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Dourado, A.L.O. Investigacdo da integridade das barreiras oculares, da
presenca de Pro-MMP-2, MMP-2, Pro-MMP-9, MMP-9, e Dosagem de Proteinas
no humor aquoso de caes naturalmente infectados por Leishmania
infantum.2019.52f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2019.

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma antropozoonose sistémica de evolugdo crénica,
causada pela Leishmania infantum, de distribuicdo mundial, acometendo cées e
humanos no ambiente urbano. Nos cées, sdo observados sinais clinicos frequentes
tais como emagrecimento e linfoadenomegalia; e existem sinais clinicos menos
estudados como as alteracdes inflamatorias no globo ocular. A hipOtese deste
estudo é que a ativacdo de MMPs pode estar envolvida na alteracdo da
permeabilidade das barreiras oculares. Para verificar isto a presenca e/ou ativacao
das metaloproteinases (MMP) 2 e 9, foram quantificadas por meio de zimografia do
humor aquoso de 28 caes com LVC e 4 cées do grupo controle. A presenca de Pro-
MMP-2 foi detectada no humor aquoso de 27 animais do grupo infectado (27/28
cdes) e também no grupo controle, sem diferir estatisticamente. A MMP-2 foi
detectada no humor aquoso de um animal infectado. Ja Pro-MMP-9 (10/28) e/ou sua
forma ativa, (11/28) foram observadas em animais infectados e ndo no grupo
controle. Para verificar se a presenca das MMPs ativas poderia interferir com a
integridade das barreiras oculares em cédes com LVC, foi quantificada a presenca de
proteinas totais no soro e no humor aquoso destes cédes. A quantificacdo de
proteinas totais, albumina e globulinas no soro foram semelhantes aos valores
citados na literatura no soro de animais com LV. No humor aquoso os valores
individuais de proteina total, determinados pelo método Microprot apresentaram
variacdo individual muito grande nos dois grupos, e também ndo foi observada
diferenca estatistica entre os mesmos. A presenca de Pro-MMP-2 em animais do
grupo controle comprova a producao constitutiva desta MMP, entretanto, a auséncia
da forma ativa da MMP-2 nos grupos controle e infectado sugere a ndo ativacéo ou
inativacao eficiente das mesmas por TIMPS. As formas ativas e inativas da MMP-9
foram detectadas apenas no humor aquoso de caes infectados. A albumina, embora
seja um marcador utilizado para aferir a permeabilidade das barreiras oculares nao
se apresentou como um parametro efetivo neste experimento devido as limitacdes
do método de deteccao utilizado.

Palavras chave: Metaloproteases. Proteinas. Doencas Inflamatérias dos Olhos.
Aparelho Lacrimal.



Dourado, A.L.O. Investigation of the integrity of eye barriers, the presence of
Pro-MMP-2, MMP-2, Pro-MMP-9, MMP-9, and Protein Dosage in aqueous humor
of dogs naturally infected with Leishmania infantum.2019.52f. (Master's degree)

-Aracatuba Veterinary Medicine College, Paulista State University, Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a systemic anthropozoonosis of chronic evolution,
caused by Leishmania infantum, worldwide, affecting dogs and humans in the urban
environment. In dogs, frequent clinical signs such as weight loss and
lymphadenomegaly are observed; and there are less studied clinical signs such as
inflammatory changes in the eyeball. The hypothesis of this study is that the
activation of MMPs may be involved in altering the permeability of eye barriers. To
verify this the presence and / or activation of metalloproteinases (MMP) 2 and 9 were
guantified by agqueous humor zymography of 28 dogs with CVL and 4 dogs of the
control group. The presence of Pro-MMP-2 was detected in the agueous humor of 27
animals of the infected group (27/28 dogs) and also in the control group, without
statistically differing. MMP-2 was detected in the aqueous humor of an infected
animal. Pro-MMP-9 (10/28) and / or its active form (11/28) were observed in infected
animals and not in the control group. To verify whether the presence of active MMPs
could interfere with the integrity of eye barriers in dogs with CVL, the presence of
total proteins in serum and aqueous humor of these dogs was quantified. The
guantification of serum total proteins, albumin and globulins were similar to those
reported in the literature of serum from animals with VL. In aqueous humor the
individual values of total protein determined by the Microprot method showed very
large individual variation in both groups, and no statistical difference was observed
between them. The presence of Pro-MMP-2 in control group animals proves the
constitutive production of this MMP, however, the absence of active form of MMP-2 in
the control and infected groups suggests their non-activation or efficient inactivation
by TIMPS. Active and inactive forms of MMP-9 were detected only in the aqueous
humor of infected dogs. Although albumin is a marker used to measure eye barrier
permeability, it was not an effective parameter in this experiment due to the
limitations of the detection method used.

Keywords: Metalloproteases. Proteins Inflammatory Eye Diseases. Lacrimal
apparatus.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Leishmanioses

A leishmaniose € uma zoonose, distribuida em todo mundo, que acomete
principalmente cdes, humanos. Esta presente nos continentes da Africa, Asia,
Europa, e América do Sul. Corresponde a seis mais importantes endemias do
mundo. Atualmente 12 milhdes de pessoas séo infectadas, com cerca de dois
milhdes de novos casos ao ano (WHO, 2015). Esta enfermidade é formada por um
complexo de doencas com mais de 20 espécies do género Leishmania (familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, e género Leishmania). A sua transmissao
ocorre por cerca de 30 espécies de mosquitos flebotomineos (LAINSON; SHAW,
1987; SILVEIRA; CORBETT, 2010). Sao distintas formas descritas do género
Leishmania, relacionada com a resposta imune do hospedeiro: Leishmaniose
visceral; leishmaniose cutanea; leishmaniose muco-cuténea e leishmaniose dérmica
pos-calazar (CHAPPUIS et al., 2007). Esses parasitas intracelulares vivem
hospedeiros, vertebrados e invertebrados se reproduzindo em forma de divisao
binaria, no interior de células de mamiferos susceptiveis. A transmissao do parasito
ao hospedeiro ocorre pelo repasto sanguineo de fémeas da familia Phletominae do

género Lutzomyia (Pearson E Sousa,1996).

1.1.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral € mais grave dentre as leishmanioses. Causada
pela Leishmania infantum chagasi, € uma antropozoonose sistémica, cronica,
potencialmente fatal, e de grande diversidade clinica (WHO, 2015). Alteracdes na
atividade de células T e B provocando a génese de imunocomplexos circulantes,
motiva desordens em diversos 6rgaos (GARCIA-ALONSO et al., 1996; NOLI, 1999).
Sua forma crénica se apresenta com maior frequéncia do que a aguda (KOUTINAS
et al., 1999) . Leishmania (Leishmania) donovani é o agente etiol6gico encontrado na
Africa e Asia; Leishmania (Leishmania) infantum, na Asia, Europa e Africa; e
Leishmania (Leishmania) chagasi encontrada nas Américas (CUNHA; CHAGAS,

1937). Atualmente, é consenso considerar L. infantum e L. chagasi como uma Unica
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espécie (MAURICIO et al., 2000), sendo no Brasil este principal agente etioldgico da
LV (WILSON et al., 2005).

1.1.2 Leishmaniose Visceral Canina

O céo, considerado o principal reservatério no ciclo de transmissdo na
LVC, é considerado como sentinela da infeccdo em humanos (PRADO et al., 2011
FRAGA et al., 2012). Considerada endémica em cerca de 50 paises, destacando as
regides Sul e Mediterranea (BANETH et al.,, 2008). No Brasil, a LVC chega ter
prevaléncia com variacdo de 1.9 a 35% em areas endémicas (BARATA et al., 2013).
A presenca de formas amastigotas de Leishmania em macréfagos juntamente com a
reacao inflamatoria granulomatosa € considerada a lesé@o histopatoldgica tipica nos
tecidos por LVC (ALVAR et al., 2004; BANETH et al., 2008). Pode apresentar uma
variedade de sintomas que variam de higidez a estagios terminais (FERRER,1999).
Alteracbes como dermatoldgicas, renais, hepaticas, respiratorias, cardiovasculares,
locomotoras, neurolégicas, osteoarticulares e oculares podem ser observadas
(BLAVIER et al., 2001; CIARAMELLA; CORONA, 2003; ALVAR et al., 2004).

