-glutamina, e 100 Ul/mL de penicilina e
100 g/mL de estreptomicina e dispensadas em placas de cultura de 24 pocos
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(Costar-3540 Corning®, NY) na presenca de 5 uL de anticorpos blogueadores:
anticorpo monoclonal Anti-Humano CD95 (FAS) (BD Biosciences®) e anticorpo
monoclonal Anti-Humano CD178 (FASL) (BD Biosciences®); as culturas foram
mantidas a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO, por 24h em estufa.
A apoptose foi avaliada nas células CD4+ e CD8+, na presenca ou ndo de

anticorpos blogueadores conforme descrito anteriormente.

2.8 - Anédlise estatistica

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar a expressao dos
receptores de apoptose FAS, FASL e TRAIL nas células CD4+ e CD8+ do
sangue e baco do grupo controle com o infectado. O teste T pareado foi
utilizado para comparar o nivel basal de apoptose aos diferentes tratamentos
com bloqueio dos receptores. Os resultados foram considerados como
significativos quando P<0,05. Na anadlise estatistica utilizou-se o programa
computacional GraphPad Prism 5 (GraphPad Software®, Inc. CA. USA).
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3. Resultados

3.1 - Apoptose nas células CD4+ e CD8+ do sangue e bago de caes com
leishmaniose visceral.

A porcentagem das células apoptoticas foi avaliada com a delimitacéo
inicial das células CD4+ (Figura 1a), em seguida com essa populacao foi feita a
analise das células apoptoticas (Figura 1b).
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FIGURA 1- Andlise por citometria de fluxo: (a) o plot 1 corresponde a
delimitacdo feita nas células CD4+ ou CD8+ do sangue periférico
de um céo infectado; (b) o plot 2 no quadrante superior direito
corresponde as células triplamente coradas: células CD4+ ou
CD8+, Anexina-V e 7-AAD.
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A apoptose observada nas células CD4+ e CD8+ do sangue periférico e
do baco foi maior nos cées infectados quando comparada aos dos caes

saudaveis (P<0,05, Figuras 2a e 2b).
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FIGURA 2 - Porcentagem de apoptose observada de células CD4+ e CD8+
provenientes do sangue periférico (2a) e do bacgo (2b) dos caes
com leishmaniose visceral e dos cdes saudaveis.
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3.2 - Expressdo dos receptores FAS (CD95), FASL (CD178) e TRAIL
(CD253) nas células CD4+ e CD8+.

A porcentagem das células CD4+ ou CD8+ do sangue periférico e baco
dos céaes infectados e dos cdes saudaveis expressando os receptores FAS,
FASL e TRAIL foi avaliada pela delimitacdo das células duplo marcadas
(Figuras 3a, b, ¢, d, e, f, g, h, i).

a) b)

c) d)

e) f)

9) h) i)

FIGURA 3 — Fluorescéncia representativa da citometria de fluxo feita com as
amostras de sangue e baco duplamente coradas. A delimitacdo
feita no quadrante superior direito corresponde a células do sangue
marcadas respectivamente com CD4 FAS (a), CD4 FASL (b), CD8
FAS (c), CD8 FASL (d) e do baco CD4 FAS (e), CD4 FASL (f), CD8
FAS (g), CD8 FASL (h), CD8 TRAIL (i).
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A expressdo de FAS (Figuras 4a e 4c) e FASL (Figuras 4b e 4d) nas
células CD4+ do sangue periférico e baco dos caes infectados foi menor
comparado aos caes saudaveis (Figuras 4a, b, ¢, d; P<0,05), enquanto a
expressdo do receptor TRAIL ndo mostrou diferenca entre os grupos (dados
nao apresentados).
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FIGURA 4 - Porcentagem de expressdo de FAS e FASL de células CD4+ e
provenientes do sangue (a e b) e do baco (c e d) de cdes com
leishmaniose visceral e caes saudaveis.
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A expressao de FAS nas células CD8+ do sangue periférico e do baco

dos cdaes infectados comparada a observada nos caes saudaveis foi maior

(Figuras 5a e 5c, P<0,05); ao mesmo tempo observou-se uma diminuicao da

expressdo de FASL nestas células (Figuras 5b e 5d, P<0,05). A expressao do

receptor TRAIL foi maior nas células CD8+ somente do baco dos céaes

infectados comparada a de caes saudaveis (Figuras 5e, P<0,05).
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FIGURA 5 - Porcentagem de expressdo de FAS e FASL de células CD8+ e
provenientes do sangue (a e b) e do baco (c, d, e) de cdes com
leishmaniose visceral e caes saudaveis.
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3.3 - Bloqueio dos receptores FAS e FASL.

