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CONFIE SEMPRE
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EXPRESSAO DAS QUIMIOCINAS MIP-1a E MCP-1 EM RELAGAO A CARGA
PARASITARIA EM CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A Leishmaniose Visceral (LV) € uma zoonose de distribuicdo mundial.
No Brasil foi descrita em varias regiées, mas na regido sudeste vem ocorrendo de
forma significativa desde 1998, na regido de Aracatuba, SP. O cdo é o principal
reservatorio doméstico do protozoario Leishmania chagasi e a principal fonte de
contaminacdo para o homem. A resposta imune do hospedeiro canino frente ao
parasito é variavel e por este fato, os caes apresentam sinais clinicos acentuados
ou auséncia destes. Os animais que apresentam maior carga parasitaria e sinais
clinicos mais severos sao considerados susceptiveis a infeccdo pelo parasito. Este
padrdo esta associado ao perfil de citocinas produzidas, ou seja, na
predominancia de citocinas Thl séo resistentes ou Th2 susceptiveis. No entanto
existem muitas variacbes neste padrdo de resposta, ou seja, muitos animais
apresentam a producdo de citocinas Thl e Th2, sugerindo um desequilibrio na
propor¢cdo de citocinas pré e antiinflamatorias, que favorecem a multiplicacdo e
sobrevivéncia dos parasitos. Este desequilibrio tem influéncia direta sobre a
ativacdo de macréfagos e sobre sua capacidade microbicida e de apresentacao
antigénica, levando a uma anergia de linfécitos T e a manutencao e cronicidade da
infecgdo. As quimiocinas sdo citocinas com potente atividade quimiotatica sobre
leucécitos. Na LV existem estudos no homem e em modelos experimentais, mas
no cado apenas um estudo avalia o seu papel no bago. Existe muita controvérsia
sobre o seu verdadeiro papel na LV, pois descreve-se tanto a sua acéo proé-
inflamatdria quanto a sua acdo deletéria, que favorece o parasito. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar o papel das quimiocinas MIP-1o e MCP-1 no baco
e figado de 30 cées naturalmente infectados com Leishmania spp. e comparar
este achados com a carga parasitaria de cada 6rgdo. Para isto amostras de figado
e baco foram submetidas a analise em microscopia de luz para a determinacéo
das alteracdes morfolégicas, bem como a técnica de gPCR, para a quantificacdo
da carga parasitaria e das quimiocinas. Os cées foram divididos nos grupos com

sinais clinicos de LV (GCS), sem sinais clinicos de LV (GSS) e grupo controle
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(GC) com caes sem a doenca. O baco foi o 6rgdo que apresentou a maior carga
parasitaria, a maior intensidade de inflamagédo, com formac&do de granulomas
difusos e a maior expressao das quimiocinas MIP-1a. e MCP-1, no grupo de caes
GCS. No figado as lesbes foram discretas, os granulomas bem delimitados e ricos
em linfécitos e a carga parasitaria foi baixa no mesmo grupo. O grupo de cées
GSS apresentou um numero muito baixo de parasitos. Conclui-se, portanto que o
baco é mais susceptivel a infeccéo pelo parasito e que as quimiocinas produzidas
neste 6rgdo possivelmente ndo estdo atuando de forma protetora. Avaliar o perfil
de outras quimiocinas e citocinas presentes nestes dois compartimentos seria

fundamental para entendermos os diferentes padrdes de resposta destes cées.

Palavras-chave: resposta imune, quimiocinas, Leishmania chagasi, resposta

compartimentalizada, céo.
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EXPRESSION OF CHEMOKINES MIP-1a AND MCP-1 IN RELATION OF
PARASITE LOAD IN DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY - Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonosis of worldwide distribution. In
Brazil has been described in several regions, but has been occurring in the
Southeast significantly since 1998 in Aracatuba, SP. The dog is the main domestic
reservoir of Leishmania chagasi and the main source of contamination for
humans. The canine host immune response against the parasite is variable. Dogs
have severe intensity or absence of clinical symptoms. Animals that have a higher
parasite load and clinical signs are considered more susceptible to infection by the
parasite. This pattern is associated with the profile of cytokines produced, in the
predominance of Thl they are resistant or in the predominance of Th2 they are
susceptible. However there are many variations on this response pattern, many
animals have the production of Thl and Th2 cytokines, suggesting an imbalance in
the proportion of pro and anti-inflammatory cytokines, which favor the multiplication
and survival of parasites. This imbalance has a direct influence on the activation of
macrophages and their microbicidal activity and antigen presentation, leading to
anergy of T Iymphocytes and the maintenance and chronicity of
infection. Chemokines are cytokines with potent chemotactic activity on
leukocytes. In the VL are studies in humans and experimental models, but the dog
only one study assessing its role in the spleen. There is much controversy over its
true role in VL, because it describes both its pro-inflammatory action and its
deleterious effects, which favors the parasite. Therefore, the aim of this study was
to evaluate the role of chemokines MIP-1a and MCP-1 in the spleen and liver of
30 dogs naturally infected with Leishmania spp. and compare the findings with the
parasite load of each organ. For this purpose, samples of liver and spleen were
analyzed under light microscopy for the determination of morphological changes,
as well as the technique of qPCR for the quantification of parasite load and

chemokines expression. The dogs were divided in groups with clinical signs of VL
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(GCS), without clinical signs of VL (GSS) and the control group (CG) with dogs
without the disease. In the GCS group of dogs, the spleen was the organ with the
highest parasite load, the greater intensity of inflammation, with diffuse granuloma
formation and increased expression of chemokines MIP-1a and MCP-1. In the
liver, lesions were discrete and well defined granulomas rich in lymphocytes and
parasite load was low in the same group. The GSS group of dogs showed a very
low number of parasites. We conclude that the spleen is more susceptible to
parasite infection and that chemokines produced in this organ is probably not
acting protectively. Evaluate the profile of other chemokines and cytokines present
in these two compartments would be essential to understanding the different

patterns of response of these dogs.

Keywords: immune response, chemokines, Leishmania chagasi, response

compartimentalized, dog.



CAPITULO I: CONSIDERACOES GERAIS

A leishmaniose ainda € uma das doencas mais negligenciadas do mundo,
afetando principalmente os paises em desenvolvimento. Aproximadamente 350 milhdes
de pessoas estdo em risco de contrair a doenca e cerca de dois milhdes de novos
casos sao relatados anualmente (WHO, 2010).

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em 12 paises e 90% dos casos séo
provenientes do Brasil. No Brasil ja ha registro de Leishmaniose Visceral (LV) em 19
das 27 Unidades da Federacdo, com aproximadamente 1600 municipios apresentando
transmissao autoctone (BRASIL, 2006).

Mudancas no comportamento humano e desequilibrio ambiental exercem forte
impacto na prevaléncia e padrédo da transmissdo da doenca (MISSAWA e DIAS 2007),
caracterizando-a como uma enfermidade emergente em diferentes areas urbanas
brasileiras. Este fato pode explicar porque até duas décadas atras a LV era considerada
uma doencga rural e, atualmente no Brasil, registra-se sua presenca tanto em areas
rurais quanto urbanas (MENDES et al. 2002; RANGEL e VILELA, 2008).

Os parasitos do género Leishmania sdo agentes que infectam eventualmente o
homem nas regides tropicais e subtropicais do Velho e Novo Mundo (REY, 2008).

A LV é uma zoonose causada pela infeccdo de fagocitos mononucleares pelo
protozoario intracelular obrigatério, pertencente ao complexo Leishmania donovani,
denominado L. chagasi/L. infantum, os quais sao considerados espécies singulares por
apresentarem relagcdes genotipicas estreitas (MAURICIO et al., 2000). A transmissao da
LV ocorre pela picada de fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia. No Brasil,
duas espécies tém sido incriminadas neste ciclo de transmissao: L. longipalpis e L. cruzi
(GALATI et al., 1997; SANTOS et al.,1998), entretanto, pesquisas recentes tém
sugerido carrapatos e pulgas como potenciais vetores (FERREIRA et al., 2009; PAZ et
al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2011). O cdo doméstico é o principal reservatorio,
apesar de canideos silvestres e mesmo alguns marsupiais terem sido diagnosticados
com infeccao natural (MELLO et al., 1988; GOMES et al., 2007; SANTIAGO et al., 2007,
FIGUEIREDO et al., 2008; ROSYPAL et al., 2010; SOUZA et al., 2010).



A infeccéo do vetor ocorre quando as fémeas de flebotomineos ingerem a forma
amastigota do protozoario, presente nos macréfagos do mamifero hospedeiro. No trato
digestorio do inseto vetor, o parasito se reproduz por divisdo binaria e diferencia-se na
forma promastigota (flagelada). Ao realizar um novo repasto sanguineo no hospedeiro,
os flebotomineos liberam o parasito, o qual € fagocitado pelos macréfagos e passa a
forma amastigota (BRASIL, 2006).

Trés medidas sdo preconizadas pelo programa brasileiro de controle de LV:
deteccao e tratamento de casos humanos, controle dos reservatorios domésticos e dos
vetores. No entanto, os resultados néo tém sido satisfatorios (BRASIL, 2006). Segundo
Dantas-Torres e Brandao-Filho (2006), a prevaléncia da LV ainda é subestimada, visto
gue nos ultimos 20 anos houve um aumento significativo da incidéncia da enfermidade
no Brasil. Cerca de 3000 casos clinicos humanos da doenga séo notificados no pais por
ano, com mortalidade média entre 8 a 10% (GONTIJO e MELO, 2004).

