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AVALIAGAO DO FATOR DE TRANSFORMAGAO DO CRESCIMENTO-B4,
INTERLEUCINA-10 E INTERFERON-y EM CAES ASSINTOMATICOS E
SINTOMATICOS, NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania

(Leishmania) chagasi.

RESUMO- O objetivo do estudo foi avaliar o papel imunomodulatério das
citocinas TGF-B4, IL-10 e INF-y nos extratos de baco e de figado e no sobrenadante de
cultura de células brancas esplénicas, em caes machos assintomaticos e sintomaticos,
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. Trinta caes oriundos da
cidade de Aracatuba, SP, area endémica para leishmaniose visceral, selecionados por
reagao sorologica ELISA positiva para Leishmania sp. foram divididos em dois grupos:
caes sem sintomas (n=15) que constituiram o grupo assintomatico, e os caes com pelo
menos trés dos sinais clinicos caracteristicos (febre, dermatites, linfoadenopatias,
onicogrifose, perda de peso, caquexia, problemas de locomogao, conjuntivite, epistaxe,
hepato-esplenomegalia, edema, apatia), que constituiram o grupo sintomatico (n=15).
Apés a eutanasia, fragmentos de bago e de figado foram coletados para quantificagao
de TGF-B4, IL-10 e INF-y ex vivo. O TGF-B4 ativo naturalmente produzido in vitro
também foi avaliado no sobrenadante de cultura de células esplénicas. O extrato de
baco e de figado do grupo de caes assintomaticos apresentou niveis médios maiores
de TGF-B4, quando comparado ao grupo de caes sintomaticos. A citocina IL-10 foi
detectada em altas concentragdes no extrato de bago e, principalmente, de figado dos
dois grupos de caes avaliados. O INF-y foi encontrado no extrato de baco, do grupo de
caes assintomaticos, e de figado, do grupo de caes sintomaticos. Embora a citocina
INF-y tenha sido detectada na infec¢ao canina, os niveis médios de TGF-1 e IL-10 no
extrato de baco e de figado foram mais elevados, sugerindo que tanto em caes

assintomaticos quanto em sintomaticos a resposta imune predominante foi do tipo Taz2.

Palavras-chave: citocinas, cultura de células esplénicas, ELISA, leishmaniose visceral,

resposta Ta2, zoonose



EVALUATION OF TRANSFORMATION GROWTH FACTOR B4, INTERLEUKIN-10,
AND INTERFERON-y IN ASYMPTOMATIC AND SYMPTOMATIC DOGS NATURALLY

INFECTED BY Leishmania (Leishmania) chagasi.

SUMMARY - The aims of this study were to evaluate the immunomodulatory role
of TGF-B4, IL-10, & INF-y in spleen and liver extracts and supernatant cultures of white
spleen cells from male symptomatic and asymptomatic dogs, naturally infected by
Leishmania (Leishmania) chagasi. Thirty dogs from Aracatuba, SP, an endemic
leishmaniasis area, were selected by positive ELISA serological reaction for Leishmania
sp. and divided into two groups: asymptomatic (n=15), and symptomatic (n=15)
consisting of animals with at least three characteristic signs (fever, dermatitis,
lymphoadenopathy, onychogryphosis, weight loss, cachexia, locomotion problems,
conjunctivitis, epistaxis, hepatosplenomegaly, edema, and apathy). After euthanasia,
spleen and liver fragments were collected for ex vivo quantification of TGF-B4, IL-10, and
INF-y. Naturally active in vitro produced TGF-31 was also evaluated in spleen cell culture
supernatant. Spleen and liver extract of asymptomatic dogs had higher mean TGF-[31
levels than symptomatic dogs. High concentrations of IL-10 were found in spleen, and
mainly in liver extract of both groups. Higher INF-y concentrations were found in spleen
extracts of asymptomatic dogs, and in liver extracts of symptomatic dogs. Although INF-
v is being produced in canine infection, mean levels of TGF-B1 and IL-10 from spleen
and liver extracts were much higher, suggesting that immune response in both

asymptomatic and symptomatic dogs was predominantly type Th2.

Keywords: cytokines, ELISA, spleen cell culture, Th2 response, visceral leishmaniasis,

ZOoonosis



I. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma das mais importantes zoonoses emergentes
parasitarias, sendo a segunda maior enfermidade no mundo causada por protozoarios,
perdendo apenas para a Malaria. A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € uma
zoonose de canideos, que constitui um grave problema de Saude Publica, pois estes
animais sao as principais fontes de infeccdo da doenca. Ao acometer o homem, torna-
se uma antropozoonose, quando este entra em contato com o ciclo de transmissao do
parasito. A Leishmaniose Visceral Humana (LVH) é uma infec¢do crénica, de alta
incidéncia e letalidade, principalmente em criangas desnutridas e idosos.

As estratégias empregadas no controle sdo baseadas no diagndstico e
tratamento adequados dos casos humanos registrados, no controle do reservatério
canino (inquérito soroldgico e eutanasia de caes soropositivos) e no controle quimico do
vetor (aplicacéo de inseticida).

No Brasil, a LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais
diferenciados, em fung¢do de sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as regides
Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste.

O primeiro relato da ocorréncia de LVC no Estado de Sao Paulo foi de 1998, na
cidade de Aracgatuba, sendo diagnosticada pelo Servigo de Patologia do Hospital
Veterinario da UNESP. Desde entdo, a doenca tem se disseminado, totalizando 40
municipios com transmissdo canina nesta regiao. A notificagdo do primeiro caso de
LVH, em Aracatuba, data de abril de 1999, com 187 casos confirmados na regiéo e
destes, 19 obitos ocorreram até o més de fevereiro de 2003.

O céao tem importante papel na LV do ponto de vista epidemioldgico, pois a
infeccdo em caes tem sido mais prevalente que no homem. O indice de céaes
assintomaticos, que albergam o parasito na derme, no Brasil € de 40 a 60% dos
animais infectados. Ainda nao foram verificadas as predisposi¢cdes raciais, sexuais ou

etarias relacionadas a infeccéo no animal.



A infeccdo por Leishmania sp. em caes susceptiveis, apds a infec¢ado da pele,
ocorre a disseminagao do parasito, preferencialmente, para o bago, o figado, os
linfonodos e a medula éssea, onde se multiplica e desenvolve os sintomas. Céaes
assintomaticos apresentam resposta celular bem preservada e poucos anticorpos
circulantes, por outro lado, caes sintomaticos apresentam uma progressiva perda da
capacidade de proliferagao dos linfocitos T e altos niveis de anticorpos.

A Leishmania sp. é um parasito intracelular obrigatério, por isso, as defesas do
hospedeiro sdo dependentes da atividade dos linfocitos T do tipo Ta1, responsaveis
pela resposta imune celular. Em modelos experimentais, foi relatado que as citocinas
estimuladoras desta resposta sdo fundamentais para a resolucdo da infeccdo, mas
sabe-se que estas células encontram-se reduzidas no curso da enfermidade. A
atividade dos linfocitos T do tipo Ta2, produzindo citocinas responsaveis pela resposta
imune humoral (proliferacdo de linfocitos B e a produgédo de anticorpos), em
contrapartida, € abundante, mas sua agao € deletéria e nao protetora.

Outro estudo em modelos experimentais demonstrou que as citocinas fator de
transformagao do crescimento- (TGF-B) e a interleucina-10 (IL-10) estdo envolvidas na
supressao da resposta imune celular, ajudando na progressao da infecgdo. A citocina
INF-y, por outro lado, foi responsavel pela limitagdo do crescimento do parasito nos
macrofagos e pelo auxilio na resolugao da infecgao.

Apesar de inumeros estudos mostrarem a fungao das citocinas na progressao da
infeccdo em modelos experimentais, sdo raros os relatos avaliando o papel modulatério
das citocinas em caes naturalmente infectados. Este estudo podera trazer informacgdes
importantes para o entendimento da imunidade no cao naturalmente infectado por L.
(L.) chagasi e as citocinas associadas com a progressao da infecgao, podendo ser util
para a implementagdo de novas estratégias de controle da enfermidade e o

desenvolvimento de vacinas.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leishmaniose Visceral

As leishmanioses sdo um grupo de doengas parasitarias que afetam 88 paises e
sdo causadas por 24 espécies de protozoarios Leishmania sp. (HERWALDT, 1999).
Dependendo da espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro, as
manifestacdes clinicas apresentam-se como: cutanea, mucocutanea, cuténea difusa ou
visceral (PINELLI et al., 1994; HERWALDT, 1999) . Atualmente, encontra-se entre as
seis endemias consideradas prioritarias no mundo (WHO, 2003).

A leishmaniose visceral zoonodtica (LVZ) é causada pela Leishmania
(Leishmania) chagasi (HERWALDT, 1999) no Novo Mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1990), incluindo o Brasil (BADARO et al., 1986). As leishmanias s&o
parasitos intracelulares de mondcitos e macrofagos de 6rgéos linféides como o bago, os
linfonodos, a medula éssea e o figado. Seus ciclos bioldgicos alternam entre a forma
amastigota, em hospedeiros vertebrados, e a forma promastigota, no sistema digestorio
do vetor (WHO, 1990).

E endémica na América, Europa e paises da Asia (PEARSON & SOUSA, 1996;
HERWALDT, 1999) com novas areas de disseminagdo da enfermidade sendo
identificadas, como por exemplo a América do Norte (ENSERINK, 2000; SILVA et al.,
2001). Na América Latina, a enfermidade foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo
que 90% dos casos ocorreram no Brasil, especialmente na Regido Nordeste. No Brasil,
a leishmaniose visceral (LV) apresentava carater eminente rural (WHO, 1990) e
recentemente, expandiu-se para as areas urbanas (MARZOCHI; MARZOCHI;
CARVALHO, 1994) de médio e grande porte (SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997).
Atualmente, a LV esta registrada em 19 das 27 Unidades da Federagdo, com
aproximadamente 1.600 municipios apresentando transmissao autéctone (SVS, 2003).

Os caes (Canis familiares) foram considerados os reservatorios urbanos mais
importantes da L. (L.) chagasi (COSTA & VIEIRA, 2001; MORENO & ALVAR, 2002) e



apresentam maior prevaléncia a infeccao (PARANHOS-SILVA et al., 1996), pois é a
partir dele que ocorre a transmissdo ao homem (ABRANCHES et al., 1991; SVS, 2003).
A transmissdo entre hospedeiros vertebrados ocorre pela picada da fémea do
flebotominio hematdéfago Lutzomyia longipalpis (ALENCAR; NEVES; DIETZE, 1991;
FERRER, 1992). Ndo ocorre transmissdo direta da LV de pessoa a pessoa. Outros
mecanismos de transmissdo incomuns sdo a auto-inoculagdo por material
perfurocortante, a transfus&o sanguinea, o compartilhamento de seringas e agulhas no
uso de drogas injetaveis, a transmissdo congénita pelas células do sistema fagocitario
mononuclear infectadas por formas amastigotas que atravessam a placenta e o contato
do sangue materno com o feto no momento do parto (GENARO et al., 2003).

ApoOs a transmissao, o parasito multiplica-se, inicialmente, na pele do sitio de
infeccao e, na falta de resposta imune que proteja o hospedeiro, dissemina-se para a
pele e espalhando-se pelas visceras e multiplicando-se em especial na medula 6ssea,
no baco e no figado, eventualmente causando os sintomas da enfermidade (OLIVEIRA,;
SANTORO; SADEGURSKY, 1993).

