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ANJOS

Existem pessoas que nao gostam de animais, estas, com certeza, nunca tiveram
em sua vida um amigo de quatro patas. Ou, se tiveram, nunca olharam dentro daqueles
olhos para perceber quem estava ali. Um animal € um anjo que vem ao mundo ensinar
amor.

Quem mais pode dar amor incondicional, amizade sem pedir nada em troca,
afeicdo sem esperar retorno, protecao sem ganhar nada, fidelidade vinte e quatro horas
por dia? Ah, ndo me venham com essa de que os pais fazem isso, porque os pais sao
humanos, se irritam, se afastam...

Um animal ndo se afasta, mesmo quando vocé o agride, ele retorna cabisbaixo
pedindo desculpas por algo, que talvez nao fez, lambendo suas maos a suplicar perdao.

Alguns anjos n&o possuem asas, possuem quatro patas, um corpo peludo, nariz
de bolinha, orelhas de atencéo, olhar de aflicdo e caréncia.

Apesar dessa aparéncia, sao tdo anjos quanto os outros (aqueles com asas) e se

dedicam aos seus humanos tanto quanto qualquer anjo costuma dedicar-se."

Autor Desconhecido
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APOPTOSE EM LINFOCITOS T ESPLENICOS E DO SANGUE PERIFERICO
EM CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR LEISHMANIA (L.) CHAGASI.

RESUMO - O objetivo desde estudo foi avaliar a apoptose de linfocitos T do bago
e do sangue periférico de caes naturalmente infectados com leishmaniose visceral (LV)
apresentado sintomas clinicos da doenca e comparar ao observado em caes saudaveis.
Treze caes provenientes do CCZA de Aragatuba (SP) area endémica para leishmaniose
visceral canina foram diagnosticados como positivos para a doenca utilizando dos trés
métodos: o ELISA indireto utilizando antigeno total, a imunocromatografia com antigeno
rk39 e a PCR. No grupo controle foram utilizados seis caes oriundos de area nao
endémica que apresentaram resultados negativos nos testes para Leishmania spp e
apresentaram hemograma normal. Apds a eutanasia dos caes infectados, o sangue
periférico e fragmentos de bago foram coletados para analise da apoptose. As amostras
de bago do grupo controle foram retiradas por excisdo cirurgica apdés sedagéo, o
sangue foi obtido por puncdo venosa, e coletado em tubos contendo EDTA. As
amostras dos dois grupos foram processadas imediatamente apds a coleta para
determinacdo de apoptose utilizando dois marcadores diferentes e simultanea
marcagao para CD3 com anticorpo monoclonal. Nos caes infectados os linfécitos T do
sangue periférico e do tecido esplénico mostram um aumento significativo dos niveis de
apoptose comparado com o observado em caes controles. Esses resultados sugerem
que em caes infectados a imunossupressado da resposta celular associada a infeccéo
cronica pode ser consequéncia da aceleragcao das taxas de apoptose de células T,
esses dados contribuem para o entendimento da resposta imune em caes infectados
com L. (L.) chagasi, que pode levar ao desenvolvimento de medidas profilaticas ou

preventivas para estes animais.

Palavra-chave: Leishmaniose visceral canina, apoptose, linfocitos T, Leishmania.

(L.) chagasi, supressao da imunidade celular.



T LYMPHOCYTE APOPTOSIS IN THE SPLEEN AND PERIPHERAL BLOOD IN
DOGS NATURALLY INFECTED BY LEISHMANIA (L.) CHAGASI.

SUMMARY: The aim of this study was to evaluate the apoptosis of T lymphocytes
in the spleen and peripheral blood of dogs naturally infected with visceral leishmaniasis
demonstrating symptoms of the disease and comparing to those observed in healthy dogs.
Thirteen dogs from CCZA of Aragatuba, SP endemic area for canine visceral leishmaniasis
were diagnosed as positive for the disease using three methods: ELISA using total
antigen, the antigen rK39 immunochromatography and PCR. Six dogs from non-endemic
area were tested negative in tests for Leishmania spp and had normal blood account. After
euthanasia of infected dogs, the peripheral blood and fragments of spleen were collected
for analysis of apoptosis. Samples of spleen in the control group were removed by surgical
excision after sedation; blood was obtained by venipuncture and collected into tubes
containing EDTA. Samples of both groups were processed immediately after collection to
determinate of apoptosis using two different markers and simultaneous marking with CD3
monoclonal antibody. In dogs infected T lymphocytes from peripheral blood and spleen
tissue showed a significant increasing in levels of apoptosis compared to those seen in
control dogs. These results were supposed to be about those dogs in the
immunosuppression of the cellular response associated with chronic infection being a
consequence of accelerated rates of apoptosis of T cells, these data contributed to
understanding the immune response in dogs infected with L. (L.) chagasi, which may lead

to the development of prophylactic or preventive procedures for these animals.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, apoptosis, T lymphocytes, Leishmania.

(L.) chagasi, suppression of cellular immunity.



I. INTRODUGAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga sistémica causada por espécies
pertencentes ao complexo Leishmania donovani. A doenga esta presente em oitenta e
oito paises, com destaque na Africana, América do Sul, Europa e Asia

As fases evolutivas do parasita sdo duas, a promastigota, alongada, movel, com
flagelo livre, encontrada no hospedeiro invertebrado (vetor), e a forma amastigota,
forma ovoide, sem flagelo livre que vive e se multiplica no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado.

Os vetores sao insetos hematéfagos da familia Phebotomidae, sendo a
Lutzomyia o vetor da LV no continente americano.

No Brasil a LV ocorre endemicamente em varios estados das regides Norte,
Nordeste, Centro—oeste e Sudeste. Em todos os estados ha associacdo entre cies
infectados e presenga do vetor.

O primeiro relato de ocorréncia de leishmaniose visceral canina (LVC) no estado
de Sao Paulo ocorreu em maio de 1998 na cidade de Aragatuba. Desde entdo a doenga
vem se disseminando, 36 municipios da regido ja apresentaram casos confirmados da
doenca.

A prevaléncia de leishmaniose visceral em caes em areas endémicas pode
atingir 20 a 40% da populacdo. Acredita-se que em areas com alta infecgdo em caes, a
prevaléncia na populagdo humana varie entre 1 € 2%.

