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RESPOSTA IMUNE DIFERENCIADA NO FiGADO E NO BAGO DE CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - Na Leishmaniose Visceral Canina (LVC) a resposta imune 6rgao-
especifica pode variar de acordo com o 6rgédo afetado, favorecendo ou ndo a
multiplicacdo do parasito Leishmania (L.) chagasi. O objetivo deste estudo foi
analisar, por meio, da técnica de imuno-histoquimica, o figado e 0 bago de caes com
Leishmaniose Visceral (LV), considerando a carga parasitaria, a densidade de
células Natural Killer (NK), de macréfagos e de linfocitos, bem como, células em
apoptose, de células expressando moléculas de MHC-II e as citocinas TGF-3 e TNF-
o. Estes resultados foram comparados com os diferentes estagios da doenca.
Utilizou-se 71 caes naturalmente infectados de area endémica para LV, classificados
nos grupos sintomatico (S), assintomatico (A) e oligossintomatico (O). Um grupo
controle foi composto por 10 cdes de area ndo endémica para LVC. As células
positivas para os anticorpos CD56, caspase 3 clivada, MHC-II, TGF-B, TNF-q,
MAC387, CD3 e para a carga parasitaria (soro hiperimune de céo positivo para LVC)
foram submetidas a testes nao paramétricos para a comparacao entre os grupos. O
baco foi o érgado que apresentou a maior carga parasitaria. A apoptose de linfocitos
foi maior nos caes sintomaticos quando comparados ao grupo controle. A
intensidade de inflamagéo foi elevada nos cdes com doenga avangcada (grupo S),
caracterizada pela formacdo de granulomas difusos contendo parasitos. O figado
mostrou menor carga parasitaria, um perfil celular dos granulomas rico em linfécitos.
A densidade de células NK foi baixa no figado e bago, bem como a imunodeteccao
das citocinas TGF- e TNF-a. A expressao de MHC-II foi maior no bago de céaes do
grupo S. Portanto, pode-se sugerir que existe um padrao de resposta diferenciado
no bago e figado, porém outra metodologia deveria ser utilizada para quantificar de
forma mais precisa as citocinas TGF-B e TNF- a nestes 6rgaos.

Palavras-Chave: Apoptose, cao, Leishmania chagasi, resposta imune
compartimentalizada.
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DIFFERENTIATED IMMUNE RESPONSE IN LIVER AND SPLEEN OF DOGS WITH
VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT - In Canine Visceral Leishmaniasis (LVC), the immune response
to organ-specific can vary with the affected organ, thus favoring or hindering the
multiplication of the parasiteLeishmania (L.) chagasi. . The aim of this study was to
analyze by immunohistochemistry, the liver and spleen of dogs with visceral
leishmaniasis (VL), considering the parasitic load, the density of Natural Killer cells
(NK), macrophages and lymphocytes, as well apoptosis cells, cells expressing
molecules of MHC-II and the cytokines TGF-B and TNF-a. These results were
compared with different stages of disease. We used 71 naturally infected dogs from
an endemic area for VL, classifieds in the symptomatic (S), asymptomatic (A) and
oligosymptomatic (O) groups. A control group consisted of 10 dogs from non-
endemic area for LVC.The positive cells for CD56 antibody, cleaved caspase 3,
MHC-II, TGF-B, TNF-a, MAC387, CD3 and parasite load (serum hyperimmune dog
seropositive for VL) were subjected to nonparametric tests for comparison between
groups. The spleen was the organ with the highest parasite load. The apoptosis of
lymphocytes was higher in symptomatic dogs when compared to the control group.
The intensity of inflammation was higher in dogs with advanced disease (group S),
characterized by the formation of granulomas containing diffuse parasites. The liver
showed lowest parasite load, a profile of cell granulomas rich in lymphocytes The
density of NK cells was low in the liver and spleen and few cells were positive for
cytokines TGF-B and TNF-a. Expression of MHC-II was higher in the spleen of dogs
in Group S. Therefore, one may suggest that there is a differential pattern of
response in the spleen and liver, but other methods should be used to quantify more
accurately the cytokines TGF-$ and TNF-a in these organs.

Keywords: Apoptosis, dog, Leishmania chagasi, compartmentalized immune
response.
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l. INTRODUGCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) & uma zoonose de distribuicdo mundial,
causada por protozoarios do género Leishmania. A forma visceral desta enfermidade
também é denominada Calazar ou Febre Dum-Dum, tendo como integrantes do seu
ciclo evolutivo os mamiferos domésticos e silvestres (incluindo humanos) e insetos
vetores do protozoario. No continente americano o agente etiolégico envolvido é
Leishmania (Leishmania) chagasi, que é considerada idéntica a Leishmania
(Leishmania) infantum descrita em alguns paises da Europa, Asia e do
Mediterrédneo. Esse protozoario € da familia Trypanosomatidae, sendo considerado
um parasito intracelular obrigatério de células do sistema fagocitario mononuclear
dos hospedeiros vertebrados. Nas Américas, o principal vetor da Leishmania é o
flebotominio hematéfago Lutzomyia longipalpis.

A leishmaniose visceral canina (LVC) caracteriza-se por um quadro sistémico
cronico, com manifestagdes clinicas inespecificas, similares as do homem. A doenca
€ mais prevalente na populagdo canina que na humana, pois casos humanos
geralmente sdo precedidos por casos caninos. Os caes também apresentam uma
maior quantidade de parasitos na pele, quando comparado ao homem, o que
favorece a infeccao dos insetos vetores. Uma das estratégias para o controle da
LVC no Brasil, indicada pelo Ministério da Saude, consiste na eutanasia dos caes
positivos para o protozoario, com ou sem sinais clinicos, por estes serem
considerados a principal fonte de infecgdo para o homem.

Leishmania (Leishmania) chagasi tem a capacidade de sobreviver aos
mecanismos de defesa do seu hospedeiro vertebrado canino. Sua principal
estratégia é modular a resposta imune, causando um desequilibrio entre as
respostas Th1 e Th2, induzindo em caes susceptiveis e com maior carga parasitaria,
uma predominancia de resposta imune humoral, com perfil de citocinas Th2,
ineficientes no controle da multiplicacdo do protozoério dentro do macréfago.

As células exterminadoras naturais ou células Natura Killer (NK) sao linfécitos
pertencentes ao sistema de imunidade inata. Sao ativadas de imediato frente a um

patégeno e atuam no combate as infec¢des virais e células tumorais, pela sua acao



citotdxica, sem a necessidade de reconhecimento prévio de um antigeno especifico.
Elas ndo destroem os patégenos diretamente, mas atuam sobre células infectadas
ou neoplasicas. Nao sdo células fagociticas. Destroem as outras células por meio de
mecanismos semelhantes aos usados pelos linfécitos T CD8+ (citotoxicos), pela
degranulacao e liberacdo de enzimas que ativam os mecanismos de apoptose da
célula alvo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o figado e o baco de caes naturalmente
infectados por L. (L.) chagasi e comparar estes achados com o papel das células
NK, com a imunodeteccdo de TNF-a, TGF-, de células apoptéticas, de macrofagos,
de linfécitos, de MHC Il e da carga parasitaria nos caes assintomaticos,

oligossintomaticos e sintomaticos.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais da Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma das mais importantes zoonoses
emergentes de origem parasitaria, sendo considerada a segunda maior enfermidade
no mundo causada por protozodrios, perdendo apenas para a malaria. Esta doenca
tem distribuicdo mundial, sendo causada por protozoarios do género Leishmania. No
continente Americano, é causada pelo protozodrio Leishmania (Leishmania) chagasi,
enquanto que Leishmania (Leishmania) infantum € descrita em alguns paises da
Asia e do Mediterraneo (WHO, 2008). Esse parasito pertence a ordem
Kinetoplastida, subordem Trypanosomatina e familia Trypanosomatidae. E um
parasito intracelular obrigatério de células do sistema fagocitario mononuclear do
hospedeiro vertebrado (REY, 2001).