A progressao da LV é muito variavel entre os cdes infectados. Alguns animais
nao apresentam sinais clinicos e outros apresentam um quadro clinico severo, que
evolui para a morte (ALVAR et al., 2004). A infecgéo latente é tipica nesses animais e
pode durar toda a vida, o que contribui para a manutencdo do parasito por longo prazo
em regides endémicas (MANNA et al., 2006). Os cées infectados sao classificados em
trés grupos, conforme a apresentacdo dos sinais clinicos: assintomaticos,
oligossintomaticos (poucos sinais clinicos) e sintomaticos ou polissintomaticos (com
mais de trés sinais clinicos) (BRASIL, 2006).

A infeccdo usualmente causa doenca sistémica crbnica. As manifestacdes
clinicas da doenca no cdo e no homem sdo similares. Observam-se sinais
inespecificos, tais como, febre, anemia, perda progressiva de peso no estagio final,
vomitos, polidria e polidipsia (ASHFORD et al., 2000; FEITOSA et al., 2000; TAVARES
et al.,, 2003; REIS et al.,, 2006). A linfadenopatia generalizada, hepatomegalia,
esplenomegalia e a onicogrifose também séo descritas. As alteracdes dermatoldgicas
sao bastante frequentes (FEITOSA et al., 2000). A deposi¢cao de imunocomplexos nos
rins pode resultar em glomerulonefrite proliferativa e nefrite intersticial, levando a um

quadro de insuficiéncia renal. As leishmanias também se multiplicam em macrofagos do



figado, produzindo uma hepatite cronica. Alguns animais apresentam diarréia e melena,
devido a presenca de Ulceras gastricas e intestinais (ASHFORD et al., 2000; TAVARES
et al., 2003; REIS et al., 2006).

No homem descreve-se que a ocorréncia de hiperplasia do sistema fagocitico
mononuclear, que segue a infecgdo por L. chagasi, afeta o bago, o figado, a mucosa
intestinal, a medula 6ssea, linfonodos e outros tecidos linféides. No baco, ha atrofia da
polpa branca e infiltrado severo de plasmadcitos. A vida atil de leucdcitos e eritrécitos é
reduzida, causando granulocitopenia e anemia. O figado pode apresentar fungao
normal ou alterada. Posteriormente, ocorre a diminuicdo da protrombina e juntamente
com a trombocitopenia pode resultar em hemorragia severa das mucosas (WHO, 2010).

A leishmaniose pode ser considerada uma doenca imunomediada, porque o
parasita tem a capacidade de modificar o sistema imune do hospedeiro (BARBIERI,
2006), pois tem a habilidade de escapar da destruicdo extracelular e penetrar em
fagocitos, onde resiste a sua atividade antimicrobiana, sobrevivendo e multiplicando-se
dentro do citoplasma do macréfago (BOGDAN et al., 1996; CUNNINGHAM, 2002).

A infec¢@o por Leishmania é dependente da capacidade do parasito, na forma
promastigota, em se fixar especificamente no macréfago, para posteriormente ser
fagocitado. Essa interacao se da principalmente pelo glicolipideo lipofosfoglicano (LPG),
presente na parede celular do parasito. O LPG tem a capacidade de inibir a fusdo dos
vacuolos parasitoforos com o sistema endossomal dos macrofagos, rico em enzimas
hidrolases lisossémicas. Este fato permite a sobrevivéncia das formas promastigotas e
sua transformacdo em amastigotas dentro dos macrofagos. O LPG também pode inibir
a producdo de oOxido nitrico nesta célula (ALEXANDER et al., 1999). Em céaes
susceptiveis a LV, a producao de inibidores do gene indutor de INOS esté relacionada a
reducao no controle da multiplicacdo do parasito em macrofagos. Estas células também
apresentam reducdo da habilidade fagocitica, quando comparadas as de animais
saudaveis (MACHADO et al., 2007).

A presenca de les@es sistémicas em cdes com LV esta diretamente relacionada
com a resposta imune do hospedeiro e a evolucdo da doenca. Cées susceptiveis

possuem lesGes mais exuberantes e isso se deve a capacidade de desenvolver



resposta de linfécitos T helper tipo 2 (Th2), com proliferacdo de células B e produgéo
das interleucinas IL-4, IL-6 e IL-10. Esta resposta humoral leva a
hipergamaglobulinemia, que ndo € imunoprotetora e contribui para a formacdo de
imunocomplexos, principalmente no rim. A resisténcia para LV esta associada com a
ativacdo de linfocitos Thl e producdo das citocinas INF-y, IL-2 e TNF-a. O principal
mecanismo efetor envolvido na resposta imune protetora de cédes € a ativacdo de
macrofagos por INF-y e TNF-o, para destruir as formas amastigotas intracelulares
(BARBIERI, 2006). Os macrofagos, as células dendriticas, os linfécitos e as citocinas
(INF-y, IL-12, TNF-o) sé@o cruciais para a resolucdo de infec¢des, com todas as
espécies de Leishmania e para uma longa imunidade protetora (BOGDAN e
ROLLINGHOFF, 1998).

A manifestacdo da doenca requer mecanismos que permitam a replicacdo do
parasito no hospedeiro. Entre eles, evitar a lise direta, por meio de glicoproteinas e
acucares da membrana do parasito (LPG e metaloproteinase gp63), que inativam
componentes do sistema complemento (C3, C5 e C9) e inibem as vias classica e
alternativa. Desta forma, ndo ocorre 0 acesso do complexo de ataque & membrana
(C5b-C9). A gp63 protege o parasito, por meio da acelerada conversao proteolitica na
superficie do parasito, do C3b para C3bi, que funciona como uma opsonina, facilitando
a ligacdo do parasito com os receptores do complemento tipo 3 (CR3) nos macrofagos
(BOGDAN et al., 1996; BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1998). Ao escaparem do meio
extracelular, os parasitos irdo penetrar nos macréfagos, via interacdo dos receptores
dos macréfagos com moléculas da superficie do parasito (SACKS e SHER, 2002).

A Leishmania utiliza outros mecanismos que auxiliam nas estratégias de escape
da defesa do hospedeiro, tais como: a modulagdo da producdo de citocinas, por meio
da inibicdo/desativacdo de macrofagos, pela supressdo ou auséncia da producdo de
citocinas, bem como, da inibicdo da apresentacdo de antigenos e da estimulacao de
células T. A ineficiente apresentacdo de antigenos se da pela supresséao, internalizacao
e degradacdo de moléculas de MHC classe Il (LEAO et al., 1995; BOGDAN e
ROLLINGHOFF, 1998; CUNNINGHAM, 2002). Alguns estudos tém mostrado que L.

donovani inibe a apresentacdo de antigenos, por meio da inibicdo da expressédo de



genes de MHC classe Il (REINER et al.,1987). Por outro lado, macrofagos infectados
com L. amazonensis expressaram niveis normais de MHC classe Il (LANG et al., 1994),
mostrando um comportamento diferenciado entre as diferentes espécies de Leishmania.

Cdaes sintomaticos apresentam alteragcdes no perfil imunolégico envolvendo
células T, com auséncia de hipersensibilidade do tipo tardia, diminuicdo de células
mononucleares no sangue periférico e auséncia de producdo de INF-y, TNF-o. e IL-12
pelas células mononucleares do sangue periférico (LUNA et al.,, 1999; SOLANO-
GALLEGO et al. 2000; SANTOS-GOMES et al., 2002; BARBIERI, 2006). A ativacio de
macréfagos por citocinas derivadas de linfocitos T CD4+ (Thl) leva a resisténcia a
infeccdo, pela producdo de INF-y, TNF-a e IL-12 (PINELLI et al., 1994; PINELLI et al.,
1995) ou a susceptibilidade quando predominam citocinas Th2, produzidas por linfécitos
T CD4 ativados por L. (L.) chagasi. Neste caso ocorre a sobrevivéncia do parasito e a
exacerbacao das lesdes, em razao das agOes supressivas das citocinas TGF-B, IL-10 e
IL-4, sobre os macréfagos (BARBIERI, 2006; CORREA et al., 2007; ALVES et al.,
2009).

Os cdes sintomaticos apresentam diminuicdo de linfécitos T (CD4" e CD8") e
diminuicéo de linfécitos B (CD21%) e mondcitos (CD14") (REIS et al., 2010). No figado,
as células TCD4+ tém importancia no controle do crescimento do parasito na infeccdo
aguda, enquanto que as células TCD8+ sdo responsaveis por impedir a reinfeccao
(STANLEY e ENGWERDA, 2007).

No figado de pessoas infectadas por L. donovani, o desenvolvimento de resposta
imune celular associada a formacéo de granulomas, auxilia a eliminacédo do parasito e
promove a resisténcia a reinfeccdo. No baco ha falha na formacdo de granulomas
associada ao rompimento da microarquitetura do tecido linféide, levando a infeccao
persistente (SMELT et al., 1997; ENGWERDA et al., 2002).

No bago de cées infectados por L. infantum ha infiltrado de células
mononucleraes na polpa vermelha e a substituicdo de linfécitos por macréfagos na
polpa branca (REIS et al., 2010). Nos animais em que o parasitismo é elevado, ha
acumulo da citocina IL-10, associada a producdo de TNF-a, contribuindo para o

estabelecimento da infeccdo (REIS et al., 2009).