Em cdes a doenga € geralmente crbnica, podendo ser assintomatica ou
sintomatica onde a doenga € caracterizada por um ou mais dos nove principais
sintomas, quais sejam, hiporexia com perda de peso, linfoadenopatia local ou
generalizada, lesbes de pele, lesdes oculares, epistaxe, claudicagdo, anemia,
insuficiéncia renal. A forma assintomatica da LVC geralmente representa de 20 a 40%
de uma populagdo soropositiva sendo que aproximadamente 80% desenvolvem a
doenca.

Apos o processo de infeccdo pela Leishmania, o sistema imune do hospedeiro é

ativado e passa a lutar contra a infeccdo ativando as respostas imunes inatas



(fagédcitos, células NK e sistema complemento) e adaptativas (produgao de citocinas e
anticorpos). Por sua vez, o parasita consegue evadir a resposta imune, levando a uma
cronicidade da infecgéo.

Na LVC o bago € um dos érgdos alvo da doenga, e a esplenomegalia é um
achado frequente, as modificagdes patoldgicas apresentam graus variados, e o aspecto
macroscopico das lesdes esta relacionado com a evolugdo da doenga, ocorre uma
queda no numero de linfécitos na bainha periarteriolar, e a proliferacdo de macrofagos
gerando uma hiperplasia folicular.

As mudangas morfoldgicas do bago sugerem uma supressao da imunidade
celular mediada e a imunidade humoral ativa, pois a hipergamaglobulenemia resultante
pode ser responsavel pelo aumento de imunocomplexos circulante e diversas
manifestagdes imunopatologicas observadas na infecgao.

A supressao de imunidade celular constitui o aspecto mais importante na
patogénese e progressao da doenga canina, e a apoptose tem sido relacionada a
auséncia da imunidade celular observada na LV experimental e humana. Na infecgao
humana a apoptose tem sido associada a falha na imunidade, pacientes em fase aguda
da doenga demonstraram redugéo de linfocitos T e células mononucleares de sangue
periférico e a diminui¢do na secregéo do IFN-y.

Em céaes naturalmente infectados observa-se uma hipoplasia de polpa branca
associada a reducao de células T CD4+ no sangue periférico, no entanto nenhum
estudo avaliou se existe uma associacao entre a diminuicdo de linfécitos T e a
apoptose, portanto pretende-se investigar se os niveis de apoptose estdo aumentados

em caes naturalmente infectados.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A Leishmaniose Visceral Canina € uma antropozoonose de distribuicdo mundial,
causada por protozoarios do género Leishmania, familia Tripanossomatidae. No Brasil é
causada pelo protozoario Leishmania (L.) chagasi, que é semelhante a Leishmania (L.)
infantum encontrada em alguns paises da Asia e do Mediterraneo (SANTA ROSA &
OLIVEIRA, 1997; GONTIJO & MELO, 2004). A Leishmania spp. € um parasita
intracelular obrigatoério de células do sistema fagocitario mononuclear (SANTA ROSA &
OLIVEIRA, 1997; CARVALHO-NETTO et al., 2006).

A transmissao de Leishmania (L.) chagasi, se da pela picada de fémeas de
insetos dipteros, denominados flebotominios, conhecidos popularmente como
mosquitos palha ou birigui e pertencentes a familia Psychodidae. O principal vetor do
protozoario é Lutzomyia longipalpis. Recentemente, Lutzomyia cruzi foi também
incriminado como vetor da doenga no Estado do Mato Grosso do Sul (CAMARGO-
NEVES et al., 2001; FEITOSA, 2006).

A Leishmania (L.) chagasi pode ser encontrada nas formas promastigota e
paramastigota (formas flageladas), no trato digestério dos hospedeiros invertebrados e
na forma amastigota (formas sem flagelo livre), no citoplasma de células do sistema
fagocitario mononuclear dos hospedeiros vertebrados (LEE et al., 2002; BARBIERI,
2006; FEITOSA, 2006).

No Brasil a leishmaniose visceral canina coexiste com a leishmaniose visceral
humana em todos os focos conhecidos e ela precede a ocorréncia de casos humanos
(DEANE, 1956; ALENCAR, 1978; MARZOCHI et al.,1985).

O cao apresenta todas as caracteristicas de um otimo reservatério, pois
apresenta uma area de distribuicdo sobreposta a humana, funciona como fonte de
alimentacdo para o vetor, desenvolve alto parasitismo cutdneo apresentando alta taxa

de infecgao.



A LVC, geralmente é sistémica e crbnica, com elevada taxa de parasitas
distribuidos pela derme (FERRER et al., 1999). O periodo de incubagéo pode variar de
3 meses até 2 anos (GENARO, 2000).

A infeccdo em cédes é clinicamente semelhante a infeccdo humana, embora no
cao, além do acometimento das visceras, sao frequentemente encontradas lesdes de
pele nos animais infectados e sintomaticos (KRAUSPENHAR et al., 2007). O quadro
clinico é variavel e depende da resposta imune do cao e da cepa do parasita inoculado
pela picada do inseto vetor (MICHALICK & GENARO, 2005). Inicialmente surge febre
intermitente, perda de peso e linfoadenopatia (LIMA et al., 2004). Alguns caes curam
espontaneamente enquanto que outros evoluem até a morte em poucas semanas
(MICHALICK & GENARO 2005).

A LVC é uma doencga crbnica, fatal e sistémica, sendo os principais sinais
clinicos no cao representados por  caquexia, hipergamaglobulinemia,
hepatoesplenomegalia, anemia e linfadenopatia (CIARAMELLA et al., 1997; FERRER,
1999; LIMA et al., 2004; BRITO et al., 2004; LANGONI et al., 2005; LINHARES et al.,
2005; KRAUSPENHAR et al., 2007). Na pele sdo comuns ulceras crostosas na orelha,
focinho e regido periorbital, descamacdo furfurdcea e alopecia multifocal
(KRAUSPENHAR et al., 2007).

De acordo com GENARO (2000), os caes soropositivos sao classificados
clinicamente em assintomaticos por apresentarem auséncia de sinais compativeis com
leishmaniose visceral. Representam 60% da soropositividade em areas endémicas e
67% de positividade em exames parasitolégicos de pele, apesar dos titulos de
anticorpos baixos; oligossintomaticos - apresentam os primeiros sinais da doenga com
discreto emagrecimento e/ou sinais clinicos pouco caracteristicos; representam cerca
de 17% da soropositividade em areas endémicas e apresentam 71% de parasitismo
cutaneo. Os polissintomaticos ou sintomaticos apresentam sinais clinicos tipicos da LV,
tais como, onicogrifose, emagrecimento progressivo e lesbes dermatoldgicas.
Representam cerca de 25% da soropositividade em areas endémicas com 81% de
parasitismo cutaneo.

