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MIOCARDIOPATIA EM CAES NATURALMENTE ACOMETIDOS POR
LEISHMANIOSE VISCERAL: ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E DA
RESPOSTA IMUNE

RESUMO - A ocorréncia de miocardite em caes naturalmente acometidos por
Leishmania infantum chagasi tem sido demonstrada em estudos recentes, contudo
o tipo de resposta imune incitada no tecido cardiaco de caes com leishmaniose
visceral (LV) ainda ndo foi determinada. Sendo assim, foram avaliados fragmentos
da: parede livre de atrio direito (AD), parede livre de ventriculo direito (VD), parede
livre de ventriculo esquerdo (VE) e septo interventricular (SIV) de 20 cdaes
naturalmente acometidos por LV para determinacao das alterac6es histopatoldgicas
e daresposta imune no tecido cardiaco. A presenca de miocardite foi observada em
75% dos animais avaliados, sendo o infiltrado inflamatério do tipo linfoplasmocitario
a alteracdo mais comum nesses fragmentos. A imunomarcacao de Leishmaniaspp.
foi observada em 60% dos animais. Nao houve correlacdo entre a intensidade do
infiltrado inflamatdrio e a presenca de Leishmania sp. no miocardio (p=0,0682). A
imunomarcacgdo do parasito apresentou correlagdo com a presenca de linfocitos T
CD4+ (p<0,0001) e T CD8+ (p=0,0002), linfécitos B CD79+ (p=0,046) e IgG
(p=0,040). Os niveis de IL-4 (p=0,030), IL-12 (p=0,002), IFN-y (p<0,0001) foram
menores em caes infectados em relagdo ao grupo controle, independente da
presenca ou nao do parasito no miocardio (p>0,05). No presente estudo, a presenca
de alteracdes miocérdicas, associadas a resposta imunoldgica mista foram comuns
em caes com LV. Novos estudos avaliando paralelamente, a presenca de
inflamacdo miocéardica e o perfil de citocinas no tecido cardiaco, a resposta
imunolégica sistémica sdo indicados para confirmacdo da resposta imunologica

presente no miocardio de cdes acometidos por LV.

Palavras-chave: Leishmania sp.; Citocinas; Linfécitos T CD8+; Linfécitos T CD4+;
Linfécitos B CD79+



MIOCARDIOPATHY IN DOGS NATURALLY AFFECTED BY VISCERAL
LEISHMANIASIS: HISTOPATHOLOGICAL PATTERNS EIMMUNE RESPONSE
EVALUATION

ABSTRACT - Recent studies have demonstrated the occurrence of myocarditis in dogs
naturally infected with Leishmania infantum chagasi, however the type of immune response
in cardiac tissue of dogs with visceral leishmaniasis (VL) has not been determined. For this
purpose, fragments from right atrial free wall (AD), right ventricular free wall (RV), left
ventricular free wall (LV) and interventricular septum (IVS) of 20 dogs naturally affected by
VL were evaluated to determine the histopathological changes and the immune response in
heart tissue. The presence of myocarditis has been reported in 75% of the evaluated
animals, and an lymphoplasmocytic inflammatory infiltrate was the most common change in
these fragments. The immunostaining of Leishmania sp. was observed in 60% of the
evaluated animals. There was no correlation between the intensity of the inflammatory
infiltrate and the presence of Leishmania sp. (p = 0.0682). The immunostaining of the
parasite correlated with the presence of CD4 + (p <0.0001) and CD8 + T lymphocytes (p =
0.0002), CD79 + B lymphocytes (p = 0.046) and IgG (p = 0.040). IL-4 (p = 0.030), IL-12 (p
= 0.002) and IFN-y levels (p <0.0001) were lower in the infected dogs when compared to
control group, regardless of the presence or absence parasite in the myocardium (p> 0.05).
The results obtained in this study suggest that the presence of myocardial changes is
common in dogs with VL, associated with a mixed immune response in heart tissue.
However, the local inflammatory process seems not enough to trigger the production of
cytokines normally involved in VL, possibly due to a low parasite load in dogs myocardium,
especially when compared to other organs such as spleen, liver and bone marrow. Further
studies evaluating at the same time the presence of myocardial inflammation and the
behavior of these circulating cytokines in target organs with immune activity are indicated to

confirm the immune response present in the myocardium of dogs affected by VL.

Key-words: Leishmaniasp.; cytokines; T CD8+ lymphocytes; T CD4+ lymphocytes;
B CD79+ lymphocytes



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose mundialmente distribuida, sendo
a Leishmania spp. o agente etioldgico envolvido nas diversas formas da doencga. O
céo é considerado o principal hospedeiro no ambiente doméstico e a infeccdo na
espécie canina geralmente precede a ocorréncia no homem. Em funcdo da
variedade de sinais clinicos observados nos animais com a doenca e do tipo de
resposta imunologica incitada no inicio da infeccdo, o diagnéstico muitas vezes é
de dificil realizacdo, uma vez que todos os exames podem resultar negativos, na

dependéncia da resposta desenvolvida naquele paciente no momento da avaliacao.

Apés ainoculagdo do parasito pelo flebotomineo, os macrofagos atuardo como
células apresentadores de antigenos para os linfocitos T CD4+ e, na dependéncia
das interleucinas (IL) liberadas no inicio do processo, pode-se desenvolver uma
resposta do Thl ou protetora, principalmente mediante a liberagcdo de citocinas
como alL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y, inibindo dessa forma a replicagcdo do agente e o
desenvolvimento dos sinais clinicos. Em contrapartida, se houver uma liberacdo
maior de IL-4, consequentemente ocorre uma tendéncia ao desenvolvimento de
uma resposta Th2 ou ndo-protetora, com estimulacao de linfécitos B e produgdo de
anticorpos, que nao apresentam atividade contra a replicacdo do parasito,
ocorrendo consequentemente a replicagdo do mesmo nos tecidos e, o

desenvolvimento da doenca.

Os principais sinais clinicos observados na LV estéo relacionados a ocorréncia
de lesdes cutaneas, oftalmicas, onicogrifose, emagrecimento progressivo e
linfadenomegalia. A principal causa de morte na doenga ocorre quando estes
pacientes desenvolvem um quadro de doenca renal cronica, limitando desta forma

a expectativa de vida dos animais.

Apesar de a lesdo renal ser uma importante causa de O6bito em cées, a

ocorréncia de alteracOes cardiacas tem sido descrita em caes e humanos com LV.



Mesmo com a presenca de alteracdes histopatoldgicas observadas nos tecidos
miocardicos desses pacientes, sinais clinicos associados a distarbios
cardiovasculares tém sido raramente descritos. A presenca do parasito tem sido
associada a intensidade de inflamacao e ocorréncia das lesées em alguns estudos,
entretanto sua auséncia, na presenca de alteracbes histopatoldgicas, tem
confrontado esta possibilidade, sugerindo assim, a participagdo da resposta

humoral na ocorréncia da miocardite em caes.

Até onde é de nosso conhecimento, a avaliacdo do perfil de citocinas
envolvidas na LV, no miocardio de cdes ndo fora descrito, apesar de um recente
estudo ter identificado a presenca de linfocitos T e B no infiltrado inflamatério do
miocardio desses animais. Sendo assim, o presente estudo teve por objetivos
avaliar a presenca de alteracdes histopatolégicas e elucidar a resposta imunolégica
envolvida no miocardio de cées naturalmente acometidos por Leishmania infantum

chagasi.



2. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, € uma
zoonose causada por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e do género Leishmania, que infectam o cdo e uma ampla
variedade de vertebrados, incluindo o homem, com larga distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais (KONTOS; KOUTINAS, 1993; BANETH et al.,, 2008). A
Leishmania chagasi, principal agente etiolégico da LV na América do Sul, € um
protozoario pertencente ao complexo Leishmania donovani, no qual estdo incluidas
as trés principais espécies causadoras da leishmaniose visceral, L. chagasi, L.
infantum, L. donovani (BADARO, 1996; SHERLOCK, 1996). Estima-se que a
incidéncia anual de LV em seres humanos seja préxima a 500.000 casos
(DESJEUX, 2004). Apenas no Brasil aproximadamente 3.500 casos de LV séo
relatados anualmente, dos quais estimam-se que cerca de 10% venham a ébito
(DANTAS-TORRES, 2009).

Os vetores implicados na transmissdo das leishmanioses s&o insetos
denominados flebotomineos. A espécie de maior importancia nas Américas € a
Lutzomyia longipalpis, conhecida popularmente no Brasil como mosquito-palha,
birigui ou tatuquira (BRASIL, 2003). Quando as fémeas infectadas dos
flebotomineos alimentam-se em hospedeiros susceptiveis, as formas promastigotas
sdo inoculadas juntamente a saliva do inseto. A inoculagdo do parasita na pele
promove uma resposta inflamatoria local, levando a sua fagocitose por células do
sistema fagocitico mononuclear, principalmente macréfagos. No interior dos
macréfagos, as formas promastigotas perdem o flagelo, diferenciando-se em
amastigotas, que se multiplicam por sucessivas divisées binarias. As células
densamente parasitadas rompem-se, liberando as formas amastigotas, que seréo
fagocitadas por novos macrofagos. Ocorre, assim, a disseminagdo hematogénica e

linfatica do parasita. A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, durante o



repasto sanguineo em mamifero infectado, ingerem macréfagos parasitados
(MICJALICK; GENARO, 2007).