Os sinais clinicos da LV mais comuns no cao sao: linfoadenomegalia, alteracdes
dermatologicas (queda de pélos, lesdes ulcerativas, prurido intenso, pelame opaco e
dermatite seborréica), hiporexia, onicogrifose e emaciagédo. Outros achados importantes
sao: anemia, uveite, hipertermia, émese, diarréia, melena, pneumonia, epistaxe,
comprometimento do sistema urinario e alteragdes hepaticas. As alteragdes
neuroldgicas sdo menos frequentes (FERRER, 1999; FEITOSA et al., 2000).

O diagndstico clinico da LVC ¢ dificil de ser determinado devido a grande
percentagem de cdes assintomaticos e oligossintomaticos existentes e também por
apresentar semelhangca com outras doencgas infecto-contagiosas que acometem cées.
O diagndstico laboratorial pode ser baseado no exame sorolégico e parasitologico,
sabendo-se que os métodos recomendados pelo Ministério da Saude para avaliagdo da
soroprevaléncia canina, sdo o ensaio imunoenzimatico em fase solida (ELISA), para
triagem de caes sorologicamente positivos para Leishmania sp.,e a imunofluorescéncia
indireta (IFl), para a confirmagao dos caes sororreagentes ao teste ELISA. O método

parasitolégico, por outro lado, apesar de ser o método diagndstico de certeza, pois o



seu laudo é confirmado pela observagao direta do parasito, € impraticavel nos
programas de saude publica, pela grande demanda de cdes a ser investigada em
pouco espacgo de tempo (SVS, 2003).

O tratamento da LVC n&o é recomendado, pois ndo diminui a importancia dos
caes como reservatoérios da enfermidade. O tratamento com farmacos tradicionalmente
empregados no LV humana apresenta baixa eficacia e o seu uso rotineiro em cées,
apesar de induzir a remissao temporaria dos sintomas, nao previne recidivas, tem efeito
limitado na infectividade de flebotominios e ha o risco de sele¢cdo dos parasitos
resistentes aos farmacos utilizados para o tratamento humano (SVS, 2003).

Atualmente, o que se faz para controlar a LV, é a eutanasia dos caes que
apresentem sintomatologia e exame soroldgico positivo para Leishmania sp., mas
estudos tém demonstrado que este nao tem sido o melhor método para a reducao da

transmisséo.

2.2. Imunidade na Leishmaniose Visceral (LV)

De maneira geral, a populagao de linfocitos TCD4+ auxiliares divide-se em duas
subpopulagoées: linfocitos TCD4+ auxiliares tipo1 (Ta1) e linfécitos TCD4+ auxiliares tipo
2 (Ta2), as quais sao definidas com base no seu padrao de citocinas (MOSMANN et al.,
1986).

As células Ta1 secretam, principalmente, interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-
2) induzindo a ativagdo de macrofagos e a resposta mediada por células (CHER &
MOSMANN, 1987), associada a resisténcia (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002),
enquanto que as células Ta2 secretam, interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e
fator de transformagéao do crescimento-f (TGF-B) fornecendo maior ajuda a resposta
mediada por anticorpos (COFFMAN et al., 1988; BACELLAR et al., 2000), associada a
susceptibilidade (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).



A LVH é caracterizada por uma deficiéncia na sintese de INF-y e pela expressao
aumentada de IL-10, a citocina associada as células Ta2 que suprime a proliferacédo e a
funcao das células Ta1 (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1997).

O controle de algumas infecgdes por Leishmania sp. estd associado ao
desenvolvimento da resposta imune adaptativa a antigenos especificos, a producéo de
INF-y pelos linfécitos Tal e a subsequente ativacdo de macrofagos que leva a morte
intracelular de amastigotas, onde justamente estas sdo capazes de interferir,
retardando ou até mesmo bloqueando o desenvolvimento de uma resposta imune
protetora (BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1998).

Na LVC a resposta imune se caracteriza pelo desenvolvimento da resposta
humoral pela ativagdo de células B e pela intensa hipergamaglobulinemia (QUINNELL
et al.,, 2001), além da produgdo do anticorpo imunoglobulina-E (IgE) antileishmania
(ALMEIDA et al., 2005). Caes infectados assintomaticos, tém sido associados com uma
resposta proliferativa especifica, com produgéo de IFN-y, IL-2 e TNF-o. e baixos titulos
de anticorpos antileishmania, e caes sintomaticos apresentam a depressao das fungdes
das células T e niveis altos de anticorpos especificos (CABRAL; O'GRADY;
ALEXANDER, 1992).

A caracterizacdo do tipo de resposta imune que esta associada a LVC ou a
assintomatologia, foi investigada através da correlagdo entre as classes e subclasses
de imunoglobulina (Ig) (CHATTERJEE et al., 1998; ANAM et al., 1999). O aparecimento
de anticorpo especifico 1gG2 contra Leishmania sp. foi correlacionado a caes
assintomaticos, embora a preponderancia de IgG1 tenha sido correlacionada com a
progressdao da enfermidade (DEPLAZES et al., 1995). Foi observada ainda uma
correlagcao entre a secrec¢ao de IgG1 e o desenvolvimento da LVC (NIETO et al., 1999).

Outros estudos discordaram dos anteriores. BOURDOISEAU et al. (1997b)
verificaram niveis altos de 1gG2 em céaes infectados e LEANDRO et al. (2001)
confirmaram a auséncia de relagéo entre o nivel de IgG2 e a resisténcia a infecgéo. Por
fim, SOLANO-GALLEGO et al. (2001) em um estudo com 280 animais em diferentes
estagios da infecgdo, ndo encontraram correlagao entre o status clinico do animal e a

secregao das subclasses de IgG. Além disso, em um estudo longitudinal realizado por



QUINNELL et al. (2003) foi demonstrado que as subclasses de IgG ndo séao
marcadores Uteis do estabelecimento de resisténcia ou de susceptibilidade para LVC.

A LVC pode ser considerada uma doenga imunomediada devido a capacidade
do parasito em modificar o sistema imunolégico do hospedeiro (SLAPPENDEL &
FERRER, 1990), inabilitando seus macréfagos a eliminar amastigotas intracelulares
(MURRAY; RUBIN; ROTHERMEL, 1983; CARVALHO et al., 1985). A incompeténcia
das células TCD4+ em secretar quantias significantes de citocinas ativadoras de
macrofagos, tais como INF-y, em resposta aos antigenos de Leishmania sp., tem
importante papel na imunopatologia da enfermidade (MURRAY; RUBIN; ROTHERMEL,
1983; CARVALHO et al., 1985).

Em caes assintomaticos, a infecgdo por L. (L.) chagasi usualmente promove a
doencga sistémica cronica. No entanto, a evolugdo pode ser aguda e grave, levando o
animal a o6bito em poucas semanas, ou a doenga pode tornar-se latente e evoluir
inclusive, para a cura clinica espontanea (GENARO, 1993). Nos caes sintomaticos,
observa-se uma redugao no numero de linfécitos TCD4+ concomitante a proliferagao do
parasito nos macrofagos, o que sugere a auséncia de resposta imune efetiva no sentido
de eliminar o parasito (BOURDOISEAU et al., 1997a).

A predominancia da resposta do tipo Ta1 (com simultdnea expressao de INF-y,
IL-2 e IL-12) por um curto periodo de tempo, evidenciou que o perfil de citocinas é
necessario para o controle da infecgao, retardando a progressao da enfermidade, em
caes experimentalmente infectados por L. (L.) infantum, mas foi incapaz de controlar a
infeccao (SANTOS-GOMES et al., 2002).

Os fatores iniciais que contribuem para a inibicado ou proliferacdo dos parasitos
nas células do hospedeiro sdo pouco compreendidos, mas citocinas tais como IFN-y,
interleucina-12 (IL-12), IL-10 e TGF-B s&o conhecidas por influenciar na sua replicagéo
nos macrofagos (MURRAY et al., 1995; WILSON et al., 1998; WALKER et al., 1999).



2.3. Fator de Transformagao do Crescimento-§ (TGF-B) e Leishmaniose Visceral
(LV)

O TGF-B é uma proteina de 25-kDa produzida por variedades amplas de células,
incluindo a macréfagos ativados, células T, células B e células NK (KEHRL et al., 1986;
WAHL, 1994). Pode ocorrer em trés isoformas, TGF-B (1, 2 e 3), descritas em
mamiferos (MASSAGUE, 1990) e sao usualmente secretadas na forma de precursores
latentes que necessitam de clivagem por enzimas para tornarem-se homodimeros
biologicamente ativos (MASSAGUE, 1990; BARRAL-NETO et al.,, 1992). O TGF-
realiza seus efeitos bioldgicos pelo encadeamento dos receptores da superficie das
células (MASSAGUE, 1990).

Esta citocina pertence a uma grande familia de moléculas reguladoras do
crescimento, sdo multifuncionais com importantes propriedades pro e antiinflamatérias,
dependendo do ambiente em que estdo inseridas e também da concentracdo em que
se encontram (WAHL, 1994). Suas importantes propriedades proinflamatérias incluem a
capacidade de recrutar mondcitos, células T e neutrdéfilos para os locais de inflamacgao,
no inicio da infecg¢ao, através da modulacédo da expressao de moléculas de adesao das
células endoteliais (OMER; KURTZHALS; RILEY, 2000; LING & ROBINSON, 2002), no
entanto, sdo capazes de suprimir a expressdo da produgcdo de algumas citocinas pro-
inflamatdrias por varios tipos celulares (ESPEVIK et al., 1987).

TGF-B1 é responsavel por regular a proliferacao e a diferenciacao de células
(KEHRL et al.,, 1986; LING & ROBINSON, 2002), estimular a sintese da matriz
extracelular, a angiogénese, a imunomodulagdo (LING & ROBINSON, 2002) e a
indugao da arginase |, juntamente com outras citocinas do tipo Ta2, que em macréfagos
murinos levam ao aumento proporcional no numero de amastigotas intracelulares
(INIESTA et al., 2002).

E um dos estimuladores mais potentes da fibrose (WAHL, 1994) por fibroblastos,
controlando a expressdo de muitas proteinas da matriz extracelular (colageno do tipo I,
Il e IV, fibronectina, trombospondina, tenascina, osteopontina, osteonectina e
proteoglicanos) (BRANTON & KOPP, 1999). Por outro lado, inibe a expressao de



algumas proteases (colagenase, estromelisina e ativador de plasminogénio) e induz a
sintese de enzimas que degradam a matriz extracelular (inibidor-1 ativador de
plasminogénio e inibidor tecidual de metaloprotease) (EDWARDS et al.,, 1987;
ROBERTS; MCCUNE; SPORN, 1992).

Entre outros efeitos inibitérios do TGF-B, no sistema imune estdo: a redugéo da
inducédo de receptores de IL-2 (KEHRL, 1986), a reducdo da producédo de INF-y que
acarreta na diminuicdo da resposta oxidativa (CZARNIECKI et al., 1988; DING et al.,
1990; NANDAN & REINER, 1997) e da produgdo de o6xido nitrico por macrofagos
(ESPEVIK et al., 1987); a redugao da produgao de IL-1 (MULE et al., 1988), a redugao
da producéo de INF-a e TNF-a pelas células NK (BELLONE et al., 1995), a redugao da
citotoxicidade e da produgédo de linfocinas que ativam a morte celular (MULE et al.,
1988) e a reducgdo do sinal Jak-STAT levando a inibigdo de IL-12, resultando na baixa
proliferacéao das células T e producdo de IFN-y e no aumento da morte celular por
apoptose (BARRAL-NETO et al., 1992; BRIGHT & SRIRAM, 1998).