O figado de caes sintométicos apresenta maior parasitismo que 0s cées
assintomaticos. Este parasitismo esta associado a uma intensa reacao inflamatéria
(REIS et al., 2009).

As quimiocinas sdo um grupo de citocinas pertencente a uma superfamilia de
proteinas pequenas (8 a 10 kD) e algumas delas tém influenciado o padréo de resposta
Thl e Th2 de animais com LV. Além disso, constituem um grupo numeroso de citocinas
e atuam primariamente na ativacdo e quimiotaxia de leucdcitos, possuindo
semelhancas em suas seqUéncias de aminoacidos. Séo classificadas em quatro
classes principais (familias), que tém atividades biologicas relativamente distintas, de
acordo com o arranjo dos residuos de cisteina em sua estrutura molecular (MARTINEZ
e PANDO, 1999; COTRAN, et al. 2000; MATSUKAWA et al., 2000; VASQUEZ et al.,
2008).

Cerca de 50 quimiocinas expressas em varios tipos celulares foram identificadas
no homem. Elas estédo subdivididas em subfamilias: CXC (acao sobre neutrdfilos) e CC
(acdo sobre mondcitos, eosindfilos, linfocitos) e duas outras classes menos
caracterizadas tém sido descritas, as familias C e as CX3C. Uma das atividades
biolégicas destas quimiocinas é a ativacdo de leucOcitos para mecanismos
antimicrobianos, que esta relacionada com as distingdes estruturais das mesmas
(ABBAS et al., 2008). Por exemplo, IL-8 (CXC) age predominantemente ativando e/ou
recrutando neutrofilos e, MCP-1 (CC) atrai predominantemente linfocitos e mondcitos
(ABBAS et al., 2008; PINCHART et al., 2001).

A ativacdo de leucécitos nos linfonodos é essencial para promover a resposta do
hospedeiro frente a infeccdo. As quimiocinas MCP-1, IP-10 e Ltn foram descritas como
guimioatraentes e ativadoras de células natural “killer” em camundongos resistentes
infectados por L. major (VESTER et al., 1999).

RANTES, MIP 1-a, INF-y e TNF-a estdo envolvidas na atividade leishmanicida
mediada pelas células T CD8+ em camundongos BALB/c infectados por L. infantum.
Nestes camundongos foi demonstrado que populacdes de linfécitos T CD8+ estimulam
a producdo de RANTES e MIP-1a (TSAGOZIS et al., 2003). Estas moléculas também



sdo responsaveis pela formagdo e manutencédo de granulomas, por meio da interagao
com TNF-a (MACKAY, 2001).

A maioria dos estudos experimentais com Leishmania spp. requer a
determinacdo da carga parasitaria em diferentes tecidos. A técnica de PCR em tempo
real (QPCR) tem demonstrado maior sensibilidade do que as demais estudadas
(ROLAO et al., 2004; CAVALCANTI et al., 2009). Esta técnica foi mais sensivel quando
comparada ao PCR-ELISA em baco e figado de caes infectados por L. infantum,
detectando um Unico parasita e permitindo a quantificagdo ampla (ROLAO et al., 2004).
A PCR em tempo real oferece uma abordagem viavel para acompanhar o tempo de
infeccdo da Leishmania spp., assim como, quantificar a parasitemia e tropismo tissular
(SVODOVA et al., 2003; FRANCINO et al, 2006). Teixeira-Neto et al. (2010) avaliaram
cades naturalmente infectados por L. chagasi e observaram que a maioria dos cées
assintomaticos apresentava baixo parasitismo, tanto na pele quanto no baco, em
relacdo aos caes sintomaticos.

Em cées com leishmaniose, a densidade parasitaria na medula 6ssea, sangue,
pele e urina foi correlacionada com a severidade dos sinais clinicos de LV (MANNA et
al., 2006; SOLANO-GALLEGO, 2007).

O céo tem um importante papel no ciclo de transmisséo da Leishmania spp. para
o0 homem, mas sua eliminacdo ainda € uma medida paliativa, visto que € adotada de
forma isolada e que o numero de casos humanos e caninos vem aumentando
anualmente. Os aspectos imunoldgicos desse hospedeiro frente ao parasito ainda nao
sé&o bem conhecidos. Na literatura cientifica ainda ndo foram estabelecidos claramente
marcadores de resisténcia e susceptibilidade para estes animais. Sabe-se que existe
um desequilibrio entre as respostas imunes com linfécitos T com perfil de citocinas do
tipo Thl e Th2. Este desequilibrio € benéfico para o parasito. Estudos recentes
descrevem esta resposta em diferentes o6rgdos e denominam-a em
compartimentalizada, ou seja, alguns 6rgdos sdo susceptiveis e outros resistentes a
multiplicacdo do protozoério. Este € o caso do baco e do figado, que sdo 6rgdos
freqientemente citados na literatura como susceptivel e resistente, respectivamente.

Quanto ao papel das quimiocinas na resposta imune dos caes, ainda existem escassos



relatos a respeito do envolvimento destas em cdes naturalmente infectados por L.
chagasi. Os estudos que existem no homem e nos modelos experimentais mostram
resultados contraditérios quanto ao papel protetor ou prejudicial das quimiocinas no
hospedeiro. Nao esta claro se elas tém acéo pro-inflamatéria ou se o parasito poderia
utiliza-las a seu favor, para multiplicar-se e sobreviver no organismo do hospedeiro.
Portanto, o estudo dessas moléculas poderia contribuir para o entendimento da
complexa patogenia da LV, bem como, permitir o estudo de novos métodos
terapéuticos ou o uso de vacinas eficazes.

Portanto, estudar o papel das quimiocinas MIP-la e MCP-1 em céaes
naturalmente infectados com Leishmania chagasi e comparar a sua expressao com a
carga parasitaria nos compartimentos hepéatico e esplénico seria essencial para
entendermos a compartimentalizacdo da resposta imune nestes 0Orgdos e
determinarmos um possivel perfil de resisténcia ou susceptibilidade destes 6rgdos no

cao.



CAPITULO 2 — EXPRESSAO DAS QUIMIOCINAS MIP-1a. E MCP-1 EM RELACAO A
CARGA PARASITARIA EM CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

EXPRESSION OF CHEMOKINES MIP-1aa AND MCP-1 IN RELATION TO THE
PARASITE LOAD IN DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

Resumo — As quimiocinas sdo potentes substancias quimiotaticas. Na Leishmaniose
Visceral (LV), elas tém um papel pré-inflamatorio importante no controle da proliferacédo
do parasito. No cédo existem escassos relatos sobre o papel destas citocinas
especializadas na LV. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o papel das
quimiocinas MIP-1o (CCL3) e MCP-1 (CCL2) no figado e bago de cdes com LV e
comparar estes resultados com a densidade de parasitos em cada tecido. Amostras
destes 6rgdos foram analisadas em microscopia de luz e submetidas a técnica de
gPCR para a quantificacdo da carga parasitaria e da expressao das quimiocinas. Os
cdes com LV (n=30), oriundos de Aracatuba (SP), foram divididos nos grupos com
sinais clinicos (n=21 / GCS) e sem sinais clinicos (n=9 / GSS). Um grupo controle foi
formado por caes de area ndo endémica (n=05 / GC). No baco, a reacdo inflamatéria foi
mais intensa que no figado, caracterizada pela formagcdo de granulomas pobremente
delimitados, com elevado parasitismo, predominantes na polpa vermelha. N&do foram
observadas diferencas significativas para o perfil celular predominante de macrofagos,
linfocitos e plasmadcitos nos grupos de cédes infectados (P>0,05). Nos casos mais graves
havia deplecao linféide na polpa branca (GCS). No figado o processo inflamatério foi
discreto e ocorreu nas regides portal, centrolobular e intralobular. As células
predominantes foram macréfagos e plasmaécitos. Os linfocitos estavam associados aos
granulomas. Tanto no grupo GCS quanto no GSS, o baco esteve mais parasitado que
o figado (P<0,05). Para a expressdao de MCP-1 verificou-se que as diferencas
ocorreram somente entre os grupos GCS e GC (P<0,05), tanto no ba¢co quanto no
figado. A maior expressao foi observada no bago. Para MIP-1a, ndo foram observadas

diferencas na sua expressao tanto no ba¢o quanto no figado. O baco € mais susceptivel
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a infeccao por Leishmania chagasi, pela elevada carga parasitaria. As quimiocinas

MCP-1 e MIP-1a. ndo foram capazes de conter a multiplicagdo do parasito.

Palavras-chave: quimiocinas pré-inflamatoérias, Leishmania chagasi, inflamacéo,

resposta imune hepatica e esplénica.