1.1.3 Lesdes Oculares na Leishmaniose Visceral

Segundo MOLLEDA et al (1993), PENA et al (2000), BRITO et al (2004) e
BRITO (2006); o segmento anterior do olho dos animais infectados pelas
leishmanias € o mais afetado nas lesdes oculares. Destacando-se as blefarites,
ceratites, lesbes conjuntivais e uveites. Sdo manifestacbes uni ou bilaterais,
podendo muitas vezes ocorrer mais de uma alteracdo em ambos os olhos (PENA et
al., 2000; BRITO et al., 2006).

A incidéncia dessas lesfes € devido a dois possiveis fatores: parasitismo
direto (migracdo do parasito de outras areas de infeccdo para o globo ocular),ou
mecanismos imunomediados (KOUTINAS et al 1999). A Uvea e a conjuntiva séo
importantes membranas dos olhos, onde pode ocorrer deposicdo de
imunocomplexos nas paredes dos vasos (GARCIA-ALONSO et al.,1996). A quebra
da barreira hemato-ocular e a passagem de macrofagos parasitados para camara

anterior é a causa dessas manifestacées clinicas oculares (PENA et al., 2008).
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Outras oftalmopatias incomuns, mas ndo menos importantes em caes
com LVC incluem: catarata, glaucoma, ceratoconjutivite seca e deslocamento de
retina. Essas manifestagcbes, quando analisadas histologicamente, apresentam
infiltrado inflamatério granulomatoso com a presenca de formas amastigotas de
leishmania em macrofagos em algumas estruturas oculares (GARCIA-ALONSO et
al., 1996).

Entre as estruturas que fazem parte da anatomia ocular, principalmente
do seguimento anterior do olho; temos a cérnea, que se caracteriza pela
transparéncia devido a auséncia de vasos sanguineos e pigmentos. E revestida por
um epitélio ndo queratinizado, e constituida uma matriz rica em colageno organizado
gue elimina a dispersao da luz por interferéncia destrutiva (SLATTER E DIETRICH,
2007). A esclera, que compde a maior parte da tunica externa do olho, funciona
como protecdo mecanica e manutencao da estrutura ocular. A camada intermediaria
entre a cornea e a esclera e a camada nervosa (retina), denomina-se Uvea e é
extremamente vascularizada e dividida em iris, coroide e corpo ciliar. A iris permite a
entrada de luz no globo ocular, os espacos entre ela e a cOrnea e o cristalino, sao
denominados camaras (anterior e posterior), ambos preenchidos por humor aquoso,
(Figura 2). O corpo ciliar tém principal funcdo a producdo do humor aquoso
(CHALCATANA, 2011).

A coroide encontra-se na parte posterior da camada vascular,
participando da nutricdo das demais camadas, absorcdo da luz e também na
producédo do humor aquoso. Ha ainda o cristalino, responsavel pela refracdo de luz;
corpo vitreo, delimitado pelo cristalino, nervo Optico e retina, preenchido pelo humor
vitreo. A retina caracteriza-se por uma estrutura nervosa posterior do olho, capaz de

transformar impulsos luminosos em impulsos nervosos (CHALCATANA, 2011).
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Figura 1- Principais estruturas anatémicas do globo ocular
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Fonte: (https://www.carlsonstockart.com/photo/human-eye-anatomy-illustration-1/)

O globo ocular possui barreiras que isolam o0 meio intraocular do sangue e
sdo elas as barreiras hematoaquosa e a barreira hematoretiniana. As barreiras
protegem o0 olho da entrada de substancias téxicas e mantém o controle
homeostatico que sustenta a fisiologia ocular (MUH-SHY et al., 2008). A barreira
hematoaquosa € formada pelo epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar, epitélio da iris
posterior, endotélio dos vasos da iris com jungBes ocludentes do tipo frouxo e o
endotélio do canal de Schlemm. A barreira hematoretiniana consiste no epitélio
pigmentar da retina (barreira externa) e na membrana endotelial dos vasos da retina
(barreira interna), ambos com juncfes ocludentes do tipo ndo frouxo. As duas
barreiras funcionais restringem o movimento de elementos sanguineos para as
camaras intra-oculares (SMITH E RUDT., 1975). A barreira hemato-aquosa (Figura
2) € composta por segmentos do epitélio ndo pigmentado, processos ciliares, pelo
endotélio da parede interna e pelo angulo irido-corneal, através da vascularizacéo da
iris e dos sistemas de transporte ativo para o exterior do corpo ciliar (MACKNIGHT et
al., 2000).


https://www.carlsonstockart.com/photo/human-eye-anatomy-illustration-1/
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Figura 2 - llustragdo dos componentes da Barreira hemato-aquosa: A barreira
hemato-aquosa é localizada no corpo ciliar (CP) e composta por segmentos do
epitélio ndo pigmentado (NPE), epitélio pigmentado (PE), capilares fenestrados e
pelos capilares néo fenestrados da parede interna.
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Pigmented ciliary body
epithelium (PE) —_. »

Nonpigmented ciliary :
body epithelium (NPE) o

Fenestrated capillaries

9000

Pars plicata
Pars plana
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Fonte: (https://veteriankey.com/equine-recurrent-uveitis-2/).

1.1.4 Leishmaniose Visceral e Alteracdes no Humor Aquoso

Existem poucos relatos que envolvem alteracdes no humor aquoso, de
animais infectados por leishmania (GARCIA ALONSO et al., 1998) A permeabilidade

da barreira ocular pode ser alterada, modificando os niveis de concentracdo

proteinas, uma vez que a deteccdo de anticorpos e a dosagem das mesmas podem

ser um método Util para detectar as principais afeccfes oculares e o parasito na LVC
(DERNOUCHAMPS et al.,1977).
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Ha estudos sobre anticorpos no humor agquoso com objetivo de esclarecer
a patogenia da infeccdo por Leishmania sp. Em um teste de ELISA, BRITO (2006)
utilizando peptideo recombinante S7, detectou anticorpos anti-Leishmania chagasi,
no humor aquoso de cées infectados naturalmente. A PCR utilizada recentemente
possibilitou identificar e ampliar, seletivamente, o DNA do cinetoplasto (KOUTINAS
et al., 1999; ALVES E BEVILACQUA, 2004). A deteccao de imunoglobulinas no soro
e no humor aquoso de cées infectados por Leishmania spp. esta sendo utilizada por
técnicas de Imunodifusdo Radial Simples e Imunofluorescéncia Indireta, (STRAUSS-
AYALI E BANETH, 2001). Destaca-se a imunoglobulina G como a principal
imunoglobulina das secrecfes internas (liguido amnidtico, liquor, humor aquoso,
liquido peritoneal) (GARCIAALONSO et al.,1995).

O globo ocular possui barreiras que isolam o meio intraocular do sangue e
sdo elas as barreiras hematoaquosa e a barreira hematoretiniana. As barreiras
protegem o olho da entrada de substancias toxicas e mantém o controle
homeostatico que sustenta a fisiologia ocular (MUH-SHY et al., 2008). A barreira
hematoaquosa é formada pelo epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar, epitélio da iris
posterior, endotélio dos vasos da iris com juncdes ocludentes do tipo frouxo e o
endotélio do canal de Schlemm. A barreira hematoretiniana consiste no epitélio
pigmentar da retina (barreira externa) e na membrana endotelial dos vasos da retina
(barreira interna), ambos com juncfes ocludentes do tipo ndo frouxo. As duas
barreiras funcionais restringem o movimento de elementos sanguineos para as
camaras intra-oculares (SMITH E RUDT., 1975). A barreira hemato-aquosa €
composta por segmentos do epitélio ndo pigmentado, processos ciliares, pelo
endotélio da parede interna e pelo angulo irido-corneal, através da vascularizacdo da
iris e dos sistemas de transporte ativo para o exterior do corpo ciliar (MACKNIGHT et
al., 2000).