Estudos sugeriram que esta citocina, na LV, esteja relacionada a manutengao ou
exacerbagao da imunossupressao caracteristica da enfermidade (RODRIGUES; SILVA,;
CAMPOS-NETO, 1998). A infecgcéo por Leishmania sp., em modelos murinos, induziu a
producdo de TGF-B ativo, tanto in vitro quanto in vivo, sendo importante na sua
regulagao. Supde-se que induza citocinas que desativem macroéfagos, tais como IL-4 e
IL-10 e a producdo destas resulte no aumento da infeccdo intracelular, levando ao
desenvolvimento de uma resposta do tipo Ta2, sem importancia na resolucdo da
infeccdo (BARRAL-NETO et al., 1992; BARRAL et al., 1993). Algumas espécies de
Leishmania sp. induzem a producédo de TGF- por macrofagos (BARRAL-NETO et al.,
1992), assim, a presenga do parasito talvez seja responsavel pelo inicio ou causa da
expressao de TGF-B ou mesmo ainda, este gere sua propria expressao (SEDER et al.,
1998). Acredita-se também que a produg¢ao do TGF-B seja promovida por componentes
da saliva do vetor (BARRAL-NETO et al., 1992).

WILSON et al. (1998) acreditam que o TGF- seja um grande determinante da
progressdao da enfermidade causada pela L. (L.) chagasi em camundongos

susceptiveis, promovendo a susceptibilidade. Foram encontrados niveis altos desta



citocina no figado destes animais e quando foi promovida a sua neutralizagéo,
aumentaram os niveis de INF-y neste local, sugerindo que o TGF- limite a producgéo de
INF-y durante a infeccdo primaria e que, niveis baixos de TGF-B talvez sejam
importantes para o desenvolvimento da imunidade apds a imunizacéao.

RODRIGUES; SILVA; CAMPOS-NETO (1998), mostraram que células aderentes
do baco de hamsters infectados por L. (L.) donovani produziram niveis altos da citocina
inibitéria  TGF-B. Pela técnica de imunohistoquimicas, com o uso do anticorpo
monoclonal anti-TGF-B foi demonstrado que esta citocina foi produzida
abundantemente in vivo pelas células esplénicas de animais infectados e em adicao,
niveis altos de TGF-f foram produzidos in vitro por células de hamsters infectados,
espontaneamente ou apds estimulo de antigeno (parasito) ou lipopolissacarideo.

MELBY et al. (2001) em um estudo com camundongos BALB/c
experimentalmente infectados com L. (L.) donovani demonstraram o grande aumento
da produgéo esplénica de TGF-, principalmente na polpa vermelha, no curso agudo da

infeccéao.

2.4. Interleucina-10 (IL-10) e Leishmaniose Visceral (LV)

A IL-10 é produzida por macrofagos, células T e B (HOWARD & O'GARRA,
1992; GASIM et al, 1998) e também por mondcitos humanos ativados por
lipopolissacarideos (LPS) (DE WAAL MALEFYT et al.,, 1991a). Apresenta efeito
pleiotréfico em varias células. E um potente supressor dos mecanismos efetores
microbicidas conhecidos da ativagdo de macrofagos, incluindo a regulagéo negativa das
células apresentadoras de antigenos (APC) (FIORENTINO et al.,, 1991; DE WAAL
MALEFYT et al., 1991a), a producao de citocinas (INF-y, TNF-c, IL-1, IL-6, IL-8, entre
outras) (BOGDAN; VODOVOTZ; NATHAN, 1991; DE WAAL MALEFYT et al., 1991b;

RALPH et al., 1992) e os eventos metabdlicos associados a ativagao de macréfagos,



como a producdo de intermediarios reativos de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI)
(BOGDAN; VODOVOTZ; NATHAN, 1991).

E uma citocina antagdnica ao INF-y (MURRAY; RUBIN; ROTHERMEL, 1983),
influenciando na resolugédo da infec¢ao, parcialmente, pelo bloqueio da sua produgao
(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; MOORE et al., 1990). Portanto, sua
importancia nas doencas parasitarias se deve ao bloqueio do INF-y que ativa
macrofagos, levando a morte intracelular dos protozoarios (SILVA et al., 1992). Um
estudo realizado em camundongos BALB/c infectados com a forma promastigota da L.
(L.) chagasi, mostrou na cultura de esplendcitos niveis elevados de IL-10 e de INF-y,
sugerindo que outra citocina além de IL-10 seja responsavel pela inibicado de INF-y.
(WILSON et al., 1998).

A citocina IL-10, como o TGF-f, foi produzida na infecgao por Leishmania sp.
(HOLADAY, 1999; MOSSER & KARP, 1999) e foi responsavel pela indugao de arginase
I, resultando na proliferagédo do parasito na célula, levando a progressdo da doenga
(INIESTA et al., 2002).

A IL-10 na infecgdo humana ou experimental tem ampla agdo nas APCs e nos
mecanismos coestimulatoérios das células T, na proliferacdo de células T e na secrecao
de citocinas que inativam células Ta1 (BOGDAN; VODOVOTZ; NATHAN, 1991; KARP
et al., 1993; WILSON et al., 1998; BACELLAR et al., 2000). E a principal citocina que
pode regular negativamente a resposta imune em humanos com LV e modelos murinos
(BARRAL et al., 1993; BACELLAR et al ., 2000).

Embora desprovida de propriedades proinflamatérias (KUHN et al., 1993), a IL-
10 claramente tem o potencial de incapacitar a defesa do hospedeiro contra a
Leishmania sp. e levar a infeccéo visceral e em paralelo, enfraquecer a responsividade
aos quimioterapicos, em camundongos (MURRAY et al., 2002).

A IL-10 esta relacionada a patogénese da infeccdo em humanos (KARP et al.,
1993). Estudos mostraram que na LVH ha niveis significativamente altos de IL-10 e
também de INF-y, comprovando a existéncia dos dois tipos de resposta imune Ta1l e
Ta2 (KARP et al., 1993; KENNEY et al., 1998). Outro estudo sugeriu que a IL-10 atuou



como um fator regulatério que permitiu o balanceamento entre os dois tipos de
respostas (KEMP et al., 1999). A neutralizagao de IL-10, restabeleceu a proliferagdo de
linfécitos e a producéo de INF-y pelas células mononucleares do sangue periférico, de
pacientes com LV ativa (CARVALHO et al., 1994; GHALIB et al., 1995).

GHALIB et al. (1993) relataram que pacientes com LV aguda tém habilidade para
responder especificamente ao antigeno de Leishmania sp. com producédo de IL-10,
sugerindo que esta seja importante para a persisténcia do parasito nas células do
hospedeiro, possivelmente porque macrofagos e células T estejam produzindo IL-10 em
resposta a Leishmania sp. e esta seja importante para a regulagdo negativa da resposta
das células T.

GASIM et al. (1998) estudaram o plasma e os queratindcitos de pacientes
tratados para LV que desenvolveram leishmaniose dermal pos-calazar e HOLADAY
(2000) estudou as células do sangue periférico, também de pacientes em tratamento
para LV e sugeriram que niveis altos de secrecdo de IL-10 enddégeno foram
relacionados com a esplenomegalia, hepatomegalia e a progressao da LV apds a
infeccdo da derme. A observacdo da variabilidade dos niveis desta citocina talvez
explique a variabilidade da resposta imune celular obtida pelos pacientes com LV.

QUINNELL et al. (2001), em um estudo semi-quantitativo do aspirado de medula
O0ssea, em cédes naturalmente infectados com L. (L.) chagasi, sugeriram que ao
contrario do que ocorre para a LVH, a citocina IL-10, talvez ndo represente o papel
chave na imunossupressao em caes, pois foram encontrados niveis baixos de IL-10.

Em estudo com células mononucleares do sangue periférico de caes
experimentalmente infectados com amastigotas de L. (L.) infantum, foi observado a
baixa propor¢ao de animais que expressaram IL-10, sugerindo que esta citocina talvez
nao tenha efeito inibitério direto sobre INF-y e IL-2 e que esta observagao talvez nao
tenha relacdo com a imunossupressao da resposta mediada por células nestes animais
ou com a doenga severa, associada a expressado da IL-10, pois alguns animais n&o
conseguiram controlar a infeccdo (SANTOS-GOMES et al., 2002).

E importante destacar que ha diferenca entre a progressdo da enfermidade na

infeccdo experimental e na natural, j4& que a saliva do vetor tem funcao



imunomodulatéria. PARANHOS et al. (1993) em um estudo com caes, observaram que
estes quando inoculados com lisado de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis
simultdnea a inoculacdo de promastigotas de L. (L.) chagasi, ambos pela via
intradérmica, foi induzida uma eosinofilia significativa, sem evidéncias de infecgao,
diferente daqueles caes inoculados com promastigotas de L. (L.) chagasi, pela via

intravenosa, ou com o lisado de glandula salivar.

2.5. Interferon-gama (INF-y) e Leishmaniose Visceral (LV)

O INF-y é produzido pelas células T e células NK, estimuladas pela IL-12
(TRINCHIERI, 1993). Em pacientes com LV a maior fonte de INF-y sdo as células
TCD4+ (BACELLAR et al., 2002). A citocina INF-y induz a sintese de 6xido nitrico
sintase (INOS) (REINER & LOCKSLEY, 1995) que produz 6xido nitrico e leva a morte
intracelular de amastigotas por apoptose, em modelos murinos (EVANS et al., 1993) e
ativa fungbes microbicidas (REINER & LOCKSLEY, 1995). Regula positivamente a
producédo de TNF-a, uma citocina proinflamatoéria (STEIN & GORDON, 1991) envolvida
na patogénese da LV e de outras doencgas parasitarias e bacterianas (GRAU et al.,
1989; SARNO et al., 1991).

Esta citocina junto com a IL-2 tem sido mostrada como importante para a
resposta imune e para a morte das leishmanias e a sua auséncia representa o defeito
chave na resposta imune a LV (CARVALHO et al.,, 1985). A producao de INF-y no
periodo inicial da infeccdo humana por L. (L.) chagasi, foi associada a capacidade do
hospedeiro em prevenir a progressdo da doengca (CARVALHO et al., 1992), pois esta
citocina é critica para a protecao inata ou adquirida (CARVALHO et al., 1992; MURRAY
et al., 1992). Estudos mostraram que a inabilidade para o controle da replicagao de L
(L.) donovani, no inicio da infec¢ado em camundongos, foi associada a baixa capacidade
das células esplénicas em produzir in vitro INF-y (KAYE; CURRY; BLACKWELL, 1991).



CARVALHO et al. (1994) demonstraram in vitro que a restauragcédo da resposta
linfoproliferativa para o antigeno de Leishmania sp. ocorreu pela adi¢ado de IL-2 e INF-y
nas culturas de linfécitos. Os possiveis papéis destas citocinas na restauracdo da
resposta pelas células T, incluem: o aumento da expressao das moléculas de MHC de
classe Il nas APCs (REINER et al., 1988), a regulacdo negativa da produgao de IL-4 e
IL-10 (MOSMANN & COFFMAN, 1987) e o aumento da ativagdo de macrofagos (LIEW
et al., 1989).