Abstract — Chemokines are potent chemotactic substances. In Visceral Leishmaniasis
(VL), they have an important proinflammatory role in controlling the proliferation of the
parasite. In the dog there are few reports on the specialized role of these cytokines in
LV. Therefore, the aim of this study was to evaluate the role of chemokines MIP-1a
(CCL3) and MCP-1 (CCL2) in the liver and spleen of dogs with VL and compare these
results with the density of parasites in each tissue. Samples of these organs were
examined under light microscopy and subjected to gPCR technique for the quantification
of parasite load and chemokines’s expression. Dogs with VL (n = 30), from Aracatuba,
were divided in groups with clinical signs (n = 21 / GCS) and without clinical signs (n =9
| GSS). A control group was comprised of dogs from non endemic area (n =05/ CG). In
the spleen, the inflammatory reaction was more intense than in the liver, characterized
by the formation of granulomas poorly defined, with high parasitism, predominant in
splenic red pulp. No significant differences were observed for the predominant cellular
profile of macrophages, lymphocytes or plasma cells in groups of infected dogs (P>
0.05). The lymphoid depletion was observed in more severe cases (GCS). In the liver,
the inflammation was discrete and occurred in portal, intralobular and centrilobular
regions. The predominant cells were macrophages and plasma cells. The lymphocytes
were associated with granulomas. Both in the GCS and GSS groups, the spleen was the
most parasitized than liver (P <0.05). The expression of MCP-1 showed that differences
occurred only between the GCS and CG groups (P <0.05), in both the spleen and liver.
The greatest expression was observed in the spleen. The expression of MIP-1a no
showed significant differences in both the spleen and liver. The spleen is more

susceptible to infection with Leishmania chagasi, due to high parasite load. The
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chemokines MCP-1 and MIP-1 o were not able to contain the multiplication of the

parasite.

Key words: proinflammatory chemokines, Leishmania chagasi, inflammation, hepatic

and splenic immune response.

1. Introducéao

As quimiocinas regulam a resposta imune inata e adaptativa, por coordenarem o
trafego de leucdcitos e a diferenciacdo de células do sistema imune. Como resultado,
elas e seus receptores atuam no desenvolvimento da imunidade contra muitos
patogenos (CONRAD et al., 2007).

MIP-1a (CCL3), assim como outras quimiocinas pertencentes a familia MIP-1,
induzem respostas inflamatérias agudas e crbnicas no local de injdria, pelo estimulo a
producdo de citocinas pro-inflamatérias. Elas séo cruciais para a quimiotaxia de células
T da circulagdo para o tecido inflamado e, também participam da regulacao da migracéo
transendotelial de mondcitos, células dendriticas e células natural “killer” (MAURER,
2004).

MCP-1 (CCL2) € uma quimiocina CC conhecida por atrair e/ou ativar monaocitos,
células dendriticas, células natural “killer”, basofilos e linfécitos T. Ela exerce um efeito
quimioatraente sobre populacées de linfocitos T CD4" com perfil Thl e Th2. MCP-1, em
altas concentracdes, pode ativar mecanismos que eliminam espécies de Leishmania em
macrofagos, pela inducéo de reativos intermediarios do oxigénio ou via a producéo de
oxido nitrico, pelo macrofago ativado. Este aspecto foi descrito em camundongos
resistentes a infec¢cdo por L. major, que tornaram-se susceptiveis quando perderam o
receptor CCR2 de MCP-1 (CONRAD, et al., 2007).

Quimiocinas CC impedem a sobrevivéncia intracelular de L. donovani, devido aos
mecanismos de ativacdo e producdo de Oxido nitrico. A utilizacdo destas quimiocinas
como meétodo terapéutico poderia ter uma aplicagdo eficiente no tratamento de

pacientes imunocompetentes e/ou imunocomprometidos com LV. MIP-1la e MCP-1
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orquestram um arsenal leishmanicida, via regulacdo de Oxido nitrico, para controlar o
crescimento intracelular e multiplicacdo do protozoario (BHATTACHARYYA et al.,
2002). Brandonisio et al. (2002) estudaram o efeito das quimiocinas MCP-1 e MIP-1a
na liberacdo de 6xido nitrico e na capacidade de eliminacdo parasitaria em macrofagos
humanos infectados por L. infantum e sugeriram que estas moléculas estdo envolvidas
na contenc¢ao da infeccdo por Leishmania.

Dey et al. (2007) analisaram as quimiocinas MIP-1a e MCP-1 na inducdo da
resposta imune Thl e na supresséo da resposta Th2, em camundongos infectados por
L. donovani e propuseram um efeito promissor da imunoprofilaxia por estas quimiocinas
contra a infeccdo pelo protozoario Leishmania.

Na infeccdo por L. donovani em camundongos knockout para CCR5 e MIP-1q,
observaram-se crescentes niveis de INF-y antigeno-especifico, acompanhados de baixa
carga parasitaria no baco e figado. Os autores sugeriram que a producdo de MIP-1a
teria um efeito deletério, pois tornaria o hospedeiro susceptivel a infeccdo por L.
donovani (SATO et al., 1999).

Steigerwald e Moll (2005) estudaram o perfil de quimiocinas e receptores
expressos por células dendriticas em camundongos infectados por L. major e
observaram que a expressdao de CCR2 e CCR5 e sua adequagao aos respectivos
ligantes, MCP-1e MIP-1a foram reprimidas.

Em camundongos imunocompetentes, infectados por L. donovani, foi observada
inflamacao hepética cronica, com a formacdo de granulomas. A infeccdo induziu o
acumulo hepético de mRNA de MIP- 1a, MCP-1 e IP-10 (COTTERELL et al., 1999).

Strauss-Ayali et al. (2007) estudaram a resposta imune esplénica de caes com
LV e observaram que a resposta imune Thl foi dominante. A expressao elevada de
varias quimiocinas como RANTES, IP-10, MIP-1a e MCP-1, teve papel na ativagcédo de
células T, na diferenciacdo e no recrutamento de leucdcitos. Este foi o Unico artigo
encontrado na literatura que avalia o papel das quimiocinas em céaes.

Vérios estudos tém se dedicado ao esclarecimento de fatores responsaveis pela
resisténcia ou susceptibilidade de cdes a infeccdo por L. chagasi. O baco esta

associado a um maior parasitismo em relacdo ao figado. O figado é considerado um
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orgao resistente a infecgdo. A carga parasitaria em diferentes tecidos estad associada a
uma deficiente resposta imunolégica e a progressao clinica da doenca. Portanto, os
objetivos deste estudo foram comparar a expressédo das quimiocinas MIP-1a (CCL3) e
MCP-1 (CCL2) com a carga parasitaria do baco e figado de cdes com e sem sinais

clinicos de LV, para determinar o tipo de resposta de cada 6rgéao.

2. Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA,
Protocolo n°. 020372/09), FCAV — UNESP do Campus de Jaboticabal.

2.1 Animais

Foram selecionados 30 caes provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
de Aracatuba (SP), com diagndstico positivo para LV, por meio do teste ELISA. Os
animais foram submetidos a eutanasia, por meio de anestesia barbittrica (Tiopental,
Cristalia Itapira, SP), seguida da injecao intravenosa de cloreto de potassio a 19,1%, em
cumprimento ao Decreto no. 51.838 do Ministério da Saude do Brasil, de 14 de mar¢o
de 1963, o qual estabelece que animais domésticos portadores de leishmaniose
visceral devem ser submetidos a eutanasia. O método de eutanasia empregado segue
as recomendacdes da Resolugdo n° 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria.

A necropsia foi realizada imediatamente apos o Obito dos cdes e no exame
externo dos cadaveres foram avaliadas as alteracbes macroscépicas que permitiram
classifica-los nos grupos sem sinais clinicos (GSS) e com sinais clinicos de LV (GCS).

Um total de cinco animais livres de doencgas infecciosas, provenientes da rotina
de necropsias do Departamento de Patologia Veterinaria (FCAV-UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP), area ndo-endémica para LV, foram selecionados como grupo controle
(GO).
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2.2 Analise em microscopiade luz

Os o6rgaos colhidos na necropsia foram submetidos a andlise histologica no
Laboratério de Imunopatologia, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP. Os
fragmentos de figado e baco foram fixados em solucdo de formol a 10%, tamponada
com fosfatos (pH 7,2), incluidos em parafina, cortados em micrétomo na espessura de
5um e corados com Hematoxilina e Eosina, para a analise das alteracdes morfolégicas.
Estes drgdos foram avaliados de acordo com o padrdo e intensidade da resposta
inflamatoria. Esta avaliacdo foi feita por escores: discreta (1); moderada (2) ou
acentuada (3), bem como foram avaliados os tipos celulares predominantes no infiltrado

inflamatorio esplénico e hepatico (plasmadcitos, macrofagos, linfécitos).

2.3 Quantificacdo da carga parasitaria e das quimiocinas MCP-1 e MIP-1a. por
gPCR

A analise molecular foi realizada no Laboratorio de Imunologia, da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA-UNESP, Campus de Aracatuba, SP).

Fragmentos de cerca de 25mg do baco e do figado foram colhidos de forma
asséptica, acondicionados em tubos de microcentrifuga de 1,5mL contendo solucéo
comercial que preserva 0 RNA (RNAlater, RNA stabilization reagent, Qiagen, cdd.
76104) e acondicionados imediatamente em freezer a -80°C. Estes fragmentos foram
processados para extracdo do DNA, para a determinacdo da carga parasitaria e para a
extracdo do RNA total, para avaliacdo da expressdo do mRNA das quimiocinas de

interesse.