Existem divergéncias sobre o uso de L. chagasi para a designacao da espécie
do agente etiologico de LVC no continente Americano. Alguns autores consideram
que Leishmania (Leishmania) chagasi é idéntica a Leishmania (Leishmania) infantum
e, por isso, 0 nome chagasi seria sinbnimo de infantum. Outros autores chamam
atencdo para diferencas bioquimicas que existem entre elas e, usam
preferencialmente L. (L.) chagasi (MAURICIO et al., 1999; BRASIL, 2006; SOARES,
2007). Shaw (2006) propbe o uso da nomenclatura L. (L.) infantum chagasi, pois o
mesmo acredita que existem diferentes linhagens de L. infantum no continente
americano, de origem importada ou autéctone, que tornaria inadequado considera-la
sindnimo de L. chagasi. Acredita que estas diferengas no parasito foram estimuladas
pela selegdo natural imposta sobre o inseto vetor, que teria sofrido alteracbes nas
galectinas especificas da parede intestinal do Lutzomyia sp., responsaveis pela
adesao do protozoario. O autor sugere ainda que seja feito um estudo avaliando
este aspecto de adesao entre os flebotomineos do continente americano e europeu.

Em 1903, Leishman reconheceu a semelhanga do parasito com as formas
arredondadas observadas nas infec¢cdées por Trypanosoma sp. Neste mesmo ano,



Donovan descreveu estes mesmos parasitos na enfermidade denominada Febre
Dum-Dum ou Calazar (PESSOA e MARTINS, 1988; REY, 2001).

No Brasil, a transmissdo de L. (L.) chagasi, se da pela picada do vetor
Lutzomyia longipalpis. Recentemente, Lutzomyia cruzi foi também incriminado como
vetor da doenca no Estado do Mato Grosso do Sul. Estes flebotomineos séo
conhecidos popularmente como mosquitos-palha, asa dura, cangalha, birigui ou
tatuquira e pertencem a familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae. Eles
medem cerca de 1,0 a 4,0mm de comprimento, possuem o0 corpo e asas pilosos e
castanho-claro e possuem um comportamento caracteristico de voar em pequenos
saltos e pousar com as asas entreabertas, além de apresentarem atividade
crepuscular. As formas imaturas desenvolvem-se em ambientes terrestres Umidos,
ricos em matéria organica e com baixa incidéncia luminosa (SANTA ROSA e
OLIVEIRA, 1997; CAMARGO-NEVES et al., 2001; CASTRO, 1996; MONTEIRO et
al., 2005; SOARES e TURCO, 2003).

Leishmania (Leishmania) chagasi pode ser encontrada nas formas
promastigota e paramastigota (formas flageladas), no trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados. A forma amastigota (formas sem flagelo livre) é
observada no citoplasma de fagécitos dos hospedeiros vertebrados (REY, 2001).

Epidemiologicamente, a LVC é considerada mais importante que a doenca
humana, pois é mais prevalente e apresenta grande niumero de caes infectados com
parasitismo cutdneo. Essas caracteristicas tornam o cdo doméstico o principal
reservatério do parasito (REY, 2001). J& nos mamiferos silvestres, Leishmania sp.
causa pouco ou nenhum efeito patoldgico, caracterizando-se por uma relagdo de
equilibrio entre o parasito e o hospedeiro (FALQUETO e SESSA, 2005).

A OMS (Organizacao Mundial da Saude) estima que 350 milhdes de pessoas
estejam expostas ao risco de adquirir leishmaniose, com registro aproximado de dois
milhdes de novos casos de diferentes formas clinicas. Atualmente, a doenca afeta
88 paises dos quatro continentes. Aproximadamente 90% de casos da forma
visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, india e Suddo e h& estimativa de
prevaléncia de 14 milhdes de casos e 59 mil 6bitos, nimero que, no caso de
doencas parasitarias, s6 é superado pelas mortes causadas por malaria (WHO,
2008; ALVES, 2009).



Nas Ameéricas, a leishmaniose visceral ocorre desde o México até a
Argentina, sendo que cerca de 90% dos casos humanos descritos sdo procedentes
do Brasil (GRIMALDI et al., 1989). Ela apresenta comportamento epidemiolégico
ciclico, com elevacao de casos em periodos médios a cada cinco anos (ALVES,
2009).

Muitos estados brasileiros tém sido atingidos por esta zoonose, com elevada
taxa de mortalidade de pessoas infectadas (SAVANI et al., 2003; NAVEDA et al.,
2006). Ja foram identificados casos humanos em 19 dos 27 estados da Federacéo,
com casos autoctones descritos em aproximadamente 1600 municipios. A maioria
destes ocorre na regidao Nordeste do pais (MELO, 2004).

O primeiro caso de leishmaniose visceral canina, no Estado de Sao Paulo, foi
diagnosticado em maio de 1998, no municipio de Aracatuba, na UNESP - FMVA
(Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba). Em abril de 1999 foi relatado o
primeiro caso humano da doenca e a presenca do vetor ja havia sido identificada
desde 1997. Em Aracatuba, cerca de 37.000 caes infectados foram submetidos a
eutanasia, no periodo de 2002 a 2006. A partir de entdo o numero de casos caninos
da doenca vem aumentando consideravelmente (ZORZETTO, 2008). Segundo a
Direcdo Regional de Saude, 41 municipios ja apresentaram casos confirmados da
doencga, que esta se difundindo para outras regides do estado, inclusive com casos
autéctones identificados na cidade de Sao Paulo, desde 2005 (BRASIL, 2006).

Quanto ao ciclo biolégico de L. (L.) chagasi, a transmissao ¢€ feita pela picada
dos vetores, que ingerem os macréfagos infectados com formas amastigotas de
Leishmania, durante o repasto sanguineo. Posteriormente, passam a forma
promastigota, que multiplicam-se e diferenciam-se no intestino do inseto. Em
seguida, a forma infectante (promastigota metaciclica) migra para a probdscide do
inseto e € inoculada na pele do hospedeiro vertebrado. Na epiderme do hospedeiro,
as formas promastigotas sdo fagocitadas e no vacuolo parasitéforo dos macrofagos,
diferenciam-se em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento
destas células. No meio extracelular elas sao fagocitadas por novos macréfagos em
um processo continuo, levando a disseminagao sistémica do parasito (REY, 2001;
BRASIL, 2006).



2.2 Sinais clinicos e alteracoes histopatologicas

Os céaes infectados apresentam sinais clinicos variados, desde um estado
aparentemente saudavel até a caquexia severa. Na LVC, os sinais clinicos séao febre
irregular de longo curso, palidez de mucosas e emagrecimento progressivo, até o
estado de caquexia, na fase terminal. Podem apresentar ainda alteragdes cutaneas,
tais como, alopecia focal ou generalizada; ulceragcées crostosas no espelho nasal,
orelhas e extremidades; despigmentacdo cutanea e areas de hiperqueratose,
principalmente em locais correspondentes a saliéncias 6sseas; nddulos cutaneos
ulcerados ou nao, decorrentes da multiplicacdo das formas amastigotas do parasito
associados a processo inflamatério local. Outros sinais incluem: onicogrifose, apatia,
diarréia, hemorragia intestinal, paresia dos membros pélvicos, ascite, edema de
extremidades, epistaxe, vémitos, alteracbes oculares, miotrofia,
hepatoesplenomegalia, glomerulonefrite proliferativa e nefrite intersticial. A
insuficiéncia renal é muitas vezes a principal causa de morte em caes com
Leishmaniose Visceral (MARZOCHI et al., 1985; SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997;
ASHFORD, 2000).

Na LVC, a histopatologia esta principalmente associada a hipertrofia e
hiperplasia das células do Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM), sendo os
macréfagos o alvo principal do protozoario. Os principais érgaos atingidos sdo os
ricos em células do SFM, como os linfonodos, bago, figado, pele e medula-éssea
(TAFURI et al., 1996; TAFURI et al., 2001; LIMA et al., 2004).