O INF-y desenvolveu um papel central na limitagdo do crescimento de
Leishmania sp. em macréfagos murinos e humanos e foi limitante da progressao das
leishmanioses (CARVALHO et al.,, 1992; MURRAY et al., 1992). Assim, a modulagao
sistémica ou localizada dos niveis de INF-y pode ser um determinante critico da
resolucdo da enfermidade (MURRAY et al.,, 1992). Apesar de sua importancia no
controle da enfermidade, somente INF-y ndo foi suficiente para eliminar o parasito, pois
houve necessidade também da producédo de IL-12, migragdo de células T e células
dendriticas para os sitios de parasitismo cronico (MELBY et al., 2001).

A apoptose de células T foi mostrada na LV experimental, em uma porcentagem
de 40% de células TCD4+ de camundongos susceptiveis, concomitante a significante
queda na secrecdo de IL-2 e INF-y durante a infecgdo por L. (L.) donovani, estando
estes eventos relacionados a imunossupresséo (DAS et al., 1999).

O nivel de INF-y quando analisado isoladamente, ndo foi um bom indicador de
resisténcia a enfermidade ou da eventual cura (KARP et al, 1993; CHAMIZO;
MORENO; ALVAR, 2005), porque cées infectados com L. (L.) chagasi, apresentando ou
ndo sintomatologia manifesta, acumularam niveis similares de INF-y no soro e na
medula éssea (QUINNELL et al., 2001). A producao de INF-y foi fortemente associada a
producdo de anticorpos, o que sugeriu uma grande regulagdo positiva de resposta
imune antileishmania no hospedeiro infectado (QUINNELL et al., 2001).

WILSON et al. (1996) observaram que a carga parasitaria no inicio da infecgao
apresentou-se elevada no figado, diminuindo espontaneamente, ao passo que no bago

a multiplicacdo se manteve baixa, indicando que a L. (L.) chagasi promoveu replicagcao



eficiente no figado, dos camundongos infectados, sugerindo que a auséncia de INF-y no
figado e presenga no bacgo foi 0 que permitiu ou inibiu respectivamente a sobrevivéncia
do parasito, nestes diferentes 6rgaos.

SANTOS-GOMES et al. (2002), observaram em células mononucleares do
sangue periférico, de caes inoculados com formas amastigotas de L. (L.) infantum, uma
baixa proporcdo destes caes infectados, n&o estimulados ou especificamente
estimulados, que mostraram a expresséo de IL-12, IL-2 e INF-y e este resultado quando
associado a baixa deteccdo de IL-10, foi sugerido como ocorréncia de um
“estabelecimento de siléncio” do parasito. Assim, a produgdo de INF-y esteve elevada
por um breve periodo durante a fase prepatente na infecgdo experimental e foi ausente
durante a fase sintomatica. Foi observada também produgédo de INF-y em caes nao
infectados, mas somente na cultura de células estimuladas pela concanavalina A.

No estudo realizado por MELBY et al. (2001) em camundongos BALB/c
infectados por L. (L.) donovani foi observado o aumento na produgéo de INF-y e IL-12,
varias semana apos a infecgao, ao mesmo tempo em que a carga parasitaria do baco e
do figado declinou.

HOLZMULLER et al. (2005) mostraram que caes imunizados com antigeno
purificado de promastigotas de L. (L.) infantum exibiram uma eficiente resposta imune
celular in vitro contra a infecgao, caracterizada pelo aumento da atividade leishmanicida
do INF-y, que ativou macrofagos, induzindo a produgao de grandes quantias de 6xido
nitrico, um potente leishmanicida, com atividade tanto in vitro como in vivo.

STRAUSS-AYALI et al. (2005) verificaram que as células mononucleares do
sangue periférico de caes experimentalmente infectados por L. (L.) infantum
proliferaram e produziram INF-y. Em cdes naturalmente infectados proliferaram, mas
nao produziram INF-y, entretanto, em caes controle, ndo proliferaram nem produziram
INF-y. Quando foi realizado o estimulo destas células com IL-12 exdgeno, houve uma
tendéncia no aumento da proliferacdo e consideravel aumento na expressao e

produgao de INF-y em todos os caes infectados, pois a IL-12 favorece a resposta imune



do tipo Ta1, como a ativacdo de macrofagos e células NK, além de induzir a produgéo
de INF-y (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1997).



lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar citocinas, pertencentes ao padrao Tal e Ta2, em caes machos,
assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)

chagasi; e observar a modulagao da resposta imunoldgica.

3.2. Objetivos Especificos

e Quantificar a produgcao de TGF-B4 no sobrenadante de células esplénicas e no
sobrenadante do extrato de bago e de figado, de cades machos, assintomaticos e

sintomaticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi.

e Quantificar a produgcédo das citocinas IL-10 e IFN-y, no extrato de baco e de
figado, de caes machos, assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados

por L. (L.) chagasi.



IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de Estudo

O estudo foi conduzido na cidade de Aracgatuba, oeste do estado de Sao Paulo,

local endémico da enfermidade Leishmaniose Visceral Canina (LVC).

4.2. Animais

Foram utilizados 30 caes (Canis familiares) machos, adultos (idade variando de 2
a 5 anos), de varias ragas ou sem raga definida, de varios pesos, estado nutricional
variando de caquético a sadio, provenientes do canil do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Aracatuba.

4.3. Grupos Experimentais

Os cées passaram por uma triagem pelo método de ELISA indireto de acordo
com LIMA et al. (2003), e apenas aqueles que se apresentaram soropositivos na reagéo
utilizando antigeno para L. (L.) chagasi foram subdivididos em dois grupos de 15 caes
cada um, de acordo com a avaliagdo prévia baseada no exame fisico e clinico

(Apéndice A). Os grupos foram classificados como:

Grupo de caes assintomaticos — grupo de cédes que nao apresentaram

sintomatologia manifesta.



Grupo de caes sintomaticos — grupo de cédes que apresentaram pelo menos
trés sinais clinicos caracteristicos da LVC, tais como: perda de peso, caquexia, apatia,
linfoadenomegalia, hepato-esplenomegalia, alteragdes dermatolédgicas (queda de pélos,
lesbes ulcerativas, prurido intenso, pelame opaco e dermatite seborréica), conjuntivite,

uveite, hipertermia, onicogrifose, emaciagao, émese e diarréia.

4.4. Obtencao de Materiais

A obteng¢ao dos materiais foi precedida do procedimento de eutanasia, segundo

0 seguinte protocolo:

e tranquilizacdo prévia com maleato de acepromazina', administrado na
dose de 0,05 mg/kg, pela via intramuscular;

¢ intervalo de 15 minutos;

e indugado anestésica pela administracdo de tiopental sodico?, na dose de 15
mg/kg, pela via intravenosa (injecao rapida — 20 segundos);

 administracdo do cloreto de potassio®, uma ampola de 10 ml, pela mesma

via.

Foram obtidas amostras de sangue total, pela puncdo venosa cefalica ou pela
puncao cardiaca direta, que foram acondicionadas sob refrigeracao e centrifugadas
para separagao do soro, utilizado para a triagem dos cées positivos para LVC. Um

fragmento de bacgo foi separado em um tubo com solugdo de PBS e antibidticos

! Acepran ® 0,2% - Univet SA
2 Thiopentax ® 0,5 g/1 g —Lab. Cristédlia

3 Cloreto de Potassio 10 ml — 19,1% - Darrow



(Penicilina e Estreptomicina® - 0,1 ml/l), sendo colocado sob refrigeracdo, para realizar o
cultivo de células brancas e avaliagdo do TGF-B in vitro. Outro fragmento de bago e um
fragmento de figado foram congelados imediatamente apds a colheita, em nitrogénio
liquido para avaliagao das citocinas ex vivo, IL-10 e INF-y. Todo material foi obtido de
forma asséptica, de acordo com as condigcdes oferecidas no local da coleta.

No Brasil, o Ministério da Saude adota como medida de controle e prevencao da

LVC a eutanasia de todos céaes infectados.

4.5. Sorologia para Leishmaniose

O teste de ELISA indireto foi realizado com o objetivo de selecionar os
caes utilizados no experimento, identificando os que apresentavam titulo de anticorpos
para L. (L.) chagasi. Os caes que apresentaram titulos baixos foram excluidos do

experimento. O ponto de corte,eut-off considerado para o ensaio foi de 0,270

determinado pela média mais trés vezes o desvio-padréo. Este foi obtido das amostras
de soro, do grupo de caes saudaveis, de areas ndo endémicas (VOLLER; BIDWELL;
BUREK, 1980).um

I

As microplacas de poliestireno de 96 pogos (Costar, EUA) foram sensibilizadas

com 50 pul por pogo, da solugéo de 20 ug/ml de proteina de lisado total de promastigotas
de L. (L.) chagasi em tampao carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) (Apéndice B),
incubadas a 4 °C por toda a noite.

ApOs a sensibilizacdo as placas foram lavadas por trés vezes com PBS
acrescido de 0,05% de Tween 20, pH 7,2 (PBS T 20) (Apéndice B) e bloqueadas com
150 pl por poco, de PBS acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Apéndice B), por

* Penicilina— 10000 Ul/ml e Estreptomicina— 10 mg/ml - CULTILAB



1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida as placas foram lavadas como descrito
anteriormente.

As amostras foram diluidas em PBS T 20 acrescido de 10% de SFB, na diluicao
de 1:400. A mesma diluicao foi realizada para os controles positivos e negativos. Foram
adicionados 100 ul de amostras e padrdes, por pogo, em triplicata. Esta etapa do
ensaio foi incubada durante trés horas, a temperatura ambiente e em seguida a placa
foi lavada como ja descrito.

Posteriormente, foram adicionados 100 pl, por po¢o, de anticorpo anti-lgG de céo
conjugado a peroxidase_(Sigma, EUA) diluido em PBS T 20 (1:1000). A incubacéo foi
realizada por 1 hora, a temperatura ambiente e em seguida a placa foi lavada

novamente. As placas foram cobertas com 100 pl, por poco, da solugédo reveladora

composta pelo substrato o-phenylenediamine dihydrocloride (OPD) (Sigma, EUA)PD
{6;4-mgiml,) dgua oxigenada (H20), acido citrico (0,1 M) e fosfato de sédio dibasico
(0,2 M) (Apéndice B), e permaneceram a temperatura ambiente até a revelagdo e o
momento de leitura.

A reacgao ocorreu em cinco minutos, em ambiente escuro e foi interrompida pela
adicdo de 50 ul, por pogo, de acido cloridrico 1 N. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro para microplacas de 96 pocos, Spectra Count ™- (Packard Bio

Science Company, EUA), utilizando-se filtro para comprimento de onda de 492 nm.

4.6. Cultura de Células Brancas Esplénicas

A cultura de células brancas esplénicas foi realizada para a obtengdo do
sobrenadante de 24 horas, para quantificacdo do TGF-B ativo naturalmente produzido
in vitro. O material coletado foi imediatamente processado em fluxo laminar estéril. Os
fragmentos de bago (3 cm x 3 cm) foram macerados em meio RPMI-1640 completo
(Sigma, EUA) (Apéndice D), (Gibeo;Pisley;UK)-Meio—para—Cultura—CelalarpH 7,2, em

uma placa de Petri, em seguida centrifugados a 4 °C, 3000 rpm, por 10 minutos. O



sobrenadante foi desprezado e o sedimento lisado por 5 minutos com tampao de lise
gelado (Apéndice D), alternando-se entre o agitador de tubos (Phoenix — Brasil) e o
recipiente contendo gelo, para que ocorresse a lise das hemacias. Para algumas
amostras o procedimento de lise foi repetido, para que se obtivesse um sedimento
homogéneo.