Em camundongos inoculados com Leishmania sp. demonstrou-se que 0sS
macréfagos infectados atuam como células apresentadoras de antigenos aos
linfécitos T do tipo CD4+. Estes sdo estimulados a produzir interleucinas e,
dependendo do perfil incitado, ocorre desenvolvimento de duas subpopulagdes de
linfécitos T auxiliares, Thl ou Th2. Além de agirem como células apresentadoras de
antigenos no inicio da resposta imune, os macrofagos afetam o curso da infec¢ao
secretando interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF), que aumentam a
eficiéncia de fagocitos e de linfécitos citotoxicos (PINELLI et al., 1994; ABBAS et al.,
2008).

Quando ativadas, as células Thl produzem citocinas pro-inflamatorias, tais
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as interleucinas IL-2, IL-6 e IL-12, e
o interferon gama (IFN-y), um potente indutor da formacéo de superoxido e Oxido
nitrico pelos macréfagos. Esses radicais livres sd8o tOxicos para 0s parasitos,
podendo levar ao controle do parasitismo com eliminacdo da infeccdo. A IL-12,
liberada no inicio do processo inflamatério, desempenha um papel crucial no
controle da doenca, jA que influencia a resposta imune inata e a subsequente
ativacdo de células T CD4+do tipo Thl (PINELLI etal., 1994; WEAVER et al., 2007,
ABBAS et al.,, 2008).

Por outro lado, quando a infeccdo induz a uma resposta com linfécitos Th2,
ha sintese de citocinas anti-inflamatorias como as interleucinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-
13, bem como o fator transformador de crescimento beta (TGF-), com subsequente
proliferacéo de linfocitos B e producédo de anticorpos (MARTINEZ-MORENO et al.,
1995; SANTOS-GOMES et al., 2002; WEAVER et al., 2007). A producdo de
anticorpos, principalmente IgG, é muito elevada e promove mais danos do que
protecdo ao hospedeiro, devido a formacédo de grande quantidade de complexos

imunes circulantes que se depositam em varios 6rgaos e tecidos (PINELLI et al.,



1994; ABBAS et al., 2008).

Os sinais clinicos da leishmaniose visceral canina variam em decorréncia dos
mecanismos imunolégicos ativados pelo hospedeiro, bem como dos 6érgaos
acometidos, o que dificulta, muitas vezes, o diagnéstico clinico da doenca.
Geralmente animais infectados apresentam emagrecimento progressivo,
hepatoesplenomegalia, linfoadenomegalia, atrofia muscular, anemia e lesdes
cutaneas. Sao frequentes as lesdes renais e oftalmicas, no entanto, caes
acometidos podem também apresentar alteracdes digestorias, locomotoras e
neurolégicas (FEITOSA et al.,, 2000; BANETH et al., 2008; MELO et al., 2009;
BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

Até onde é de nosso conhecimento, sintomas decorrentes de lesdes
cardiacas em cées com leishmaniose visceral foram descritos na literatura apenas
em dois casos (FONT et al, 1993; ZABALA et al, 2005). Outros poucos relatos
descrevem as alteracdes histopatoldogicas do miocérdio de caes, entretanto em
animais que ndo desenvolveram sinais clinicos de comprometimento deste 6rgao
(AJELLO & CATARSINI, 1976; TORRENT et al., 2005; LOPEZ-PENA et al., 2009;
SILVA et al., 2009). Um Unico estudo com um nimero maior de animais relata a
presenca de infiltrado inflamatorio discreto a moderado em 22 cdes com a doenga
sem, no entanto, descrever a exata localizacdo deste processo no miocardio
(ALVES et al., 2010).

A presenca do parasita no tecido cardiaco foi descrita em poucos relatos de
casos (FONT et al., 1993; TORRENT etal., 2005; LOPEZ-PENA et al., 2009; SILVA
et al., 2009), e em um céo (8.4%) dos 12 cdes com leishmaniose visceral avaliados
por meio de imunohistoquimica por Alves e colaboradores (2010).

Os primeiros estudos realizados em coracdes de seres humanos com LV
datam de 1988, quando Morais e colaboradores, ao avaliarem o miocardio de 16
seres humanos acometidos, verificaram alteragBes histopatoldégicas que se
caracterizaram pela presenca de edema intersticial associado a infiltragdo focal de

células inflamatodrias e discreto foco de necrose de cardiomidcitos, porém sem a



presenca de formas amastigotas do parasita. O comprometimento cardiaco foi
pouco intenso, 0 que levou os autores a utilizarem o termo “miocardio reacional”
(MORAIS et al., 1988).

De forma semelhante ao que ocorre em caes, o envolvimento cardiaco em
seres humanos com leishmaniose visceral também ja foi descrito, principalmente
em relatos de casos de efusdo pleural (MARCOS SANCHEZ et al., 1989;: MOFREDJ
et al., 2002; PUERTO-ALONSO et al., 2006; SHRIVASTAVA et al, 2007). Se
consequente a lesdo cardiaca ou a hipoalbuminemia secundaria a leishmaniose
visceral, a etiologia da efusdo pericardica permanece incerta (SHRIVASTAVA et al.,
2007).

Apesar dos relatos de envolvimento cardiaco em cédes com leishmaniose
visceral ser raro, um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa com 30 caes
sintomaticos, sem evidéncias clinicas de comprometimento da funcdo cardiaca,
revelou alterac6es histopatoldgicas no miocardio de todos eles. O achado mais
frequente foi a presenca de um infiltrado inflamatério linfoplasmocitario, observado
em 90% dos animais, em maior intensidade no atrio direito. Necrose de
cardiomiécitos e presenca de fibrose, principalmente no atrio direito, foram
observadas em 80% e 73.3% dos cdaes, respectivamente. Também foram
visualizados granulomas lepromatosos difusos e infiltracdo gordurosa no tecido
miocardico. Diferente de estudos anteriores, formas amastigotas do parasita foram
observadas no miocardio de 20/30 (66.7%) caes, sugerindo uma participacao do
parasita no desenvolvimento das lesbes. Entretanto, ndo foram avaliadas outras
células que poderiam estar participando na patogénese da lesdo (ROSA et al.,
2014).

J4& em um estudo recentemente publicado foi avaliado a presenca de
linfécitos T CD3+, CD4+, CD8+ e linfocitos B CD79+ no miocardio de 15 caes
naturalmente acometidos por LV, sendo que o autor encontrou uma maior proporgao
de subpopulacdes de linfocitos T no miocardio desses animais, porém a presenca

de linfécitos B também esteve presente em alguns fragmentos avaliados, em menor



proporcao (COSTAGLIOLI et al., 2016). As alteragdes histopatologicas encontradas
foram semelhantes as previamente descritas em outros estudos prévios (TORRENT
et al., 2005; LOPEZ-PENA et al., 2009; SILVA et al, 2009; ROSA et al., 2014;
COSTAGLIOLI et al., 2016) sendo o infiltrado linfoplasmocitario observado com
maior frequéncia. Apesar da incidéncia de alteracbes em todos os fragmentos
avaliados, a presenca do parasito ndo foi confirmada em nenhum fragmento,
divergindo dos achados de Rosa e colaboradores (2014), que correlacionou a
presenca do parasito com as alteragdes observadas.

Na tentativa de elucidar a patogenia da doenca, a imunomarcacao de
leishmanias, linfécitos, imunoglobulinas e macréfagos tem sido avaliada em alguns
estudos realizados em cées portadores de leishmaniose visceral (VAMVAKIDIS et
al., 2000; TAFURI et al., 2004; MELO, 2005; LARANGEIRA, 2008; TORRES-NETO
et al.,, 2008). Os linfécitos expressam um grande nimero de imunomarcadores em
suas membranas, 0s quais podem ser utilizados para distinguir varias
subpopulagdes celulares. Enquanto as moléculas CD3+ encontram-se presentes
em todas as subespécies de linfécitos T, o CD4+ pode ser observado em receptores
de células T auxiliares, neutréfilos e macrofagos, e o CD8+ em receptores de
linfécitos T citotdxicos (ROITT et al., 1993).

O receptor de linfocitos B consiste de imunoglobulinas de superficie ligadas
a moléculas, como o CD79+. As moléculas CD21+ séo expressas em linfocitos B
maduros e células dendriticas foliculares, atuam como receptor para 0 componente
C3d do complemento e formam um co-receptor para o reconhecimento antigénico
das células B (JANEWAY et al., 2007). Ainda, a imunomarcacdo de IgG também
pode auxiliar na identificacdo indireta das células B (ROITT; DELVES, 2004). A
deteccéo destas células em tecidos de animais infectados permite determinar se a
resposta imunoldgica desenvolvida é dotipo celular ou humoral (TORRES-NETO et
al., 2008).

Outra enfermidade que poderia servir de modelo para o estudo da leséo

cardiaca na leishmaniose visceral € a doenca de Chagas, também causada por um



tripanossomatideo, que leva ao desenvolvimento de uma cardiomiopatia. Cunha-
Neto e colaboradores (1996) verificaram que as células T infiltradas no miocardio
exerciam uma fungdo primordial no dano tecidual, sem, entretanto, conseguirem
determinar a natureza dos antigenos alvo dentro do coracdo. A auséncia de
parasitas proximos a areas de infiltrado inflamatério destrutivo em tecido cardiaco
infectado sugeria que a leséo inflamatdria no coracéo fosse de natureza auto-imune,
possivelmente envolvendo uma imitagcdo antigénica entre o0s antigenos do
Trypanossoma cruzi e os antigenos cardiacos. Cunha-Neto e colaboradores (1996)
demonstraram pela primeira vez uma reacdo imunolégica cruzada entre um
antigeno de Trypanossoma cruzi (B13) e um epitopo do cardiomiécito. Os dados
desse trabalho sugerem fortemente a relevancia dessa “imitagdo molecular” entre
miosina cardiaca e proteina B13 do Trypanossoma cruzi na patogénese da lesdo

cardiaca na doenca de Chagas.