O figado é um 6rgao essencial ao organismo pela sua capacidade de sintese,
excrecao e por atuar como um 6rgao do sistema imune inato, devido a capacidade
de apresentar um complexo sistema de defesa contra antigenos (STALKER e
HAYES, 2007). Na LVC, o figado dos céaes infectados geralmente apresenta-se
aumentado de volume, devido a inflamacdo na capsula hepatica, espagos-porta,
presenga de granulomas no interior de I6bulos hepaticos (granulomas
intralobulares), além de hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer (TAFURI et
al. 1996; TAFURI et al., 2001; XAVIER et al., 2006; LIMA et al., 2007; GIUNCHETTI
et al., 2008; MELO et al., 2009; REIS et al., 2009).



Sanchez et al. (2004) observaram que em caes assintomaticos os granulomas
eram bem organizados e nos sintomaticos desorganizados e menos efetivos no
controle da infeccdo. Além disso, Lima et al. (2007) observaram que caes
assintomaticos apresentaram maior nimero de granulomas hepaticos que os
sintomaticos. A infecgdo hepatica teria capacidade de auto-resolugédo quando ocorre
predominio de células mononucleares (células de Kupffer, plasmdcitos, linfocitos T
CD4+ e CD8+), que determinam a capacidade do hospedeiro em eliminar o parasito.

O baco pode apresentar tamanho normal ou aumentado, porém a
esplenomegalia é o aspecto macroscédpico mais marcante, devido ao infiltrado
inflamatorio cronico e a elevada densidade de parasitos (REIS et al., 2009). Nesse
6rgao ocorre diminuicao das células da bainha periarteriolar (deplecao das areas T
dependentes) com proliferacdo de macréfagos parasitados. A hiperplasia da polpa
vermelha ocorre pela proliferacdo de macroéfagos, as vezes formando agregados ou
nddulos celulares intensamente parasitados (GENARO, 1993; TAFURI et al.,1996).
A presenca de infiltrado plasmocitario também é um achado frequente (TAFURI et
al., 1996).

2.3 Resposta imune do cao

Os fatores que determinam a susceptibilidade ou resisténcia a Leishmaniose
Visceral sdo ainda pouco definidos, mas a genética do hospedeiro pode ser um fator
importante (PEARSON e SOUSA, 1996). O grau de intensidade clinica e a evolugéao
da doenca estao relacionados ao equilibrio das respostas imune celular e humoral
no cao infectado (BRITO, 2006).

Em caes assintométicos, a infeccao por L. (L.) chagasi geralmente promove a
doenca sistémica crénica. No entanto, a evolucao pode ser aguda e grave, levando
o animal a ébito em poucas semanas. Por outro lado, a doenca pode tornar-se
latente e evoluir para a cura clinica espontdnea (GENARO, 1993). Nos céaes
sintomaticos observa-se reducdo de linfécitos T CD4+ concomitante com a



proliferacao do parasito nos macréfagos, o que sugere auséncia de resposta imune
efetiva para o controle da multiplicacdo do parasito (CORREA et al., 2007).

Na LVC, a resisténcia a infeccdo pelo protozoario (animais assintomaticos)
dependera da resposta Th1, a qual estd associada a producao de citocinas como
INF-y, TNF-a, IL-2 e IL-12, além de proliferacdo de linfécitos T CD4+ e CD8+. Por
outro lado, a ocorréncia de lesbes sistémicas esta diretamente relacionada com a
resposta imune do hospedeiro e a evolugdo da doenga. O surgimento dos sinais
clinicos em caes susceptiveis (sintomaticos) deve-se ao desenvolvimento de uma
resposta do tipo Th2, com proliferacéo de linfécitos B e producédo das citocinas I1L4,
IL5, IL6, IL10, que irdo promover uma plasmocitose. Essa resposta leva a
hipergamaglobulinemia, que contribui para a formacdo de imunocomplexos e,
conseqlientemente, a resposta humoral ineficiente (BARBIERI, 2006).

Céaes sintomaticos apresentam alteragdes no perfil imunolégico envolvendo
linfécitos T, com auséncia de hipersensibilidade do tipo tardia, diminuicdo de células
mononucleares no sangue periférico e auséncia da producao de INF-y, TNF-a e IL-
12 pelas células mononucleares do sangue periférico (LUNA et al., 1999; SANTOS-
GOMES et al., 2002; BARBIERI, 2006). A ativacdo de macréfagos por citocinas
derivadas de linfécitos T CD4+ (Th1) leva a resisténcia a infecgéo, pela producao 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 razdo das acoes supressivas das citocinas TGF-, IL-
10 e IL-4, sobre os macréfagos (BARBIERI, 2006; CORREA et al., 2007; ALVES et
al., 2009).

Leishmania utiliza outros mecanismos que auxiliam nas estratégias de escape
da defesa do hospedeiro, tais como: a modulagdo da produgdo de citocinas, por
meio da inibicdo/desativacdo de macréfagos, pela supressdao da producdo de
citocinas, bem como, da inibicao da apresentacdo de antigenos e da estimulacao de
células T. O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é importante para a
estimulacao de linfécitos T e é constituido por proteinas especificas de membrana
(HALLORAN et al., 1986). A ineficiente apresentacdo de antigenos se da pela
supressao, internalizacdo 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 expressdo de genes de MHC classe Il (REINER et al.,1987). Por outro
lado, na leishmaniose tegumentar, macréfagos infectados com L. amazonensis
expressaram niveis normais de MHC classe Il (LANG et al., 1994), mostrando um
comportamento diferenciado entre as varias espécies de Leishmania.

Na imunidade inata além dos macréfagos, as células Natural Killer (NK)
podem desempenhar um papel importante na defesa do hospedeiro contra injdrias.
Estas células foram primeiramente descritas por Wisset e colaborados em 1976, os
quais denominaram estas células pelos seus granulos citoplasmaticos, que no
idioma holandés significam “cachos de uva”, porém apenas em 1983, Kanena e
colaborados sugeriram a hipotese de estas células possuirem atividade citotoxica
(apud LUO et al., 2000). As células NK sao linfécitos que atuam no combate as
infecgdes virais e em células tumorais, pela sua acao citotoxica, sem a necessidade
de reconhecimento prévio de um antigeno especifico. Elas sao ativadas por
citocinas, por estimulacao dos receptores de imunoglobulinas e pelos receptores de
ativacao ou inibicao, especificos das células NK (LUO et al., 2000).

No figado as células NK sdo chamadas de "células Pit", pois apresentam
granulos citoplasmaticos semelhantes a carogos de frutas, tais como, cerejas,
ameixas, péssegos, tdmaras, mangas e damascos (GAO et al., 2009). As células Pit
sao encontradas nos sinusdides hepaticos, aderidas as células endoteliais e mantém
contato com as células de Kupffer. Os pseuddpodes destas células podem penetrar
nas fenestras das células endoteliais, entrarem no espago de Disse e contactar
diretamente os microvilos dos hepatocitos. A proporcao destas células no tecido
hepéatico é de cerca de uma célula Pit para dez células de Kupffer (LUO et al., 2000).

No figado, as células de Kupffer e as células Pit estdo intimamente
relacionadas aos sinusdides e sdo as responsaveis pela defesa do figado. As
células Pit sdo ativadas de imediato frente a um patégeno e, sdo grandes linfcitos
granulares que atuam como células natural killer, com atividade citotoxica. As células
de Kupffer sao histiocitos hepaticos que tém importante funcdo na regulacao da
inflamacao e no reparo tecidual (STALKER e HAYES, 2007).
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A expressao aumentada das células NK pode ajudar na manutengcdo da
resposta imune. Este padrao de resposta € provavelmente o responsavel pela maior
resisténcia do tecido hepatico (DUARTE et al., 2008). Estas células partilham uma
origem comum com os linfécitos T e originam-se da medula éssea. Elas néo
destroem os microorganismos diretamente, mas atuam sobre células infectadas ou
neoplasicas por meio de mecanismos semelhantes aos usados pelos linfécitos T
CD8+ (citotdxicos), pela degranulacdo e liberacdo de enzimas que ativam os
mecanismos de apoptose da célula atacada. Elas sdo caracterizadas pela presencga
de receptores CD56 e auséncia de CD3 (LUO et al., 2000; KORBEL et al., 2004).