A confirmacdo do diagnéstico pode ser realizada por métodos diagndsticos

diretos, tais como: citologia, isolamento e cultivo do parasita, e detecgdo molecular do



parasita pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), onde se amplifica o DNA do
cinetoplasto do parasito, em sangue, pele, nodulos linfaticos, conjuntiva ou medula
Ossea de caes infectados. A sensibilidade e especificidade da PCR dependem de
diferentes fatores, incluindo tipos de iniciadores, numero de cépias do alvo, método de
extragcado de DNA, biopsia do material e tipos de protocolo da PCR (GONTIJO & MELO,
2004; METTLER et al., 2005).

Devido as limitacbes dos métodos diagnosticos diretos, tém se pesquisado
técnicas indiretas e nao invasivas, especialmente aquelas relacionadas a deteccao de
anticorpos no soro do animal. Tais métodos devem ter sensibilidade e especificidade
satisfatorias, ndo serem dispendiosos e serem de execugdo simples, especialmente
para permitir seu uso em inquéritos epidemiolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2008b).
O método sorolégico de ELISA tem sido empregado por ser um teste sensivel, com
facilidades técnicas e econémicas. O teste de ELISA indireto € comumente empregado
para diagnéstico (LIMA et al., 2003).

Outro importante avango na area do diagndstico indireto da LVC foi a
identificacdo de antigenos imunodominantes e a produgdo de recombinantes
(MOHAMMED et al., 1985), entre esses o0 k39 uma proteina recombinante localizada no
DNA do cinetoplasto de Leishmania spp., constituinte de uma proteina de 230 kDa da
familia Kinesina. A proteina rK39 apresenta sequéncia idéntica em sete espécies de
Leishmania spp. A conservagdo de uma sequéncia de 39 aminoacidos repetitivos
confere a esta proteina epitopos de alta densidade e identidade especifica com as
espécies L. donovani e L. chagasi. A reatividade com outros tripanossomatideos
mostrou-se negativa e a presenca de anticorpos anti-rK39 indicaria a infecgao ativa
(MOLINA et al., 1994). A proteina recombinante K39 tem sido utilizada em testes
imunocromatograficos rapidos (dipsticks) no diagndstico sorolégico da LVC em campo e
em laboratério na Africa e na india (NAKATANI et al., 2001; QUINNELL et al., 2001).

Os impactos no controle da LVC com a remocdo e eutanasia dos caes
soropositivos tém sido discutidos por se mostrar trabalhosa e de eficacia duvidosa. De
acordo com estudos controlados, a propagacéo da LVA ndo é afetada exclusivamente

pela eliminagéo de caes soropositivos (DIETZE et al., 1997).



A contribuicdo da eliminacdo de caes para a redugao da incidéncia da LV
humana é questionavel e ponto controverso também entre diversos autores (WHO,
2006).

2.2 ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGICOS

A epidemiologia das leishmanioses é extremamente complexa: inclui cerca de 20
espécies de Leishmania patogénicas ao homem, mais de 30 espécies de flebotomineos
(insetos vetores), muitas espécies de mamiferos, susceptiveis e além do ciclo
zoondtico, apresentam também ciclos enzoodtico e antropozoonédtico (LAINSON &
SHAW, 1987).

Desde 1990, os limites da distribuicdo geografica das leishmanioses tem se
expandido significativamente. Estima-se que mais de 350 milhdes de pessoas estejam
expostas ao risco de aquisicao de leishmaniose e que mais de 12 milhdes estejam
infectadas (WHO, 2006).

A incidéncia mundial das leishmanioses € estimada em 2 milhdes de novos
casos por ano, numero provavelmente subestimado, pois se admite que para cada caso
diagnosticado, nas Américas, outros cinco nao foram notificados (WHO, 2006).

Segundo DESJEUX (2001), as migragdes, a acao antrépica no ambiente, a
urbanizagcao dos ciclos de circulagdo de Leishmania spp., a imunossupressado e a
desnutricdo do hospedeiro seriam fatores de risco que explicariam a expansao, a
disseminagao e o aumento da incidéncia de casos de leishmanioses em varias regides
do mundo.

As caracteristicas clinicas, etiolégicas, geograficas e epidemiolégicas muito
diversificadas resultam em um espectro de doencgas do sistema fagocitico mononuclear
da pele, medula éssea, figado, baco, linfonodos entre outros, associadas a resposta
imunolodgica expressa pelo hospedeiro (LAINSON & SHAW, 1987).

A LV possui ampla distribuicdo no Velho e no Novo mundo situando-se entre as
sete endemias prioritarias da Organizacdo Mundial da Saude. A LV afeta 500 mil
pessoas por ano e aproximadamente 90% de todos os casos notificados no mundo

provém de: Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sud&o. A doenca atinge principalmente



as populagdes mais pobres desses paises, associada a desnutricdo, saneamento
basico e a ocupagao desordenada do ambiente (WHO, 2006). No Novo Mundo a
doenca é conhecida como Calazar neo-tropical ou leishmaniose visceral americana
(LVA).

Entre 2001 e 2005, foram notificados 15.340 casos de LV em humanos no Brasil,
a maior incidéncia ocorre no Nordeste, com 92% do total de casos, seguida pelo
Sudeste (4%), Norte (3%) e Centro-Oeste (1%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2008b).

A Leishmaniose visceral era anteriormente considerada como uma doenca
proveniente de zonas rurais, hoje € uma grande preocupagdao em areas urbanas
(TAUIL, 2006), com a sua incidéncia aumentando na regiao Sudeste do pais. No distrito
de Aracatuba, estado de Sao Paulo, a LV foi detectada em caes em 1998 e em
humanos em 1999 (GALIMBERTTI et al., 1999). O municipio de Aracatuba contribuiu
com 17% do numero total de casos humanos e 28,5% das mortes em todo o estado no
ano de 2007, em sete anos (1999 a 2005), cerca de 205 pessoas foram infectadas e 20
morreram (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2009).

No Brasil, o agente etiologico € a Leishmania (L.) chagasi, espécie semelhante a
L. infantum encontrada em alguns paises do Mediterraneo e da Asia. Existe uma
grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo — se ela foi introduzida
recentemente, na época da colonizacdo européia e causada pela espécie L. infantum,
ou ha varios milhdes de anos, juntamente com a introdugéo dos canideos, devendo a
espécie ser classificada como L. chagasi (GONTIJO & MELO, 2004)

Os achados de altas taxas de infeccdo em canideos originarios da Amazoénia
sugerem a origem autéctone (LAINSON et al, 1987). Entretanto, estudos utilizando
técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e a L. infantum uma Unica
espécie e aceitam a hipotese de origem recente nas Américas (MAURICIO et al., 2000).