O desenvolvimento da lesé@o cardiaca nos pacientes cronicamente acometidos
pela doenca pode ser justificado ainda por niveis reduzidos de células T regulatérias
em pacientes. Os infiltrados cardiacos de células T na doenca de Chagas
demonstram uma relacdo de 2:1 entre o CD8+ e o CD4+ sugerindo que ha uma
participacao da citotoxicidade no dano cardiaco (FONSECA et al., 2007). Os fatores
que levam um acumulo de TCD8+ no tecido cardiaco de pacientes com
cardiomiopatia chagasica ainda é desconhecido. Pacientes com cardiomiopatia
chagésica cronica possuem uma relagdo IL-15/CD68+ aumentada, sugerindo que
macréfagos CD68+ sdo induzidos a produzir IL-15 devido ao processo inflamatorio.
Esta, por sua vez, contribui para um aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatodrias tais como o IFN-y e o TNF, observados no tecido cardiaco da
cardiomiopatia chagasica cronica. A IL-15 é necessaria para a manutengdo das
células TCD8+ de memdria por longos periodos e desenvolvimento de células
natural killer. A IL-15 pode agir em sinergismo com a IL-12 para producdo de IFN-y

e em sinergismo com a IL-7 para aumentar a habilidade das células TCD8+ e CD4+



em produzir IFN-y. Mais ainda, o IFN-y por si sé induz a expressao de IL-15
(FONSECA et al., 2007).

Essa hip6tese é reforcada por estudos pretéritos que demonstraram uma
predominancia de células mononucleares marcadas para IFN-y e TNF-a no tecido
cardiaco de pacientes com cardiomiopatia chagasica (REIS et al., 1993; REIS et al.,
1997). Finalmente, ha que se considerar que os linfocitos CD4+ e CD8+ geram a
producdo de IFN-y o qual age sinergicamente com o TNF-a para ativar a expressao
da 6xido nitrico sintetase (NOS2), enzima responsével por producdo de quantidades
elevadas de o6xido nitrico pelo cardiomidcito. A producdo de Oxido nitrico é
necessaria para a morte intracelular do parasita, porém, sua sintese também pode
danificar o miocardio (MACHADO et al., 2008).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo um grupo de enzimas
proteoliticas zinco-dependentes que possuem como principais funcdes a
manutencdo da matriz extracelular e a remodelacdo tecidual durante processos
fisiopatologicos, auxiliando, desta maneira, na resposta imune do hospedeiro frente
a infeccao, facilitando o recrutamento leucocitario e a liberacéo de citocinas (Visse;
Nagase, 2003). Apesar de apresentarem fungcéo protetora frente a diversos agentes
agressores, estudos tem demonstrado que um aumento dos niveis das
metaloproteinases quando da ocorréncia de enfermidades infecciosas facilitam a
disseminacdo do agente no hospedeiro (OPDENAKKER et al., 2001; ELKINGTON
et al., 2005).

Gutierrez e colaboradores (2008) ao avaliaram os niveis de MMPs no
miocardio de ratos experimentalmente infectados com Trypanosoma cruzi
demonstraram que os animais tratados com inibidores das MMPs apresentaram, ao
exame histopatologico, niveis reduzidos de MMPs no tecido cardiaco, redugdo da
inflamacdo, maior tempo de sobrevida e pico parasitémico retardado quando
comparado ao grupo nao tratado. Tais resultados sugerem, desta forma, que uma

exacerbacdo da resposta inflamatéria pelo aumento dos niveis de MMPSs, neste
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caso MMP-2 e MMP-9, podem contribuir para a evolucédo da lesédo cardiaca na fase

aguda de doenca de Chagas.

A participacdo das MMP’s na patogénese da lesdo cardiaca de caes com LV
ainda ndo foi investigada. Até onde € de nosso conhecimento, os Unicos trabalhos
realizados na tentativa de determinar o papel dessas enzimas na doenca foram
realizados no sistema nervoso de cdes naturalmente infectados, por nosso grupo
de pesquisa. Aumentos dos niveis de MMP-2 e MMP-9 foram observados no liquor,
Soro e sistema nervoso central, sugerindo que estas estdo associadas a patogénese
da doenca nesses locais (MACHADO et al., 2010; MARANGONI etal., 2011; MELO
et al., 2011).
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3. Materiais e Método

3.1. Animais

Foram utilizados 20 cdes com idade superior a seis meses, independente do
sexo e da racga, naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, encaminhados
ao Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria, UNESP, Aracgatuba.
Somente foram utilizados cées provenientes do municipio de Aracatuba — SP, area
endémica para a leishmaniose visceral e ndo-endémica para doenca de Chagas
(UMEZAWA et al., 2009; CVE, 2005), e que ndo apresentaram historico de
deslocamento para outras regides. Um grupo controle foi composto por cinco caes
sem a enfermidade, que vieram a Obito por doencas ndo infecciosas ou que
levassem a alteracdes cardiacas.

O diagnostico da leishmaniose visceral foi fundamentado nos resultados do
exame parasitolégico direto realizado em citologia de pungcédo bidpsia aspirativa de
linfonodo ou medula 6ssea. A pesquisa de anticorpos séricos anti-Leishmania sp.
também foi realizada, pela técnica de ELISA, assim como a pesquisa de anticorpos
anti-Ehrlichia canis e de antigenos de Dirofilariaimmitis. Os casos com resultados
positivos para E. canis e D. immitis foram descartados do experimento, uma vez
gue estas enfermidades podem levar ao desenvolvimento de lesdes cardiacas.

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais
(CEUA) sob protocolo n°® FOA —00463/2013.

3.2. Delineamento Experimental

Apds o diagnostico da doenga os animais foram submetidos ao exame fisico
geral de acordo com Feitosa (2008), seguido de exame fisico especifico do sistema
cardiovascular segundo Camacho e Mucha (2008).

Com o consentimento esclarecido de seus proprietarios os caes infectados
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foram tranquilizados com acepromazina na dose de 0,05 mg/kg, por via
intramuscular. Decorridos 15 minutos, foram anestesiados com tiopental soédico na
dose de 25 mg/kg, por via intravenosa e, apds entrarem em plano anestésico
profundo, foram submetidos a eutandsia com uma ou mais ampolas de 10mL de
cloreto de potassio, de acordo com o Decreto n°. 51.838 do Senado Federal, de 14
de marco de 1963, o qual estabelece que animais domésticos portadores de
leishmaniose devem ser submetidos a eutanéasia.

Os céaes foram submetidos ao exame de necropsia pela técnica empregada
rotineiramente no Servico de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria,
UNESP, Aracatuba, realizando-se o exame externo do cadaver, evisceracdo e
exame detalhado das alteracbes macroscopicas presentes nos 6rgaos, dando-se
especial atengcdo ao coragao.

O coracéao foi dissecado no seu sentido transversal a partir de uma incisao
Unica realizada aproximadamente na altura das cordas tendineas das valvulas
atrioventriculares, obtendo assim o acesso ao endocardio dos ventriculos direito e
esquerdo. Foram coletados trés fragmentos de cada uma das seguintes regides do
coracdo: parede livre de atrio direito (AD), parede livre de ventriculo direito (VD),
parede livre de ventriculo esquerdo (VE) e septo interventricular (SIV). Um dos
fragmentos foi fixado em formol a 10% tamponado com fosfatos, pH 7,6 por 24
horas, desidratado em solucbes de concentracbes decrescentes de alcool,
diafinizado em xilol e incluido em parafina, para posterior realizacdo das técnicas
de histopatologia e imunohistoquimica. Os outros dois foram mantidos em meio de
congelamento, imerso em nitrogénio liquido, para posteriormente armazenamento

em freezer a temperatura de -80°C.
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3.3. Exame citolégico de linfonodo e medula éssea

O exame citolégico dos linfonodos foi realizado dos linfonodos popliteos e
pré-escapulares, por meio da puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF). A colheita
de medula 6ssea foi realizada com agulha hipodérmica 40x16 mm, acoplada a
seringa de 20 mL, mediante pungdo na crista iliaca, com os animais contidos em
decubito lateral. Os esfregacos do material obtido dos linfonodos e da medula 6ssea
foram realizados imediatamente apods a colheita, secos ao ar e corados com corante
hematoldgico rapido, para posterior observacao ao microscopio 6ptico, com objetiva
de 100x, em imerséo, para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp
(Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografia de linfonodo popliteo de um cdo com leishmaniose visceral.
Observa-se a presenca de inUmeras formas amastigotas tipicas de Leishmania
sp. no interior do macréfago e outras formas também fora da célula (Objetiva
de 100X). Aracatuba, 2016.
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3.4. Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp.