A morte celular programada vem sendo descrita desde 1828, quando os
pesquisadores observaram a regressao fisiolégica de estruturas durante o
desenvolvimento de fetos e larvas. No entanto, o termo apoptose foi descrito na
literatura biomédica apenas em 1972, para definir células que morrem como parte de
um programa normal de desenvolvimento celular. Sua adequada regulagdo mostra-
se importante para o desenvolvimento e manutencao dos tecidos normais (apud Kerr
et al. (1972) em COTTER, 2009).

A apoptose pode ser um mecanismo util ou danoso ao hospedeiro, pois
muitos patdgenos a utilizam como uma via que permite a sua sobrevivéncia, por
meio da inibicdo ou indugdo de apoptose em células do sistema imune. Por este
fato, estes patdogenos podem aumentar a resisténcia de células infectadas do
hospedeiro a apoptose ou induzir apoptose de células linfides, afetando com isso o
perfil de citocinas produzidas e a regulagdo da sobrevivéncia do parasito. Infecgdes
por parasitos intracelulares (Trypanosoma cruzi) podem direcionar a resposta de
linfécitos T, pela apoptose de linfocitos T CD4" e CD8*, por meio de citocinas (IL-2 e
IL-4), agravando a infeccdo (DOS REIS et al., 2007). Estudos experimentais com
camundongos infectados com T. cruzi descrevem a apoptose de linfécitos T como
um fator importante para a sobrevivéncia do protozoario dentro de macréfagos
(FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Também relata-se que a apoptose de linfcitos na
Doenca de Chagas teria como consequéncia a inibicdo da resposta Th1, que
favorece o parasito. Da mesma forma, a liberagcdo de moléculas pré-apoptoéticas pelo
protozoario, no meio extracelular, induziria a apoptose de macrofagos e a liberacao
de formas infectivas viaveis de T. cruzi (LOPES e DOS REIS, 2000).
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Moreira et al. (2013), quando avaliaram a apoptose nos linfonodos, notaram
que nao havia diferencas estatisticas significativas entre os grupos (sintomaticos,
oligossintoméaticos e assintomaticos) de caes com LVC. Esta diferenca foi observada
somente entre estes e 0 grupo controle. Apesar da evidéncia biolégica de
associagao entre 0 aumento da carga parasitaria e a apoptose no grupo sintomatico,
nao houve correlacdo significativa entre estes parametros. Possivelmente, L. (L.)
chagasi poderia utilizar-se de mecanismos de evasdo imune, por participar da
inducao da atrofia linféide em animais com quadro clinico mais grave. Da mesma
forma poderia estimular a intensa inflamacao granulomatosa, como foi observado
por Bandarra (2010), que verificou maior imunomarcagao da citocina MIF (Fator de
Inibicao da Migracdo de Macréfagos) em macrofagos de caes com LVC,
principalmente do grupo sintomatico. As maiores médias de células imunomarcadas
tiveram uma correlagdo positiva com a carga parasitaria nestes animais, inclusive
com imunomarcacdo de formas amastigotas do parasito para MIF. Esta citocina
favorece a permanéncia dos macréfagos no sitio da injaria, considerando que esta é
a principal célula alvo do parasita, o autor sugeriu um mecanismo de evasao imune
do parasito.

Na literatura sobre LVC destaca-se um padrdao de resposta imune especifico
ou diferenciado em cada 6rgao parasitado por Leishmania. Por este fato seria
interessante avaliar o perfil de resposta inflamatéria (linfécitos, macréfagos e células
NK), de deteccao de MHC-II e das citocinas TGF-B e TNF-a, no baco e figado de
céaes com LVC, nos diferentes estadios clinicos da doenga e comparados a um
grupo controle. Estes resultados poderiam contribuir para o entendimento da
complexa patogenia da enfermidade e para a identificacdo de um perfil de
resisténcia ou susceptibilidade em cada compartimento do organismo do cao com
LVC.
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lll. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo analisar o figado e o baco de caes
naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, oriundos do municipio de Aragatuba
(SP), area endémica para Leishmaniose Visceral Canina. Para tanto, procura-se:

- Avaliar a presenca de células Natural Killer; células em apoptose e células
expressando MHC de classe lI;

- Avaliar a presenca das citocinas TGF-p e TNF-a;

- Analisar o perfil celular de macréfagos e linfocitos;

- Determinar a densidade destas células entre os diferentes 6rgaos
analisados;

- Associar as imunomarcagdes para Leishmania sp., macréfagos, linfécitos,
TGF-B, TNF-a, MHC-II, apoptose e células Natural Killer entre si, em cada o6rgéo,
dentro de grupo;

- Comparar estes achados com o estadiamento clinico dos cées.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1- Material

Neste estudo foram avaliados 71 cées adultos oriundos do Centro de Controle
de Zoonoses de Aracatuba (SP), regidao endémica para Leishmaniose Visceral
Canina, sem predilecdo por raga ou sexo. Os animais encaminhados por
proprietarios ou capturados nas ruas da cidade sdo submetidos a eutanasia
diariamente neste local, devido a diagnédstico positivo para LVC, feito por ELISA ou
punc¢éo biépsia aspirativa do linfonodo ou medula éssea.

Os cées foram submetidos a eutanasia, sob anestesia barbiturica (Tiopental,
Cristalia Itapira, SP), conforme recomenda o codigo de ética para uso de animais em
pesquisa cientifica (AVMA, 2001), mediante inje¢do intravenosa de cloreto de
potassio’.

No exame externo dos cadaveres foram avaliadas as alteracbes
macroscopicas que permitiram classifica-los nos grupos deste estudo. A
classificacdo do Ministério da Saude (Brasil, 2006) foi considerada para formacéo
dos grupos: caes sintomaticos (grupo S, n=31), com mais de trés sinais clinicos, tais
como, lesdes de pele, onicogrifose, emagrecimento ou caquexia, linfadenomegalia
generalizada; cdes oligossintomaticos (grupo O, n=23), com até trés sinais clinicos,
tais como, linfoadenomegalia e discreta perda de peso; cdes assintomaticos (grupo
A, n=17), com auséncia de sinais clinicos de LVC.

Um grupo composto por 10 caes higidos, oriundos de area ndo endémica
para LVC foi utilizado como controle. Os caes foram considerados negativos pela
técnica de qRT-PCR dos érgaos analisados. O figado e bago destes caes eram
oriundos da rotina de necropsias do Departamento de Patologia Veterinaria da
FCAV — UNESP, do Campus de Jaboticabal.

' O delineamento experimental deste estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica e Bem Estar
Animal da FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal (Protocolo n®. 028220/12).
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Os fragmentos coletados do bago e do figado foram submetidos a analise

histopatoldgica e imuno-histoquimica.

4.2 - Analise Histopatologica

Foram colhidos fragmentos de figado e bago, para analise em microscopia de
luz. Os fragmentos foram fixados em solucdo de formol a 10%, tamponado com
fosfatos 0,15 Molar de pH 7,2. Ap6s 24 horas de fixagcdo foram desidratados em
solucdes de concentracao decrescente de alcool, diafanizados em xilol e incluidos
em parafina de acordo com a técnica histoldgica de rotina. Os cortes foram feitos na
espessura de 5um e corados com hematoxilina e eosina, para posterior identificacao
das principais alteracdes morfoldgicas. Estes 6rgaos foram avaliados de acordo com
0 padrao e intensidade da resposta inflamatéria. Esta avaliagado foi feita por escores:
ausente (0); discreta (1); moderada (2) ou acentuada (3). As lesGes eram discretas
quando se observavam pequenos focos de inflamacgéo nas areas estudadas do baco
e do figado. A classificagdo moderada correspondia a lesbes maiores, que poderiam
ser multifocais a localmente extensas. As lesdes acentuadas envolviam grande parte
das &reas anatdmicas avaliadas, muitas vezes com coalescéncia entre elas. No
figado considerou-se as regides portal, centrolobular e intralobular, ja no bagco a
capsula esplénica, a polpa branca e a vermelha.