A ocorréncia da doengca em uma determinada area depende basicamente da
presenca do vetor susceptivel e de um hospedeiro e/ou reservatério igualmente
susceptivel (GONTIJO & MELO, 2004).

A constante migracdo do homem, com seus caes (infectados), de areas
altamente endémicas para aquelas nas quais a LVA ndo é endémica, explicaria a

introdugdo do agente etioldgico e a manifestagdo de novos focos, sendo o risco maior



para a populacdo humana residente que convive com L. longipalpis e com as raposas

e/ou outras fontes silvestres locais (SERVICE, 1989).

2.3. RESPOSTA IMUNOLOGICA ADAPTATIVA CANINA E APOPTOSE NA
LEISHMANIOSE VISCERAL

Na resposta adaptativa, as células T sdo de fundamental importancia na
modulagao da leishmaniose visceral. A resisténcia a infeccao esta associada a ativagao
de células TCD4+ Th1 especificas para Leishmania spp., que produzem IFN-y ativando
macréfagos (PINELLI et al., 1994).

As células TCD8+ também parecem estar envolvidas com a resisténcia a
infeccdo (BARBIERI, 2006). A ativagéo das células TCD4+ Th2 pelo parasita resulta no
aumento da sobrevivéncia do parasita e no aparecimento das lesées, em razdo das
acdes supressivas de suas citocinas nos macréfagos (ABBAS et al., 2000; BARBIERI,
2006).

A supressao de imunidade celular constitui o aspecto mais importante na
patogénese e progressao da doenga canina. A supressao da resposta das células T &
observada pela auséncia da reposta linfoproliferativa “in vitro” a antigenos de
Leishmania spp. e reagdo de hipersensibilidade do tipo retardado negativa para
Leishmania spp (CARVALHO et al., 1989). Em caes infectados com Leishmania
infantum, observa-se uma redugdo no numero de linfécitos T CD4+ e concomitante
proliferagao do parasita nos macrofagos e disseminagcao do parasita para varios 6rgaos
incluindo estdmago, intestino e pulméo (BOURDOISEAU et al., 1997; HERVAS et al.,
1996). Ha uma correlagéo direta entre os niveis das células T CD4+ e a resposta celular
ao parasito, sendo a recuperacao do animal doente apds o tratamento acompanhada
pelo aumento da porcentagem das células T CD4+ (ALVAR et al., 2004).

O termo apoptose (do grego apdé = separagao, ptdsis = queda), adotado pela
primeira vez por KERR et al, 1972, designa forma fisiolégica de morte celular que
ocorre segundo programa genético que desencadeia processo de autodigestdo
controlada, em concordancia com a remocado de células lesadas, senescentes ou

indesejaveis, sem promover uma resposta inflamataria (Li et al., 2009).



Além de seu papel fisioléogico que regula a populagcdo celular, controla os
processos de desenvolvimento e morfogénese e limita as reagdes imunes (PAROLIN &
REASON, 2001)

A apoptose é processo ativo cuja marca registrada é a autodigestao controlada
dos constituintes celulares, devida a ativacdo de proteases enddgenas e pode ser
comparada metaforicamente a um "suicidio celular". A ativacdo dessas proteases
compromete a integridade do citoesqueleto, provocando verdadeiro colapso da
estrutura celular (TIZARD, 2009).

Ha duas vias principais de apoptose. A via “extrinseca” é desencadeada por
citocinas, como TNF-a, que atua por meio de receptores de “morte” especificos, como o
CD95 (Fas). Nas células que morrem por essa via, a interagdo das ligantes com os
receptores de morte leva a formagéao do complexo sinalizador indutor de morte (DISC,
do inglés death-inducing complex), que contem as caspases 8 e 10. A via “intrinseca” é
desencadeada pela ativagao das proteinas pro-apoptoticas Bcel-2, que levam a liberagao
do citocromo ¢ da mitocondria. Nas células que morrem pela agao dos mecanismos
intrinsecos, o citocromo ¢ desencadeia a formacdo de complexo protéico, o
apoptossoma (BUDIHARDJO et al., 1999).

O apoptossoma recruta e ativa a caspase 9. Independentemente das suas origens,
as caspases ativadas iniciam uma cascata de “caspases executoras”, que degradam as
proteinas citoplasmaticas e esqueléticas, ativam as endonucleases e resultando na
morte celular (OLSON & KORNBLUTH, 2001).

As células apoptdoticas caracteristicamente quebram seu DNA em muitos
fragmentos de baixo peso molecular. Esta fragmentagdo pode ser responsavel pela
condensacao caracteristica da cromatina. Nas células que sofrem a apoptose
desencadeada por qualquer uma das vias, a cromatina nuclear se condensa contra a
membrana nuclear. As células afetadas se encolhem e se destacam das células ao seu
redor. Por fim, a ruptura nuclear e a desintegragao citoplasmatica formam fragmentos
celulares, denominados corpos apoptéticos (SASTRY & RAO, 2000).

Conforme as células morrem, a membrana celular também se inverte, expondo o
lipideo fosfatidilserina em sua superficie. Este lipideo se liga a receptores nos

macrofagos e nas células dendriticas e desencadeia a fagocitose da célula. Isso



também desencadeia citocinas antiinflamatérias, como TGF-B, enquanto inibe a
liberagdo de citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a. Quando as células dendriticas
fagocitam as células apoptoticas, elas processam as moléculas protéicas destas células
e apresentam como complexos antigeno-MHC em suas superficies. No entanto, estas
células, neste momento, ainda ndo expressam moléculas co-estimulantes. Em
decorréncia disto, quaisquer linfécitos T que reconhegam este antigeno nao sao co-
estimulados. Tais linfocitos serao seletivamente desligados e havera o estabelecimento
de tolerancia, tal fato pode ter papel importante na imunopatologia das infecgbes
(NAGATA, 2000, TIZARD, 2009).

Na infeccdo aguda humana a apoptose tem sido associada a redugao de
linfocitos T e células mononucleares de sangue periférico e a falha na imunidade, pois
ocorre diminuicdo na secregao do IFN-y (POTESTIO et al., 2004).