As microplacas foram cobertas com antigeno total de Leishmania infantum
chagasi, cepa MHOM/BR/74/PP75, numa concentracdo de 20 ug/mL em tampao
carbonato 0,05M, pH 9,6, e incubadas por 18 horas a 4°C. Apds a lavagem com
PBS-tween, por trés vezes, as placas foram bloqueadas com 200uL de PBS-BSA
1% e incubadas a temperatura ambiente, durante duas horas. Depois de nova
lavagem com PBS-tween, por trés vezes, 100uL do controle positivo, do controle
negativo (animal de area ndo endémica saudavel) e das amostras de soro, diluidas
em PBS contendo 0,05% de tween 20 e 1% de BSA, foram adicionadas a cada po¢o
e incubadas, por trés horas, a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas
mais quatro lavagens com PBS-tween 20, adicionando-se, em cada poc¢o, 100uL de
anticorpo anti-lgG de cdo marcado com peroxidase, previamente titulado. Depois
de um periodo de incubacdo de uma hora, em temperatura ambiente, a placa foi
novamente lavada quatro vezes com PBS-tween 20 e adicionados a cada poco
100uL de uma solugdo contendo substrato OPD (0,4 mg/ml) em diluente apropriado.
A reacdo foi interrompida adicionando-se a cada poco 50uL de H2SOs4 1M e a
densidade o6ptica (D.O.) foi avaliada a 492 nm, utilizando-se leitor de ELISA. Os
resultados foram expressos pela média da densidade 6ptica obtida das amostras

em duplicata.

3.5. Pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia canis e antigenos de Dirofilaria

immitis

A presenca de anticorpos anti-Ehrlichia canis e antigenos de Dirofilaria immitis
no soro dos animais foi pesquisada pela técnica de ELISA, utilizando-se o kit
SNAP® 4DX®test (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME, USA), de acordo com

as instrucdes do fabricante.
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3.6. Exame histopatolégico do musculo cardiaco

Cortes histoldgicos de miocardio de 5mm de espessura foram corados com
hematoxilina e eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM) (BEHMER et al., 1976), e
analisados em microscopia 6ptica com objetivas de 4x, 10x e 40x, em toda a sua
extensdo. Nos cortes histologicos corados por HE, foram avaliados os aspectos
morfologicos do tecido cardiaco, tais como diferengas no tamanho e na forma das
fibras, presenca de fibras degeneradas e presenca de infiltrado inflamatério. Para
avaliar a matriz de coladgeno os cortes histolégicos foram avaliados pela coloracao
TM, pesquisando-se a presenca de fibrose miocardica. As alteracbes foram
classificadas de acordo com sua intensidade em ausente (-), discreta (+), moderada
(++) e acentuada (+++), atribuindo-se a escores variando de 0 a 3 para a realizacéo

da analise estatistica.

3.7. Reacdo de imuno-histoquimica para pesquisa de Leishmania sp.,
linfécitos CD4+, CD8+, CD79+, IgG, 6xido nitrico sintetase e MMP -2

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada em cortes histolégicos dos
mesmos fragmentos miocardicos utilizados para o exame histopatologico. O método
empregado foi o da Streptavidina-Biotina-Peroxidase (“Labelled Streptavidina-
Biotina-LSAB”). Para a deteccéo de Leishmaniasp. foi utilizado soro de cédo positivo
para leishmaniose visceral, proveniente de Aracatuba — SP, area endémica para a
enfermidade, como fonte de anticorpo primario (1:1000), jA os demais anticorpos

em suas seguintes diluicbes estdo descritas na figura 2.
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Imunomarcagao Diluigdo Descri¢ao
Linfocitos T CD4+ 1:50 AbD Serotec (MCA 1038G) Monoclonal
Linfocitos T CD8+ 1:50 AbD Serotec (MCA 1039G) Monoclonal
Linfécitos B CD79+ 1:200 AbD Serotec (MCA2538GA) Monoclonal
IgG 1:200 Bethyl Laboratories (A40-123P) Policlonal
MMP-2 1:100 LifeSpan (LS-B3913) Policlonal
Oxido Nitrico Sintetase 1:100 Bioss Inc. (MA 01801) Policlonal

Figura 2. Quadro com os diferentes anticorpos utilizados nas rea¢6es de imuno-histoquimica no
miocardio de cdes naturalmente acometidos por LV.

Os cortes histologicos foram mantidos em estufa a 60°C durante uma hora,
posteriormente desparafinizados em xilol e hidratados em solugdes com
concentracdes decrescentes de alcool. Entre cada uma das etapas descritas a
seguir os cortes foram submetidos a lavagem com agua destilada e solugéo tampéao
fosfato (PBS), pH 7,6. Arecuperacéo antigénica foi realizada com solugéo de citrato
de sodio 10mM, pH 6,0, de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Para
o bloqueio da peroxidase endogena foram realizadas 8 incubacfes de quatro
minutos no peroxido de hidrogénio. Em seguida foi adicionado “Protein Block®”
(DakoCytomation, céd. X0909) e os cortes foram incubados por 20 minutos em
camara Umida a temperatura ambiente, para bloqueio das proteinas inespecifficas.
Em seguida foi realizada a incubacdo com anticorpo primario, por 18 horas a 4°C,
em camara Umida. Apés lavagem com PBS, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado (Kit LSAB® DakoCytomation, cod. KO690-1) durante
30 minutos, a temperatura ambiente e em camara Umida. Apds nova lavagem com
PBS, os cortes foram incubados com o substrato Estreptavidina Peroxidase (Kit
LSAB® DakoCytomation, cod. K0690-1) por 30 minutos, a temperatura ambiente, e
na sequéncia foram revelados com o cromégeno diaminobenzidina (DAB,

DakoCytomation, cod. S-3022-2) por trés minutos, a temperatura ambiente e em
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camara Umida. Em seguida foram lavados em agua destilada e contra-corados com
Hematoxilina de Harris, por 2 minutos. Posteriormente, os cortes histologicos foram
lavados em agua corrente, desidratados em solugBes de concentracdes crescentes
de alcool e banhados em xilol, para finalmente serem montados com Entellan®
(MERCK, cod. HX888585).

Os resultados das imunomarcacdes foram feitos pela contagem direta do
nimero de células marcadas durante a avaliacdo microscopica de toda a extensao

dos fragmentos avaliados.

3.8. Quantificagcao das citocinas IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, TNF-a e IFN-y pela
técnica de ELISA.

Para a quantificacdo das citocinas nos diferentes fragmentos de miocardio, 0s
tecidos foram previamente pesados e macerados em meio RPMI-1640 (R0883 —
Sigma Aldrich — USA), na proporgdo de 1g de miocéardio para 2 ml de tamp&o. As
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 10.000g durante 15 minutos a 4°C e
o sobrenadante foi imediatamente mantido congelado a -80°C até o momento do
seu processamento.

A guantificagéo das citocinas no tecido cardiaco foi realizada utilizando-se kits
comerciais DuoSet ELISA para IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, TNF-a e IFN-y (R&D
System — Minneapolis — USA). As placas foram sensibilizadas com 100uL de
anticorpo de captura (especifico para cada citocina) diluido na concentracdo de uso
em PBS e incubado por 18 horas a temperatura ambiente. As placas foram entéo,
lavadas com PBS-Tween por trés vezes, seguida da secagem para retirada do
excesso. O bloqueio das ligacBes inespecificas foi realizado utilizando-se uma
solucdo de PBS com 1% de albumina sérica bovina (PBS-BSA) por uma hora a
temperatura ambiente, sendo novamente lavadas. Foram adicionadas as placas

100 ul das amostras e das curvas padrdo e foram incubadas por 2 horas a
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temperatura ambiente, sendo novamente lavadas. Foi adicionado 100 ul do
anticorpo de deteccdo (especifico de cada citocina) diluido em PBS-BSA e foi
incubado por 2 horas a temperatura ambiente. Apds nova lavagem da placa, foi
entdo adicionado 100ul de estreptoavidina conjugada com a peroxidase diluida em
PBS-BSA e foi incubado por 20 minutos a temperatura ambiente em camara escura,
sendo repetido. Adicionou-se entdo 100 ul de solugdo de substrato cromogénico,
TMB (tetrametilbenzidina), e foi incubado por 20 minutos a temperatura ambiente
em camara escura. A reacao foi parada utiizando 50uL de solugdo de acido
sulfarico 0,5N e a leitura foi feita utilizando um espectrofotbmetro de microplacas
(Multiskan EX, Labsystems) em 450 nm.

Foi calculada a média das duplicatas das amostras e da curva e foi subtraido
o branco. Foi criada uma curva padréo por regresséao linear dos dados utilizando o
logaritmo das concentragbes e das absorbancias dos pontos da curva padréo. A
partir disso, obtém-se uma equacéo, onde a partir da absorbancia das amostras é

possivel calcular a concentracdo das mesmas.

4. Anélise Estatistica

A correlacdo entre as alteracfes histopatolégicas, imunomarcacéo do parasito
e de linfocitos T CD4+ e CD8+, linfécitos B CD79+, IgG, INOS e MMP-2 foram
avaliadas pelo teste de correlacdo de Spearman. As quantificacdes de citocinas dos
fragmentos foram comparadas em dois grupos, os de animais com infec¢do (GL),
sendo este grupo comparado com o grupo controle (GC), composto por animais que
ndo apresentaram diagnéstico de LV, pelo teste de Mann-Whitney. O grupo de
animais infectados foi posteriormente subdividido em dois grupos, sendo um deles
formado por fragmentos com presenca de imunomarcacgéo do parasito (GP) e outro
grupo que ndo apresentou imunomarcacao do parasito no tecido miocéardio (GSP),

com o grupo controle. Para isso foi utilizado o ANOVA, seguido do pds-teste de
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Dunn para comparacao entre os trés diferentes grupos. Diferenca significativa foi

considerada quando os valores de “p” foram inferiores a 0,05.