Baseados nos resultados da expressdo dos receptores FAS e FASL
guestionou-se se a apoptose observada nas células CD4+ e CD8+ dos caes
com leishmaniose visceral tem o envolvimento desses receptores. A apoptose
observada nas células CD4+ do sangue periférico e do bagco diminuiu na
presenca dos anticorpos bloqueadores para FAS e FASL (Figuras 6a e 6b,
P<0,05), a reducdo da apoptose nas células CD8+ pela presenca dos

anticorpos blogueadores foi somente observada no baco (Figuras 6b, P<0,05).
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FIGURA 6 - Apoptose de células CD4+ e CD8+ do sangue periférico (a) e baco
(b) de caes com leishmaniose visceral na presenca ou auséncia
de anticorpos bloqueadores para FAS e FASL. Os anticorpos
blogueadores para FAS e FASL mostraram reduc&o nos niveis de
apoptose das células CD4+ e CD8+ dos cées infectados.
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Os valores individuais obtidos em cada experimento sdo mostrados nas
Figuras 7a e 7b, mostrando a reducéo na apoptose nas células CD4+ e CD8+
do sangue periférico e baco dos cées infectados na presenca do bloqueio dos
receptores FAS e FASL com relacdo a apoptose basal.
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FIGURA 7 - Valores individuais de apoptose das células CD4+ e CD8+ do
sangue periférico (a) e do baco (b) de cées infectados na presenca
ou auséncia de anticorpos bloqueadores para FAS e FASL.
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4 — DISCUSSAO

A taxa de apoptose em células CD4+ e CD8+ de sangue periférico e
baco de cdes com LVC de é&rea endémica foi analisado e os valores
comparados aos cées controle, para investigar o papel que esse mecanismo
desempenha na patogenia da deplecéao dos linfocitos e no processo infeccioso
da doenca, bem como na resposta imune do hospedeiro. Observamos maiores
taxas de apoptose nas células CD4+ e CD8+ do sangue periférico e baco de
caes infectados e alteracdo na expressdo dos receptores FAS e FASL. Ao
contrario, interessante notar que o receptor TRAIL s6 mostrou alteracado nas
células CD8+ do bago.

Em muitas doencgas cronicas infecciosas, incluindo as causadas por T.
cruzi (NUNES et al., 1998), T. gondii (KHAN et al., 1996), L. donovani (DAS et
al., 1999), e L. major (CONCEICAO-SILVA et al., 1998), ocorre supressdo da
imunidade mediada por células T (ALEXANDER et al., 2001) e aumento da
apoptose de linfocitos (LIMA et al., 2012), o que pode contribuir para a
persisténcia do parasita no hospedeiro, semelhante ao que observamos no céo
na fase cronica da leishmaniose visceral.

Em cées com leishmaniose visceral observa-se apoptose de células T
do sangue periférico e do baco (LIMA et al., 2012). De fato, tem sido mostrado
“in vitro” que o parasita Leishmania spp. e constituintes de sua membrana
induzem apoptose dos linfocitos (WOLDAY et al., 1999). Portanto uma vez que
a progresséo da infec¢do esta relacionada ao comprometimento da imunidade
celular mediada (CARVALHO et al., 1989), a deteccao de apoptose de células
CD4+ ou CD8+ pode contribuir para a ineficAcia da resposta imune celular
durante infecgéo.

As altas taxas de apoptose detectadas em células CD4+ e CD8+ do
sangue periférico e do bago em caes infectados confirmam resultados
anteriores (LIMA et al., 2012). Em infeccdo experimental de camundongos
Balb/c por L. donovani, a apoptose das células T do baco foi observada (DAS
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et al., 1999). Um aumento da apoptose das células CD4+ e CD8+ também
foram mostrados no baco de camundongos C56BI/6 apds a infeccdo com
Leishmania donovani (ALEXANDER et al., 2001), e em pacientes com
leishmaniose visceral que apresentaram aumento na apoptose das células T
durante a fase ativa da doenca comparado aos individuos saudaveis
(CLARENCIO et al., 2008).