Os tipos celulares predominantes no infiltrado inflamatério esplénico e
hepatico foram avaliados por imuno-histoquimica (macroéfagos, linfocitos...).

4.3 - Analise Imuno-histoquimica

O protocolo geral utilizado para todos os anticorpos foi: desparafinizacdo dos
cortes de figado e bago em estufa a 60°C / 1 hora. Apds essa etapa, as amostras
foram hidratadas em solucdes decrescentes de xilol e alcool, até um banho em agua
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destilada. Posteriormente fez-se a recuperacao antigénica (Tabela 1), o bloqueio da
peroxidase enddgena utilizando uma solugédo a 8% (92 mL de alcool metilico e 8 mL
de perdxido de hidrogénio 30 volumes) por 20 minutos, a temperatura ambiente, em
camara escura. Apés fez-se o bloqueio das reagoes inespecificas (Protein Block,
Dakocytomation, céd. X0909) por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida
os cortes foram incubados com anticorpos primarios cada um com sua diluicdo e
tempo de incubacao especificos (Tabela 1). Apds, os cortes foram incubados com
diferentes anticorpos secundarios (Tabela 1). Entre cada um dos passos descritos
fez-se banhos em agua destilada e em solugdo tampao Tris HCI, pH 7,4. Para a
visualizagdo da reacado utilizaram-se os cromégenos DAB (3,3-diaminobenzidina —
Dakocytomation, c6d. K3468-1) ou Permanent Red (Kit Envision Fosfatase Alcalina -
Dakocytomation, cdéd. K5355). A contra-coloracdo foi feita com Hematoxilina de
Harris e a montagem das laminas com Entellan (Merck).

Os controles negativos das diferentes imunomarcacgdes foram realizados com
o diluente de anticorpo (Dakocytomation, codigo S302283-2), em substituicdo ao
anticorpo primario. Os controles positivos foram feitos com tecidos sugeridos pelos
fabricantes de cada anticorpo. Para os anticorpos CD56 (células NK), caspase 3
clivada (apoptose), CD3 (linfécitos T) utilizou-se a tonsila canina. Para MAC387
(macrofagos) e HLA-DR cadeia a (MHC-Il) utilizou-se bago canino. E a
imunodetecgdo das citocinas TNF-a e TGF- teve como controle positivo o linfonodo
de céo.

Para a determinagdo do numero de células imunomarcadas utilizou-se cinco
campos microscépicos (Nikon Eclipse E200) com a objetiva de 40x (MOREIRA et al.,
2010), a qual apresenta uma area de aproximadamente 0,19625 mm? No bago
consideraram-se as regides de polpa branca e polpa vermelha. No figado, a escolha
das areas foi aleatéria. A partir dos valores obtidos nestes campos, fez-se uma
média do numero de células imunomarcadas por fragmentos de tecido de cada
animal, sendo essas médias avaliadas em cada grupo de céaes infectados

(assintomatico, oligossintomatico e sintomatico).
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TABELA 1. Anticorpos primarios e secundarios utilizados nos cortes de figado e baco

de caes com Leishmaniose Visceral.

Anticorpos Estruturas Espécies de Recuperagao Diluicao Tempo de Anticorpos
primdrios imunomarcadas origem antigénica incubacao secunddrios
Anti- Formas Canina Panela a vapor 1:1000 18 horas LSAB®
leishmania’' amastigotas Philips Walita® (-4°C)
Anti-CD56 Células Natural Mouse monoclonal Camara de 1:75 2 horas a Advance’
Killer (BIOCARE, cod. presséo Pascal temperatura
CM164C) (Dako)* ambiente
Anti-caspase Células em Rabbit policlonal Panela a vapor 1:200 18 horas LSAB®
3 clivada® apoptose (Cell Signaling, Philips Walita® (-4°C)
c6d. 9661)
Anti- Macrofagos Mouse monoclonal Panela a vapor 1:3500 18 horas LSAB®
macréfagos (MCA 874G, AbD Philips Walita® (-4°C)
Serotec, cod.
Batch 1209)
Anti-CD3 Linfécitos T Mouse monoclonal Panela a vapor 1:200 18 horas LSAB®
(Dako, cod. Philips Walita® (-4°C)
M7254)
Anti-HLA- Células Mouse monoclonal Camara de 1:600 18 horas Envision®
DR, cadeia a expressando (Dako, cod. pressao Pascal (-4°C)
MHC I MO0746) (Dako)*
Anti-TNF-a Células Mouse monoclonal Microondas® 1:25 18 horas LSAB®
expressando (SANTA CRUZ, (-4°C)
citocina TNF- a céd. SC-80386)
Anti-TGF-B Células Rabbit policlonal Microondas® 1:1000 18 horas Envision
expressando (SANTA CRUZ, (-4°C) Fosfase
citocina TGF-B c6d. SC-146) Alcalina

1 - Soro de céo positivo para Leishmaniose Visceral (MOREIRA et al. 2010, modificado do protocolo descrito por TAFURI et al.,
2004); 2 — Protocolo de Moreira et al. (2013); 3 - Solugéo de citrato s6dio 10 mM, pH 6,0, por 40 minutos; 4 - Solugéo de citrato
s6dio 10 mM, pH 6,0; 5 - Solugao de citrato sédio 10 mM, pH 6,0, por 2 minutos na poténcia maxima e 10 minutos na potencia
minima (750W), abrindo a cada 5 minutos para repor o tampao; 6 - Complexo Estreptavidina Peroxidase (kit LSAB —
Dakocytomation, céd. K0690-1); 7 — Kit Advance HRP® (Dako Cytomation, cédigo K406889-2); 8- Envision Dual Link System-
HRP (Dako Cytomation, cédigo K406189-2).

4.4 - Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo teste estatistico nao paramétrico de Kruskal-
Wallis, considerando-se as médias das imunomarcagcées de cada anticorpo
estudado nos fragmentos de figado e bacgo, e as diferencas entre os grupos de caes
infectados pelo Teste de Comparacao Multipla de Dunn (P<0,05). Da mesma forma,
para a determinacao do perfil de células inflamatérias predominantes no infiltrado foi
utilizado o mesmo teste, com a comparacao entre 0os grupos de caes infectados. As
analises foram feitas no programa Graphpad Prism (versdo 4.00, 2003).
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Para as correlagdes de cada imunomarcacao com a carga parasitaria de cada
orgdo por grupo e as correlagcbes entre os 6Orgaos estudados, realizou-se o
Coeficiente de Correlacdo de Spearman, considerando P<0,05, utilizando o
programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA).
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V. RESULTADOS

5.1 - Analise Anatomopatolégica

No exame externo dos animais sintomaticos, as lesbes mais frequentes
foram: areas de alopecia, descamacao, presenca de crostas e ulceragao na pele,
que variavam de distribuicdo local a disseminada, sendo, o ouvido externo, a regido
periocular e as extremidades dos membros os locais mais frequentemente
envolvidos. Notou-se também conjuntivite, caquexia e onicogrifose. Nas alteracdes
anatomopatologicas observou-se linfadenomegalia, esplenomegalia (bordas
arredondadas), areas de espessamento da cpsula esplénica e evidenciagdo da
polpa branca ao corte, além de congestdo. No figado observou-se hepatomegalia
(bordas arredondadas), coloracao palida a amarelada (degeneragédo) ou vermelho-
escura (congestao) e ao corte padrao lobular evidente.