5. Resultados

Para a composicédo do grupo experimental foram avaliados um total de 100
animais, entretanto 80% apresentaram deteccdo de anticorpos anti-E. canis pelo
teste rapido, sendo assim excluidos do presente estudo. Os 20 animais que foram
inseridos no presente estudo apresentaram titulos de anticorpos anti-Leishmania
sp. com valores acima do ponto de corte (0,193), com média de 0,697 + 0,283,
enquanto a do grupo controle foi de 0,135 + 0,02 (Figura 2).
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Figura 3. Grafico de dispersdo dos valores de D.O. obtidos pela
técnica de ELISA para Leishmania sp. A linha vermelha
indica o ponto de corte da reagdo (0,193), sendo os
pontos contidos acima da linha, dos animais com
sorologia considerada reagente para doenga (GL). Ja os
valores abaixo indicam a D.O. dos animais inseridos no
grupo controle (GC), que apresentaram o0s demais
exames para doenca também considerados negativos.
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Todos os animais inseridos no presente estudo foram considerados
sintomaticos, entretanto, no exame fisico do sistema cardiovascular 0s mesmos nao
apresentaram qualquer alteracdo sugestiva de doenca cardiaca, como ocorréncia
de sopro, arritmias e alteracdo no pulso arterial. Entre os sinais clinicos mais
observados nesses cdes podem-se descrever as lesdes dermatolégicas, oftalmicas,
linNfadenomegalia, emagrecimento, palidez de mucosas e atrofia muscular (Figura

3), sendo a incidéncia das principais alteracdes clinicas, relacionadas na figura 4.
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Figura 4 — Sinais clinicos observados em cées naturalmente acometidos por LV durante a realizacdo
da coleta dos materiais para o desenvohvimento do projeto de pesquisa. A — Onicogrifose;
B — hiperqueratose de espelho nasal; C — descamacao em pavilhdo auricular; D — lesBes
ulcerativas palpebrais. Aracatuba, 2016.

Lesdes Cutaneas 65%

Linfadenomegalia 55%

Mucosas palidas 50%

Emagrecimento 50%

Onicogrifose 35%

Alteragdes Oftalmicas 25%

Figura 5. Ocorréncia dos diferentes sinais clinicos observados nos cdes avaliados durante o
desenwlvimento do presente estudo, para a avaliagdo das alteracdes no miocérdio de
cées naturalmente acometidos por leishmaniose visceral. Aracatuba, 2016.

A predominancia sexual foi de machos, com um percentual de 60% (12/20).
Aidade dos animais variou de 1 a 7 anos, com media de 3 anos. No que diz respeito
araca, os animais sem raca definida foram predominantes, correspondendo a 90%

(18/20) dos animais avaliados.
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5.1 Alteracfes histopatoldgicas no miocardio

Foram avaliados quatro fragmentos (AD, VD, SIV e VE) do miocardio de cada
animal, totalizando 80 cortes histolégicos. Alteracdes histopatoldgicas foram
observadas no miocéardio de 75% (15/20) dos animais avaliados que compuseram
0 grupo experimental. No grupo controle ndo foi identificado alteragcéo
histopatoloégica em nenhum fragmento avaliado. O nimero absoluto de alteragdes
observadas em cada regido e as respectivas percentagens encontram-se

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Intensidade de infiltrado inflamatério na parede livve de atrio direito (AD), parede live de
ventriculo direito (VD), septo intenentricular (SIV) e parede live de ventriculo esquerdo
(VE) do miocéardio de 20 caes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.
NUmero absoluto e porcentagem de fragmentos avaliados. (Aragatuba-SP, 2016)

AD VD VE SIV

Classificagéo % Total
N % N % N % N %
Ausente 5 25 8 40 9 45 10 50 40
Discreto 9 45 5 25 6 30 5 25 31,25
Moderado 3 15 5 25 5 25 5 25 22,5
Intenso 3 15 2 10 0 0 0 0 6,25

Em 60% (48/80) do total de fragmentos avaliados observou-se a presenca de
infiltrado inflamatério no miocardio. Das regifes miocardicas que apresentaram
alteracdo, o AD foi a regido que apresentou maior incidéncia de inflamacao,
observada em 75% (15/20) dos animais, seguidado VD, VE e SIV.com 60% (12/20),
55% (11/20) e 50% (10/20) respectivamente. Em relacdo a intensidade, todas as
quatro regides avaliadas apresentaram um infiltrado considerado de discreto a
moderado, entretanto somente o AD e o VD apresentaram um infiltrado considerado
acentuado em um total de 5 fragmentos, o que correspondeu a 20% (4/20) dos

animais avaliados, entretanto nenhum desses pacientes apresentou sinais clinicos
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de doenca cardiaca. Apesarde o lado direito apresentar maiorincidéncia de lesdes
miocardicas, ndo houve diferenca significativa quando se comparou as quatro
diferentes regides do coracao (p=0,4734). Os infiltrados inflamatérios eram, em sua
maior parte, do tipo linfoplasmocitario, algumas vezes também associado a
presenca de macréfagos (Figura 5). A presenca de fibrose das fibras do miocardio

também foi evidenciada na coloracdo de TM, porém com uma incidéncia muito

inferior, sendo observada em somente 10% (2/20) dos animais avaliados.

Figura 6. Fotomicrografia do miocardio de caes naturalmente acometidos por LV, coloragcdo de HE.
(A) Regido de atrio direito de cao apresentando infiltrado inflamatério mononuclear
moderado, objetiva de 10X (B) Miocardio com infiltrado inflamatério mononuclear. Regido
de ventriculo direito com infiltrado inflamatério mononuclear discreto (C). (D) Regido de
atrio direito com infiltrado inflamatério mononuclear acentuado.
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5.2. Imunomarcacgéo de Leishmania sp.

A imunomarcacao do parasito (Figura 7) ocorreu em 60% (12/20) dos animais
avaliados. Considerando-se todos os fragmentos, foi possivel detectar
imunomarcacdo de Leishmania sp. em 33,75% (27/80) do total de fragmentos
avaliados, sendo sua presenca em pelo menos um fragmento, de cada regiao
avaliada. Nao foi observada correlacdo entre o nimero de parasitos marcados e a
intensidade do infiltrado inflamatério (p=0,0682), entretanto ndo foi possivel
determinar a presenca do parasito onde ndo houvesse a presenca do infiltrado
inflamatorio. A ocorréncia do parasito foi mais evidente no lado direito do coragéo,
tanto no AD como no VD, sendo observada em 40% (8/20) do total de amostras
destes dois fragmentos, seguido do VE e SIV, com 30% (6/20) e 25% (5/20) de
presenca de imunomarcacao, respectivamente. Nos 20 fragmentos de miocardio
que ndo apresentaram nenhum tipo de alteracao histopatolégica também néo foram
identificados parasitos. Apesar da presenca do parasito ter sido identificada em mais
fragmentos do lado direito, diferenca significativa ndo foi detectada quando os

guatro fragmentos foram comparados entre si (p=0,5425).
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Figura 7. Fotomicrografia da imunomarcagdo de Leishmania sp. no AD de um céo
naturalmente acometidos por LV (Objetiva de 100X). As setas indicam a
presenca da imunomarcacdo do parasito no tecido avaliado (Aragatuba,
2016).
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5.3. Imunomarcacgéo de Linfocitos T CD4+ e CD8+, linfocitos B CD79+, IgG,
INOS e MMP-2

A imunomarcacéao de linfocitos T CD4+ (Figura 8) ocorreu em 50% (10/20) dos
animais infectados, o que correspondeu a 33,75% (27/80) do total de fragmentos
avaliados. Aimunomarcacao da subpopulagéo de linfocitos T CD4+ foi maiorno VD,
com 45% (9/20) dos fragmentos imunomarcados, enquanto nos demais fragmentos
foi observado a presenca dessa subpopulacéo de linfocitos em 30% (6/20) de cada
uma das regides avaliadas; entretanto, ndo houve diferenca quando se comparou a
presenca de linfécitos T CD4+ entre as quatro regides (p=0,8929). A
imunomarcacao dessa subpopulacdo de linfécitos apresentou correlacdo positiva
com a intensidade do infiltrado inflamatério (p=0,0160), assim como apresentou
correlacdo com a imunomarcacdo do parasito no tecido (p<0,0001). Nenhum
fragmento do grupo controle apresentou imunomarcacgdo de linfécito T CD4+ nas

regides avaliadas.
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Figura 8. Fotomicrografia da imunomarcacédo de linfécitos T CD4+ no VD de um céo
naturalmente acometidos por LV (Objetiva de 40X, Aracatuba, 2016).

A presenca de linfocitos T CD8+ (Figura 9) foi evidenciada em 70% (14/20)
dos animais e estando presente nos quatro fragmentos avaliados em 38,75%
(31/80) do total das amostras. O VD foi a regido com mais fragmentos
imunomarcados, com 55% (11/20) das amostras com presenca dessa
subpopulagéo de linfocitos, seguida do VE, SIV e AD, com 50% (10/20), 30% (6/20)
e 20% (4/20), respectivamente. Apesar de o nimero de regides marcadas nao ser
0 mesmo, a quantidade de células marcadas nas diferentes regides avaliadas nao
apresentou diferenca significativa (p=0,1525). Correlagdo positiva foi detectada
entre a deteccao de linfécitos T CD8+ com a intensidade do infiltrado inflamatério
(p=0,0161) e com aimunomarcacdo do parasito do tecido miocérdio (p=0,0002). Os
fragmentos do grupo controle ndo apresentaram imunomarcacao para linfécitos T
CD8+.
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Figura 9. Fotomicrografia da imunomarcacao de linfécitos T CD8+ no AD de um céo
naturalmente acometidos por LV (Objetiva de 40X, Aracatuba, 2016).