O fenbmeno de apoptose esta presente em varias infecgdes influenciando ou
nao o seu desenvolvimento, como durante infecgao por Leishmania (DAS et al., 2001;
LEE et al., 2002) e Trypanosoma (WELBURN et al., 1999).

Achados “in vitro” também sugerem o envolvimento da apoptose no mecanismo
de supressao observado na LV, a infeccdo de macréfagos por L donovani aumentou o
nivel de Fas na membrana e FasL no sobrenadante de cultura, a desregulagéo
significativa da apoptose através da via Fas e FasL que ocorre durante a LV, € um
mecanismo que pode contribuir para 0 aumento da sensibilidade a apoptose de células
T especificas para Leishmania (EIDSMO et al., 2002).

Em camundongos experimentalmente infectados com L donovani também foi
observado o aumento do nivel da apoptose espontanea no baco e figado comparado ao
grupo néo infectado (ALEXANDER et al., 2001).

A apoptose de células T CD4 foi observada na LV experimental em
camundongos susceptiveis, com concomitante queda na secreg¢do de IL-2 e INF-g
durante a infecgdo, estando estes eventos relacionados a imunossupressao (DAS et al.,
1999).

Em caes naturalmente infectados a supressdo imunolégica observada pode ter

relacdo com o mecanismo de apoptose de linfécitos T, a constante estimulagao devido



a caracteristica cronica da infeccdo pode desencadear a apoptose e colaborar na falha

da imunidade celular.

Ill. OBJETIVOS

Avaliar se a apoptose de linfécitos T do bago e do sangue periférico de caes
sintomaticos naturalmente infectados com leishmaniose visceral pode ter envolvimento

na supressao da imunidade celular desses animais.

3.1. OBJETIVO ESPECIFICO

-Avaliar a porcentagem de células T apoptéticas no bago e no sangue periférico

de caes infectados, e comparar ao observado em animais saudaveis.



IV. MATERIAL E METODOS

4.1. AREA DE ESTUDO

O municipio de Aragatuba, (21° 12’ 32" S; 50° 25’ 38” W), com area total de
1.167.3311 Km?, estado de S&o Paulo Brasil, uma area endémica para leishmaniose
visceral canina.

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Imunologia do Departamento
de Clinica, Cirurgia e Reprodugdo Animal, do curso de Medicina Veterinaria da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista da Foa —
UNESP.

4.2. TRIAGEM DOS ANIMAIS

Treze caes adultos, machos e fémeas, entre 2 e 5 anos de idade, de varias racas
e pesos, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Aragatuba (CCZA), foram
selecionados para o estudo. Os caes se mostraram soropositivos para o antigeno L. (L.)
chagasi testados por ELISA indireto (LIMA et al., 2003) e para o antigeno rK39. As
reacoes de PCR de amostras de baco apresentaram amplificagdo positiva para o
género Leishmania spp.

Os animais selecionados eram sintomaticos e apresentavam pelo menos trés
sinais clinicos de LV canina (febre, dermatite, linfoadenopatia, onicogrifose, perda de
peso, caquexia, problemas de locomogéao, conjuntivite, epistaxe, hepatoesplenomegalia,
edema e apatia).

Foi também incluido no estudo um grupo controle composto por 6 animais
saudaveis, machos e fémeas, de varias ragas e pesos, provenientes de area nao
endémica (Londrina, Parana, Brasil). Eram soronegativos para L. (L.) chagasi, testados
por ELISA indireto (LIMA et al., 2003) e apresentaram reacao negativa ao antigeno

rkK39, com amostras de bago negativas na reagdo de PCR para DNA do parasita. Esses



animais apresentaram hemograma normal, indicando auséncia de processo infeccioso.

Este estudo teve aprovagao do comité de ética em experimentagdo animal.

4.3 COLHEITA DAS AMOSTRAS

Os caes naturalmente infectados foram eutanasiados pelo seguinte processo:
inicialmente tranquilizados com 0,05 mg/Kg de maleato de acepromazina iv; apos 15
minutos de intervalo fez-se uma injecéo rapida (20 s) de 15 mg/Kg de tiopental sédico iv
seguida de 10 ml de cloreto de potassio 19,1% pela mesma via. Apos a eutanasia os
fragmentos de bago foram coletados e mantidos em meio de cultura celular RPMI-1640
(Sigma, USA). As amostras de baco do grupo controle foram retiradas por exciséo
cirurgica apds sedacgdo. O sangue foi obtido por pungéo venosa, e coletado em tubos

contendo EDTA. As amostras foram processadas imediatamente apds a coleta.

4.4. METODOS DE DIAGNOSTICO DA LVC.

4.4.1. DETECGAO DE ANTICORPO LEISHMANIA (L.) CHAGASI POR ELISA
INDIRETO.

Os soros dos caes foram analisados por ELISA indireto, utilizando como
antigeno, lisado total de promastigota Leishmania (L.) chagasi (MHOM/BRO0O/MERO02).
Para a preparagao do antigeno, os parasitas foram mantidos em cultura a 26°C em
Meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis U.S.A.) (LIMA et al. 2003).

A placa de poliestireno foi coberta com 20 ug/mL de antigeno total do parasita L.
(L.) chagasi (LIMA et al. 2003), em 5 mL de tampao carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH
9,6. Apds incubacgao a 4°C por toda a noite. A placa foi lavada com PBS - 0,05% Tween
20 e bloqueada por 1 hora a temperatura ambiente, com 150 yL por po¢o de uma
solugao de PBS contendo 10% de soro bovino fetal. Apés nova lavagem com PBS -
0,05% Tween 20, as amostras de soro, diluidas 1:400 em PBS - 10% de soro fetal
bovino e 0,05% Tween 20, foram adicionadas a cada poco, em duplicata, e incubadas

por 3 horas a temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente com PBS - 0,05%



Tween 20, e adicionado 100 pL por pogo de anticorpo anti-IgG de cédo conjugado a
peroxidase (Sigma, St. Louis, U.S.A.), na diluicdo de 1:1000, lavada novamente e
adicionado 100mL da solugdo, contendo 0,4 mg/mL O-phenylenediamine (Sigma, St.
Louis, U.S.A.), e H,O, 0,4 uL/mL em 0.1M acido citrico, 0.2M fosfato de sédio dibasico.
A reacado foi bloqueada com 50uL de HCI. A densidade optica (DO) foi avaliada
utilizando o leitor Spectra Count ™ (Packard Bio Science Company, U.S.A.). O ponto de
corte (Cut-off) de 0,270 foi estabelecido utilizando como referéncia a média mais 3

vezes o desvio padrao obtido no grupo (VOLLER et al., 1980).