2.3.1 Extracao de DNA e quantificacdo da carga parasitaria

Na extracdo do DNA utilizou-se um kit comercial (DNeasy mini kit, QIAGEN, cod.
69581 ), segundo recomendaces do fabricante (APENDICE 1).
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Para quantificagéo da carga parasitaria foram utilizados os oligdmeros iniciadores
13A: 5'TAGGGGCGTTCTGCGAA3 e 13B 5 ATTTTACACCAACCCCCAGTTZ
(RODGERS et al., 1990), que amplificam um fragmento de 120 pares de base do
minicirculo do cinetoplasto do género Leishmania spp, em uma concentracdo de
10pmol.

Uma curva de diluicho seriada de DNA de Leishmania spp. foi usada para
avaliacéo do limite de deteccao do ensaio. Cada ponto da diluicéo foi feito em duplicata.
Um teste de especificidade foi avaliado usando da amostra de DNA de isolados de
Leishmania spp., provenientes da cultura do parasito padronizada no laboratério de
Imunologia (FMVA/UNESP), nos meios de cultura Schneider e Bifasico. A
especificidade (o) foi definida pela equacdo o=(1+¢)*“, onde a eficiéncia de
amplificacéo (¢) foi definida como: € = [100Y/soPN _ 1],

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada usando o equipamento Realplex?
(Eppendorf). O volume final da reacéo foi 12ul, considerando 2ul de DNA, 10pmol de
cada oligbmero iniciador e 6,25ul de Quantifast SYBR green (Kit Quantifast SYBR
green, QIAGEN, céd. 204054). A reacdo foi realizada com um passo inicial de
desnaturagdo em 95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificagdo (95°C por
30 segundos, 63°C e 72°C por 30 segundos) e extensdo 72°C por 5 minutos, com
temperatura de melting de 83°C (QUINTAL et al., 2011).

2.3.2 Extracdo de RNA e avaliacao da expressao das quimiocinas

A extracdo de RNA total e obtencdo de cDNA foi realizada através de kits
comerciais (RNeasy mini kit, c6d.74104 e Quantitec Reverse Transcription kit, cod.
205311, QIAGEN, APENDICE 2). O cDNA obtido das amostras de baco e figado foi
estocado a -20°C, até o procedimento de amplificacéo.

A amplificacdo do cDNA foi realizada utilizando-se os oligdmeros iniciadores para
MCP-1 F: 5’ AGCAAGTGTCCCAAAGAAGCS3 e R: 5’ GGCTTTTCTTGTCTAGGTGTGC
3 (NC_006591.2) e para MIP-1la F: 5TCCACGCAAGTTCATAGTCG 3 e R:
5AGATCGGCCACATATTCCTG 3 (NM_001005251.1), os quais foram obtidos
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baseado na sequéncia de mRNA tanto do NCBI quanto do ENSEMBL. A sequéncia foi
submetida ao software Primer 3 Plus e foram considerados todos os parametros para
desenho de primers de gPCR. Um gene codificador de gliceraldeido 3-fosfato
deidrogenase (G3PDH) canino foi utilizado como controle interno na reacao, utilizando
as sequéncias F: 5 TCAACGGATTTGGCCGTATTGG3’ e R:
5 TGAAGGGGTCATTGATGGCG3' (PETERS et al., 2003)

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada usando volume final de 12,5ul,
incluindo 1,25ul de cDNA, 1 pmol de cada oligdbmero iniciador de MCP-1 e 6,25ul de
Quantifast SYBR green (Kit Quantifast SYBR green, QIAGEN, cod. 204054). A reacao
foi realizada com um passo inicial de desnaturagédo em 95°C por 5 minutos, seguido de
40 ciclos de amplificacédo e extenséo (95°C por 10 segundos, 60°C 30 segundos), com
temperatura de melting de 84°C. Para expressao de MIP-1a utilizou-se 2 pmols de cada
oligdbmero iniciador, 6,25ul de SsoFast EvaGreen Supermix (céd. 172-5200, Bio-Rad) e
1,25 pyl de DNA em um volume final de 12,5ul de reacdo. O passo inicial de
desnaturagao ocorreu a 95°C por 30 segundos, seguido de 40 ciclos de amplificacéo e
extensdo (95°C por 5 segundos, 60°C 20 segundos), com temperatura de melting de
86°C.

A expressdo génica foi determinada por meio do softwere que acompanha o

equipamento Realplex? (Eppendorf).
2.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-
Walllis, considerando-se as variaveis expressdo de MCP-1 e MIP-1a no figado e baco,
0s grupos de caes infectados para LV (GCS, GSS) e o grupo controle. Os grupos foram
comparados pelo Teste de Comparacao Multipla de Dunn (P<0,05).

A determinacdo da carga parasitaria nos tecidos hepético e esplénico foi feita
pela determinacdo da diferenca de carga entre estes 0rgaos, considerando somente 0s
grupos com (GCS) e sem sinais clinicos (GSS). O teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney foi utilizado, considerando P<0,05. Da mesma forma, para a determinacdo do
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perfil de células inflamatérias predominantes no infiltrado foi utilizado o mesmo teste,
com a comparacao entre os grupos de caes infectados. As analises foram feitas no

programa Graphpad Prism (versao 4.00, 2003).

3. Resultados

3.1 Animais

Dos 30 animais infectados, 21 apresentaram sinais clinicos de LV (16
sintomaticos e 5 oligossintomaticos) e nove eram aparentemente saudaveis
(assintomaéticos), possibilitando a formacéo de grupos GCS e GSS respectivamente. No
grupo GCS, os sinais clinicos mais evidentes foram anemia (80,9%), caquexia (85,7%),
lesbes oculares (47,6%) e cutaneas (57,1%). As alteragbes macroscopicas do baco e
figado variaram do aspecto saudavel (GSS) a altera¢des de volume, cor e consiténcia
dos orgdos (GCS). As alteracdes especificas do bagco corresponderam a
esplenomegalia, areas de espessamento da capsula, evidenciacdo da polpa branca ao
corte e congestado. No figado os achados mais frequentes foram bordas arredondadas,
coloracao palida a amarelada (degeneracdo) ou vermelho-escura (congestéo) e padrao

lobular evidente ao corte.

3.2 Andlise histoldgica

Nos fragmentos analisados do figado e baco, no grupo GCS, observou-se reacao
inflamatdria, com graus variados de intensidade. O perfil celular predominante foi de
linfocitos, plasmécitos e macrofagos. No baco, os cédes apresentaram a formacao de
granulomas do tipo lepromatoso (grupo GSS), que correspondem a granulomas com
bordas pobremente definidas, sem o padrdo nodular caracteristico do granuloma do tipo
tuberculdide. Os caes do grupo GSS apresentaram poucos parasitos visiveis no interior
de macréfagos da reacdo granulomatosa. A intensidade de inflamacdo do baco foi

maior que a do figado. Neste ultimo 6rgéo, a inflamacgéo foi sempre mais discreta. No
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entanto, estas diferencas n&o foram significativas pelo teste de Mann-Whitney (P>0.05),
ou seja, ndo houve predominancia dos tipos celulares linfécitos, macréfagos e
plasmacitos, nos grupos de caes infectados tanto no baco quanto no figado (Tabela 1).

No baco, a polpa branca apresentou reatividade linféide, que variou de discreta a
moderada (Figura 1A), comprovada pelo aumento da celularidade no centro germinativo
e pela presenca de figuras de mitose (GSS). Em caes do grupo GCS nao foi verificada
a ativacao linféide na polpa branca (Figura 1B) ou foi observada a atrofia linféide,
associada a presenca de células linféides em apoptose. A inflamacéo foi observada na
capsula e polpa vermelha, composta por infiltrado de macréfagos (granulomas) e
plasmacitos, em graus variados.

Os granulomas esplénicos eram compostos predominantemente por macréfagos
e alguns plasmacitos (Figura 2A). Na capsula, o infiltrado apresentou distribuicao focal
discreta. Estes granulomas predominaram na polpa vermelha (Figura 2), mas em raras
situacdes, nos cédes do grupo GCS, verificou-se a infiltragdo granulomatosa nos centros
germinativos ricos em linfocitos. Nos animais do grupo GCS foi possivel verificar a
presenca de macréfagos parasitados (detalhe da Figura 1B). Juntamente com o
infiltrado plasmocitario observou-se a presencga de células mott associadas ao infiltrado
inflamatoério, que correspondem a plasmécitos com corpusculos de Russell
intracitoplasmaéticos, produzindo imunoglobulinas.

Na polpa vermelha verificou-se a presenca de metaplasia mieldide (Figura 1B),
caracterizada por leucécitos imaturos, tais como, os linfoblastos, reticulécitos e
megacariocitos. Nos animais com doenca avancada do grupo GCS verificou-se
distorcdo da arquitetura esplénica, pela presenca de granulomas multifocais a
coalescentes na polpa vermelha (Figura 2), que em raras ocasioes estiveram

associados a fibrose (Figura 2B).
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No figado o processo inflamatério foi mais discreto e ocorreu nas regides
centrolobular, peri-portal e intralobular (Figura 3A). As células predominantes foram os
macrofagos, linfocitos e plasmécitos. Na maioria dos animais (grupos GCS e GSS)
predominavam as formacfes granulomatosas, compostas por estes trés tipos celulares.
No figado os linfocitos apareciam em maior densidade, associados aos granulomas,
gquando comparado ao baco (detalhe das Figuras 2 e 3B). Na comparacao entre grupos
ndo houve diferenca significativa entre estes tipos celulares, pelo teste de Mann-
Whitney (P>0,05).