Nos caes oligossintomaticos observou-se apenas um aumento de volume
generalizado de linfonodos e, por vezes, areas de descamacgdo cutanea; ja nos

animais assintomaticos havia auséncia de lesdes e sinais clinicos.

5.2 - Analise Histopatologica

Nas amostras analisadas do figado e do bago observou-se reacéo
inflamatdria, com graus variados de intensidade, com diferengas marcantes entre
estes compartimentos hepaticos e esplénicos.

No figado, a inflamacéao foi sempre mais discreta em relacéo ao baco. O perfil
celular predominante foi de linfécitos, macréfagos e plasmaécitos respectivamente.
Os linfécitos apareciam em maior densidade, associados aos granulomas. Os
granulomas apresentavam limites bem definidos, eram de intensidade discreta a

moderada e localizavam-se nas regides centrolobular, portal (Figura 1A) e



19

intralobular. Poucos caes apresentaram reacao inflamatéria granulomatosa com
presenga de parasitos visiveis no interior de macréfagos, pela coloracdo de
Hematoxilina e Eosina. No restante do parénquima hepatico havia degeneracao e
congestao em graus variados de intensidade, bem como a presenca de células de
Kupffer mais hipertrofiadas e evidentes, de aspecto reativo.

No baco, a polpa branca apresentou reatividade linféide, que variou de
discreta a moderada, comprovada pelo aumento da celularidade no centro
germinativo e pela presencga de figuras de mitose. Este achado foi mais evidente em
cées assintomaticos. Nos caes sintomaticos, a atrofia linféide da polpa branca foi
frequente e sempre associada a presenca de linfécitos em apoptose.

A inflamacgao granulomatosa predominou na polpa vermelha (Figura 1B), com
distribuicao multifocal a difusa, neste Ultimo caso causava distorcdo da arquitetura
esplénica e em um cado sintomatico estava associada a fibrose circundando os
granulomas.

Estes granulomas eram pobremente definidos, caracterizados por macréfagos
hipertrofiados, que formavam agregados com limites imprecisos. A presenca de
linfécitos associados aos granulomas foi menos evidente, em comparacao ao figado.
Os granulomas também foram observados na capsula esplénica e mais raramente
na polpa branca, com distribuicdo focal e intensidade discreta a moderada,
principalmente no grupo S.

A presenca de plasmécitos na polpa vermelha foi mais intensa que no grupo
controle, principalmente nos cé&es sintomaticos. Muitos destes plasmocitos
apresentavam corpusculos de Russell intracitoplasmaticos.

Na polpa vermelha verificou-se a presenca de metaplasia mieldide, composta
por leucécitos imaturos, tais como linfoblastos, reticulcitos e megacariocitos, mais

comum em animais com sinais clinicos de LV (grupos O e S).
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Figura 1. Fotomicrografia de figado e bago de cao sintomatico para Leishmaniose
Visceral. (A) Notar a presenca de granuloma portal (* / Obj. 20x) e no
detalhe a predominancia de macréfagos (seta preta) e linfocitos (seta
amarela / Obj. 40x). (B) Observar a presenca de reacado granulomatosa
multifocal em polpa vermelha do baco (setas amarelas; Obj. 20x), que
corresponde a granulomas associados a poucos linfocitos (B1). Na mesma
regido observa-se varios plasmocitos com corpusculos de Russell
intracitoplasmaticos (B2). Hematoxilina e Eosina.
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Nao houve diferencga significativa no figado (Figura 2A) para os escores de

intensidade de inflamagcdo nos trés tipos celulares. No baco (Figura 2B) as

diferencas apareceram entre os macréfagos e plasmaécitos no grupo S (Teste de

Kruskal-Wallis e Teste de Dunn P=0,0440), e no grupo O notou-se diferenca entre os

macrofagos e plasmécitos, bem como, entre os linfocitos e plasmadcitos (Teste de
Kruskal-Wallis e Teste de Dunn, P<0,01).
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Figura 2. Frequéncia de escores de infiltrado inflamaté6rio no figado (A) e bago (B)
nos grupos de caes infectados para Leishmaniose Visceral (A =

assintomatico, O = oligossintoméatico e S= sintoméatico).
Escores de intensidade de infilirado inflamatério: sem alteracdo (0),

discreta (1),

moderada (2) e acentuada (3) para os tipos celulares macréfago e plasmécitos. Para os
linfécitos considerou-se o seguinte escore: (0) atrofia linfoide, (1) discreta reatividade, (2)
moderada reatividade, (3) acentuada reatividade linféide.
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5.3 Analise Imuno-histoquimica

Na analise da carga parasitaria notou-se a imunomarcacdo das formas
amastigotas no citoplasma de macréfagos do figado (Figura 3A) e do baco (Figura
3B), entretanto, ndo houve diferencga significativa nestes érgaos entre os grupos de
caes infectados (Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn, P>0,05) e nem na
comparacao entre os 6rgaos (Teste de Mann-Whitney, P>0,05). A associagao entre
a carga parasitaria hepatica e esplénica foi significativa (0,4427; P=0,0126) apenas
nos caes sintomaticos, sendo o bago 0 6rgdo com maior carga parasitaria.

As imunomarcacdes para células apoptéticas ocorreram no citoplasma das
células, com predominancia em linfécitos. No figado, as células apoptéticas estavam
presentes no infiltrado inflamatério (Figura 3C). No bacgo (Figura 3D) a densidade foi
maior na transicdo entre a polpa branca e vermelha (camada do manto do
corpusculo esplénico), seguida da polpa vermelha. O centro germinativo apresentou
auséncia ou presencga discreta de células apoptdticas. A densidade de células
apoptoéticas nao diferiu entre os grupos de caes infectados, apenas entre estes e o
grupo controle, no bago dos caes sintomaticos (Teste de Kruskal-Wallis e Teste de
Dunn, P=0, 0303 / Figura 4A) e no figado dos caes oligossintomaticos (Teste de
Kruskal-Wallis e Teste de Dunn, P=0,0365 / Figura 4B).
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Figura 3. Fotomicrografia da imunomarcacdo de Leishmania (L.) chagasi e de
apoptose no figado e no baco de céo sintomatico para Leishmaniose
Visceral. (A) Notar no figado a marcacdo positiva do protozoario em
macréfagos do infiltrado inflamatério portal (* / Obj. 40x). (B) No baco,
macrofagos parasitados aparecem na polpa vermelha (Obj. 20x). (C) No
figado observar linfécitos em apoptose no infiltrado portal (setas / Ob;.
40x). (D) No baco os linfécitos em apoptose (Obj. 20x) aparecem no
detalhe (setas). Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase.
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Figura 4. Média de células apoptéticas no figado (A) e no baco (B) de caes com
Leishmaniose Visceral. Notar a diferenca significativa entre os grupos O e
controle no figado (P=0,0365) e entre os grupos S e controle no baco (P =
0,303). Testes nao paramétricos de Kruskal-Wallis e de Dunn. Grupos S:
sintomatico, O: Oligossintomatico, A: Assintomatico e C: controle.
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A imunomarcacao das células Natural Killer (NK) pelo anticorpo anti-CD56 foi
observada na membrana citoplasmatica das células e também no citoplasma, de
aspecto predominantemente granular, sendo que no figado estas células estavam
presentes de forma discreta, em meio ao infilirado inflamatério portal, centrolobular e
intralobular (Figura 5A). No baco, estas células apareciam em maior propor¢cdo na
polpa vermelha e de forma discreta na regido de polpa branca (Figura 5B). No
figado, os caes sintomaticos tiveram maior nimero de células NK, entretanto nao
houve diferenga significativa entre os grupos de caes infectados (Testes de Kruskal-
Wallis e de Dunn, P>0,05). No baco essa diferenga ocorreu nos caes do grupo O, o
qual diferiu dos cées assintomaticos e do grupo controle (Testes de Kruskal-Wallis e
de Dunn, P<0,05 / Figura 6).