O humor aquoso ( HA) € um liquido claro que preenche e ajuda a formar
as camaras anterior e posterior do olho. A lente e a cérnea devem permanecer
transparentes para permitir a transmissao de luz e, portanto, ndo podem ser
vascularizadas. E andlogo a um substituto sanguineo para essas estruturas
avasculares e fornece nutricdo, remove produtos excretores do metabolismo,
transporta neurotransmissores, estabiliza a estrutura ocular e contribui para a

regulacdo da homeostase desses tecidos oculares, também permite que células
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inflamatodrias e mediadores circulem no olho em condi¢Bes patoldgicas, bem como a
distribuicdo de medicamentos a diferentes estruturas oculares ( MANIK et al., 2010)

O humor aquoso (HA) sai do olho por fluxo passivo, através de duas vias
no &angulo da camara anterior, localizado anatomicamente no limbo (A via
convencional consiste em humor aquoso que passa através da rede trabecular,
através da parede interna do canal de Schlemm, (Figura 3) em seu limen e em
canais coletores de drenagem, veias aquosas e veias episclerais (ASCHER, 1954).
Nos cées e nos seres humanos, a drenagem é realizada principalmente por meio do
angulo irido-corneal (VAN DER WOERDT et al., 1995), (Figura 4). O HA é formado
a partir do sangue por trés mecanismos: difuséo, ultrafiltracéo e secrecao ativa pelo
epitélio do corpo ciliar (GUM e MACKAY, 2013). A sua baixa viscosidade decorre
principalmente da grande quantidade de agua (99,6%) e do baixo teor proteico
(GOEL et al.,2010; GABELT E KAUFMAN, 2011).

Por ser o humor aquoso um ultrafiltrado do plasma, sua composicéo
assemelha-se a ele, com algumas excec¢des notaveis, como baixa concentracao
proteica, quantidades reduzidas de glicose, ureia e nitrogénio ndo proteico e elevada
concentracdo de ascorbato e lactato (GABELT E KAUFMAN, 2011; GILGER E
DEEG, 2011). O teor de proteinas do humor aquoso apresenta diferencas
guantitativas e qualitativas em comparagdao com o plasma. A maioria das proteinas
do humor aquoso séo glicoproteinas intrinsecas do vitreo, que sao produtos
secretores da camada epitelial interna do corpo ciliar (HADDAD et al., 1991).

O aumento de proteinas e de células no HA pode ser desencadeado pela
desestabilizacdo da barreira hematoaquosa (BHA). Pode decorrer de uveites,
intervencdes cirdrgicas ou paracentese (ALBAUGH et al., 2011).Em lesées como as
uveites, a concentracdo de proteina no humor aquoso aumenta acima do seu valor
normal (normalmente em torno de 20 mg/100 mL), ha dispersdo da luz, ocorrendo
um fendmeno denominado turbidez, uma vez que a luz passa pela camara anterior
(KAUFMAN E ALM, 2004).
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Figura 3 - Principais estruturas oculares responsaveis pela formacdo do humor
aquoso. Diagrama esquemético ilustrando a malha trabecular via de saida
convencional. O humor aguoso é produzido pelo corpo ciliar e flui (linha tracejada
mostrada com setas) da camara posterior através da pupila para a camara anterior. De
4, ele flui através da rede trabecular para dentro do Canal de Schlemm e,
posteriormente e absorvido pela episclereral veia, através dos canais coletores.

CILIARY
BODY

Fonte: GOEL et al., 2010.

Figura 4 - Diagrama esquematico ilustrando a vazao uveoscleral. O humor aquoso é
produzido pelo corpo ciliar, em rota uveoescleral, flui da camara posterior até a pupila
na camara anterior e, em seguida (mostrado por linhas tracejadas e pontas de flecha)
através da face do corpo ciliar e raiz da iris para o muasculo ciliar e o espaco
supracoroidiano de ambas as veias coréide e esclera ou através dos poros esclerais

ao tecido episcleral.
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Fonte: GOEL et al., 2010
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1.1.5 Leishmaniose Visceral e Alteracdes de Proteinas

A albumina € uma das mais importantes moléculas presentes no plasma,
responsavel por manter a pressao coloidosmética, tendo um baixo peso molecular e
alta concentragcdo (DOWEIKO E NEMPLEGGI1991). Na grande maioria dos caes
infectados por Leishmania infantum, ocorre proteinaria decorrente de lesdo
glomerular (BONFANTI E ZATELLI 2004), e a producédo de anticorpos caracteriza
hipergamaglobuliemia (FERRER 1999, AMUSATEGUI et al.,2003, ALVAR et al.,
2004).A diminuicdo de albumina (hipoalbunemia) devido a nefropatia, doenca
hepética e subnutricdo cronica (AMUSATEGUI et al.,2003; BONFANTI E ZATELLI
2004).

1.1.6 Leishmaniose Visceral e Metaloproteinases da Matriz

Enzimas capazes de digerir proteinas da membrana basal (MB) que
participam da remodelacdo da matriz extracelular (MEC), denominadas colagenases
foram descritas pela primeira vez por GROSS e LAPIERE (1962) por meio da
observacdo em géis, de extratos da cauda involutiva de girinos, e foram
denominadas colagenases(PARKS E MECHAM, 1998).0 relato da presenca de
metaloproteinases da matriz no olho ocorreu pouco tempo apds a sua descoberta e,
foi feito por SLANSKY, FREEMAN e ITOIl em corneas bovinas saudaveis e ulceradas
( SLANSKY et al ; 1968).

As metaloproteinases sdo endopeptidases zinco-dependentes ou
proteases enddgenas da matriz extracelular (MEC), que sdo capazes de participar
de funcbes da MEC, através da modulacdo de seus componentes por hidrélise,
controle dos sinais suscitados por suas moléculas, que regulam a proliferacao,
diferenciacdo e morte celular, desta forma regulando a integridade e estrutura da
matriz (MANDAL et al.,2003). Estdo organizadas em quatro principais classes de
acordo com o substrato que degradam, gelatinases A e B, MMP-2 e MM-P-9 devido
a sua capacidade de degradar gelatina (ROSEMBERG, 2002).

Segundo NAGASE et al. (2006) e BONNANS et al. (2014), foram
identificadadas 23 MMPs em humanos e existem enzimas homodlogas em outras

espécies; como a canina. Sao formadas em geral por uma sequéncia sinalizadora N-
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terminal (pré-dominio) que chega ao reticulo endoplasméatico onde é removida. Para
manter a laténcia da enzima forma-se um dominio pro-peptidico, um dominio
catalitico contendo um sitio de ligacdo do ion zinco (Zn2+); uma regido de
articulacao ou ligacdo e um dominio de repeticbes que coincidem a hemopexina
(STERNLICHT E WERB, 2001). As MMPs em grande maioria sado ativadas no
exterior da célula, muitas vezes por outras MMPs j& ativadas (STERNLICHT E
WERB, 2001). Sua atividade é controlada pela acédo de inibidores enddgenos
presentes no plasma, como a2-macroglobulina e trombospondina-1 e 2, e inibidores
teciduais de metaloproteinases, as TIMPs - Tissue Inhibitors of Metalloproteinases),
e a proteina RECK (Reversion-Inducing Cysteine Rich Protein with Kazal Motifs),
ligada & membrana, capaz de regular negativamente MMP-2, 9 e 14 (FURUMOT et
al., 2001; OH et al.,, 2001; DONG et al.,, 2010). EGEBLAD E WERB (2002) e
NAGASE et al. (2006) descreveram quatro classes de TIMPs (1,2,3,4), capazes de
inibir diversas MMPs. Segundo SHULZ (2007), ha uma preferéncia ligacdo do TIMP-
2 pela MMP-2 e do TIMP-1 pela MMP-9.