Do total de fragmentos avaliados, a ocorréncia de imunomarcacdo para
linfécitos B CD79+ (Figura 10) foi inferior as subpopula¢gdes de linfocitos T, sendo
observada em 25% (5/20) dos animais avaliados e 11,25% (9/80) do total de
fragmentos, enquanto a presenc¢a de imunomarcacdo das diferentes subpopulagdes
de linfécitos T foi de aproximadamente 35%. Apesar de menos expressiva, a
detecgdo foi possivel em todas as quatro regides, sendo que o SIV apresentou 25%
(5/20), o AD 10% (2/20), e o VD e VE apresentaram 5% (1/20) de fragmentos
imunomarcados cada, porém diferenca significativa entre a deteccao de linfocitos B
CD79+ entre as diferentes regides, ndo foi observada (p=0,1663). A presenca de
linfocitos B foi positivamente correlacionada com a intensidade do processo
inflamatério (p=0,030) e com a presenca do parasito (p=0,0466), assim como nao

foi possivel observar linfocitos B nos fragmentos dos animais do grupo controle.
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Figura 10. Imunomarcacdo de Linfécitos B CD79+ no infiltrado inflamatério
(discreto) do miocardio de cao naturalmente acometido por LV.
Objetiva de 40X Aracatuba, 2016. As setas indicam as células
imunomarcadas.

A imunomarcacdo para IgG (Figura 11) foi observada em 40% (8/20) dos
animais, resultando em um total de 18,75% (15/80) dos fragmentos avaliados. Das
areas avaliadas, o AD foi a regido que mais apresentou imunomarcagao para a
imunoglobulina, com 25% (5/20) de amostras apresentando deteccéo de IgG no
tecido. O VD e o SIV tiveram presenca de imunomarcagcdo em 20% (4/20) dos
fragmentos, em cada um deles, enquanto o VE apresentou imunomarcagcdo em
somente dois fragmentos (10%). A avaliacdo entre o nUmero de células marcadas
para IgG ndo resultou em diferenca significativa entre os quatro fragmentos
avaliados (p=0,4576). A intensidade do infiltrado inflamatorio ndo apresentou
correlacdo com a deteccdo de IgG (p=0,3126), porém a presenca do parasito
apresentou correlacdo positiva com a imunomarcacdo de IgG no tecido (p=0,04).
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Houve correlacdo positiva entre a imunomarcacao de IgG e linfocitos B CD79+ nos

fragmentos avaliados (p=0,022).

a

b

Figura 11. Imunomarcagcdo de IgG no infiltrado inflamatério (discreto) do

miocardio de cdo naturalmente acometido por LV (Objetiva de 40X;
Aracatuba, 2016).

A imunomarcacgdo de éxido nitrico sintetase (Figura 12) foi observada em 20%
(4/20) dos animais e em 7,5% (6/80) do total de fragmentos avaliados. No AD, 15%
(3/20) dos fragmentos apresentaram marcacdo para INOS, jA& nas outras trés
regides avaliadas (VD, VE e SIV), somente em um fragmento (5%) de cada regiéo
foi possivel detectar INOS no miocardio, entretanto ndo houve diferenga significativa
guando se comparou a imunomarcacdo de INOS entre as diferentes regides
(p=0,5926). Da mesma forma, nao foi observado correlacao entre a imunomarcacgao
de INOS com a intensidade do infiltrado inflamatorio (p=0,1057) ou com a presenca

do parasito (p=0,0515) nos fragmentos avaliados.
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Figura 12. Imunomarcacédo de INOS no infiltrado inflamatério (discreto) no miocardio
de cdo naturalmente acometidos por LV (Objetiva de 40X, Aracatuba,
2016).

A MMP-2 (Figura 13) foi detectada em 35% (7/20) dos animais avaliados,
sendo observada em 12,5% (10/80) do total de fragmentos, sendo o VD a regiéao
com maior incidéncia de imunomarcacdo, apesar de ndo ter sido evidenciado
diferenca significativa entre as diferentes regides (p=0,4753). Quando se avaliou
individualmente cada regido o VD apresentou marcacdo em 20% (4/20) dos
fragmentos, seguido do AD, com 15% (3/20), do SIV e do VE, com 10% (2/20) e 5%
(1/20) em cada uma das regides. Apesar de ter sido observado correlacdo positiva
entre a imunomarcacdo de MMP-2 com a intensidade do infiltrado inflamatorio
(p=0,0026), a presenca do parasito ndo foi correlacionada com a imunomarcagao
da MMP-2 (p=0,1045).
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Figura 13. Fotomicrgraﬁa da imunomarcagéo de MMP-2 no miocéardio de cdo

naturalmente acometido por LV (Objetiva de 40X; Aragatuba, 2016).
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5.4. Quantificagdo de citocinas IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, TNF-a e IFN-y pela
técnica de ELISA

A quantificacdo de IL-4 apresentou diferengca significativa quando se
comparou todos os fragmentos, sem considerar as diferentes regides do miocardio,
dos animais infectados com os animais do grupo controle (p=0,030; Figura 14),
sendo que esta citocina foi liberada em quantidades menores nos fragmentos dos
animais infectados. Quando os fragmentos dos animais infectados, foram
subdivididos entre a presenca (GP) e auséncia do parasito (GSP) no miocéardio,
guando comparados com o grupo controle (GC), diferenca significativa foi detectada
somente entre os fragmentos com parasito e o grupo controle (p<0,05), porém nao
houve diferenca significativa, quando se comparou os dois grupos de animais
infectados entre si, em relacdo a quantidade de IL-4 produzida (p>0,05). Quando as
quatro regides no miocardio foram avaliadas separadamente (AD, VD, VE e SIV),

ndo foi possivel detectar diferenca significativa em nenhum fragmento.
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Figura 14. Boxsplot das quantificacBes de IL-4 nos fragmentos de
miocardio de cdes naturalmente acometidos por LV.
Diferenca estatistica significativa foi evidenciada
somente entre os grupos GP e GC (p<0,05).
Entretanto, quando se comparou os demais grupos

entre si, diferengca significativa ndo foi detectada
(p>0,05).
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A quantificacdo de IL-7 ndo apresentou diferenca significativa, quando se
comparou todos os fragmentos entre os animais infectados e os animais que
compuseram o grupo controle (p>0,05; Figura 15). Da mesma forma, ndo houve
diferenca significativa quando estes fragmentos dos animais infectados foram
subdivididos em relacdo a presenca e a auséncia do parasito nos fragmentos, com
o grupo controle (p>0,05). Entretanto, quando as diferentes regides foram avaliadas
separadamente, somente o AD apresentou diferenga entre os animais do grupo
controle com os animais infectados, sendo que nos animais infectados foi possivel
identificar uma diminuicdo da producdo desta citocina, quando comparado ao
controle (p=0,005; Figura 15).
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Figura 15. (A) Boxsplot das quantificagdes de IL-7 nos fragmentos de miocardio de cédes
naturalmente acometidos por LV, comparando-se os fragmentos dos animais
infectados com o grupo controle, sem diferenga significativa (p>0,05). (B)
Comparacdo dos fragmentos de cdes com LV, comparado ao grupo controle,
somente na regido do AD, que apresentou diferenga significativa entre o0s
grupos (p<0,05), porém a producdo foi inferior nos animais infectados (GL)

quando comparado a controle.
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A gquantificacdo de IL-10 ndo apresentou diferenca significativa quando se
comparou todos os fragmentos, entre os animais infectados e os animais do grupo
controle (p=0,1606; Figura 16), e também nado foi observado diferenca significativa
quando estes foram subdivididos em fragmentos com (GP) e sem parasito no
miocardio (GSP), também comparados ao grupo controle (p=0,07).
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Figura 16. Boxsplot das quantificagbes de IL-10 nos fragmentos
de miocéardio de cdes naturalmente acometidos por
LV, comparando-se o0s fragmentos dos animais

infectados com o grupo controle, sem diferenca
significativa (p>0,05).




37

A quantificacdo de IL-12 apresentou diferenca significativa quando os

fragmentos dos animais infectados foram comparados ao grupo controle (p=0,002).

Ja quando os fragmentos dos animais infectados foram subdivididos em fragmentos

com (GP) e sem parasito (GSP) no tecido, e comparados ao grupo controle,

diferenca significativa foi observada somente entre os fragmentos nédo parasitados

(GSP) com o grupo controle (p<0,05; Figura 17), sendo que os fragmentos nao

parasitados apresentaram quantidades da citocina inferiores, em relagdo aos

animais ndo infectados. Entretanto, quando se comparou a producéo de IL-12 nas

diferentes regides do coracdo, separadamente, diferenca significativa nado foi
observada (p>0,05).
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Figura 17. (A) Boxsplot das quantificacdes de IL-12 nos fragmentos de miocardio de cées

naturalmente acometidos por

LV, comparando-se os fragmentos dos animais

infectados com o grupo controle, com diferenca significativa (p=0,002). (B) Boxsplot
das quantificagdes de IL-12 dos animais infectados com parasito (GP) e sem parasito
no miocardio (GSP) em relagdo ao grupo controle, com diferenca significativa somente
entre os animais infectados sem parasito e o grupo controle (p<0,05).
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A quantificacdo de IL-15 ndo apresentou diferenca significativa quando se
comparou todos os fragmentos dos animais infectados e os animais do grupo
controle (p=0,8690; Figura 18), quando estes fragmentos foram subdivididos com e
sem parasito no miocéardio (p=0,6519), assim como ndo apresentou diferenca
quando os fragmentos foram comparados entre as diferentes regides do miocardio

com o grupo controle (p>0,05).
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Figura 18. Boxsplot das quantificagcbes de IL-15 nos fragmentos de
miocardio de caes naturalmente acometidos por LV
comparados ao grupo controle, nao sendo observado
diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).