Os macréfagos apresentavam imunomarcacao citoplasmatica, sendo os
parasitados com marcacao inexpressiva ou ausente. No figado (Figura 5C), as
células de Kupffer estavam imunomarcadas em grande numero nos sinusoides.

No bago (Figura 5D), a presenga de macrofagos foi maior nos granulomas da
polpa vermelha e nos casos mais avancados nos granulomas difusos que invadiam
a polpa branca e causavam a distor¢cdo da arquitetura do 6rgdo. Nos granulomas
esplénicos e hepaticos foi observada auséncia de marcagcdo para o anticorpo
MAC387 em macrofagos parasitados (detalhe da Figura 5D). No figado (Figura 7A) e
no baco (Figura 7B) verificou-se diferenca significativa do grupo S em relacdo aos
grupos A, O e C para densidade de macréfagos (Testes de Kruskal-Wallis e de
Dunn, P< 0,0001).
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Figura 5. Fotomicrografia de imunomarcacao positiva para o anticorpo anti-CD56 e
anticorpo MAC387 (células NK e macréfagos respectivamente) em caes
sintomaticos para Leishmaniose Visceral. (A) Notar a presenca discreta
de células NK no infiltrado inflamatério do figado (setas). (B) Observar a
imunomarcacado de células NK na polpa vermelha do baco (setas /
Complexo de polimero ligado a peroxidase / Obj. 40x). (C) Observar
macrofagos positivos nos sinuséides e no infiltrado portal hepatico
(setas). (D) Notar a imunomarcagdo em regido de polpa vermelha (*)
esplénica e no detalhe auséncia de marcagcdo em macréfagos
parasitados (seta / Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase / Obj.
40x).
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Figura 6. Média de células Natural Killer imunomarcadas com o anticorpo anti-CD56,
no baco de caes com Leishmaniose Visceral. Notar a diferenga
significativa (P<0,05) entre o grupo O com os grupos A e C (controle).
Testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e de Dunn. Grupos S:
sintomatico, O: Oligossintomatico, A: Assintomatico e C: controle.
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Figura 7. Média de imunomarcacao para macréfagos no figado (A) e no bago (B) de
cées com Leishmaniose Visceral Canina. Notar a diferenga significativa
(P<0,001) entre o grupo S e os demais (P<0,0001) no figado e baco.
Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn. Grupos S: sintomatico, O:
Oligossintomatico, A: Assintomatico e C: controle.
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Os linfocitos T imunomarcados com o anticorpo anti-CD3, apresentaram
imunomarcag¢dées na membrana citoplasmaticas das células. No figado (Figura 8A)
de caes sintomaticos a detecgcado estava presente nos granulomas, nos sinusoides e
no infiltrado inflamatério. Nos cées oligossintométicos e assintométicos o infiltrado
inflamatério foi discreto ou ausente e, os linfécitos eram observados com mais
frequéncia nos sinusoides.

No baco (Figura 8B), os linfcitos estavam localizados predominantemente na
polpa branca e de forma discreta e aleatéria na polpa vermelha. Notou-se ainda que
quando o Orgdo apresentava alta carga parasitaria e uma severa inflamacéo
granulomatosa, o numero de linfécitos imunomarcados foi menor.

No figado (Figura 9A) houve diferenca para o niumero de linfécitos apenas
entre os grupos S e controle (Teste de Kruskal-Wallis e de Dunn, P=0,0163). Ja no
baco (Teste de Kruskal-Wallis e de Dunn, P=0,0003 / Figura 9B) as diferencas
significativas apareceram entre o grupo S e A e entre 0 S e o controle (Teste de
Kruskal-Wallis e de Dunn, P<0,001), sendo a menor densidade de linfécitos
observada no grupo S.

A imunodeteccdo de MHC-II ocorreu na membrana citoplasmatica de
macréfagos dos granulomas, células de Kupffer e linfécitos. No figado (Figura 8C)
estas imunomarcagdes estavam presentes em maior propor¢do na inflamacao
granulomatosa. Nos cées sintomaticos também observou-se células expressando
MHC-II aleatoriamente nos sinusbides e na membrana de formas amastigotas no
interior dos macro6fagos. No bago (Figura 8D) de cées sintomaticos esta marcagao
estava presente tanto na polpa vermelha quanto na polpa branca. Em alguns
animais com macrofagos altamente parasitados verificou-se imunomarcacao em
formas amastigotas do interior dos macréfagos (Figura 8D).

No figado (Figura 10A) verificou-se diferenca significativa entre o grupo S e
os demais (Teste de Kruskal-Wallis e de Dunn, P<0,05). No baco (Figura 10B) essa
diferenca também ocorreu do grupo S para os demais grupos (Teste de Kruskal-
Wallis e de Dunn, P<0,05) e do grupo O para o C (Teste de Kruskal-Wallis e de
Dunn, P<0,05).
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Figura 8. Fotomicrografia de imunomarcagéo de linfécitos T com o anticorpo anti-
CD3 e de MHC-Il com HLA-DRa em céao sintomatico para Leishmaniose
Visceral. (A) No figado observar linfécitos T nos sinuséides e no infiltrado
portal (seta / Obj. 10x). (B) Notar a imunomarcacao de linfécitos T em
regido de transicao da polpa branca com a polpa vermelha esplénica (* /
Obj. 20x / Complexo Estreptavidina Biotina Peroxidase). (C) No figado a
marcacgao para MHC Il pode ser observada em células de kupffer dos
sinuséides (Obj. 40x). (D) No baco verifica-se marcagcdo MHC-II positiva
em linfocitos (Obj. 40x). No detalhe verifica-se marcagdo de MHC-1l em
formas amastigotas intracitoplasmaticas em macréfagos. Polimero ligado
a Peroxidase.
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Figura 9. Média de linfécitos T imunomarcados no figado (A) e no baco (B) de caes
com Leishmaniose Visceral. Notar a diferenga significativa entre o grupo
S e o controle (P=0,0163). No baco essa diferenca ocorreu entre 0s
grupos S e A e S e C (P<0,001). Teste de Kruskal-Wallis e a
comparacao entre os grupos pelo teste multiplo de Dunn.
Grupos S: sintomatico, O: Oligossintomatico, A: Assintomético e C:
controle.
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Figura 10. Média de células imunomarcadas expressando MHC Il no figado (A) e no
baco (B) de caes com Leishmaniose Visceral. Notar a diferenca
significativa entre os grupos S e os demais grupos no figado (P<0,05). No
baco essa diferenca ocorreu entre 0 grupo S e os demais e entre o grupo
O e o controle (P<0,05). Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn. Grupos S:
sintomatico, O: Oligossintomatico, A: Assintomatico e C: controle.
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A imunodeteccao do TGF- estava presente na membrana citoplasmatica de
macréfagos e linfécitos. No figado (Figura 11A) notou-se maior frequéncia de células
imunomarcadas nos sinuséides e em menor proporcdo no infiltrado inflamatério,
tanto linfoplasmocitario como nos granulomas. No bacgo (Figura 11B) esta deteccao
foi maior na polpa vermelha.

No figado (Figura 12A) a proporcéao de células positivas para esta citocina foi
significativa entre os grupos S e A e entre S e controle (Testes de Kruskal-Wallis e
de Dunn, P<0,01). No bacgo (Figura 12B) houve diferencga significativa de S com os
demais grupos (Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn, P<0,001) e do grupo O para o
controle (Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn, P<0,05).

A imunodetecgéo da citocina TNF-a foi observada com maior frequéncia na
membrana citoplasmatica de macréfagos e linfécitos. No figado (Figura 11C) esta
citocina estava localizada de forma discreta, porém em maior concentracdo nos
granulomas. No baco (Figura 11D) a densidade de células positivas também foi
discreta e observada principalmente na polpa vermelha.