Para investigar os mecanismos indutores da apoptose em caes, a
expressdo dos receptores de membrana FAS, FASL e TRAIL foi avaliada.
Observamos uma diminuicdo do FASL nas células CD4+ e CD8+ do baco e
sangue periférico nos cées infectados, que pode ter relacdo com a producéo de
TGF-B, uma vez que cées infectados produzem TGF-p (CORREA et al., 2007),
e estudos “in vitro” com hibridomas de células T mostraram que essa citocina
suprime a expressdo de FASL (GENESTIER et al.,, 1999). Assim seria
interessante num préximo estudo avaliar se altas taxas de TGF-p teriam
relacdo com a diminuicdo na expressao de FASL em caes infectados.

Diferente do que observamos FASL foi altamente expresso por células T
CD8+ no bacgo de camundongos infectados com L. Infantum (TSAGOZIS et al.,
2003), tais diferencas podem estar relacionadas a dinamica do processo
infeccioso entre essas espécies. Em camundongos, observa-se um pico de
parasitemia no bago na oitava semana que declina com o desenvovimento da
resposta imunoldgica e aumento de producdo de IFN-gama (TSAGOZIS et al.,
2003), enquanto nos cdes sintomaticos é observado alta carga parasitaria na
fase cronica da doencga (MICHELLIN et al., 2011), e uma tendéncia ao aumento
de IFN-gama (CORREA et al., 2007).

Em cées infectados a diminuicdo da expressdo de FASL esta envolvida
no processo apoptoético, diferente do observado em camundongos nocautes
para FASL infectados por L. donovani que ndo mostram diminuicdo nos niveis
de apoptose. Nesse modelo experimental, a auséncia da molécula FASL
aumentou a suscetibilidade a infeccdo levando a formacdo de um granuloma

ineficiente no figado e um crescimento descontrolado de parasitas no baco
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(ALEXANDER et al., 2001). Assim, em cédes sintomaticos, a diminuicdo de
FASL pode estar envolvida também com a suscetibilidade a infeccdo e alta
carga parasitaria esplénica geralmente observada (MICHELLIN et al., 2011).

Nos cdes infectados as células CD4+ do baco e do sangue periférico
mostraram uma diminuicdo da expresséo de FAS, enquanto nas células CD8+
do baco e do sangue periférico foram observadas um aumento dessas
moléculas, sugerindo uma regulacéo diferente nas duas populacdes celulares.
O aumento de FAS nas células CD8+ do baco dos cdes com leishmaniose
visceral confirma resultados anteriores que mostraram que células nédo
aderentes de baco de pacientes com leishmaniose visceral aumentam a
expressdo de FAS (EIDSMO et al., 2002). O aumento de FAS também foi
observado em células T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de pacientes com
leishmaniose visceral (CLARENCIO et al., 2008), tais resultados sugerem o
envolvimento dessa molécula na patogenia da doenca.

Outra molécula que pode estar associada a apoptose observada nas
células CD8+ do baco de caes infectados é o TRAIL, esse receptor teve sua
expressdo aumentada. Semelhante aos nossos achados tal molécula foi
detectada em bidpsias de pele de pacientes com leishmaniose tegumentar
(EIDSMO et al., 2007) e induziu a apoptose dos queratinécitos (TASEW et al.,
2010). As células T CD8 podem utilizar esse receptor para a inducdo de
apoptose (MARFE et al., 2011) ou mesmo para fun¢des imunoreguladoras na
inflamacéo (COLLISON et al., 2009). TRAIL também pode levar a apoptose das
células CD8 de memodria (JANSSEN et al., 2005), funcdo que prejudicaria a
resposta imunolégica no cdo cronicamente infectado.

A média da apoptose apresentada nas células CD4+ e CD8+ do sangue
periférico e do baco dos caes infectados foi maior nos experimentos em que
nao foram adicionados anticorpos bloqueadores dos receptores FAS e FASL,
comparado aos ensaios em que havia a presenca dos anticorpos bloqueadores
para FAS e FASL, mostrando que esses receptores estdo envolvidos no
processo apoptético responsavel pela deplecdo dos linfocitos de caes
infectados com L. chagasi.
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5 - CONCLUSAO

Nossos dados em conjunto mostram que a apoptose das células CD4+ e
CD8+ é um mecanismo que esta envolvido no processo infeccioso de cées por
Leishmania spp. com a participacdo das moléculas FAS, FASL e TRAIL. Os
presentes resultados podem contribuir para melhorar a compreenséo atual
daresposta imune em caes infectados com L. chagasi permitindo futuras

intervencdes terapéuticas para reduzir a deplecéo dos linfocitos.
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