Alguns trabalhos realizados com cdes com LV descrevem a presenca de
algumas destas enzimas em suas formas inativas e ativas. As lesdes inflamatérias
multi-sistémicas observadas na LV estdo associadas com um aumento das MMPs
séricas, especialmente da MMP-9 (MARANGONI et al., 2011). MMP-9 é elevada no
liquor de cdes com LV. Embora estes resultados sejam preliminares, eles sugerem
gue a MMP-9 pode ter um papel no rompimento da barreira hematoencefalica
(MELO et al 2011). Nas lesdes cutaneas de cdes com LV, JACINTHO et al. (2018)
concluiram que quanto maior a carga parasitaria e a intensidade de inflamacao na
pele, maior a degradacéo do coladgeno maduro, e a producéo de MMPs 2 e 9.

As enzimas da matriz existentes na cornea sdo as MMPs e as
serinoproteases. A serinoprotease mais abundante na lagrima humana, canina e
equina € a neutréfilo elastase (NE), que ¢é produzida por leucécitos
polimorfonucleares e macrofagos. As MMPs 2 e 9 participam na degradacéo e
remodelacdo estromal; a MMP-2 é produzida por ceratdcitos e tem a funcdo de
manutencdo da cérnea saudavel, sendo localmente ativada para degradar moléculas
de colageno danificadas, enquanto a MMP-9 é produzida por células epiteliais e
polimorfonucleares apos lesdes corneais (GILGER et al., 2007). Enquanto a MMP-2
foi encontrada em corneas saudaveis de humanos, cdes e camundongos, ratos e

cavalos (GILGER et al; 2007) em cérneas com lesdo foram detectadas MMP-2 e
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MMP-9 no epitélio, em toda a extensdo do estroma e no endotélio dos vasos
(OLLIVIER et al; 1996), (Figura 1); e no epitélio e estroma de corneas caninas com
ulceras em “melting” (ceratomalacea) e traumaticas (KALLBERG et al ; 2004).

Até o presente momento nao foram encontradas referencias na literatura
sobre a participacdo de MMPs em les@es inflamatdrias no globo ocular de caes com
leishmaniose, e a sua possivel participacdo na alteracdo da permeabilidade das
barreiras oculares, sendo este o objetivo deste trabalho. A hipétese deste estudo é
gue a ativacdo de MMPs pode estar envolvida na alteracdo da permeabilidade das

barreiras oculares.

Figura 5 - Esquema destacando o efeito das MMPs na degradacédo das proteinas da
matriz extracelular do globo ocular, como tem sido observado em casos de lesbes

oculares (ex. degeneracdo macular, glaucoma, retinopatia do diabetes)

Int J Ophthalmol, Vol. 10, No.8, Aug.18, 2017 www.ijo.cn
Tel:8629-82245172 862982210956  Email:ijopress@163.com

TIMPs

== = : .
S T == t %%
|' .' |. " MMPs S IR
== '.‘w“ RN,
=Shppapd %

ECM Degradation in diseased eyes (macular

ECHE I normal ey degeneration, glaucoma, and diabetic retinopathy)

Figure 1 A simple schematic highlighting the effects of MMPs on ocular ECM metabolism During disease conditions the homeostatic
balance between MMPs and TIMPs gets disturbed leading to degradation of ECM normal architecture in the eyes of the affected patients.

Fonte: BREJCHOVA et al .2009
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2 CAPITULO 1- INVESTIGACAO DA INTEGRIDADE DAS
BARREIRAS OCULARES,DA PRESENCA DE PRO-MMP-2, MMP-2,
PRO-MMP-9, MMP-9, DOSAGEM DE PROTEINAS NO HUMOR
AQUOSO DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR
LEISHMANIA INFANTUM.

2.1 Resumo

A leishmaniose visceral (LV) € uma antropozoonose sistémica de evolugéo cronica,
causada pela Leishmania infantum, de distribuicdo mundial, acometendo cées e
humanos no ambiente urbano. Nos cées, sdo observados sinais clinicos frequentes
tais como emagrecimento e linfoadenomegalia; e existem sinais clinicos menos
estudados como as alteracdes inflamatorias no globo ocular. A hipOtese deste
estudo é que a ativacdo de MMPs pode estar envolvida na alteracdo da
permeabilidade das barreiras oculares. Para verificar isto a presenca e/ou ativacao
das metaloproteinases (MMP) 2 e 9, foram quantificadas por meio de zimografia do
humor aquoso de 28 caes com LVC e 4 cées do grupo controle. A presenca de Pro-
MMP-2 foi detectada no humor aquoso de 27 animais do grupo infectado (27/28
cdes) e também no grupo controle, sem diferir estatisticamente. A MMP-2 foi
detectada no humor aquoso de um animal infectado. Ja Pro-MMP-9 (10/28) e/ou sua
forma ativa, (11/28) foram observadas em animais infectados e ndo no grupo
controle. Para verificar se a presenca das MMPs ativas poderia interferir com a
integridade das barreiras oculares em cées com LVC, foi quantificada a presenca de
proteinas totais no soro e no humor aquoso destes cdes. A quantificacdo de
proteinas totais, albumina e globulinas no soro foram semelhantes aos valores
citados na literatura no soro de animais com LV. No humor aquoso os valores
individuais de proteina total, determinados pelo método Microprot apresentaram
variacdo individual muito grande nos dois grupos, e também néo foi observada
diferenca estatistica entre os mesmos. A presenca de Pro-MMP-2 em animais do
grupo controle comprova a producao constitutiva desta MMP, entretanto, a auséncia
da forma ativa da MMP-2 nos grupos controle e infectado sugere a nao ativagao ou
inativacao eficiente das mesmas por TIMPS. As formas ativas e inativas da MMP-9
foram detectadas apenas no humor aquoso de caes infectados. A albumina, embora
seja um marcador utilizado para aferir a permeabilidade das barreiras oculares nao
se apresentou como um parametro efetivo neste experimento devido as limitacbes
do método de deteccao utilizado.

Palavras chave: Metaloproteases. Proteinas. Doencas Inflamatérias dos Olhos.
Aparelho Lacrimal.
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2.2 Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is a systemic anthropozoonosis of chronic evolution,
caused by Leishmania infantum, worldwide, affecting dogs and humans in the urban
environment. In dogs, frequent clinical signs such as weight loss and
lymphadenomegaly are observed; and there are less studied clinical signs such as
inflammatory changes in the eyeball. The hypothesis of this study is that the
activation of MMPs may be involved in altering the permeability of eye barriers. To
verify this the presence and / or activation of metalloproteinases (MMP) 2 and 9 were
guantified by aqueous humor zymography of 28 dogs with CVL and 4 dogs of the
control group. The presence of Pro-MMP-2 was detected in the agueous humor of 27
animals of the infected group (27/28 dogs) and also in the control group, without
statistically differing. MMP-2 was detected in the aqueous humor of an infected
animal. Pro-MMP-9 (10/28) and / or its active form (11/28) were observed in infected
animals and not in the control group. To verify whether the presence of active MMPs
could interfere with the integrity of eye barriers in dogs with CVL, the presence of
total proteins in serum and aqueous humor of these dogs was quantified. The
guantification of serum total proteins, albumin and globulins were similar to those
reported in the literature of serum from animals with VL. In aqueous humor the
individual values of total protein determined by the Microprot method showed very
large individual variation in both groups, and no statistical difference was observed
between them. The presence of Pro-MMP-2 in control group animals proves the
constitutive production of this MMP, however, the absence of active form of MMP-2 in
the control and infected groups suggests their non-activation or efficient inactivation
by TIMPS. Active and inactive forms of MMP-9 were detected only in the aqueous
humor of infected dogs. Although albumin is a marker used to measure eye barrier
permeability, it was not an effective parameter in this experiment due to the
limitations of the detection method used.