4.4.2. DETECGAO DE ANTICORPO LEISHMANIA (L.) CHAGASI PELO TESTE
RAPIDO ANTI-rK39.

Foi utilizado o Kit Kalazar Detect"" Rapid Test (InBios Inc-Seattle, WA-USA), de
acordo com as instrugbes do fabricante. Este € um teste rapido para diagnéstico da
leishmaniose visceral, caracterizado por um ensaio imunocromatografico qualitativo
realizado em fita de papel de imunocromatografia para a detec¢géo de anticorpos anti-
k39, em amostras de soro de animais. A fita & pré-coberta com o antigeno
recombinante K39 na posi¢cado de realizagdo do teste, chamada linha de teste e com
anticorpo anti-proteina A na posi¢cao chamada linha controle do teste. Durante o teste a
amostra reage com o conjugado proteina A /ouro coloidal, também adsorvido a fita.
Esse complexo entdo, migra na fita por capilaridade até reagir com o antigeno
recombinante, se houver anticorpos especificos, gerando uma linha vermelha. A
presenca desta linha indica resultado positivo e a auséncia indica resultado negativo.
Independente da presenga de anticorpos especificos para L. (L) chagasi, como o
complexo antigeno/anticorpo continua a migrar e reage com o anticorpo anti-proteina A,
uma linha vermelha na regido controle sempre aparecera. Este teste foi empregado
utilizando-se 20 pyL de soro dispensados na regiao de aplicagcdo da amostra na fita
teste, que por sua vez foi colocada em tubo contendo duas ou trés gotas (100 — 150 uL)
de tamp&o que acompanha o Kit, aguardando-se até 10 minutos para ocorrer a reagao

imunocromatografica positiva ou negativa



4.4.3. EXTRACAO DE DNA E REAGAO DE PCR.

O DNA foi obtido de fragmentos do bago de aproximadamente 1cm?, apos
homogeneizagao do tecido em homogeneizador de tecidos (Ultraturrax T8, Alemanha)
na velocidade maxima do aparelho, por aproximadamente 5 minutos, mantidos em gelo
e lavadas sucessivamente em solugéo tampao 1x SSC (NaCl 3M, citrato de sddio 0,3M,
pH 7,0). Para a digestdo enzimatica adicionaram-se 300 ul de solugéo de lise (10%
SDS em 0,2M de acetato de sédio) e 20 ug/ml proteinase K, por 1 hora a 56 °C.

O DNA foi extraido pelo método do fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1),
(SAMBROOK, 1989). Apds a extracdao, o DNA foi resuspenso em 50 ul de TE (10mM
Tris-HCI pH 8.0, 1nM EDTA pH 8,0) e incubado por 10 minutos a 60°C. O material foi
mantido a -20°C.

Para a reagdo de PCR, foram utilizados os iniciadores 13A (3'GTG GGG GAG
GGG CGT TCT5") e 13B (3'ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT5") (RODGERS et al.,
1990), que amplificam um fragmento com 120pb de uma regido conservada do
minicirculo do cinetoplasto do género Leishmania spp., cada reagdo da PCR foi obtida
em 60 pl contendo 30 pmol de cada iniciador (Invitrogen®), 0,2 mM de DNTPs
(Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen®), 5U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen®),
50nM de solucao buffer, H,O milliq e 1 pl de DNA.

A amplificagdo foi realizada em Termociclador Mastercycler gradiente
(Eppendorf®) com aquecimento inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 33 ciclos de:
95°C por 1,5 minutos para desnaturagao, 57°C por 1,5 minutos para o anelamento e
72°C por 2 minutos para extensdao. A extensao final foi a 72°C por 10 minutos e o
produto final armazenado a -20°C até analise.

Para cada reacao, adicionou-se um controle negativo (com agua ultrapura), um
controle positivo contendo DNA extraido da cultura de promastigotas de Leishmania (L.)
chagasi (MHOM/BROO/MERO02).

O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%,

seguido por coloragédo com brometo de etidio e visualizagdo em luz UV.



4.5. AVALIAGAO DA APOPTOSE.

A apoptose foi avaliada em células mononucleares de sangue periférico e células
do baco dos caes portadores de LVC e cdes saudaveis utilizando oS KitS Guava
Nexin® Assay (Guava, Hayward, CA) e o MutilCaspase® (Guava, Hayward, CA). O
procedimento do teste foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Como controle positivo na avaliagcdo da apoptose foi utilizado o indutor de
apoptose Camptotecina (Sigma, EUA) (0,15 ug/ mL) em DMSO (Sigma) (TAO et al.,
2004). As células foram incubadas na presencga do indutor por 1 hora em estufa de CO
a 37C°. Para avaliacdo da taxa de apoptose foi utilizados 1 x 10° células/mL. O controle
positivo foi utilizado como uma referéncia para delimitar a "gate” das células apoptéticas

no citbmetro de fluxo.

4.6. ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-CD3-FITC CANINO E CONTROLE
ISOTIPO.

As células de sangue periférico foram marcadas apds a separagao de células
mononucleares sobre gradiente de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences). As células do
baco foram processadas ap6s a lise dos glébulos vermelhos.

Para marcacao de linfocitos T as células marcadas anteriormente com os Kits
Guava Nexin® Assay ou MultiCaspase®, foram incubadas em PBS 1X com 1% de
albumina sérica bovina, 0,1% azida e 20% de soro bovino fetal por 1 hora a 4°C para
bloquear os receptores Fc (FCR). Logo apds as células foram marcadas com anticorpo
monoclonal anti-CD3-FITC canino e controle isotipo (Serotec®) por 15 minutos a 4°C.
As células foram lavadas duas vezes em PBS e soro bovino fetal 2% e fixadas com
PBS -formol a 2% e mantidas no escuro a 4°C até a aquisigéo.

A aquisicdo dos dados foi realizada no citbmetro EasyCyte mini ® (Guava,

Hayward, CA), e a analise dos dados adquiridos no Software Express Plus ® Guava.



4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio de teste ndo-paramétrico. As meédias dos
grupos foram comparadas utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Resultados foram
considerados como significantes quando p<0.05. As analises estatisticas e os graficos
foram efetuadas utilizando o programa computacional GraphPad Prism 3 (GraphPad
Software, Inc. CA. USA)



V. RESULTADOS

5.1. DIAGNOSTICO DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR
LEISHMANIA (L.) CHAGASI POR DIFERENTES METODOS.

O diagndstico para a triagem dos animais foi realizado através de dois métodos
sorolégicos: o ELISA indireto contra o antigeno total de Leishmania (L.) chagasi e a
imunocromatografia com antigeno rkK39; e também pelo método molecular da PCR.