39

A quantificacdo de IFN-y foi inferior nos fragmentos dos animais infectados
guando comparados aos fragmentos dos animais do grupo controle, apresentando
diferenca significativa (p<0,0001; Figura 19). Além disso, quando os fragmentos
foram subdivididos em fragmentos parasitados (GP) e ndo parasitados (GSP), ndo
houve diferenca entre os dois grupos de animais infectados (p>0,05), porém estes
dois grupos diferiram significativamente, do grupo controle (p<0,05). Quando estes
fragmentos foram avaliados de acordo com as diferentes regifes do miocéardio, em
relacdo ao grupo controle, a produgdo de IFN-y foi superior, com significancia

estatistica, no AD, VE e SIV nos fragmentos do grupo controle (p< 0,05).
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Figura 19. (A) Boxsplot das quantificacdes de IFN-y nos fragmentos de miocardio de cées
naturalmente acometidos por LV, comparando-se os fragmentos dos animais infectados
com o grupo controle, com diferenca significativa (p=0,002). (B) Boxsplot das quantificacdes
de IFN-y dos animais infectados com parasito (GP) e sem parasito no miocérdio (GSP) em
relacdo ao grupo controle, com diferenca significativa somente entre 0os animais infectados
sem parasito e o grupo controle (p<0,05).

A quantificacdo de TNF-a ndo apresentou diferenca significativa quando se
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comparou todos os fragmentos dos animais infectados, com os animais do grupo
controle (p=0,2560; Figura 20), assim como nao foi possivel detectar diferenca na
producdo de TNF-o entre os fragmentos parasitados e ndo parasitados, com 0
grupo controle (p>0,05) e também entre as diferentes regides do coracao avaliadas
separadamente (p>0,05).
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Figura 20. Boxsplot das quantificacbes de TNF-a nos fragmentos de
miocardio de cades naturalmente acometidos por LV
comparados ao grupo controle, ndo sendo observado
diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).
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6. Discussao

Uma vez que € descrita a ocorréncia de alteragbes miocardicas em cées
infectados por E. canis (DINIZ et al., 2009), a necessidade de exclusdo de infeccao
em caes se faz necessaria. A infeccdo por E. canis em cdes é considerada
endémica no estado de Sdo Paulo (SANTOS et al., 2009), sendo um importante
diagndstico diferencial nos animais que compuseram 0O grupo experimental, uma
vez que o objetivo do trabalho foi avaliar a presenca de alteracdes histopatoldgicas
nos animais com LV, e a miocardite causada por outro agente poderia influenciar
negativamente nos resultados encontrados. A incidéncia de infecgdo por E. canis
foi de aproximadamente 80%, sendo superior a estudos que avaliaram a presenca
de infeccdo em cées de outras regides, também consideradas endémicas (BULLA
et al., 2004; SANTOS et al., 2009), ratificando dessa forma a necessidade de
exames que excluam a infeccdo nesses caes.

Apesar dos sinais clinicos sugestivos de LV terem sido observados na
totalidade dos animais avaliados, em nenhum dos caes do presente estudo foram
observados sinais clinicos de alteracGes cardiacas. A auséncia de sinais clinicos
relacionados ao sistema cardiovascular em cdes com LV é um achado comum
(ALVES et al., 2010; ROSA et al.,, 2014; COSTAGLIOLI et al., 2016), apesar da
existéncia de relatos de cdes com leishmaniose visceral acompanhados de
alteracdes cardiacas (TORRENT et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2015).

A presenca de miocardite no presente estudo foi evidenciada em 75% (15/20)
dos caes avaliados, em pelo menos uma das regides, valores semelhantes aos
observados por outros autores (ALVES et al.,, 2010; DOS SANTOS et al., 2015).
Entretanto, a incidéncia de miocardite nos cédes por nés avaliados, divergiu das
observacdes de outros dois estudos recentes (ROSA etal., 2014; COSTAGLIOLI et
al., 2016), que identificaram a presenca de infiltrado inflamatério no miocéardio de

todos os caes com leishmaniose visceral. De todas as alteragGes histopatologicas
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observadas, o infiltrado inflamatério foi a mais frequente (LOPEZ-PENA et al., 2009;
SILVA et al., 2009; ALVES et a., 2010; ROSA et al., 2014; DOS SANTOS et al.,
2015; COSTAGLIOLI et al., 2016). O infiltrado inflamatorio foi considerado, em sua
grande maioria, de ocorréncia discreta a moderada, confirmando as observactes
de estudos anteriores (ALVES et al., 2010; SANTOS et al., 2010; ROSA et al., 2014;
COSTAGLIOLI et al., 2016), apesar de no presente estudo ter sido identificada a
ocorréncia de um infiltrado considerado acentuado em quatro animais, nenhum
desses cdes apresentou sinais clinicos compativeis com doenga cardiaca. Torrent
et al. (2005) relataram a presenca de sinais como dispneia e morte por parada
cardiorrespiratoria em um cado com LV com miocardite acentuada, entretanto estes
sinais ndo foram por n0s observados, assim como nao foi rotineiramente descrito,
como sendo uma importante causa de alteragdes clinicas nesses cées que tiveram
acometimento cardiaco (ALVES et al., 2010; SANTOS et al.,, 2010; ROSA et al.,
2014; COSTAGLIOLI etal., 2016).

Da mesma forma que foi descrito no presente estudo, 0 maior acometimento
do lado direito do coracgéo ja havia sido descrito (ROSA et al., 2014). J& Costaglioli
et al. (2016) determinaram a presenca de alterac6es no miocéardio de cdes com LV,
avaliados da mesma forma, em quatro regibes distintas, entretanto nao
discriminaram qual delas foi mais acometida (COSTAGLIOLI et al., 2016). Nao foi
possivel determinar a causa de uma maior incidéncia de inflamacao no lado direito
do coracéo, principalmente no AD. Levando-se em consideracao que altas cargas
parasitarias podem ser encontradas em Orgaos como baco e figado de caes
sintomaticos (REIS et al., 2006; REIS et al., 2009; RODRIGUEZ-CORTES et al.,
2016), uma possivel explicacéo seria o fato de que o retorno venoso destes 6rgaos
se faz diretamente ao atrio direito, facilitando a penetracdo do parasita nesta por¢cao

do miocardio.

A presenca de fibrose foi evidenciada no miocardio de 10% (2/20) dos



43

animais avaliados. Degeneragcdo do miocardio, assim como necrose de
cardiomiécitos, ndo foram evidenciados no presente estudo, divergindo dos
achados de outros estudos trabalhos pretéritos (ROSA et al., 2014; COSTAGLIOLI
etal., 2016) que observaram a formacéo de granulomas, necrose de cardiomioécitos
e degerenacdo das fibras miocardicas nos fragmentos avaliados (ROSA et al.,
2014). Alves e colaboradores (2010) referem a presenca de degeneragcao no
miocardio de cées, entretanto a formacao de granulomas também nao fora descrita

pelos autores.

A incidéncia de imunomarcacdo no miocardio foi inferior & observada por
Rosa e colaboradores (2014), que tiveram 66,7% (n=120) dos fragmentos com
presenca de Leishmania sp. no tecido, e superior a observada por Dos Santos e
colaboradores (2015) e Alves e colaboradores (2010), que encontraram somente
um animal com o parasito ho miocardio, em cada um dos estudos, em 36 e seis
caes avaliados, respectivamente. J& em um trabalho recentemente publicado em
cdes com miocardite, nenhum parasito foi observado nos fragmentos avaliados,
mesmo na presenca de 100% de alteragcbes no miocardio (COSTAGLIOLI et al.,
2016). E quando presentes, os parasitos foram sempre observados nos infiltrados
inflamatorios, ndo sendo encontrados livres entre as fibras musculares,
corroborando os achados de estudos prévios (ROSA et al., 2014). A participacao
direta do parasito na ocorréncia de miocardite continua sendo uma duvida nos caes
com LV. Enquanto Rosa e colaboradores (2014), encontraram correlagéo entre a
presenca do parasito e a resposta inflamatéria local, a auséncia de parasito no
estudo realizado por Costaglioli et al. (2016) e a descricdo de alteracdes
histopatolégicas na auséncia de Leishmaniasp., sugerem que as alteracbes podem
ser também causadas pela resposta inflamatéria desencadeada durante o
desenvolvimento da doenca, principalmente pela deposicdo de imunocomplexos,
comum na LV (ALVES et al., 2010; SANTOS et al., 2010; COSTAGLIOLI et al.,

2016). A média da carga parasitaria no miocardio da populacdo avaliada foi
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semelhante a descrita por Rosa e colaboradores (2014), sendo considerada baixa
pelos autores. O baixo nimero de parasitos, observados no presente estudo e em
trabalhos prévios (ALVES et al., 2010; SANTOS et al., 2010; ROSA et al., 2014),
assim como sua auséncia (COSTAGLIOLI et al., 2016), confirmam que o tecido

miocardico ndo é um local de comum localizagcdo do mesmo.