Keywords: Metalloproteases. Proteins Inflammatory Eye Diseases. Lacrimal
apparatus.
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2.3 Introducao

Os cdes, além de serem os principais reservatérios do ciclo de
transmissao da LV, contribuem para persisténcia do parasita nas zonas urbanas e
podem ser considerados animais sentinelas da infecgcdo em humanos (FRAGA et al.,
2012; PRADO et al., 2011). No cdo, os principais sinais clinicos decorrentes de
infeccdo por L. infantum s&o onicogrifose, lesGes cutaneas, conjuntivite,
linfadenopatia,e perda de peso entre outros. LesBes inflamatérias perioculares e
oculares como blefarites, cerotopatias e uveites sédo frequentes (GARCIA-ALONSO
et al., 1996). A leishmaniose visceral em sua forma cronica desencadeia uma
enfermidade ocular caracteristica denominada Leishmaniose Ocular Canina (LOC),
com propria resposta imune ao parasita (GARCIA-ALONSO et al, 1998). O
parasitismo da LV pode ser observado na conjuntiva ocular, limbo, corpo ciliar, iris,
cornea, esclera e angulo irido-corneal dos animais infectados (KOUTINAS et al.,
1999). Na literatura atribui-se estas lesbes oculares a atividade exagerada de
linfocitos B formando imunocomplexos nas paredes dos vasos sanguineos dos
orgaos (NOLI, 1999), favorecendo o aparecimento de vasculites e uveites (GARCIA-
ALONSO et al., 1996). O segmento anterior ocular € o mais afetado (MOLLEDA et
al., 1993).

O humor aquoso formado no corpo ciliar, preenche a camara posterior,
orificio pupilar e a camara anterior do olho, onde é drenado; trata- se de um fluido
transparente cujas funcdes incluem oferecer nutrientes para cérnea e o cristalino,
remover metabdlitos, transportar neurotransmissores, e estabilizar o funcionamento
normal do olho e manter a presséao intraocular constante (MILLER, 2008; GOEL et
al.,, 2010; GUM e MACKAY, 2013; DAVIS et al.,, 2015). O humor aquoso pode
desempenhar um papel importante em doencas como na LV (NOVAIS et al., 1986).
A deteccdo de anticorpos e a dosagem dos niveis de proteinas revelam um método
atil no diagnéstico de afeccdes oculares e detectar a presenca do parasito (HAZEL
et al., 1985; GARCIA ALONSO et al.,, 1996). Como a integridade das barreiras
oculares pode ser quebrada, a alteracdo na composi¢do do humor aquoso pode ser
revelada pela alteracdo na concentracdo de proteinas (DERNOUCHAMPS et al.,
1977). A medida que aumenta o processo inflamatorio, as concentracdes proteicas
sdo proporcionais, tornando aparentemente proximas as fracées desse liquido com
o plasma (BLOGG ; COLES, 1971).
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As metaloproteinases da matrix (MMPs) sdo proteases endogenas
divididas em colagenases, gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromalisinases e as
com especificidade para membranas celulares (COUTURE et al., 2006; OLLIVIER et
al., 2007). Elas sdo essenciais na destruicdo de tecidos, reparacado e remodelacéo
dos mesmos. Nos olhos, a MMP-2 encontra-se presente em sua forma inativa e
constitutiva em coérneas normais e possui como funcdo a degradacdo de fibras
colagenas ocasionalmente danificadas. A MMP-9 encontra-se presente apds danos
corneais, induzindo a destruicdo de estruturas adesivas da membrana basal das
células epiteliais, retardando, por conseguinte, a reepitelizacdo corneal (OLLIVIER et
al., 2003; BOVELAND et al., 2010). Essas MMPs s&o inativadas por inibidores
teciduais de metaloproteinases , especificos e enddgenos, constituindo uma familia
de 4 inibidores de protease: TIMP1, TIMP2, TIMP3 e TIMP4. Em corneas ulceradas,
como as humanas, a atividade das proteinases encontra-se significativamente
aumentada no filme lacrimal pré-corneal (STRUBBE et al., 2000; OLLIVIER et al.,
2004) . Essas enzimas se destacam pela participagdo em processos degenerativos
do globo ocular associadas a diabetes e glaucoma, como em outras afeccoes.
Assim, a desregulacdo funcional como acompanhada pela ativacdo excessiva de
MMPs tem sido associada a muitas doencas humanas (NAGASE, 2002
STAMENKOVIC ; ITOH, 2003). Como em outros 6érgaos, as MMPs também sao
responsaveis pela manutencdo e remodelacdo da arquitetura ocular, influenciando
uma ampla gama de processos nos mesmos (DANIELS et al., 2003). Até o presente
momento ndo foram encontradas referencias na literatura sobre a participacdo de
MMPs em les@es inflamatorias no globo ocular de cdes com leishmaniose, e a sua
possivel participacdo na alteracdo da permeabilidade das barreiras oculares, sendo
este o objetivo deste trabalho. A hipotese deste estudo € que a ativacdo de MMPs

pode estar envolvida na alteracdo da permeabilidade das barreiras oculares.

2.4 Materiais e Métodos

2.4.1 Animais

Neste estudo, os cédes utilizados foram provenientes do servico de
atendimento do Hospital Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba / UNESP ou do Centro de Controle de Zoonoses de Aracatuba/SP. Os

animais foram submetidos a eutanasia conforme a Lei n ° 8050/18 vigente até o
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momento - Resolugdo N° 1.000, de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV).

2.4.2 Etica

Todos os procedimentos e métodos utilizados no estudo estao sob ciéncia
e de acordo com a Comisséo de Etica e Experimentacdo Animal — CEEA da FMVA,
UNESP, Aracatuba/SP. Protocolo FOA 01084-2015.

2.4.3 Delineamento Experimental

A pesquisa de anticorpos para leishmaniose foi realizada por meio do
Teste ELISA indireto (LIMA et al.,, 2003); além do exame citolégico do linfonodo
popliteo, baco e medula 6ssea para comprovacao da infec¢cdo. Foram considerados
positivos os animais com DO maior que 0,274. Para este estudo foram selecionados
28 cédes sorologicamente positivos para LVC apresentando um ou mais sinais
clinicos caracteristicos da doenca (ex. emagrecimento, alopecia, dermatite,
onicogrifose, linfoadenomegalia), independente de apresentarem alteracbes
oculares evidentes ao exame macroscopio, para compor 0 grupo de animais
infectados. O grupo controle composto por quatro animais com sorologia (ELISA) e
exame citologico negativos, e sem alteracdes oculares. Foram também realizados
testes sorologicos para excluir animais com Toxoplasmose, Neosporose e
Erliquiose.

Todos os animais também foram submetidos a avaliagdo bioquimica do
soro para verificar os niveis de albumina e proteinas totais utilizando-se os kits da
Labtest Diagnostica®. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O calculo da concentracdo da globulina foi feito
extraindo-se o valor da albumina do valor da proteina total. Os valores de referencia
para Proteina Total no soro foram de 5,5-8,0 g/dL (KANEKO, 1997; MEYER E
HARVEY, 2004); os da albumina 2,6-3,3g/dL e da globulina 2,5-4,5g/dL (KANEKO,
1997; MEYER E HARVEY, 2004).

2.4.4 Colheita do material
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Para realizacdo do hemograma, foram colhidas amostras de sangue
(ImL) da veia jugular, em tubos com EDTA. Para o perfil bioquimico e ELISA, as
amostras colhidas foram de 10 mL sem anticoagulante para obtencdo do soro. As
amostras foram centrifugadas (10 x g por 10 minutos) e o soro obtido foi
imediatamente foi separado em aliquotas de 3 mL armazenadas a -20°C.