No ensaio de ELISA indireto o ponto de corte de 0,270 foi estabelecido utilizando
como referéncia a média mais 3 vezes o desvio padrao da densidade Optica obtida em
caes saudaveis de area ndo endémica. Os resultados obtidos nos métodos sorolégicos

estao expressos na tabela 1.

Tabela 1: Densidade Optica obtida no ensaio ELISA indireto contra antigeno de L.

(L.) chagasi e do resultado do teste rapido k-39.

Animal Sexo ELISA (D.O.) K39

4 F 0,541 Positivo
7 M 0,602 Positivo
8 F 0,583 Positivo
9 M 0,636 Positivo
11 M 0,529 Positivo
12 F 0,536 Positivo
13 F 0,581 Positivo
17 F 0,326 Positivo
18 M 0,506 Positivo
20 M 0,699 Positivo
21 F 0,732 Positivo
22 F 0,465 Positivo
23 F 0,520 Positivo
C1 M 0.105 Negativo
C2 F 0.112 Negativo
C3 M 0.090 Negativo
C4 M 0.108 Negativo
C5 F 0.159 Negativo
C6 M 0.142 Negativo




No diagndstico pelo método molecular o DNA das amostras de bago dos caes
infectados provenientes do CCZA mostrou amplificacdo de uma banda de tamanho
esperado para o iniciador utilizado. Os caes saudaveis nao mostraram amplificagao
positiva (Figura 1).
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Figura 1: Amplificagdo de DNA para o género Leishmania de amostras de bago de animais
infectados e saudaveis, eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo. A -
(PM) Marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder); (CT+) Controle positivo utilizando DNA
de promastigota de L. (L.) chagasi, (CT-) Controle negativo sem DNA; (4, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 17,
18, 20, 21, 22, 23) amostras de caes infectados com LVC; B - (PM) Marcador de peso molecular
(100 bp DNA Ladder); (CT+) Controle positivo utilizando DNA de promastigota de L. (L.) chagasi,
(CT-) Controle negativo sem DNA (C1, C2, C3, C4, C5, C6) amostras de caes saudaveis.



5.2. ESTRATEGIA DE ANALISE DA APOPTOSE DOS LINFOCITOS T

Para a analise da apoptose dos linfécitos T inicialmente foi feita uma
janela “gate” delimitando as células positivas para CD3 (Plot 2), em seguida essa
populagdo foi analisada para a marcacdo positiva para os dois marcadores
indicativos do estado de apoptose (Plot 3). A estratégia de analise da apoptose
de linfécitos T foi idéntica para os dois Kits utilizados (Guava Nexin® Assay e

MultiCaspase®), conforme apresentado em anexo 1.

5.3. APOPTOSE EM LINFOCITOS T DE SANGUE PERIFERICO E TECIDO
ESPLENICO

Para investigar a apoptose na infeccao por L. (L) chagasi, nos avaliamos a morte
celular em células T de sangue periférico e de amostras de bago imediatamente apds a
coleta. A apoptose dos linfocitos das amostras foi detectada utilizando dois kits: Guava
Nexin® Assay e MultiCaspase® e simultdnea marcacdo para CD3 com anticorpo
monoclonal. A porcentagem de linfécitos T apoptdticos foi avaliada por dupla marcagéo
positiva. O controle positivo utilizado apresentou taxas de apoptose nos diferentes
experimentos acima de 45 % e foi utilizado como referéncia na analise dos dados da
citometria.

Os resultados apresentados na figura 2 claramente indicam que os linfécitos T do
sangue periférico e do tecido esplénico mostram um aumento significante dos niveis de
apoptose comparado com o observado em animais controles (p<0.05, teste de Mann-
Whitney).

Em animais saudaveis, a frequéncia da apoptose no sangue periférico e no bago
foi similar. Nos animais infectados o kit MultiCaspase® mostrou um pequeno aumento
da taxa de apoptose no bagco quando comparado ao sangue, enquanto o Kit de Guava
Nexin® mostrou valores similares. De maneira geral os valores de apoptose observados
nos dois Kits foram muito proximos e ndo houve diferenca estatistica entre eles, como

mostrado na tabela 2.
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Figura 2. Valores de apoptose de linfocitos T em animais infectados e controles. Cada ponto
representa um animal. As barras representam o valor médio de cada grupo. P < 0.05, diferenca

significativa dos valores médios na comparacéo dos animais infectados e saudaveis.



Tabela 2: Médias (X) e desvios padroes (sd) da apoptose em linfécitos de

sangue e bago.

Variavel Grupos Tecidos (X+ sd)

Baco Sangue

Infectados 4.070 £ 3.850 a 4.410+4.381a
Guava Nexin®
Assay Controles 0,848 +0.547 b 0.180+0.171b

Infectados 6.381 +£5.642 a 4,805 +4.069 a
MultiCaspase®

Controles 0.438 £0.269 b 0.398 +0.594 b

Médias seguidas de letras distintas representam a comparagéo entre os grupos que diferiram de

acordo com o teste de Mann-Whitney (P < 0,05).



VI. DISCUSSAO

Atualmente, em detrimento de intensa pesquisa na area de diagndstico
laboratorial da LVC, ainda ndo ha uma definicdo quanto aos testes a serem
empregados para o diagnéstico. Assim foram utilizados diferentes métodos para se
assegurar do processo infeccioso do cdo. Na triagem dos caes com LVC, os dois testes
sorologicos (ELISA indireto e o imunocromatografico em tiras com antigeno rK39)
apresentaram uma alta concordancia. As amostras positivas em somente um dos testes
foram excluidas do estudo. O método molecular PCR foi utilizado para confirmagao do
diagnéstico sorologico. As amostras dos treze caes utilizados neste estudo obtiveram
resultados positivos frente aos métodos utilizados e seis animais saudaveis
(hemograma normal) oriundos de area ndo endémica para LVC, foram negativos,
indicando auséncia de infeccao para Leishmania spp.