No restante do parénquima hepatico havia degeneracdo hidropica e congestdo
em graus variados de intensidade, bem como, a presenca de células de Kupffer reativas
e por vezes parasitadas e/ou com hemossiderina. Apenas um animal apresentou

discreta fibrose portal e proliferacdo de ductos biliares (grupo GCS).

Tabela 1 — Intensidade de inflamac¢éo no figado e baco de cées naturalmente infectados

por Leishmania chagasi.

Tipo Grupos (mediana)

Celular GCS GSS
Linfécitos® 1,000 2,000
Linfécitos' 1,000 0,500
Macréfagos® 2,000 1,000
Macréfagos' 2,000 1,000
Plasmdcitos® 1,000 1,000
Plasmécitos' 1,000 2,000

b = bago; f = figado; GCS = grupo com sinais clinicos; GSS = grupo sem sinais clinicos. Os resultados da
comparacgdo do perfil celular nos grupos de cées infectados ndo foram significativos pelo teste de Mann-
Whitney (P>0,05).

3.3 Determinacéo da carga parasitaria

A sensibilidade do ensaio foi determinada pela diluicdo seriada da amostra de
DNA do parasito (10 a 10 ng) obtida de cultura do parasito. A curva para quantificacao
de parasitos mostrou linearidade, com coeficiente de correlagéo igual a 1, coeficiente

angular de -3.33 e eficiéncia de 100% (Figura 4). Todas as amostras analisadas foram
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positivas para Leishmania spp., por meio da técnica de qPCR e apresentaram um Unico

pico de melting (83°C).
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Figura 4 — Curva-padréo para a quantificacdo de DNA de Leishmania spp.

Para cada grupo clinico, os valores do parasitismo foram comparados para cada
orgao (figura 5). No baco (P= 0,0002) e no figado (P=0,0076), a mediana dos valores de
parasitismo obtidos foi significativamente superior no grupo GCS. Tanto no grupo GCS
guanto no GSS, o baco apresentou maior densidade de parasitas do que o figado.

3.4 Expresséao das quimiocinas MCP-1 e MIP-1a.

Na curva-padrao obtida para G3PDH e MCP-1 observou-se linearidade com valor
de r2 proximo a 1 e eficiéncia de 99%, permitindo a quantificacdo das quimiocinas de
interesse.

Todas as amostras amplificaram com os iniciadores G3PDH, confirmando a
integridade do RNA extraido dos fragmentos de tecido. Os graficos de dissociagéo

temperatura-dependente para as quimiocinas e para G3PDH revelaram fluorescéncia
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emitida apenas em uma temperatura, apresentando um unico pico, o que significa que
houve apenas um produto amplificado em cada reacéo.

Os niveis de expressdo de MCP-1 foram avaliados nas amostras de baco e
figado, nos grupos clinicos (Figura 6) e MCP-1 mostrou maior expressao no baco, nos

grupos infectados (GCS e GSS) em relagio ao grupo controle (GC).
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Figura 5 - Quantificacdo da carga parasitaria em baco (A) e figado (B) de caes
naturalmente infectados por Leishmania chagasi, com (GCS) e sem sinais clinicos

(GSS).
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Figura 6 - Expressado de MCP-1 no baco (A) e figado (B) de cades naturalmente
infectados por Leishmania chagasi e de cées controle (GC) e naturalmente infectados
por Leishmania chagasi, com (GCS) e sem sinais clinicos (GSS).

Na determinacdo da expressdo de MCP-1 no figado e no baco houve diferenca
significativa somente entre os grupos GCS e GC (P<0,05). Houve maior expressao
dessa quimiocina em animais sem sinais clinicos (GSS), que nos do grupo GCS, mas
sem diferencas significativas entre eles.
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No figado, as medianas dos valores de expressédo de MCP-1 foram
significativamente inferiores (Tabela 2) nos animais n&o infectados (GC) quando
comparados aos do grupo GCS. Na comparacéo entre os grupos infectados, os animais
do GSS apresentaram menor expressao que 0os GCS, no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre esses grupos (Tabela 2).

A expressao de MIP-1a no baco foi maior no grupo GC do que nos grupos
infectados (GCS e GSS). Quando comparados o grupos infectados, os animais do
grupo GSS apresentaram maior expressao esplénica de MIP-1o. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos (P>0,05).

No figado, houve maior expressdo de MIP-1a nos grupos infectados (GSS e
GCS) do que no grupo controle (GC), sem diferenca significativa entre eles. Ao
comparar os grupos infectados, foi observada maior expressdo dessa molécula no

grupo GSS.

Tabela 2 — Mediana e Qui-Quadrado (x%) obtidos para os parametros de expresséo de
MCP-1 (MCP) e carga parasitaria (CP) no baco (b) e figado (f) de cdes naturalmente

infectados por Leishmania chagasi.

Mediana

Parametros X2 Valor de P GCS GSS GC
MCP-1° 08,38 0,0151 0,13100? 0,18800% 0,00045°
MCP-1' 08,21 0,0165 0,01110% 0,00475% 0,00002°
MIP1-0 1,335 0,5131 0,6010% 0,7730% 18230002
MIP1-of 1,929 0,3811 0,0840% 0,2120% 0,00000%
CP" 18,73 0,0002 534023,39°  0,00141° -

CPf 17,90 0,0076 20,276827%  0,01302° -

GCS = grupo com sinais clinicos de LV; GSS = grupo sem sinais clinicos de LV; GC = grupo controle; b =
baco; f = figado; CP = carga parasitaria; Letras diferentes na linhas sdo significativas pelo teste de
Kruskal-Wallis e Teste de Comparacao multipla de Dunn (MCP-1, MIP1-a) e Mann-Whitney (CP), com
P<0,05.

4. Discusséao

Neste estudo, os animais do grupo GCS apresentaram com maior frequéncia

anemia, caquexia, lesfes oculares e cutaneas, 0s quais Sao sinais comumente
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encontrados em cées com LV (ALVAR et al., 2004; REIS et al., 2006). A severidade
destes sinais esta associada ao parasitismo nos diferentes érgdos (REIS et al., 2006;
OLIVEIRA et al.,, 2009; TEIXEIRA-NETO et al.,, 2010). No grupo GCS, a carga
parasitaria elevada estava relacionada a intensidade dos sinais clinicos. Na literatura
relata-se que a manifestacéo clinica da doenca depende da interacdo entre o parasito e
a resposta imune do hospedeiro. Alguns animais sdo mais susceptiveis e desenvolvem
doenca ativa, enquanto que outros Sao mais resistentes e permanecem sem sinais
clinicos evidentes (BARBIERE, 2006).

No presente trabalho, os animais apresentaram baco com reatividade linféide na
polpa branca (grupo GSS) e inflamacao da cépsula e da polpa vermelha, composta por
infiltrado de macrofagos formando granulomas e por plasmécitos predominantemente
(grupo GCS). Reis et al. (2009) e Tasca et al. (2009) também observaram inflamacao
esplénica nestes mesmos locais, associada a presenca de formas amastigotas do
parasito nos macrofagos.

No presente estudo, a atrofia linféide da polpa branca foi um aspecto importante
e em varios casos esteve associada a invasdo granulomatosa da polpa vermelha, com
distorcdo da arquitetura esplénica (grupo GCS). Em estudos paralelos com estes
animais, verificou-se que a atrofia linféide observada nestes cées estava correlacionada
positiva e significativamente (P<0,05) com a presenca de linfécitos apoptoticos nos
cdes com sinais clinicos de LV (dados ndo publicados). Moreira (2010) também
observou atrofia linféide e reacdo granulomatosa difusa, nos linfonodos periféricos de
cades sintomaticos. A atrofia foi associada com a apoptose de linfécitos das regides
cortical e paracortical do linfonodo. No presente estudo, no baco de cédes do grupo
GCS, possivelmente estaria ocorrendo um fendmeno de evasdo imune do parasito. A
apoptose seria uma via de escape imunoldgico do parasito, tornando estes cades menos
eficientes em responder a infec¢cdo, pela reducdo da populacéo linfoide, similar ao que
foi descrito por Moreira (2010).

A reacdo inflamatoria granulomatosa foi mais intensa nos caes do grupo GCS.
Bandarra (2010) verificou que a intensa reagdo granulomatosa observada nos

linfonodos de cdes sintomaticos para LV, estava correlacionada positivamente (P<0,05)
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com a producédo da citocina MIF (fator de inibicdo da migracdo de macréfagos) pelos
macrofagos dos granulomas e com a carga parasitaria elevada (grupo sintomatico).
Esta citocina possivelmente favorece a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro, bem
como, a invasao de novas células, pois algumas de suas fun¢des sao inibir a apoptose
do macrofago e manter estas células no sitio de inflamacg&o. No baco dos cées do grupo
GCS é possivel que esteja ocorrendo um processo similar ao descrito por este autor,
pois a intensidade dos granulomas e a carga parasitaria foram mais elevadas neste
grupo. Seria interessante avaliar a presenca de MIF no figado e no bago e verificar se
existe uma resposta similar a do linfonodo.