Para a eutanasia dos animais, foi administrada uma superdosagem de
tiopental por via intravenosa, associada a administracéo de cloreto de potéassio 19%
em dose letal. Procedeu-se sequéncia o exame necroscopico de rotina para colheita
de amostras de tecidos oculares. De forma aleatdria, de um dos olhos foi colhida
amostra do humor aquoso através de puncao na juncéo esclero-corneal, com auxilio
de uma seringa de 5mL. Apéds a colheita do liquido, os volumes variaveis dos
mesmos foram separados, centrifugados e armazenados a -20°C. O olho
contralateral foi removido integro e colocado em solucéo de formal tamponado 10%
(pH 7.4), onde foi mantido por 12 a 24 horas antes de ser processado para a
inclusdo em parafina e obtencédo dos cortes histolégicos corados por hematoxilina-

eosina. Foram avaliados os cortes histologicos dos caes com deteccdo de MMP-9.

2.5 Dosagem de Proteinas totais do humor aquoso

Para verificar a integridade da barreira ocular (hemato-aquosa) foi
realizada a dosagem de proteinas totais no humor aquoso. Utilizou-se o método de
Microprote Piragalol(Doles®), segundo as recomendacbes do fabricante. Este
método € indicado para a quantificacdo da fracdo de proteina composta por
albumina e globulina, e possui sensibilidade para detectar 7mg/dL de proteina.
Como referencia para os valores de proteina total do humor aquoso foram adotados

os valores de Falcéo (2008)

2.6 Zimografia

A atividade gelatinolitica das amostras de humor aquoso foi detectada por
electroforese em gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE), de

acordo IHARA et al. (2001); com modificacbes. Resumidamente, géis de



30

poliacrilamida (10%) foram copolimerizados com gelatina (G8150-100G, Sigma-
Aldrich). Quantidades iguais de proteina total da amostra (15 mg) foram incubados
no tampéo da amostra contendo 125mM de Tris-HCI, pH 6,8; 20% (v/v) de glicerol,
SDS a 4% (p/v) e azul de bromofenol a 0,2% (p/v), em temperatura nao
desnaturante (37°). As amostras foram entdo submetidas a eletroforese a 4°C por
3horas. Os géis foram lavados em Triton X-100 a 2,5% (v / v) por 30 minutos para
remover 0 SDS e foram entdo incubados & mesma temperatura ndo desnaturante.
Com o tampéo de ativacdo enzimatica consistindo em 50 mM de Tris, 200 mM de
NaCl, 5 mM de CaCl2 e 0,2% (p / v) de Brij-35, pH 7,5, por 20h a 37°C sob agitacao
suave. Apoés a incubacao, os géis foram corados com azul brilhante de Coomassie a
0,5% (p / v) R-250, metanol a 45% (v/v) e acido acético glacial a 10% (v/v) por 30
minutos, e entdo descorados com 45% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de ido acido
glacial durante 30 min. A atividade gelatinolitica foi indicada por bandas claras contra
o fundo azul escuro. A identificacdodos pesos moleculares das MMPs foi
determinada utilizando como padrao MMPs extraidas do adenocarcinoma mamario
canino, que foram previamente padronizadas com MMP-2 recombinante (PF037,
Calbiochem) e MMP-9 (PF038, Calbiochem). Os géis foram digitalizados e as
densidades integradas das bandas, expressas como arbitrarias unidades (A.U.),
foram calculadas pela soma dos valores de pixel dentro da area digerida da banda e
subtraindo a densidade de fundo (atividade de gelatinase = numero de pixels x
superficie area), usando o software de acesso aberto ImageJ1.41°.,Wayne Rasband,

Institutos Nacionais de Saude;http://rsb.info.nih.govi/ij).

2.7 Analise Estatistica

Para comparacéo entre o grupo controle e o infectado utilizou-se o teste
nao paramétrico de Mann-Whitman considerando-se o p valor de < 0,05 como
significativo. Foi feito também, o teste de correlagdo de Spearman (0,3 < p < 0,7)
para verificar se existe correlacdo entre as concentragdes de imunoglobulinas no
soro e no humor aquoso e entre a concentracdo de imunoglobulina no humor
aquoso e a de Pro-MMP-2 , considerando as correlacbes moderadas (r = 0,40 a
0,69), fortes (r = 0,70 a 0,89) e muito fortes (r = 0,90 a 1,00).
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2.8 Resultados

Os cdes selecionados para andlise apresentaram anticorpos anti-
leishmania no soro diferendo significativamente dos caes do grupo controle (Figura
1A). Foi observada hiperproteinemia em 16 cées do grupo de infectado (Figura 1B).
Nas figuras 1C e 1D é possivel observar que os cédes infectados (23 animais)
apresentaram hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. N&o houve diferenca
significativa quando comparados os grupos controles com infectados (p > 0,05).

Na Figura 2 (A e B) foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os
grupos controle e infectado na comparacdo entre valores da densidade Optica do
humor aquoso (DO). Para os valores da proteina total ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p>0,05). Os valores da proteina total dos caes
infectados variaram entre 0,26 a 14,38mg/dL.

Em relagdo a deteccdo das formas ativas e inativas das
metaloproteinases 2 e 9 no humor aquoso, ndo foram evidenciadas diferencas
significativas entre os grupos infectados e controle (p>0,05). A Pro-MMP-2 detectada
no humor aquoso dos caes em ambos os grupos (Figura 3A). A MMP-2 foi detectada
em um animal infectado (Figura 3B). Quanto a Pro-MMP-9 e a MMP-9 estavam
presentes apenas no humor aquoso de animais infectados (Figuras 3 B e D).

Foi verificada a correlagao positiva moderada (0,3 < p < 0,7) entre a DO
do soro e DO do humor aquoso (r=0,66) (Figura 4-A), mas ndo houve correlacéo
entre a DO do humor aquoso e a deteccéao de Pro-MMP2 (Figura 4B).

A Figura 5 ilustra algumas alteracdes inflamatorias observadas no globo
ocular de caes onde a MMP-9 foi detectada no humor aquoso. Dos 11 animais onde
a forma ativa da MMP-9 foi detectada, sete apresentavam lesdes inflamatorias.
Observa-se a presenca de intensa inflamag¢do composta por células mononucleares
(linfécitos e plasmaocitos) com localizacdo principalmente na regido de transicédo
esclero-corneal e também em corpo ciliar e perineuro do nervo oOptico. Ndo foram

observadas formas amastigotas do parasito em cortes corados por HE.
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Figura 1- Perfil de proteinas do soro dos cdes com leishmaniose e do grupo controle.

Em A - O resultado da sorologia (ELISA) confirma a presenca de anticorpos anti-
leishmania no soro dos animais infectados. Em B observa-se os valores da proteina
total estdo mantidos dentro dos parametros normais (n=12) e existem 16 cdes om
valores superiores aos parametros normais (hiperproteinemia). Em C e D — Os os cées
infectados apresentam em sua maioria hipoalbuminemia (n=23) e hiperglobulinemia

no soro (n=27). Teste de Mann-Whitman p<0,05.
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Figura 2- Valores da densidade Optica (DO) do Humor Aquoso onde observa-se
diferenca entre na quantidade de IgG anti-leishmania entre os grupos controle e
infectado B- Valores da proteina total no humor aquoso dos caes dos grupos controle
e infectado, ndo houve diferenca significativa entre os grupos e os valores individuais
dos dois grupos sdo muito variados. Teste de Mann-Whitman p<0,05 .
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Figura 3- Deteccdo das formas inativas e ativas das metaloproteinases 2 e 9
encontradas no humor aquoso de cédes com leishmaniose visceral. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos controle e infectados. Observa-
se que a Pro-MMP-2 esta presente tanto nos animais controle como nos infectado (A)
e a MMP-2 (C) foi detectada em apenas um animal infectado. A Pro-MMP-9 e a MMP-9
ndo foram detectadas em animais do grupo controle, mas estavam presentes em
animais infectados (B e D). Considerando p<0,005.
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Figura 4 - Diagrama de dispersao. Observar correlagdo positiva moderada entre a DO
do soro e DO do humor aquoso (r=0,66). Observar auséncia de correlagdo entre a Pro-
MMP2 detectada no humor aquoso e a DO do humor aquoso. Teste de correlacédo de
Spearman (0,3 < p <0,7).
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Figura 5- Fotomicrografias de globo ocular de cdo com leishmaniose visceral. A —
Infiltrado inflamat6rio mononuclear com intensidade moderada em regido de transicao
esclero-corneal. B - Infiltrado inflamatério mononuclear com intensidade acentuada
perivascular em regido de transicdo esclero-corneal. C - Infiltrado inflamatério
mononuclear com intensidade acentuada na regido do corpo ciliar. D — Infiltrado
inflamat6rio mononuclear com intensidade em regido perineural. (coloragcdo HE, barra
= 20um).