Na triagem dos caes o antigeno total de promastigota foi utilizado no ELISA
devido a sua facilidade de obtencdo em grande quantidade e sob condi¢bes
padronizadas, podendo constituir uma fonte relativamente estavel de determinantes
antigénicos. Sua limitagdo é a reatividade cruzada com outras doencas (ROSARIO et
al., 2005), por outro lado antigenos recombinantes apresentam alta sensibilidade e
baixa reacdo cruzada com outros patégenos (MINISTERIO DA SAUDE, 2008b,
ROSARIO et al., 2005).

Os resultados deste estudo demonstram que ambos os métodos sorolégicos
empregados, sao ferramentas diagnodsticas uUteis para a detecgdo da LVC, podendo ser
aplicadas com segurancga e que, a escolha entre eles depende das condi¢des presentes
e da finalidade do estudo. Porém, o teste imunocromatografico em tiras com antigeno
rK39 apresentou-se como um ensaio simples, de baixo custo e rapido quando
comparado com a PCR e o ELISA indireto, que sdo métodos de diagndstico laboriosos
e caros quando realizados em larga escala.

Em areas endémicas a disponibilidade dessas ferramentas diagndsticas é de
fundamental importancia para o acompanhamento das ag¢des de saude publica

desenvolvidas com a finalidade de controlar a expansao desta zoonose.



O nivel de apoptose em células T do bago e do sangue de caes de uma area
endémica de leishmaniose visceral foi avaliado para investigar o papel desse
mecanismo na imunopatologia da doenca. A apoptose é essencial para o controle
homeostatico do numero de linfécitos, especialmente apds o desenvolvimento da
resposta imune a um microorganismo invasivo (SCAFFIDI et al., 1999). Contudo, alguns
microorganismos sdo capazes de manipular essa resposta, seja diretamente ou ter
estratégias desenvolvidas para sobreviver no hospedeiro, até que tais mecanismos
homeostaticos sejam ativados para reduzir numero de células T efetoras (FREIRE-DE-
LIMA et al., 2000)

Mostramos que o nivel de apoptose de células T do bago e do sangue periférico
foi maior em caes infectados quando comparado com os saudaveis. Os maiores niveis
de apoptose observados em caes infectados indicam que a presenca de Leishmania
(L.) chagasi induz apoptose de células T. Uma vez que a progressao da infecgao esta
relacionada ao comprometimento da imunidade celular mediada (CARVALHO et al.,
1989) a detecgédo de apoptose de células T poderia contribuir para a ineficacia da
resposta imune celular durante infecgao por L. (L.) chagasi.

Nossos resultados confirmam resultados anteriores mostrando que o parasita
Leishmania spp e constituintes de sua membrana induzem apoptose (WOLDAY et al.,
1999). Um estudo in vitro mostrou que a infecgdo de macréfagos por L. donovani
aumentou o nivel de FAS na membrana e sFASL no sobrenadante da cultura, este
mecanismo pode contribuir para o0 aumento da sensibilidade a apoptose de células T
especifico para Leishmania spp (EIDSMO et al., 2002). Embora a apoptose tenha sido
observada seus mecanismos indutores nao foram investigados e deverdo ser
esclarecidos em estudos futuros.

Nos cées a infeccdo natural reproduz o que € observado nos modelos
experimentais. In vivo a infecgdo intravenosa por L. donovani em camundongos induz
apoptose significativa nas células T no baco (ALEXANDER et al., 2001).

Em outros modelos o aumento da apoptose de linfocitos T também ja foi
estudada. Em muitas doencas crénicas infecciosas, incluido as causadas por T. cruzi
(NUNES et al., 1997), T gondii (KHAN et al, 1996), L. donovani (DAS et al, 1999) e L.
major (CONCEICAO-SILVA et al, 1998), ocorre supressédo da imunidade mediada por



células T e aumento da apoptose de linfocitos, o que pode contribuir para a persisténcia
do parasita no hospedeiro. Tais resultados s&o similares ao observado em nosso
estudo. Em infeccdo experimental pelo T. cruzi, células apoptoticas foram detectadas
no baco, linfonodos mesentéricos e no coragdo de camundongos. O mesmo foi
observado em coragdes de pacientes cronicos. Estudos prévios sugerem que a
apoptose tem um papel patogénico na infeccéo pelo T. cruzi e que o bloqueio da
apoptose pode ser alvo de intervengao terapéutica (REIS & LOPES, 2009).

Os maiores niveis de apoptose observados em caes infectados parecem ser uma
resposta fisiolégica a persistente ativagdo imune, os mecanismos envolvidos ainda néo
estdo estudados. O esgotamento das células T provavelmente reflete a deplegao
linféide encontrada em caes sintomaticos. Esse mecanismo pode eventualmente se
desenvolver em células T nao-especificas levando a deplecao de células T tornando os
caes mais suscetiveis a infeccao por agentes oportunistas. A infeccao de Leishmania
spp associada a tais agentes é um achado freqliente em levantamentos
soroepidemioldgicos (PRATA & SILVA, 2005). A desordem imunoldgica pode originar
doencas oportunistas concomitantes a LVC como cistites, pneumonias bacterianas,
piodermites, malasseziase, dermatofitoses, demodiciose e ainda co-infeccbes com
outros agentes, como Babesia spp e Dirofilaria spp (LUVIZOTTO, 2006).

Nossos resultados indicam que, em caes infectados a imunossupressao
associada com a infecgao crénica é devido a aceleragcdo das taxas de apoptose de
células T, esta imunossupresséo também foi demonstrada por DAS et al., (1999) em LV
experimental onde se observou a apoptose de células T CD4 durante a infecgao.

O entendimento da resposta imune em caes infectados com L. (L.) chagasi, que
pode levar ao desenvolvimento de medidas profilaticas ou preventivas para estes
animais. Considerando que, em areas endémicas os caes domeésticos sdo os principais
hospedeiros do parasita e que elas podem transmitir para os seres humanos, qualquer
nova medida ou tratamento que beneficie a populagdo canina provavelmente ira
beneficiar também os seres humanos. Estudos futuros serdo importantes para

esclarecer os mecanismos indutores de apoptose.
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ANEXO



Exemplos de analises da apoptose de linfécitos T pelo Kit Guava

Nexin® utilizando o software Express Plus ® Guava.

1. Animal C3: Contole+ (Sangue)



2. Animal C3: amostra (Sangue)



3. Animal C3: Controle+ (Ba¢o)



4. Animal C3: amostra (Bago)



5. Animal Inf. 9: Controle+ (Sangue)



6. Animal Inf. 9: amostra (Sangue)



7. Animal Inf. 9: Controle+ (Bago)



8. Animal Inf. 9: amostra (Bago)
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