O aspecto morfoldgico dos granulomas no baco diferiu do figado, ou seja, neste
ultimo os granulomas eram bem delimitados e ricos em linfocitos, ao contrario do baco.
Ackermann (2009) descreve dois padrdes morfolégicos de granulomas. Um do tipo
lepromatoso, que € difuso, pobremente delimitado, de distribuicdo sistémica, com alta
densidade de microorganismos associados a lesdo, pobre em linfécitos e com
predominancia de citocinas do tipo Th2. Entretanto, os granulomas do tipo tuberculéide
sdo nodulares, geralmente com necrose central, circundada por macrofagos, células
epiteliéides e gigantes, ap6s por linfécitos e plasmdcitos e tecido fibroso. O perfil
predominante de citocinas € Thl e o numero de bactérias associados a lesdo é
escasso. No presente estudo, nos cées infectados, o granuloma esplénico foi do tipo
lepromatoso, rico em parasitos e pobremente delimitado. Mariano (1995) afirma que os
macrofagos sé8o os principais componentes da inflamacdo granulomatosa, pois
diferenciam-se em células epitelidides e em células gigantes, mas que a presenca de
linfocitos neste tipo de inflamacgéo pode contribuir para a expanséo ou para a resolucao
da lesdo. Murphy et al. (2008) destacam que nos granulomas do tipo lepromatoso a
resposta de linfocitos T estd reduzida ou ausente. As observacfes destes autores
podem ser aplicadas para o nosso estudo e, as diferencas no perfil celular dos
granulomas poderiam ser associadas a um possivel perfil alterado de citocinas nestes
microambientes. Estudos futuros seriam necessarios para confirmar a predominancia
de citocinas Th2 no baco. Correa et al. (2007) verificaram predominancia de TGF-B e IL-

10 em bacos de caes com LV. A predominancia destas citocinas influencia na producéo
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de IFN-y, que em concentracao insuficiente ndo ativa os macrofagos no sitio de injaria.
IL-10 também tem uma acgéo supressiva sobre a ativacdo de macrofagos (STANLEY e
ENGWERDA, 2007).

A metaplasia mieldide e a hemossiderose da polpa vermelha do bago foram
observadas em cées dos grupos infectados (GCS e GSS). Em caes com LV é comum o
envolvimento da medula 6ssea, embora existam escassos relatos na literatura cientifica
descrevendo as alteracdes deste 6rgdo nesta doenca (NATAMI et al., 2000; FOGLIA-
MANZILO et al.,, 2006). A hemossiderose pode estar relacionada a anemia
imunomediada, ja que na LV canina, a hipergamaglobulinemia € um aspecto importante
em cées infectados. Os anticorpos anti-eritrécitos sao descritos na literatura, como
causa de anemia no homem. Possivelmente outros fatores também podem estar
envolvidos, tais como, o aumento da permeabilidade da membrana do eritrocito,
citocinas que interferem na acéo da eritropoietina e o sequestro de eritrocitos para o
baco (MAHAJAN e MARWAHA, 2007).

Neste estudo, a metaplasia mieldide foi mais evidente nos cées do grupo GCS.
Em estudos deste grupo de pesquisa, com a medula 6ssea de caes com LV, verificou-
se um grande comprometimento deste 6rgéo linfoide pela inflamacéo granulomatosa e
plasmocitaria multifocal a difusa. A displasia de megacariécitos, a reducao de
eritrocitos e a aplasia também foram observadas. A medula 6ssea usualmente esta
parasitada em cées infectados e ocorre um desequilibrio na sua funcao, levando a uma
diminuicdo da producéo celular, com reflexo no quadro hematol6gico. Essa alteracdo
ocorre por hiperplasia histiocitaria, hipoplasia eritrocitaria e evolui para aplasia
(GENARO, 1993). Sindromes mielodisplasicas sdo mudancas de células-tronco
hematopoiéticas de caes, gatos e homem. Estes distlrbios caracterizam-se por anemia
elou leucopenia e trombocitopenia, com uma ou mdultiplas mudancas displasicas na
medula 6ssea (FOGLIA-MANZILO et al., 2006). No homem as mielodisplasias séo
sindromes encontradas na LV (YARALI et al., 2002). As alteracdes do bacgo, nos cées
deste estudo, possivelmente devem-se ao mesmo ser um orgao linféide secundario e
qguando hé disfuncdo da medula 6ssea, a metaplasia mieléide é comumente observada

neste 0rgao, na tentativa de suprir a deficiéncia funcional da medula 6ssea.
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No presente estudo, o figado apresentou inflamacédo discreta nas regides
centrolobular, peri-portal e intralobular. Segundo HAYES (2004), o fluxo de sangue
dentro dos sinusdides € mais lento, para favorecer o contato do sangue com O0s
hepatécitos, para absorcdo dos nutrientes oriundos do intestino. Esta velocidade de
fluxo facilita o contato das células de Kupffer com patégenos, para remocdo por
fagocitose.

No figado dos cdes deste estudo, as células predominantes do infiltrado
inflamatério foram macréfagos (granulomas), linfécitos e plasmécitos, além de
evidenciacdo de células de kupffer. No figado canino s&do descritas hiperplasia e
hipertrofia das células de Kuppfer, formacdo de granulomas ricos em linfocitos,
plasmécitos e células epitelidides, bem como, a presenca ou ndo de formas
amastigotas (GIUNCHETTI et al., 2008; MELO et al., 2008). As células de kupffer sdo
fagocitos residentes do figado e possivelmente iniciam a formac¢do dos granulomas da
LV. As mesmas podem secretar citocinas (TNF-o, IL-1, IL-6) e 6xido nitrico, que
induziriam a resposta imune e regenerativa do tecido hepético (HAYES, 2004).
Possivelmente estas citocinas seriam as responsaveis pela migracdo dos demais tipos
celulares que compde o infiltrado inflamatério no figado. Recentemente foi descrita uma
célula residente dos sinusoides hepéaticos, que tem origem de linfocitos granulares e
gue produz enzimas citotoxicas. Estas células, denominadas de células Pit ou células
natural “killer” hepéticas, atuam na ativacdo de células de Kupffer, pela producédo das
citocinas IL-2 e IL-12 (LUO et al., 2000). Stanley e Engwerda (2007) descrevem a
importancia dos linfocitos B na formacdo dos granulomas hepaticos, ou seja, em
camundongos infectados com L. donovani, estas células quando depletadas levaram a
uma maior eficiéncia dos granulomas formados, com marcada reducdo da carga
parasitaria hepatica e esplénica. No presente estudo foi evidente a presenca do
infiltrado plasmocitario associado aos granulomas e a elevada carga parasitaria, em
caes do grupo GCS.

No nosso estudo, a inflamacdo e a carga parasitaria foram mais intensas no
baco. O aspecto dos granulomas também diferiu quanto a composicdo celular e

organizacao dos mesmos. Tafuri et al. (1996) observaram granulomas bem organizados
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na regido intralobular do figado de cées infectados, independente da forma clinica da
doenca. Em nosso trabalho, tanto no baco quanto no figado as alteracfes histologicas
foram mais evidentes nos cées do grupo GCS, com sinais clinicos evidentes de LV. Na
LV, resposta do hospedeiro pode ser diferenciada em cada compartimento ou 6rgéo
infectado pelo protozoéario, mostrando sua susceptibilidade ou resisténcia a infeccéo
(TAFURI et al., 1996; TAFURI et al., 2001; REIS et al, 2006; REIS et al., 2009).

No figado, a carga parasitaria também foi maior nos cées do grupo GCS, mas
com uma densidade de parasitos muito inferior a do baco. Reis et al. (2009) revelaram
padrées distintos de densidade parasitaria nos tecidos de céaes infectados por L.
chagasi e apontaram a pele e o baco como os locais que apresentaram parasitismo
elevado, durante o curso da doenca. Em alguns estudos verificou-se maior parasitismo
em tecidos de animais assintomaticos que em animais sintomaticos (XAVIER et al.,
2006; GIUNCHETTI et al. 2008). Estes dados enfatizam a importancia dos caes
assintomaticos no ciclo epidemiolégico da LV. No presente estudo a densidade de
parasitos no figado e baco de caes do grupo GSS foi muito baixa, diferindo destes
autores.

A expressao de MCP-1 no bago foi significativamente superior (P<0,05) nos caes
do grupo GSS e, no figado dos caes do grupo GCS. Na literatura descreve-se que esta
guimiocina esta envolvida na producdo de 6xido nitrico e eliminacdo do parasito do
interior de macréfagos humanos infectados por L. infantum e de camundongos BALB/c
infectados por L. donovani (BHATTACHARYYA et al., 2002; BRANDONISIO et al.,
2002). No baco dos cédes do grupo GSS possivelmente esta quimiocina esteja atuando
na resposta eficaz do hospedeiro canino, pois neste mesmo grupo a carga parasitaria
foi muito baixa. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos de cées
infectados para esta expresséo, talvez pela distribuicdo de animais em cada grupo néo
ser homogénea para mostrar estas diferencas (GCS = 21 e GSS =9). Strauss-Ayali et
al. (2007) também verificaram em bacos caninos que MCP-1 e outras quimiocinas pro-
inflamatdrias tiveram expressdo aumentada em caes experimentalmente infectados por

L. infantum. Estas quimiocinas estavam correlacionadas com a ativacdo de linfocitos T.
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Bhattacharyya et al. (2002) descreveram que as quimiocinas MIP-1o e MCP-1 tém um
importante efeito leishmanicida e regulam a producéo de 6xido nitrico nos macréfagos.