Apos a lise o sedimento foi lavado, por trés vezes, com PBS estéril,
centrifugando a 4 °C, 3000 rpm, por 10 minutos a cada vez e suspenso em 1 ml de
meio RPMI-1640 completo. Para a contagem em camara de Neubauer (Loptik Labor,
Alemanha), foi realizada a diluicdo de 1:1000. As células brancas foram plaqueadas na
quantidade de 5 x 10° células/pogo, em placas de 24 pocos (TPP-92024, Suica) e
incubadas por 24 horas a 37 °C em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO..
Apés o término da incubagéo o sobrenadante foi coletado, centrifugado e armazenado a
—80 °C (Revco, USA).

4.7. Extrato de Bago e de Figado

A obtencdo dos extratos foi necessaria para que se pudesse posteriormente
quantificar as citocinas, ex vivo, -eitecinras-eomolFN-y, IL-10 e TGF-B4, pela técnica de
ELISA de captura. Para tal foi pesado 1 g dos fragmentos dos 6rgaos (bago e figado),

que estavam congelados em nitrogénio liquido e adicionadosdescongelades —para

obtencdo-do-eluato-do-6rgde2 ml de meio RPMI-1640 completo (Sigma, EUA){(Gibee;
Pisley;UK)}—Meio—para—Cultura—Celdlar;, pH 7,2. O material foiram triturado em
homogeneizador de tecidos (Ultraturrax T8, Alemanha), na velocidade maxima do
aparelho, por aproximadamente 5 minutos—2?2)mantidos—em—gelo ou até que se
obtivesse um material homogéneo, e mantido em gelo, para a preservagdo das
citocinas. Posteriormente, o homogeneizadoeluato-do-6rgée foi centrifugado a 10.000 g,
por 15 minutos a 4 °C, e o sobrenadante-de-eluate imediatamente armazenado aa— —
80 °C (Revco, USA).




4.8. Western Blot

A técnica foi utilizada para validar o uso do kit comercial humano de ELISA que
quantifica TGF-B4 ativo (Promega Corporation, EUA) para realizagdo do ensaio em caes
naturalmente infectados por L. (L.) chagasi. Como o TGF-B4 ativo é encontrado no soro,
foram obtidas amostras de soro humano e canino (macho e fémea) e suas proteinas
separadas por SDS-PAGE 10% e eletrotransferidas (Biorad, EUA) para uma membrana
de nitrocelulose (Apéndice E).

A membrana foi bloqueada com PBS (0,01 M, pH 7,2), acrescido de 5% de leite
desnatado, incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Apos cinco lavagens com
PBS (0,01 M, pH 7,2), a membrana foi incubada por 2 horas com anticorpo monoclonal
anti-TGF-B1 em solugéo bloqueadora (1:1000)

. Apo6s outras cinco lavagens de 10 minutos cada, foi realizada nova incubagao
por 2 horas com anti-lgG de rato policlonal conjugado a biotina (PharMigen, EUA),
diluido 1:500. A reacdo foi amplificada por uma solucdo de estreptavidina-biotina
peroxidase (DAKO Corporation, Dinamarca), preparada em uma diluicdo de 1:150, 30
minutos antes de ser utilizada, de acordo com as recomendacdes do fabricante, sendo
incubada por 45 minutos. Apos as ultimas cinco lavagens, a membrana foi revelada
com solugao de PBS (0,01 M, pH 7,2) contendo 1 mg/ml de diaminobenzedina (DAB)
(Vector Laboratories, EUA) e 30 ul de agua oxigenada (H205).

4.9. Quantificagdao do TGF-B4



A quantificacdo do TGF-B¢ ativo foi realizada a partir do extrato de bagco e de
figado e também a partir do sobrenadante de 24 horas, de células brancas esplénicas
cultivadas. Para avaliagdo do TGF-B4 ativo, foi realizado o ensaio ELISA de captura,
utilizando-se o kit comercial humano para detec¢cdo de TGF-f1 (Promega Corporation,
EUA). O ensaio foi realizado de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

A sensibilizacdo das placas (Nalgene Nunc Internacional, EUA), foi realizada
com 50 ul da solugéo, por pogo, de anticorpo monoclonal anti-TGF-f; em tampao
carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) (Apéndice F), incubadas a 4 °C por toda a
noite.

Apos a sensibilizagdo as placas foram lavadas por trés vezes, com tampéao de
lavagem de TGF-B1 (Apéndice F), em seguida foi realizado o bloqueio pela adigdo de
tampao bloqueio de TGF-B4, sendo 135 ul, por pogo. A incubacgao foi realizada por 35
minutos, a 37 °C. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes, do modo ja descrito.

As amostras foram adicionadas na placa (50 pl/po¢o), sem diluicdo, em triplicata.
A curva-padrdao do ensaio, foi preparada com o padrdo de TGF-By em tampao de
diluicdo de amostra de TGF-B4, diluido 1:1000. A concentragdo de TGF-B4 para
elaboragdo da curva-padrao foi de 2000 pg/ml. Esta etapa do ensaio foi incubada por
90 minutos, a 37 °C e posteriormente lavada, por cinco vezes, como a anterior.

Foi adicionada a placa 50 ul da solugao, por pogo, de anticorpo policlonal anti-
TGF-B1 em tampao de diluicdo de amostra de TGF-f4, diluido 1:1000. A incubagao foi
realizada por duas horas, a temperatura ambiente e a placa foi novamente lavada como
descrito anteriormente.

Foi adicionada a placa 50 ul da solugdo, por pogo, de conjugado de TGF-f34
ligado a peroxidase em tampao de diluigdo de amostra de TGF-B4, diluido 1:100. A
incubacgao e a lavagem seguiram a etapa anterior.

As placas foram cobertas com 50 pl, por pogo, de solugéo reveladora composta
pelo substrato 3,3°,5,5 - tetramethylbenzedine (TMB), incubadas por 15 minutos, a

temperatura ambiente. A solugéo de HCI 1 N foi utilizada para interromper a reagéao.



A leitura foi realizada em espectrofotdmetro para microplacas de 96 pocos,

tTM

Spectra Count "™~ (Packard Bio Science Company, EUA), utilizando -eewfiltro para o

comprimento de onda de 450 nm. A sensibilidade minima do ensaio foi de 580 pg/ml.

4.10. Quantificagdo da IL-10 e do INF-y

A quantificagéo do IL-10 e do INF-y foi realizada a partir do extrato de bago e de
figado, pelo ensaio ELISA de captura, utilizando anticorpos comerciais monoclonais e
anticorpos policlonais biotinilados (R&D Systems, EUA), seguindo as recomendacgdes
do fabricante (Apéndice G).

A sensibilizagao da placa (Maxisorb, Nunc Internacional, EUA), foi realizada com
50 ul da solugao, por pogo, de anticorpo de captura para IL-10 (0,5 ug/ml) e para INF-y
(0,5 ug/ml) em PBS (pH 7,4), incubadas a temperatura ambiente por toda noite.

Apés a sensibilizagc&o as placas foram lavadas, por trés vezes, com PBS (pH 7,4)
acrescido de 0,05% de Tween 20 (PBS T 20) e bloqueadas pela adigédo de 200 pl, por
poco, de PBS (pH 7,4), 1% de albumina sérica bovina (BSA), 5% de sucrose e 0,05%
azida sodica (NaNs), por 1 hora, em temperatura ambiente. Em seguida as placas foram
lavadas como descrito anteriormente.

As amostras foram adicionadas a placa 100 ul, por poc¢o, sem diluigdo, em
triplicata. A curva-padrao do ensaio foi preparada com citocina recombinante: IL-10 ou
INF-y do mesmo fabricante dos anticorpos (R&D Systems, EUA) em tampao de PBS
(pH 7,4) acrescido de 1% de BSA diluido 1:10. A curva-padrdo foi iniciada em 10000
pg/ml para IL-10 e em 7500 pg/ml para INF-y. Esta etapa do ensaio foi incubada por 2
horas, a temperatura ambiente e lavada como na etapa anterior.

Para detecgdo das citocinas foram adicionados a placa 100 ul da solugao, por
poco, de anticorpo de detecg&o biotinilado anti-IL-10 (0,125 pg/ml) ou anti-INF-y (0,125
ug/ml) em PBS (pH 7,4) acrescido de 1% de BSA.{(Sigma,—UJSA)- A incubacgéo e a

lavagem seguiram as condi¢cdes da etapa anterior.



Para a amplificagdo da reacgéao foi adicionado de 100 pl, por pogo, da solugédo de
estreptavidina-biotina peroxidase (DAKO Corporation, Dinamarca) em tampao de PBS
(pH 7,4) acrescido de 1% de BSA, diluida 1:500 e incubado 30 minutos, a temperatura
ambiente e em seguida lavada como na etapa anterior.

Em seguida as placas foram cobertas com 100 pl, por pogo, de solugdo
reveladora composta pelo substrato 3,3°,5,5 - tetramethylbenzedine (TMB) (Promega
Corporation, EUA), incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. A solugédo de
acido cloridrico 1 N foi utilizada para interromper a reagéo.

A leitura foi realizada em espectrofotdmetro, Spectra Count ™- (Packard Bio
Science Company, EUA), utilizando-se -cemfiltro para o comprimento de onda de 490

nm. A sensibilidade minima no ensaio de IL-10 foi de 380 pg/ml e no de INF-y foi de 9,6

pg/ml.

4.11. Analise Estatistica

As médias obtidas em cada grupo de caes (assintomatico e sintomatico), para
cada variavel (quantificagdo de TGF-B4 no bago, no figado e na cultura; quantificagao de
IL-10 no bago e no figado e quantificagdo de INF-y no bago e no figado) sdo advindas
da média da tréplica de cada animal componente do mesmo. Essas médias, foram
submetidas a analise de variancia, considerando que o modelo linear geral proposto
incluiu o efeito fixo de status, em dois niveis (assintomatico e sintomatico). Para atender
as pressuposi¢cdes basicas para a realizagdo do teste (normalidade dos residuos e
homocedasticidade), valores menores que zero foram desconsiderados (para TGF-B1da
cultura, INF-y no bago e no figado) e as variaveis TGF-$1 do bago e do figado, IL-10 do
baco e do figado e INF-y do bago foram submetidas a transformagéo logaritmica, e a
variavel INF-y do figado em raiz quadrada. O nivel de significancia considerado foi de
5%.



As andlises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa
computacional SAS (Statistical Analysis System — SAS Institute).

Para a realizagao dos graficos foi utilizado o programa Microsoft Excel 2000.

V. RESULTADOS

5.1. ELISA INDIRETO

A realizacdo do ensaio de ELISA indireto das amostras de soro de caes machos
provenientes do CCZ, permitiu a selegdo desses animais, inicialmente pela presenca ou
auséncia de titulos de anticorpos para L. (L.) chagasi. Os caes que apresentaram a
densidade optica (DO) maior que o ponto de corte de 0,270, foram considerados
positivos e aqueles que apresentaram DO menor, foram considerados negativos.