Fonte: Elaborada pela Autora

2.9 Discussao

A pesquisa de anticorpos para L. infantum no soro e no humor aquoso
confirma a presenca dos mesmos nestes dois compartimentos. Barreiras de filtracao,
notadamente a hemato-ocular, sdo muito sensiveis. Quando ha disfuncdo da
mesma, seja por traumatismos, enfermidades ou efeitos farmacolégicos;
componentes plasmaticos entram no humor aquoso, aumentando 0 movimento do
conjunta das respostas imune sisttmica e local, incluindo a presenca de
imunocomplexos na patogenia das lesdes oculares que cursam com a LVC. BRITO
et al. (2006) confirmaram a producdo local de anticorpo anti-leishmania no globo
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ocular de caes. A producdo de imunoglobulinas ndo confere protecdo aos cées
infectados, sendo potencialmente prejudicial, uma vez que elas permanecem
circulantes e tendem a se depositar em regifes especificas. Complexos antigeno-
anticorpo foram identificados com o uso de imuno-histoquimica, no processo ciliar e
na sua insercéo com o corpo ciliar (MOLLEDA et al., 1993; GARCIA-ALONSO et al.,
1998). Linfécitos B geram grandes quantidades de anticorpos que formam
imunocomplexos circulantes na leishmaniose (GOTO E LINDOSO, 2004).

A correlacdo entre a DO do soro e a DO do humor aquoso foi média, o
que difere dos resultados GARCIA-ALONSO (1994) cuja hipbétese era de
transferéncia de anticorpos do sangue para o humor aquoso, e encontrou uma
correlagdo forte entre os dois compartimentos. Estas diferencas podem ser
decorrentes de fases diferentes de evolucdo da doenca nos animais infectados, e
pelo fato dos cées utilizados neste trabalho ndo serem obrigatoriamente portadores
e lesbes oculares.

Os valores de anticorpos anti-Leishmania chagasi no plasma foram
superiores aos encontrados no humor aquoso (P <0,05) no trabalho de BRITO et al.
(2006), que sugeriu a ocorréncia de producao local de anticorpos no globo ocular.
Também segundo EICHENBAUM et al. (1987), anticorpos podem ser encontrados
em todos estruturas oculares, devido a sua producdo local, ocorrendo
reconhecimento de antigenos pelo sistema linféide, como linfécitos B e algumas
imunoglobulinas como IgA, IgD, IgE, IgG e IgM.

O valor elevado de proteina total observado no soro de 16 cdes pode ser
decorrente do aumento de globulinas, resultante da ativacéo de células B (LAPPIN,
1989). Assim, foi observado aumento de globulinas no soro de 27 céaes do grupo
infectado que estda relacionado a producdo de anticorpos anti-leishmania,
caracteristico da resposta imune Th2, conforme confirmado por varios
pesquisadores, entre eles, ALEXANDER; BRYSON (2005). Por outro lado os
animais infectados por Leishmania infantum podem apresentar hipoalbuminemia
secundaria a proteindria e ao comprometimento hepatico (NOLI, 1999), que foi
observada em 23 animais do presente estudo. Os parametros soroldgicos, de
proteina total e de albumina do grupo infectado sdo caracteristicos de cdes com
leishmaniose, conforme descrito na literatura por CIARAMELLA et al (1997). O
humor aquoso difere do plasma, devido a concentragcdo muito baixa de proteinas e

lipidios (GUSMAN et al., 2002). A albumina, gama-globulinas e as imunoglobulinas
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sdo frequentemente isoladas, sendo a albumina encontrada em maior propor¢cao
(DIAS et al.,1979; AMUSWATEGUI et al., 2003).

Em cades do grupo controle, segundo BRITO et al. (2006), os valores
proteicos, determinados pelo método Bradford, situam-se em torno de 25mg/dl. A
desestabilizacdo das barreiras oculares pode levar ao aumento de proteinas
principalmente imunoglobulinas e fibrinogénio chegando até 2500mg/dl (BLOGG;
COLES, 1971; COOLINS; MOORE 1991, SLATTER, 2005).

O método utilizado neste trabalho para deteccao de proteinas totais no
humor aquoso, o Microprote Piragalol, resultou em valores muito semelhante ao
método de Sensiprot utilizado FALCAO (2008). Semelhante a FALCAO (2008) foi
observada uma variagdo muito grande nos valores obtidos para a proteina total do
humor aquoso tanto para os animais do grupo controle como dos infectados. Falcao
(2008) também observou grande variacdo entre os valores de proteina total no
humor aquoso comparando o olho esquerdo e o direito do mesmo céo.

O meétodo Microprote tem sensibilidade para detectar albumina e
globulina, deixando de fora outras fraces proteicas e, por este motivo, FALCAO
(2008) comenta em seu trabalho que o método Bradford seria mais eficiente para
este tipo de andlise, e também recomenda a eletroforese para a deteccdo da
albumina. Realmente existe diferenca nos valores da quantificacdo de proteinas pelo
método Bradford realizada por varios autores (BRADFORD, 1976; BOLLAG et al.,
1996; GRUS et al., 2007; FALCAQ, 2008) no humor aquoso em cées normais.

Entre os cdes com leishmaniose deste experimento, 10 apresentaram
valores de proteina total superiores aos valores médios determinados por FALCAO
(2008). Se considerarmos a presenca de IgG anti leishmania no humor aquoso
(comprovada pelo ELISA), e a sensibilidade do Microprot® para detectar esta
proteina, seria possivel justificar este aumento; mas devido a grande variacao
individual que pode existir mesmo entre 0s caes normais, ndo podemos relacionar
estas variacdes diretamente a infeccdo pela leishmania. Nao foi possivel verificar
diferencas no conteudo de albumina do humor aquoso, devido as limitacdes do
método escolhido. A utilizacdo de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
em condicfes desnaturantes seria uma alternativa mais recomendada por permitir a
diferenciacdo das proteinas no humor aquoso, de acordo com o peso molecular
(GUS et al 2007).
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A Pro-MMP-2 foi detectada nos animais infectados (27/28) e nos
controles. Segundo DIAS et al.(1979) é provavel que a forma ativa desta MMP tenha
alguma fungéo nos processos fisiologicos da manutenc@o da matriz extracelular de
estruturas oculares, e o fato da forma ativa ter sido detectada, mas em menor
proporcdo, € indicativo de equilibrio entre esta MMP e as TIMPs seus principais
inibidores (TIMPs), que quando sofrem desregulagdo permitem a destruicdo da
matriz extracelular. Quando avaliada a relagcéo entre a quantidade de 1gG do humor
aquoso e a presenca de Pro-MMP2 ndo se observa correlagdo, o que comprova a
presenca constitutiva desta pro-enzima ndo é afetada pelas imunoglobulinas anti
leishmania do humor aquoso.