No presente estudo, a expressao de MCP-1 e a carga parasitaria no figado do
grupo GCS foram maiores que nos cdes do grupo GSS (P>0,05). No entanto a
expressdo da MCP-1 e a carga parasitaria hepaticas foram muito inferiores as
detectadas no baco. Neste caso, a atividade desta quimiocina parece favorecer o
hospedeiro, mesmo nos cdes com doenca avancada (grupo GCS), pois houve um
controle da multiplicacdo do parasito no figado, quando comparado ao ba¢o. Rousseau
et al. (2001) verificaram que MCP-1 exerce um efeito quimiotatico sobre populacdes de
linfécitos T CD4" com perfil Thl e Th2. Possivelmente exista uma predominancia de
citocinas do tipo Thl no figado dos cées deste estudo. Para confirmar esta hipotese
seria necessario avaliar a predominancia de outras citocinas e quimiocinas produzidas
simultaneamente neste 6rgdo, pois estas atuam em rede e um padrdo de resposta
isolado ndo explicaria completamente este mecanismo. Stanley e Engwerda (2007)
relatam que no figado o controle inicial da infeccao pelo parasito L. donovani é feito por
linfécitos T CD4. Os linfécitos T CD8 sao cruciais no controle da reinfeccao. As células
de kupffer hepéticas sdo o principal alvo do parasito e possivelmente sédo elas que
produzem quimiocinas (MIP-1a, MCP-1, IP-10) que irdo recrutar leucocitos para o
controle efetivo da multiplicagdo do protozoario no tecido hepatico.

MIP-1a apresentou maior expressdo no figado e baco do grupo GSS, sem
diferencas significativas para os grupos GCS e GC. Os valores de expressao desta
guimiocina nos grupos infectados foram muito similares no bago, bem como foram
muito superiores aos de MCP-1 no mesmo 0Orgdo. Portanto, a hipétese € que esta
guimiocina estaria atuando de forma pro-inflamatéria no grupo GSS e favorecendo o
processo infeccioso pela Leishmania no grupo GCS, quando se considera a carga
parasitaria esplénica. Neste mesmo 0rgado, a reacao granulomatosa foi maior. Em
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (BANDARRA, 2010; MOREIRA, 2010)
sugere-se que os granulomas nao sejam tao eficientes na contencédo da multiplicacao
do protozodrio no baco, pela acdo de citocinas moduladas pelo parasito (MIF) e pela

pobre apresentacdo antigénica (baixa expressdo de MHC-II) e atividade microbicida
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(baixa producédo de iINOS) nos macrofagos destes granulomas (dados nédo publicados).
Aliados a ineficiéncia dos macréfagos infiltrados no baco, existem resultados
controversos na literatura quanto ao verdadeiro papel de MIP-1a. Mackay et al. (2001)
descrevem que a interacdo de MIP-1aa com TNF-o favorece a formagdo e a
manutencdo dos granulomas. Sato et al. (1999) verificaram que a deplecdo desta
quimiocina e de seu receptor em camundongos knockout levou a reducéo da densidade
de L. donovani nos tecidos e ao aumento da expresséo de IFN-y. Portanto, avaliar o
perfil predominante de citocinas e quimiocinas no microambiente esplénico e hepatico
seria fundamental para o entendimento destas diferentes repostas nos grupos
infectados.

As respostas diferenciadas observadas no baco quando comparado ao figado
podem ser similares ao que foi descrito em infecgbes experimentais em camundongos.
Em estudos experimentais descreve-se um mecanismo para explicar a persisténcia da
infeccdo por Leishmania donovani no baco. Na fase aguda, o baco € um sitio de
formacdo da resposta imune, pois os macréfagos parasitados chegam a zona marginal
do baco e entram em contato com os macrofagos deste local e da polpa vermelha.
Apo6s os antigenos destes parasitos sdo captados pelas células dendriticas, que migram
para a polpa branca esplénica. As células dendriticas maduras expressam receptores
de quimiocinas (CCR7), secretam IL-12 e apresentam antigenos do parasito para
linfécitos T, resultando em resposta imune celular. Os linfécitos T ativados também
produzem quimiocinas. Na infec¢do cronica, ocorre a alteracédo da arquitetura esplénica,
devido ao comprometimento do sistema imune do hospedeiro. A citocina TNF €
produzida por macréfagos altamente parasitados, localmente na polpa branca. Por este
fato, ocorre perda dos receptores de citocinas, reducdo do recrutamento celular e
regulacdo da producéo de IL-10. A citocina IL-10 atua sobre células dendriticas e leva a
subregulacdo da expressdo de CCR7, inibindo sua habilidade em migrar dentro da
polpa branca. Estas ceélulas dendriticas contribuem para a cronicidade da infeccéo e
persisténcia do parasito no tecido esplénico (STANLEY e ENGWERDA, 2007).

O baco foi 0 6rgdo mais susceptivel a infec¢ao por L. chagasi possivelmente por

apresentar um processo infeccioso de evolugdo cronica, com um microambiente de
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citocinas favoravel ao desenvolvimento do parasito. As quimiocinas pro-inflamatorias
tiveram sua producdo no tecido esplénico, no entanto, ndo foram eficientes no controle
da infeccéo, possivelmente por sua interacdo ou inibicdo por um perfil desequilibrado
entre as respostas Thl e Th2, principalmente no grupo de cdes com sinais clinicos
(GCS). No figado, a carga parasitaria foi menor e a producdo das quimiocinas,
juntamente com uma resposta inflamatdria mais eficiente, devido a formacédo dos
granulomas bem organizados e ricos em linfocitos, contribuiram para o controle da
multiplicacdo do protozoério. Estes resultados nos permitem afirmar que existe um
padrdo de resposta imune compartimentalizada no baco e no figado, classificando-os

como susceptivel e resistente, respectivamente.

5. Conclusdes

Nas condicdes do presente estudo foi possivel concluir que:

e O baco € mais susceptivel a infeccdo por L. chagasi, devido a maior carga
parasitaria e maior intensidade de les6es que o figado, nos caes com doenca
avancada (grupo GCS).

e A resisténcia hepatica deve-se a menor carga parasitaria e a formacao
granulomas ricos em linfGcitos.

e A expressdo das quimiocinas MIP-1a e MCP-1 foram maiores no baco, nos caes
do grupo GCS. Quando se considera a carga parasitaria deste o6rgéo,

possivelmente existe um mecanismo de evasdo imune do parasito.
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APENDICE 1

Extracdo de DNA (DNeasy mini kit, Qiagen, c6d.)
1. Em um microtubo de 1,5ml foi colocado 25mg de tecido e adicionado 180uL de
Buffer ALT.

2. Adicionar 20uL de proteinase K Agitar e incubar por 3 horas a 56°C no Thermo

mixer (Eppendorf).

3. Agitar o produto lisado por 15 segundos e adicionar 200 uL de Buffer AL e 200
ML de Etanol a 96%.

4. Transferir o produto para uma coluna DNeasy mini spin e centrifugar a 6000 x g

por 1 minuto.
5. Adicionar 500 uL de Buffer AW1 e centrifugar por 1 minuto a 6000 x g.
6. Adicionar 500 ul de Buffer AW2 e centrifugar por 1 minuto a 6000 x g.

7. Transferir a coluna DNeasy spin para um novo tubo de 1,5mL, adicionar 200 pL
de Buffer AE e incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar a 6000

X g durante 1 minuto.

8. Acondicionar o DNA extraido a -20°C.
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APENDICE 2

Extracdo de RNA (RNeasy mini kit, Qiagen, c6d. 74104).

9.

Macerar os 25mg de tecido em nitrogénio liquido com auxilio de cadinho e pistilo.

Adicionar 600 uL de Buffer RLT, homogeneizar o material com auxilio da

ponteira e transferir o produto para um tubo de 1,5mL.

Centrifugar o lisado por 3 minutos em rotacdo maxima e retirar o sobrenadante,

transferindo-o para um novo tubo de 1,5mL.
Adicionar o mesmo volume do lisado, de etanol a 70% e homogeneizar.

Transferir até 700 uL da amostra para uma coluna RNeasy spin. Centrifugar por

15 segundos a 8000 x g e descartar o sobrenadante.

Adicionar 700 pL de Buffer RW1 e centrifugar a 8000 x g, durante 15 segundos.
Descartar o sobrenadante.

Adicionar 500 uL de Buffer RPE, centrifugar por 2 minutos a 8000 x g.

Transferir a coluna para um novo tubo de 1,5 mL, adicionar 50 yL de &agua

RNeasy free e centrifugar por 1 minuto a 8000 x g.

Estocar o RNA a -80°C, até transcricdo em cDNA.

Transcrigao reversa

1.

Descongelar gDNA Wipeout Buffer, Quantiscript Reverse Transcriptase,
Quantiscript RT Buffer, RT Primer Mix e agua RNase-free em temperatura
ambiente (15 a 25°C).

Colocar em um tubo de 1,5mL, 2uL de gDNA Wipeout Buffer, 1ug de RNA e
agua RNase-free (g.s.p), totalizando um volume final de 14uL. A reacdo deve

ser feita no gelo.
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Incubar por 2 minutos a 42 °C e por no gelo.

Adicionar 1 pL de Quantiscript Reverse Transcriptase, 4uL de Quantiscript RT
Buffer e 1 yL de RT Primer Mix.

Incubar por 15 minutos a 42 °C
Incubar por 5 minutos a 95 °C

Estocar o cDNA a -20 °C até o processo de gPCR.
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