Os caes negativos foram excluidos do experimento e os caes positivos
participaram de nova selecdo com base na presenga ou nao de sintomatologia
manifesta, observada no momento de obtencdo do material, pelo exame fisico e clinico
do mesmo, sendo divididos em dois grupos assintomaticos e sintomaticos, ja descritos

anteriormente (Apéndice C).

5.2. Western Blot

A analise do kit comercial humano de ELISA para TGF-B1 ativo (Promega
Corporation, EUA) pela reacdo de Western Blot contra amostras de soro canino, de
ambos o0s sexos, possibilitou a observacdo de que o anticorpo anti-TGF-B1 humano,
apresentou reatividade cruzada com o anticorpo anti-TGF-B1 canino (Fig.1). Isto
permitiu, por sua vez, a utilizagdo do kit comercial humano para analise do TGF-B4
canino, nas amostras de soro de caes machos, assintomaticos e sintomaticos,
naturalmente infectados por L. (L.) chagasi.



Figura 1. Andlise de Western Blot de amostras de soro das espécies humana e canina,
separadas por SDS-PAGE 10%. Todas as amostras apresentaram bandas de peso molecular
similar, indicando reatividade cruzada (1- amostra de soro humano; 2- amostra de soro canino

fémea; 3- amostra de soro canino macho).



5.3. Quantificacao do TGF-f3,

Apos verificada a reatividade cruzada entre os anticorpos anti-TGF-1 humano e
canino, foi realizada a quantificacdo de TGF-B1 no extrato de baco e de figado, nos dois
grupos de caes estudados. Foram encontradas diferengas significantes entre os caes
assintomaticos e os sintomaticos, nos dois extratos de 6rgdos avaliados (P< 0,05). O
grupo de cédes assintomaticos apresentou quantidades médias superiores de TGF-34,
em uma propor¢ao 1,5 vezes maior, tanto no extrato de bagco quanto no extrato de

figado, quando comparado ao grupo de caes sintomaticos (Tab.1 e Fig 2.).



Tabela 1. Quantificagdo do TGF-B41 no extrato de bago e de figado. Média e desvio-padrao
do grupo de cdes assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi,

obtidos no ensaio de ELISA de captura.

Grupo de caes TGF-B1 no extrato de bagco  TGF-34 no extrato de figado
(pg/ml) (pg/mi)
assintomaticos 15335,32 + 5052,11° 5934,88 + 2566,03"
sintométicos 11789,23 + 2745 57" 3671,05 + 1122,49°

a b/ A B mgdias seguidas de letras distintas diferem significativamente entre si (P< 0,05) pela

analise de variancia.
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Figura 2. Producdo de TGF-B4, médias e desvios-padréo, no extrato de baco (A) e de figado
(B), de caes machos, assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por L. (L.)
chagasi, quantificada por ELISA de captura. O teste de analise de variancia indicou diferenca

estatistica entre os dois grupos de caes estudados (P< 0,05) (*).

Ao se analisar a producdo média de TGF-B1 no extrato de bago e no extrato de
figado dos caes assintomaticos, foi detectada no extrato de bagco uma concentragao
média desta citocina, trés vezes superior ao extrato de figado. A mesma analise foi
realizada para os caes sintomaticos e também foi detectada uma producéo trés vezes
maior desta citocina no extrato de bagco em relagéo ao extrato de figado. Em resumo, o
extrato de bago mostrou produgcdo média mais elevada de TGF-B4, nos dois grupos
estudados.

A producao de TGF-B4 foi detectada no sobrenadante de cultura de células brancas
esplénicas, tendo sido observada diferenga significativa entre as médias de produgéo
nos dois grupos de caes estudados (P< 0,05). O grupo de caes sintomaticos apresentou
o dobro da producao meédia deste citocina, em relagdo ao outro grupo de estudo (Tab.2
e Fig. 3).



Tabela 2. Quantificagdo do TGF-B; no sobrenadante de cultura de células brancas
esplénicas. Média e desvio-padrao do grupo de caes assintomaticos e sintomaticos,

naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, obtidos no ensaio de ELISA de captura.

Grupo de caes TGF-B1 no sobrenadante de cultura de

células brancas esplénicas (pg/ml)

assintomaticos 5334,88 + 3434,89°
sintomaticos 0872,34 + 4889,68°

2P médias seguidas de letras distintas diferem significativamente entre si (P< 0,05) pela analise

de variancia.
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Figura 3. Producdo de TGF-B4, médias e desvios-padrdo, no sobrenadante de cultura de
células brancas esplénicas, de cdes machos, assintomaticos e sintomaticos, naturalmente
infectados por L. (L.) chagasi, quantificada por ELISA de captura. O teste de analise de

variancia indicou diferencga estatistica entre os dois grupos de caes estudados (P< 0,05) (*).



Os resultados ex vivo apontaram para uma produ¢ao média de TGF-4 superior no
grupo de céaes assintomaticos e o resultado in vitro, por outro lado, apontou para uma

producdo média maior no grupo de caes sintomatico.

5.4. Quantificagao da IL-10

Foi detectada a presencga da citocina IL-10 nos extratos de bago e de figado
obtidos dos dois grupos estudados (Tab.3 e Fig.3) e, embora os niveis detectados
desta citocina ndo tenham apresentado diferencas estatisticas significantes (P< 0,05),

niveis de producao altos foram registrados.



Tabela 3. Quantificagao do IL-10 no extrato de bago e de figado. Média e desvio-padrao do
grupo de cées assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi,

obtidos no ensaio de ELISA de captura.

Grupo de céaes IL-10 no extrato de bago IL-10 no extrato de figado
(pg/ml) (pg/ml)
assintomaticos 10782,73 + 10482,10? 61112,72 + 35040,97*
sintomaticos 12612,58 + 6063,86° 62749,23 + 18943,00"
a,alA A

médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si (P< 0,05) pela

analise de variancia.
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Figura 4. Producao de IL-10, médias e desvios-padréo, no extrato de bago (A) e de figado (B),
de cées machos, assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi,
quantificada por ELISA de captura. O teste de analise de varidncia nao indicou diferenga

estatistica entre os dois grupos de caes estudados (P< 0,05).

Ao se analisar a produgéo média de IL-10 no extrato de bago e no extrato de figado,
em caes assintomaticos, foi observada uma concentragdo média desta citocina, cinco
vezes maior no extrato de figado. A mesma analise foi feita no grupo sintomatico e

obteve-se resultado similar ao anterior.

5.5. Quantificagao do INF-y

A presenca da citocina INF-y foi observada no extrato de bago e de figado, tendo
sido registradas diferengas significantes entre os dois grupos de caes estudados, nos
extratos dos dois 6rgéos avaliados (P< 0,05). A avaliagdo do extrato de bago mostrou
que os caes do grupo sintomatico produziram valores meédios superiores de INF-y, em
uma propor¢do de 5,5 vezes maior, quando comparado ao grupo de cées
assintomaticos. A avaliagdo do extrato de figado, por sua vez, mostrou valores médios
superiores no grupo de caes assintomaticos, em uma proporcao de 2,4 vezes maior em

relacdo aos caes do outro grupo (Tab.4 e Fig.5)



Tabela 4. Quantificagdo do INF-y no extrato de baco e de figado. Média e desvio-padrao do
grupo de caes assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi,

obtidos no ensaio de ELISA de captura.

Grupo de céaes INF-y no extrato de bago INF-y no extrato de
(pg/ml) figado (pg/ml)
assintomaticos 52.70 + 43.30° 12135.41 + 7933.02"
sintomaticos 286.04 + 226.90° 5057.57 + 4046.38°
ab /A B

médias seguidas de letras distintas diferem significativamente entre si (P< 0,05) pela

analise de variancia.
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Figura 5. Producdo de INF-y, médias e desvios-padrao, no extrato de bago (A) e de figado (B),
de cées machos, assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi,
quantificada por ELISA de captura. O teste de analise de variancia indicou diferenca estatistica

entre os dois grupos de caes estudados (P< 0,05) (*).

Ao se comparar a produgdao média de INF-y no extrato de baco e no extrato de
figado nos caes assintomaticos, foi observada uma concentragdo média desta citocina
230 vezes maior no extrato de figado, e quando a mesma analise foi feita nos caes
sintomaticos, a concentragcdo média observada foi 18 vezes maior no mesmo tipo de

amostra. Em resumo, observou-se maior produgdo média de INF-y no extrato de figado.



VI. DISCUSSAO

6.1. Consideragoes Gerais

Foram estudados 30 caes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, provenientes
da cidade de Aracatuba, SP, divididos em dois grupos de acordo com a presenga ou
auséncia de sintomatologia. O estudo das citocinas tem sido realizado com frequéncia,
por serem consideradas importantes para o diagnostico de enfermidades, na
investigagado da imunidade protetora, na modulagdo da resposta imune a vacinas e no
desenvolvimento de modelos pré-clinicos para as doencas humanas (SCHEERLINCK &
YEN, 2005).

Neste trabalho, pretendeu-se quantificar as citocinas TGF-B4, IL-10 e INF-y na LVC.
A principal razdo que levou a realizagdo deste estudo foi a inexisténcia de citagbes na
literatura de experimentos quantitativos destas citocinas na enfermidade e espécie em

questao.

6.2. TGF-B;

Os resultados do Western Blot confirmaram a reatividade cruzada entre o anticorpo

monoclonal anti-TGF-B1 ativo humano e o anti-TGF-4 ativo canino, como observado



por VERCELLI et al. (2003). Tal fato possibilitou avaliar a produgdo média de TGF-34
nos grupos de caes deste estudo.

A citocina TGF-B4 € uma citocina regulatoria importante na LVC. Foi associada a
susceptibilidade (WILSON et al., 1998) e a progressdo da doenga em modelos murinos
(BACELLAR et al.,, 2000). Em caes com LV, ndo ha relatos sobre o seu papel
imunorregulatério na enfermidade. Os nossos resultados mostraram que os grupos de
caées estudados (assintomaticos e sintomaticos) produziram esta citocina e a sua
producéo foi observada ex vivo (Fig.2) e in vitro (Fig.3), o que levou a sugerir que a
infeccdo por Leishmania sp. induz, por si propria, a produgado desta citocina em cées,
como afirmaram BARRAL-NETO et al. (1992) e BARRAL et al. (1993) ambos estudando
a infeccdo em camundongos com L. (L.) amazonensis e L. (L.) braziliensis,
respectivamente.

BARRAL-NETO et al. (1992), BRIGHT E SRIRAM (1998) e WILSON et al.
(1998), observaram que a citocina TGF-B4 foi capaz de inibir, entre outras coisas, o
sinal que desencadeava a producdo de INF-y. Para complementar RODRIGUES;
SILVA; CAMPOS-NETO (1998) em um estudo com hamsters inoculados com L. (L.)
donovani, observaram niveis altos de TGF-31 produzidos pelo baco, in vitro e ex vivo.
Nossos resultados demonstraram que a citocina TGF-B1 teve sua produgdo média
elevada no extrato de bago e neste mesmo local, foi observada uma producgao baixa de
INF-y, o que nos faz sugerir que o TGF-B1 inibiu a produgéo de INF-y e também que o
baco foi um grande produtor de TGF-B4. Tal fato pode estar associado a resposta
imunolégica ndo protetora observada em caes apds a infecgao.