Em relacdo a MMP-2, a mesma s0 foi detectada em um cé&o infectado.
Uma possivel explicacdo para este fato € de que os inibidores de MMPs como as
TIMPS poderiam estar atuando ainda de forma eficiente. Estudos em cdes com
uveite comprovada ao exame clinico sdo necessarios para comparar os resultados
obtidos até agora. O equilibrio entre MMPs e TIMPs na MEC é de importancia critica
para a manutencéo do tecido (KERRIGAN et al., 2000).

A Pro-MMP-9 e MMP-9 foram detectadas respectivamente em 10 e 11
cdes dos 28 positivos para leishmaniose. JA no grupo controle, ndo foram
observadas bandas correspondentes nos géis de zimografia. Tanto a MMP2 como a
MMP9 séo expressas em sitios ativos de destruicdo celular e inflamacéo crénica
(DIAS et al., 1979; GUSMAN et al., 2002), caracteristicas marcantes da
leishmaniose.

Segundo DI GIROLAMO et al. (1996), as metaloproteinases encontradas
em humor aquoso humano normal podem participar na renovacao fisioldgica da
matriz extracelular no olho. Niveis elevados de MMPs 2 e 9 foram encontrados no
humor aquoso de pacientes humanos e animais com uveite induzida por LPS, onde
estas MMPs provavelmente participam dos processos destrutivos e reparadores de
tecidos (DI GIROLAMO et al 1996).

Na avaliacdo histoldgica, a forma ativa da MMP-9 foi observada em sete
globos oculares (7/9), onde também havia processo inflamatério crbénico, com
intensidade variada, envolvendo diferentes estruturas oculares. Portanto a presenca
de MMP-9 ndo implica necessariamente em inflamacéo. O fato de a inflamacéo no
globo ocular ndo ser observada em todos cdes do grupo infectado deste estudo,

pode ser decorrente de diferentes tempos de evolugdo da doenca. A MMP-9 é
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considerada um marcador inflamatério em lesdes oculares superficiais como a
blefarite (JENG et al., 2013). Além disso, as células imunes expressam MMP-2 e
MM-9 podem ultrapassar barreiras vasculares durante a migracao celular (WU et al.,
2007; EL SHANBRAWI et al., 2004).

GARCIA-ALONSO et al. (1998) relatam que as oftalmopatias que cursam
com a LVC podem ou ndo estar associadas a sinais sistémicos e, na maioria dos
casos, se apresentam de forma bilateral. BRITO et al. (2006) encontraram valores
meédios da proteina total no humor aquoso dos animais com uveite
significativamente maiores (P<0,05) quando comparados a média dos animais com
outros sinais oculares ou sem sinais clinicos.

Os cées com leishmaniose do grupo infectado apresentavam sinais
clinicos da doenga, entretanto foram selecionados com base no diagndstico de
leishmaniose e da presenca de sinais clinicos compativeis com a doenca,
independente de apresentarem lesdes oculares no exame macroscopico. Este fato
pode ter interferido tanto no numero de cées que apresentaram as formas inativa e
ativa da MMP-9, como nos valores de anticorpos anti-leishmania que foram

detectados no humor aquoso.

2.10 Concluséao

A presenca de ProMMP-2 em animais do grupo controle comprova a
producéo constitutiva desta MMP.

A auséncia da forma ativa da MMP-2 nos grupos controle e infectado
sugere a nao ativacao ou inativacao eficiente das mesmas por TIMPS. Talvez em
cdes com uveite este equilibrio seja interrompido; ou ainda os animais poderiam
estar em diferentes tempos de evolucao da infeccao pela Leishmania.

Foram detectadas a Pro-MMP-9 e a MMP-9 no humor aquoso de caes
com LV. A forma ativa desta MMP foi observada no humor aquoso de cées que
também apresentavam lesdes inflamatérias oculares.

A albumina, embora seja um marcador utlizado para aferir a
permeabilidade das barreiras oculares ndo se apresentou como um parametro

efetivo neste experimento devido as limitacbes do método de deteccao utilizado.
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Tabela 01- Resultados da bioquimica sérica dos cdes infectados naturalmente por
leishmania infantum. D.O do soro e humor aquoso, albumina do soro, proteinas totais
do soro e do humor aquoso, globulinas do soro e atividade gelatolitica das

metaloproteinases 2e 9.

ANIMAL D.O. Albumina | Proteina Total | PROTEINA TOTAL|GLOBULINA prROMMOPS| MmPo |ProMMP2| MMP2
SORO | HUMOR| SORO HUMOR SORO SORO
1 0.984 | 0.699 1.09 0,62 10.3 9.21 3.975 3.45 5.94 X
3 0.347 | 0.376 3.03 12,93 8 4.97 X X 3.54 X
4 0.989 1.431 1.37 13,41 11.7 10.33 X X 4.777 X
5 0.693 | 0.865 1.54 14,38 8.8 7.26 X X 3.759 X
6 0.904 1.27 1.22 14,09 8.1 6.88 X X 2.375 X
7 0.88 1.339 0.85 13,38 6.5 5.65 2.303 2.59 3.028 X
9 0.633 | 0.778 1.68 13,52 6.9 5.22 X X 3.048 X
10 0.582 0.454 1.82 12,17 5.4 3.58 X X 4.873 X
11 0.329 | 0.175 0.89 0,62 6 5.11 X X 4.508 X
12 0.614 0.131 2 7,78 8.4 6.4 X 1.624 3.641 3,036
14 0.813 1.02 1.45 2,44 12 10.55 X X 5.308 X
15 0.917 1.373 1.57 5,36 11.2 9.63 X X 6.184 X
16 0.656 1.381 112 10,18 115 10.38 X X 1.775 X
18 0.722 | 0.775 0.69 14,42 7.9 7.21 1.703 X 4.079 X
20 1.535 1.454 1.75 3,73 8.3 6.55 2.388 2.632 4.083 X
21 1.251 | 1.178 0.86 1,29 7.8 6.94 X X 4,772 X
22 1.263 0.998 2.15 1,37 9.5 7.35 X X 4.927 X
27 0.484 | 0.092 1.16 0,62 7.7 6.54 X 2.619 5.633 X
35 0.818 1.028 15 0,46 6.4 4.9 2.857 2.258 9.534 X
41 0.809 1.659 0.95 1,39 9.9 8.95 2.524 1.817 3.553 X
42 1.019 | 1.223 1.84 13,74 11.6 9.76 X X 2.233 X
43 1.018 0.526 0.65 1,44 6.8 6.15 2.481 3.509 X X
44 1.072 | 2153 0.79 0,26 7.9 7.11 2.293 2.504 4373 X
45 1.569 | 0.8585 3.04 1,56 8.9 5.86 X X 5.066 X
47 1.578 1.584 2.52 6,92 9.4 6.88 X X 4.897 X
48 1.421 | 0.9755 2.84 1,76 8.2 5.36 2.872 2.611 3.994 X
49 1.577 | 1.0875 2.65 1,54 8.1 5.45 X X 4.153 X
50 1.35 0.996 2.88 1,36 11.3 8.42 4.452 4.02 3.929 X
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Tabela 02- Resultados da bioquimica sérica dos cées do grupo controle. D.O do soro

e humor aquoso, albumina do soro, proteinas totais do soro e do humor aquoso,

globulinas do soro e atividade gelatolitica das metaloproteinases 2e 9 .

D.0.

ALBUMINA

Proteina Total

PROTEINATOTAL

GLOBULINA

ANIMAL PROMMOP9| MMP9 |PROMMP2| MMP2
SORO | HUMOR| SORO HUMOR SORO SORO
§ 0215 | 021 | 271 315 11 499 X X 3716 X
17 014 | 015 | 28 13,64 19 507 X X 4507 X
19 0072 | 0064 | 299 277 13 431 X X 4,208 X
4 0138 | 0111 | 28 8.6 16 473 X X 2606 X
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