Costaglioli e colaboradores (2016) observaram uma predominancia de
linfécitos TCD8+ em comparacéo a presenca de linfocitos TCD4+ no miocéardio de
cdes acometidos pela doenga, com 100% (15/15) dos animais apresentando
linfécitos TCD8+, comparado a observacédo de TCD4+ em 80% (12/15) dos animais
avaliados. Paciello et al. (2009), avaliando a presenca de infiltrado inflamatorio no
tecido muscular de cdes com LV, verificaram que a subpopulacdo de CD8+ também
foi mais presente, quando comparada a CD4+. Estes resultados divergem dos
encontrados no presente estudo, onde ndo foi detectada diferenca significativa entre
0 nimero de células marcadas entre as subpopulacdes de linfocitos T, apesar da
diferenca entre o nUmero de animais com deteccéo das diferentes subpopulacdes
de linfécitos ter sido identificada. A reducdo de linfécitos T CD8+ no sangue
periférico de animais com LV tem sido observado em caes infectados,
principalmente nos cdes sintomaticos (LEAL et al., 2014). Por outro lado, um
aumento dessas subpopulacdes no sangue periférico, com consequente producao
de IFN- e IL-10, tem sido associado a presenca de uma resposta protetora contra o
parasito, com ativacdo dos macréfagos, lise celular e reducdo da morbidade
(BOURREAU et al., 2002; GUARGA et al., 2002; REIS et al., 2006; BARBIERI et
al., 2007; LEAL et a., 2014).

A presenca de Linfocitos B CD79+ foi inferior a encontrada nas subpopulagdes
de linfécitos T, o que pode estar associado a maior participacdo dessa segunda
linhagem celular na resposta inflamatoria local, por outro lado ndo excluindo assim,
a participacao de linfécitos B. Os resultados do presente estudo foram semelhantes

aos observados por Costaglioli e colaboradores (2016), que também descrevem um
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nimero menor de animais com imunomarcacao de linfécitos B no miocardio de cées
com LV. Apesar da reducdo do niumero de animais com presenca de linfocitos B
detectados, a correlacdo positiva entre a presenca de linfocitos B, com a inflamacéo
e a presenca do parasito no tecido, também podem estar associadas com a
ocorréncia de lesdo no tecido, embora sua participacdo estar sendo menos
expressiva naquele local.

A imunomarcacao de IgG nao apresentou correlagdo com a intensidade do
infiltrado inflamatoério, porém foi correlacionada com a presenca do parasito. Houve
uma correlacdo positiva entre a imunomarcacado de CD79+ e IgG, o que pode ser
justificado pelo fato de ambos participarem da resposta humoral, considerada néo-
protetora (PINELLI et al., 1994). Apesar de aimunomarcacao de IgG no miocardio
de cdes com LV ndo ter sido previamente descrita, Gomes e colaboradores (2012),
avaliando a musculatura esquelética de caes com LV observaram imunomarcacao
de IgG em 65% (12/17) dos cées. Da mesma forma que no presente estudo, 0S
autores nao observaram imunomarcacao para imunoglobulinas em todos os caes
com alteracdes histopatolégicas, sugerindo que, se a imunidade humoral é
importante no desenvolvimento das lesdes musculares, o processo inflamatorio ndo
€ desencadeado unicamente por imunocomplexos circulantes. Embora os autores
tenham referido a presenca de participacéo da resposta humoral no tecido muscular
de cdes com LV (GOMES et al., 2012), no presente estudo a participacdo também
ocorreu, porém menos evidente.

Nao houve correlacéo entre a deteccéo de INOS e a presenca do parasito ou
a intensidade do infiltrado inflamatério nos fragmentos avaliados, uma vez que dos
seis fragmentos em que se observaram imunomarcacao para INOS em trés foram
identificados parasitas, confirmando os resultados de um estudo prévio realizado no
baco de cdes com LV (DOS SANTOS et al., 2011), que também ndo observaram
correlacdo com a nimero de parasitos no tecido. Zafra et al. (2008), observaram
correlacdo negativa entre o nimero reduzido de formas amastigotas e a alta

expressdo de INOS na pele de cdes com LV, fato também identificado em um
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estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, onde niveis elevados de INOS foram
identificados na pele de cées assintomaticos quando comparados aos sintomaticos
(dados ndo publicados), sugerindo que a producdo de INOS por macréfagos esta
relacionada ao controle do parasitismo (SISTO et al., 2001, ZAFRA et a., 2008; DOS
SANTOS et al.,, 2011). Sanches et al. (2014), ndo observaram diferenca entre a
producdo de INOS no linfonodo e baco de cédes sintomaticos e assintomaticos,
porém descreveram menor carga parasitaria mediante um ambiente com altos
niveis de INOS no linfonodo e no baco desses animais.

Apesar das metaloproteinases auxiliarem na resposta imune (VISSE;
NAGASE, 2003), a exacerbacao de sua producdo pode facilitar a disseminagéo do
agente no hospedeiro (OPDENAKKER et al., 2001; ELKINGTON et al., 2005). A
MMP-2 foi detectada em 35% (7/20) dos animais avaliados, sendo observada em
12,5% (10/80) do total de fragmentos avaliados, tendo o AD a regido com maior
incidéncia de imunomarcacdo, apesar de nao ter sido evidenciada diferenca
estatistica entre as regides avaliadas. A correlacéo positiva entre a intensidade do
infiltrado inflamatério com a imunomarcacdo de MMP-2, sugere a participacdo da
mesma no processo inflamatério local, contudo ndo apresentando correlacdo com
a presenca do parasito, uma vez que ndo foi possivel observar correlacdo com a
presenca do agente. Até onde sabemos, o presente estudo foi o primeiro a avaliar
a presenca de MMP-2 no miocardio de cdes com LV, porém aumento nos niveis de
MMP-2 e MMP-9 ja foram correlacionados com a patogénese da doenca no sistema
nervoso central de cdes com a doenca (MACHADO et al.,, 2010; MARANGONI et
al., 2011; MELO et al,, 2011). A inflamacdo associada a presenca de MMP-2 no
miocardio foi avaliada em ratos infectados por T. cruzi, que observaram menores
danos e redugdo da carga parasitaria na tecido cardiaco nos animais tratados com
inibidores das metaloproteinases, quando comparados aos animais com niveis
normais no miocérdio (GUTIERREZ et al., 2008).

No que diz respeito a quantificacdo de interleucinas no miocardio dos

cdes com LV, ndo foi verificada diferenca entre os niveis de IL-7, IL-10 , IL-15 e
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TNF-o. em cées infectados e nos animais do grupo controle, independente da

presenca ou ndo do parasita ho miocéardio. Por outro lado, os niveis de IL-4, IL-12,
IFN-y foram menores em cées infectados em relacdo ao grupo controle,
independente da presenca ou ndao do parasita no miocardio. Uma resposta
protetora em cdes com LV esta diretamente relacionada a liberacdo de citocinas
como IL-7, IL-12, IL-15, IFN-a. e TNF-y, desenvolvendo-se assim uma resposta do
tipo Thl ou protetora, com consequente producédo de 6xido nitrico pelos macréfagos
e controle do parasitismo (GESSNER et al., 1993; BARBIERI et al., 2006; HOSEINS
et al.,, 2016; PINELLI et a., 1994; STRAUS-AYALI et al, 2005, RODRIGUEZ-
CORTES et al., 2016). Desta forma, cédes assintomaticos possuem uma maior
expressao de IFN-y (ALVES et al., 2009; BARBOSA et al., 2011; BARBIERI et al.,
2007). Por outro lado, a produgéo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-4 e IL-
10, tém sido associadasao desenvolvimento de uma resposta imune humoral (Th2),
com replicagdo do parasito e desenvolvimento da doenga clinica (MANNA et al.,
2006; BARBIERI, 2007, CUMMINGS et al., 2009; LEAL et al., 2014; HOSEIN et al.,
2016).

O presente estudo, até onde € de nosso conhecimento, € o primeiro a realizar
uma avaliacao da resposta inflamatéria pela quantificacdo de citocinas no miocéardio
de cdes com LV, entretanto, os resultados nao permitiram identificar um padrdo de
resposta imune no miocardio de caes com LV baseado na quantificacdo de
interleucinas. Além do fato de néo ter havido diferenca entre grupo experimental e
controle em relacdo a algumas interleucinas, outras estavam menos expressas nos
cdes com LV. Uma possivel explicacdo para estas observacfes pode ser a baixa
carga parasitaria observada no miocardio destes animais, que nao foi suficiente
para desencadear uma resposta imune local passivel de ser identificada pelos
métodos empregados no presente estudo. A avaliacdo do perfil sisttmico de
citocinas ndo foi realizado em paralelo ao estudo da avaliagdo miocardica, o que

pode ter contribuido para a dificuldade da compreenséao da resposta naquele local.
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Estudos pretéritos tém demonstrado diferentes respostas imunolédgicas incitadas
em diversos tecidos de cdes com LV (REIS et al., 2006; RODRIGUEZ-CORTES et
al., 2016), principalmente aqueles que s&o considerados alvos durante o
desenvolvimento da doenca, como baco, figado, medula éssea, linfonodo e pele
(RODRIGUEZ-CORTES et al., 2016), o que sugere a necessidade da comparacio
da resposta sisttmica ou compartimentalizada, para a melhor elucidagdo das

alteracdes encontradas no miocardio.

7. Concluséo

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem a presenca de alteracdes
miocardicas como sendo comuns em cdes com LV, associada a uma resposta
celular e humoral no tecido cardiaco.

Novos estudos avaliando paralelamente a presenca de inflamagdo miocardica
e 0 comportamento dessas citocinas circulantes em 6rgaos alvos, com atividade
imunoldgica séo indicados para confirmacdo da resposta imunolégica presente no

miocardio de cdes acometidos por LV.
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