Os niveis elevados de TGF-B4 encontrados no baco dos cies deste trabalho
explicam os achados de SANCHEZ et al. (2004) que em um estudo histopatologico de
caes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, assintomaticos e sintomaticos,
sugeriram que ha uma resposta imune oOrgao-especifica em caes com LV, pois
observaram no figado de caes assintomaticos a presenga de granuloma bem formado e
infiltrado de células T efetoras e de memoéria, o que ndo foi observado no bago. E

importante observar que o TGF-B4 afeta a diferenciacao das células T efetoras e de



memoria (GOMES & DOS REIS, 2001), dificultando portanto, a formagdo de uma
resposta imune adequada contra o parasito no baco.

BARRAL et al. (1993) observaram que a administragao de TGF-f31 exdgeno em
camundongos infectados experimentalmente por L. (L.) braziliensis, exacerbou a
infeccdo e levou a producédo de IL-10. Os nossos resultados estdo de acordo, pois
foram obtidos niveis altos das duas citocinas (TGF-31 e IL-10) que promovem o tipo de
resposta imune humoral e que ndo esta ligada a resolugdo da doenca.

Por outro lado, a produgdo média elevada de TGF-4 ex vivo no grupo de caes
assintomaticos, contrariando as expectativas, leva-nos a sugerir que exista a agao de
algumas substancias inibidoras de TGF-B1, ou mesmo a de fatores que levem ao
consumo elevado desta no grupo de cées sintomaticos, em que detectamos sua baixa
expressao. In vitro, a producdo média foi elevada em sintomaticos, como previamos,
talvez devido as condi¢des “adequadas” de assepsia, atmosfera e temperatura, em que

foi realizada a cultura.

6.3. IL-10

A producéao das citocinas IL-10, ex vivo, foi encontrada no extrato de bacgo e de
figado (Fig.4), de caes assintomaticos e sintomaticos para LVC. A citocina IL-10 é a
principal citocina que suprimiu a resposta imune protetora, em modelos murinos e
humanos com leishmaniose visceral (LV) (BARRAL et al., 1993; BACELLAR et al.,
2000), levando a progressédo da doenga com o aumento da expressdo do parasito na
célula (INIESTA et al., 2002).

Foi observada uma elevada produgdo média desta citocina em relagéo as outras
estudadas, principalmente no extrato de figado. BOGDAN; VODOVOTZ; NATHAN
(1991), KARP et al. (1993), WILSON et al. (1998) e BACELLAR et al. (2000), afirmaram
que esta citocina apresenta agdo ampla em alguns dos mecanismos das células T, e

além disso, é capaz de inibir a secrecao de citocinas que ativam células Ta1. Os nossos



resultados apontaram uma producdo média de INF-y elevada no extrato de figado, nos
dois grupos de cées (assintomatico e sintomatico), mas em uma proporgéo cinco vezes
menor da que foi encontrada para a IL-10 neste local. Isto indicaria que a produgao de
IL-10 no extrato de figado talvez esteja inibindo a produgéo de INF-y. Uma vez que o
figado foi o principal produtor de IL-10, & possivel sugerir que esta seja a principal
citocina regulatéria na LVC.

A producéo elevada de IL-10 relatada em caes assintomaticos e sintomaticos,
condiz com o que observaram GHALIB et al. (1993) em células mononucleares de
sangue periférico de pacientes com LV aguda. Isto nos faz sugerir que a resposta
imune em caes seja semelhante a observada em pacientes humanos com a doencga
aguda. A producgdo alta de IL-10 observada talvez indique que os macréfagos e as
células T, dos cées infectados, estejam produzindo IL-10 em resposta ao antigeno de
leishmania e tal produgado talvez seja importante para que o parasito persista nas
células do hospedeiro.

A observacao dos valores brutos de IL-10 indicou uma produgdo média maior
pelo grupo de cées sintomaticos, semelhante a estudos em humanos, em que a
severidade da doenca e a leséo tecidual estdo associadas aos niveis séricos altos de
IL-10 (GHALIB et al., 1993; GASIM et al., 1998). De fato, as semelhangas observadas
no desenvolvimento da resposta imunoldgica, entre os caes naturalmente infectados e
pacientes com o quadro de LV aguda, sugerem o cdo como modelo excelente para o
estudo de novas terapias.

SANTOS-GOMES et al. (2002) observaram, em sangue periférico de caes
inoculados com amastigotas de L. (L.) infantum, uma proporgéo baixa de cées que
expressaram IL-10 e sugeriram que esta talvez n&o tenha efeito inibitorio direto sobre o
INF-y. Os nossos resultados divergiram destes, pois foi observada em todos os céaes
estudados, assintomaticos e sintomaticos, a produgdo de IL-10. No entanto, é
importante ressaltar que a infec¢do natural difere da experimental e que possivelmente
0 papel imunomodulatério inicial da saliva do flebotominio possa ser fundamental no

desenvolvimento da resposta adaptativa subsequente (PARANHOS et al., 1993).



Nossos resultados indicaram a co-existéncia das citocinas IL-10 e INF-y, nos dois
grupos de caes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, semelhante ao que foi
observado na LVH (ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006). A produgéo elevada de IL-10
poderia causar uma alteracao na ativagao dos macréfagos, o que levaria a um aumento

na parasitemia e a progressao da doenca.

6.4. INF-y

A INF-y é a citocina relacionada a resolu¢ao da enfermidade em humanos e em
modelos murinos (WILSON et al., 1998), sendo importante na resposta imune e na
morte das leishmanias (CARVALHO et al.,, 1985). Foi notada uma producdo média
inferior em relagdo as outras citocinas estudadas (Fig.5). A avaliagdo da produgao
meédia, obtida no extrato de bago, indicou que os caes do grupo sintomatico produziram
maior quantidade desta citocina, do que os do grupo assintomatico. A cronicidade da
doenga no céo talvez esteja associada ao aumento do IFN-y no bago.

A observacdo de que niveis altos de IFN-y possam estar associados a um
prognostico desfavoravel da doenga no céo, indica uma falha na resposta a citocina, e
tal fato € semelhante ao observado no homem, que apresentam nivel elevado de INF-y,
nos casos em que a doenga se prolonga pela auséncia de resposta a terapia (ANSARI;
SALUJA; SALOTRA, 2006). E interessante observar que, em humanos com LV, a baixa
expressao do receptor para IFN-y R1 ja foi relatada (DASGUPTA et al., 2003) e em
caes nenhum estudo foi ainda realizado.

QUINNELL et al. (2001) utilizando PCR-transcriptase reversa (RT-PCR),
consideraram que os niveis de INF-y, quando analisados isoladamente, ndo foram bons
indicadores de resisténcia a doencga, pois foram encontrados niveis similares de INF-y
em tecidos de cdes assintomaticos e sintomaticos. Os nossos resultados foram

semelhantes aos deste estudo, pois foi observada produgédo de INF-y nos dois grupos



de caes estudados. A avaliacdo da produgao média obtida no extrato de bacgo indicou
que os caes do grupo sintomatico produziram quantidade maior desta citocina. Os caes
do grupo assintomatico, por outro lado, produziram quantidade maior no extrato de
figado, o que nos faz sugerir que a analise do INF-y, ndo seria um bom indicador do
status da LVC ou de sua cura eventual, assim como demonstraram KARP et al. (1993)
e CHAMIZO; MORENO; ALVAR (2005).

O fato dos cées assintomaticos deste estudo apresentarem niveis médios de INF-y
mais elevados no figado sugere que estes estdo respondendo de forma a resolver a
infeccdo, como foi observado por WILSON et al. (1998) e SANCHEZ et al. (2004).

Poucos estudos demonstraram o perfil das citocinas em caes infectados por L.
(L.) chagasi. Neste estudo quantitativo, foi observado que, de modo geral, os caes do
grupo assintomatico produziram quantidades médias de citocinas inferiores aos caes do
grupo sintomatico, evidenciando-se uma produgdo média maior de TGF-B4 e IL-10.
Caracterizando a predominancia de uma resposta imune do tipo Ta2, semelhante ao
sugerido por SANTOS-GOMES et al. (2002).

SANTOS-GOMES et al. (2002) observaram que, a resposta Ta1 foi capaz de
retardar o inicio da doenga, mas incapaz de controla-la e CHAMIZO; MORENO; ALVAR
(2005) também observaram que, embora ambos padrdes de citocinas sejam produzidos
em caes assintomaticos infectados por Leishmania (L.) infantum, a resposta Ta1 foi a
que conferiu a imunidade ao parasito. Os resultados presentes demonstraram que tanto
em caes do grupo assintomatico quanto em caes do grupo sintomatico, foi observada a
produgdo da citocina Ta1 (INF-y), em ambos os 6rgaos, mas houve predominio das
citocinas Ta2 (TGF-B1 e IL-10), implicando, como mostraram QUINNELL et al (2001),
que estas determinem a progressao da infecgdo e o aparecimento da sintomatologia.

Em suma, foi observada uma produ¢cao média maior de TGF-B4 no bagco e uma
produgdo media maior de IL-10 e INF-y no figado. De modo geral, foram observadas
producdes baixas de INF-y em ambos os 6rgaos avaliados, tal fato sugerindo, que as
citocinas relacionadas ao padrdao Ta2, IL-10 e TGF-B4, possam ter inibido a sua

producdo. Os caes assintomaticos e sintomaticos produzem citocinas pertencentes aos



dois padroes, Tal e Ta2 e, estando estas co-existindo na Leishmaniose Visceral

Canina.

VIl. CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos da avaliagdo das citocinas TGF-34, IL-10 e INF-y
no extrato de baco e de figado e no sobrenadante de cultura de células brancas do
baco, em cdes machos assintomaticos e sintomaticos, naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi, pelo método quantitativo, ELISA, permitiu-nos

concluir que:
e As citocinas Ta1 (INF-y) e Ta2 (TGF-B4, IL-10) estdo sendo produzidas no baco,
no figado e também no sobrenadante de células brancas esplénicas,

caracterizando portanto sua produg¢ao ex vivo e in vitro.

e Os caes assintomaticos apresentaram producao média maior de TGF-B4 ex vivo

e 0s caes sintomaticos in vitro.

e O bacgo apresentou produgao média maior de TGF-f1 ex vivo.

e O figado apresentou produgdo média maior de IL-10 e INF-y ex vivo.

¢ A imunidade adaptativa na LVC é orgao-especifica.

e Niveis altos de IL-10 estdo sendo produzidos por cées assintomaticos e

sintomaticos na LVC.

e Os caes sintomaticos apresentaram produgdo média maior de INF-y no bacgo e

os assintomaticos, por outro lado, no figado.



e As citocinas relacionadas aos dois padrdes Ta1 e Ta2 co-existem na LVC.

e Os céaes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi tem maior habilidade em

produzir resposta imune do tipo Ta2.
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APENDICES



Apéndice A

Exemplo de Ficha Cadastral dos caes que foram selecionados para o experimento.

Numero do cao : DATA: / |

Identificagao:

Sexo:
Idade:
() assintomatico () sintomatico

Sinais Clinicos observados:

( ) hepatomegalia ( ) esplenomegalia ( ) onicogrifose

( ) linfoadenomegalia ( ) dermatites ( ) diarréia

( ) ulceragdes ()febre_ ( ) emagrecimento

( ) prostracao () alopecia ( ) nédulos subcutaneos
( ) conjuntivites ( ) sinais neurologicos () hemorragias.
Outros:

Resultado do exame sorolégico: ( ) positivo ( ) negativo

DO:

Observacoes:




Apéndice B

Solugdes utilizadas para a realizagdo da sorologia para Leishmaniose - teste de ELISA
indireto:

Tampao Carbonato-bicarbonato
e 0,29% de NaHCO3

e 0,15% de Na,CO3 em H,O destilada

Ajustar o pH 9,6 com acido citrico.

Solugao de PBS
e 0,8 % de NaCl

e 0,11% de NapHPO,4

e 0,02% de KH,PO4

e 0,02% de KCI em H,O
Ajustar o pH 7,0.

Solucao de PBS-Tween 20
e 0,05% de Tween-20 em PBS.

Tampao Bloqueio
e 1% (m/v) de BSA em PBS ou 10% SBF em PBS.

Tampao Bloqueio-Tween 20
e 0,05% de Tween-20 em tampao bloqueio.

Solugdo de Acido Citrico 0,1 M
e 1,92 g de acido citrico

e 100 ml de agua destilada

Solucgao de Fosfato de Sédio dibasico 0,2 M
e 2,84 g de fosfato de sddio dibasico

e 100 ml de agua destilada.



Solugao de OPD

6,075 ml da solucao de acido citrico 0,1 M

6,425 ml de solucao de fosfato de sodio dibasico 0,2M
12,5 ml de agua destilada

37,5 pl de H,0O, (20 volumes)

0,4 mg/ml de substrato OPD.



Apéndice C

Tabela 1C. Densidade optica dos caes que foram selecionados para o experimento,
obtida pelo método de ELISA indireto.

animal sexo status DO-ELISA

1 M S 27,620
2 M S 62,800
3 M S 17,580
4 M S 22,780
5 M S 14,280
6 M S 10,380
7 M S 8,000
8 M S 37,300
9 M S 18,220
10 M S 25,980
11 M S 36,860
12 M S 30,500
13 M S 32,480
14 M S 34,940
15 M S 38,440
16 M A 19,020
17 M A 31,960
18 M A 30,120
19 M A 32,260
20 M A 36,580
21 M A 41,180
22 M A 18,300
23 M A 6,540
24 M A 12,220
25 M A 15,640
26 M A 25,340
27 M A 35,380
28 M A 34,400
29 M A 15,780
30 M A 17,120

M: macho, A: assintomatico, S: sintomatico, DO: densidade optica



Apéndice D

Solugbes para a realizagado da Cultura de Células Brancas Esplénicas.

Solugdo de PBS-estéril e Antibiotico (meio de transporte para o fragmento de
baco)

e 0,8 % de NaCl

e 0,11% de Na;HPO4

e 0,02% de KH,PO4

e 0,02% de KCI em H,O, pH 7,0

e 10 ml de Penicilina/ Estreptomicina.
Esterilizagdo em autoclave e filtragdo membrana de 0,22 um, vedagéo e conservagao a
4 °C.

Meio RPMI-1640 Completo para Cultura Celular
e 10,39 g RPMI-1640

e 2 g de bicarbonato de sédio
e 2,38 gde HEPES
Em 1 | de H,O Millig.
Apds homogeneizagao:
e 10% SBF,
e 100 pl/ ml Penicilina/ Estreptomicina.
ggrregéo pH para 7,2, filtragdo em membrana de 0,22 um, vedagéo e conservagao a 4

Solugao A
e 3,75gde NH4,CI0,16 M
e 450 ml de agua Milliq

Solucao B

e 1,03 Tris base 0,17 M

¢ 50 ml de agua Milliq
Ajustar o pH 7,65 com HCI -1 N



Tampao de Lise de Hemacias
e 450 ml da solugéao A

e 50 ml da solucéo B.

Filtragdo em membrana de 0,22 um, vedagao e conservagao a 4 °C .



Apéndice E

Solugbes para a realizacdo da reagcdo de Western Blot - validagdo do kit comercial

humano para detecgéo de TGF-B1.

Preparacgao de reagente para eletroforese

Acrilamida 30%
e 29,2 g de acrilamida;

¢ 0,8 g de metileno bis acrilamida;

e 100 ml de agua deionizada gsp.

Tampao Laemmli 10 x (pH 8,3)
e 30,3 g tris base
e 1442 g de glicina
e 10gde SDS

e 1000 ml de agua deionizada qsp

Tampao Tris 1,5 M (pH 8,8)
e 18,15 g de tris base;
¢ 100 ml de agua destilada gsp.

Ajustar o pH para 8,8. Estocar em frasco escuro a 4 °C.

Tampao Tris 1 M (pH 6,8)
e 12,1 g de tris base
¢ 100 ml de agua destilada gsp.

Ajustar o pH para 6,8. Estocar em frasco escuro a 4 °C.

Sodium-Dodecil-Sulfato 10% (SDS)
e 10 g SDS;

e 100 ml de agua deionizada.



Persulfato de Aménio 10% (APS)
0,05 g APS;
500 pl de agua deionizada.

Tampao de Amostra
e 4 mlde SDS 10%

e 2 mlde glicerol

e 12mlde Tris1MpH 6,8

e 2,8 ml de agua deionizada

e 0,01% de azul de bromofenol

e 100 pl de 2-mercaptoetanol.
Estocar a —20 °C.

Solugao Descorante
e 70 ml de acido acético;

e 100 ml de metanol;

e 1000ml de agua deionizada qsp.

Eletroforese vertical

Gel de Corrida (10%)
e 3,3 ml de agua deionizada
e 2,8 ml de acrilamida
e 2,1 ml de tris pH 8,8
e 83,3 ul de SDS 10%
e 86 ul de APS 10%
e 6 ul de TEMED.

Esperar o gel polimerizar (30 minutos) e colocar o gel de empilhamento.



Gel de Empilhamento (5%)
e 1,4 ml de agua deionizada
e 325 pul de acrilamida
e 250 ul de tris pH 6,8
e 20 ul de SDS 10%
e 25ul de APS 10%
e 3ul de TEMED.
Corrida foi realizada com 80 volts. Em seguida o gel foi colocado na solugdo Tampao

de Transferéncia e montado na placa de transferéncia.

Solucgao de Transferéncia para Membrana de Nitrocelulose
e 2,93 gdeglicina

5,81 g de tris base
0,375 g de SDS

200 ml de metanol

1000 ml de agua deionizada qsp.

Solugdo Corante Ponceau
e 2gPonceausS;

e 30 g de acido tricloroacético
e 30 g de acido sulfosalicilico

e 100 ml de agua deionizada qsp

Solugao Corante para o Gel
e 0,63 g de comassie blue brilhante

e 17,5ml acido acético
e 125 ml metanol

e 250 ml de agua deionizada qsp



Solucgao de Bloqueio da Membrana

e 1,211 g de tris base

e 8,766 g de cloreto de sodio
e 500 ul de Tween-20

e 50 g de leite desnatado

e 1000 ml de agua deionizada qsp

Solugao Reveladora - Substrato DAB
e 60 mg de DAB
e 60mlide PBS-pH 7,4
e 20 pl de perdxido de hidrogénio.



Apéndice F

Solugdes utilizadas no ELISA de captura - detecgéo de TGF-[3

Solugédo Tampao Carbonato-Bicarbonato
e 0,025 M de NaHCO3

e 0,025 M de Na,CO3 em H,0 destilada
Ajustar o pH para 9,6.

Solugao para Lavagem
e 20 mM de Tris-HCI (pH 7.6);

e 150 mM de NaCl;
e 0,05% (v/v) deTween-20



Apéndice G

Solugdes utilizadas no ELISA de captura - detecgao de IL-10 e de INFy.

Tampao de Lavagem
e PBSpH74

e 0,05% Tween-20

Tampao Bloqueio
e PBSpH74

e 1% BSA
e 5% sucrose
e 0,05% NaN3

Tampao de Diluigao
e PBSpH7,4

e 1% de BSA.

Estreptavidina Biotina
Preparar 1:500 em tampao diluigdo, 30 minutos, antes do uso e proteger da luz.

Solugao Substrato
3,3°,5,5 - tetramethylbenzedine (TMB) (Promega Corporation, EUA)



Apéndice H

Tabela 1H. Numero do animal, sexo, status (assintomatico e assintomatico) e médias obtidas
nos teste realizados, para cada citocina em cada érgao ou cultura pesquisados.

TGF- TGF- IL-10 - INF-

animal sexo status cultura TGF-Bago Figado Bago IL-10-Figado Baco INF-Figado
1 M S 7097,666 14851,390 2340,560 14576,260 82236,480 292,779 2235,760
2 M S 2925,404 8064,454 5633,456 9456,704 77621,360 116,763 8655,740
3 M S 14381,446 12306,290 2780,502 2680,822 82749,260 104,191 13530,168
4 M S 17139,382 10488,360 3287,102 23309,620 60528,360 908,834 1403,540
5 M S 11623,510 7822,062 3793,700 16985,462 55913,240 192,198 -617,565
6 M S 7380,532 11519,120 4526,936 14275,110 48734,180 -71,825 630,764
7 M S -963,994 15760,356 2527,202 9908,430 54374,880 657,383 1522,428
8 M S 14805,744 14366,608 3020,470 9607,280 38649,320 198,485 -1984,783
9 M S 11574,958 10185,372 5353,494 8854,404 51981,860 242,489 2711,314
10 M S 1793,942 15214,976 2967,144 14877,410 51640,000 242,489 -2460,338
11 M S 7521,964 7822,062 2953,812 16383,162 59160,920 267,634 9012,404
12 M S 3774,000 14003,022 5086,862 6373,840 114285,400 217,344 4312,006
13 M S 9926,318 9700,590 3420,418 24348,860 55356,900 53,900 6984,180
14 M S 14805,744 11336,726 2527,202 6528,796 55993,980 242,489 4635,016
15 M S 13462,134 13397,048 4846,894 11022,552 52012,320 267,634 -1296,619
16 M A 1440,361 9034,016 2273,902 6746,352 48734,180 110,477 14899,360
17 M A 8370,560 15093,780 2807,166 2680,822 42238,840 -84,398 24271,980
18 M A 9431,304 7579,674 2913,818 40776,340 81713,900 -27,821 17508,234
19 M A 1924,565 28831,760 10181,724 11505,038 34842,960 24,341 -3652,646
20 M A 8354,594 12220,402 6091,270 6918,740 13808,192 19,928 6492,982
21 M A -2482,540 20901,180 7206,848 16274,784 25926,040 15,515  8522,108
22 M A -1543,314 18114,758 9097,132 3249,704 30270,180 5,218 3400,982
23 M A -1832,304 17364,566 3519,242 3616,608 31642,020 21,399  8425,482
24 M A -1904,552 14899,656 4355,926 17008,592 62508,240 2,276  11227,608
25 M A -1976,799 13292,104 6896,966 6373,840 90714,000 80,238 19247,486
26 M A -387,354 14578,144 9716,898 24348,860 59338,560 36,109 23595,620
27 M A 5464,692 14363,804 5316,564 6528,796 134193,660 59,645 21276,620
28 M A -3132,758 17900,416 4851,738 11022,552 65868,480 128,781 4723,110
29 M A -2627,026 12863,422 8167,486 2035,040 71124,260 77,296 259,701
30 M A 2358,050 13292,104 5626,446 2654,868 123767,340 103,774 6044,514

M: macho, A: assintomatico, S: sintomatico.
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