No figado (Figura 13A), os cées sintomaticos diferiram dos grupos O e A
(Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn, P<0,001), bem como, o grupo A do controle
(Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn, P<0,05). A mesma diferenga ocorreu no baco
(Figura 13B / Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn, P<0,05). Tanto no figado quanto
no baco, os caes assintomaticos foram os que apresentam maior imunodetecgao

desta citocina.
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Figura 11.

Fotomicrografia de imunomarcacdo de TGF-B e TNF-a em cao
sintomatico para Leishmaniose Visceral. (A) Marcacao positiva para
TGF-B nas células de Kupffer dos sinusdides hepaticos (setas /
Polimero ligado a Fosfatase alcalina / Obj. 40x). (B) Marcacdo em
linfocitos esplénicos (setas / Complexo Estreptavidina Biotina
Peroxidase / Obj. 40x). (C) Marcacdo positiva para TNF-a em
macrofago da regido portal do figado (seta). (D) Observar a
imunomarcacao em linfécitos (setas) ao redor de macréfagos
parasitados de um granuloma esplénico (*). Complexo Estreptavidina
Biotina Peroxidase (Obj. 40x).
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Figura 12. Média de células imunomarcadas expessando TGF-$ no figado (A) e no
baco (B) de caes com Leishmaniose Visceral. No figado houve diferenca
significativa entre o grupo S com A e S com controle (P<0,01). No baco
essa diferenga ocorreu entre o grupo S com os demais (P<0,001) e entre
O com controle (P<0,05). Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn.

Grupos S: sintomatico, O: Oligossintomatico, A: Assintomatico e C:
controle.
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Figura 13. Média de células imunomarcadas expressando TNF-a no figado (A) e
baco (B) de cdes com Leishmaniose Visceral. No figado e baco, os caes
do grupo S diferiram do O e A, e o grupo A do controle (P<0,05). Testes
de Kruskal-Wallis e de Dunn.
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Para avaliar a correlacdo entre todas as variaveis obtidas por imuno-
histoquimica fez-se a comparag¢do das mesmas entre si e com a carga parasitaria e
verificou se havia associacao significativa quando P<0,05 entre os érgaos dentro de
cada grupo, utilizando-se o Coeficiente de Correlacdo de Spearman (Figura 18). Os
coeficientes entre 0,65 a 1,00 apresentam correlacao positiva forte; entre 0,30 a 0,65
apresentam correlacao positiva média; entre 0,00 a 0,30 correlagédo positiva fraca. A
correlagéo torna-se com os coeficientes negativos.

No figado dos caes do grupo sintomatico (Figura 18A) observou-se correlacao
entre carga parasitaria e macrofagos (P=0,0201), apoptose e MHC-II (P=0,0311),
apoptose e TNF-a (P=0,0164), macréfagos e células NK (P=0,0357), macréfagos e
MHC-II (P=0,0059), linfécito e TGF-B (P=0,0038).

Nos cades do grupo oligossintomatico, no figado (Figura 18B), verificou-se
correlacdo entre carga parasitaria e linfécitos (P=0,0313), apoptose e linfécito
(P=0,0035), apoptose e MHC-II (P=0,0477), apoptose e TGF-B (P=0,0341) e
macréfago e MHC-Il (P=0,0126).

No grupo assintomatico observou-se no figado (Figura 18C) correlacao
somente entre a carga parasitaria e as células NK (P=0,0216) e entre macréfagos e
linfécitos (P=0,0379).

No bago dos cédes do grupo sintomatico ndo houve correlagéo significativa
entre as variaveis analisadas.

No baco dos caes do grupo oligossintoméatico (Figura 18D) houve correlacao
significativa entre carga parasitaria e apoptose (P=0,0353), MHC-Il e NK (P=0,0057)
e NK e TNF-a (P=0,0413).

Nos caes do grupo assintomatico, no baco (Figura 18E) notou-se correlagdes
significativas entre apoptose e macréfagos (P=0,0431), MHC-Il e TGF-B (P=0,0015)
e entre NK e TNF-a (P=0,0147).
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Figura 18. Determinacédo do coeficiente de correlacdo de Spearman entre todas as
médias obtidas por imuno-histoquimica e a comparacao das mesmas
entre si e com a carga parasitaria, entre os 6rgaos e dentro de grupo. A-
Figado de cao sintomatico; B-Figado de cao oligossintomatico, C-
Figado de cao assintomatico; D- Bagco de cdo oligossintomatico;

Baco de céo assintomatico.

CP: carga parasitaria; Apop: células em apoptose; NK: células Natural Killer; Mac:
macréfagos; Linf. T: linfécitos T; MHCII: Complexo de histocompatibilidade principal classe II; TNF-a:
Fator de necrose tumoral a; TGF-B: Fator de transformacdo de crescimento B. Os coeficientes
apresentados correspondem a p<0,05. Os coeficientes entre 0,65 a 1,00 apresentam correlagdo
positiva forte; entre 0,30 a 0,65 apresentam correlagao positiva média; entre 0,00 a 0,30 correlagédo

positiva fraca. A correlagéo torna-se com os coeficientes negativos.
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VI. DISCUSSAO

Na LVC a resposta imune érgao-especifica pode variar de acordo com o
orgao afetado. Em camundongos a multiplicacdo do protozoario Leishmania sp. no
figado ocorre nos primeiros dias de infec¢do e apds os mesmos séo eliminados. Ja
no baco e medula éssea a infegcdo progride para a cronicidade. Estas diferencas
podem estar relacionadas com a populagédo celular e as vias regulatorias que
participam deste processo em cada 6rgao (ENGWERDA e KAYE, 2000).

No presente estudo, o figado de cdes com LVC apresentou inflamacao
cronica discreta, com predominancia de células de Kupffer. Segundo Hayes (2004),
o fluxo de sangue dentro dos sinusdides € lento para favorecer o contato do sangue
com os hepatocitos, para absorgdo dos nutrientes oriundos do intestino. Esta
velocidade de fluxo facilita o contato de patdogenos com as células de Kupffer para
sua remocao via fagocitose. Estudos em caes com LV também descrevem a
reatividade destes histidcitos hepaticos (LIMA et al., 2007; GIUNCHETTI et al., 2008;
REIS et al., 2009). Possivelmente, as células de Kupffer participam da modulagéo da
resposta hepatica ao parasito, juntamente com as células Pit, na secrecdo de
citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6) e éxido nitrico, que induziriam a resposta imune e
regeneracao do tecido hepatico, as mesmas possivelmente iniciam a formacgéao dos
granulomas na LVC. As citocinas secretadas no figado seriam as responsaveis pela
migracdo dos demais tipos celulares que compde o infiltrado inflamatério (HAYES,
2004).

Outros grupos de pesquisa relataram também hepatomegalia, inflamacao na
capsula hepatica e nos espacgos-porta e presenca de granulomas intralobulares
(XAVIER et al., 2006, LIMA et al., 2007, GIUNCHETTI et al., 2008, MELO et al.,
2009; REIS et al., 2009). Estes achados estdo de acordo com os resultados
encontrados no presente trabalho.

No figado dos cées deste estudo, as células predominantes do infiltrado
inflamatério foram de linfécitos mesclados aos macroéfagos (granulomas), seguidos
de plasmécitos, concordando com os achados de Moreira et al. (2010) e Bandarra
(2010) nos linfonodos, Moreira et al. (2013) na pele e linfonodos e Penha (2011) no
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figado e bacgo. Tasca et al. (2009) verificaram a presenca de neutréfilos associados
ao infiltrado inflamatério esplénico de caes com LV, porém no presente estudo
neutroéfilos foram raramente observados no infiltrado inflamatério do figado e baco.

No figado canino foram descritos granulomas ricos em linfécitos, plasmacitos
e células epitelidides, bem como a presenca ou nao de formas amastigotas
(GIUNCHETTI et al., 2008; MELO et al., 2008). E no bago (TAFURI et al., 2001;
TASCA et al., 2009) observaram ainda células gigantes nos granulomas. No
presente estudo, as células gigantes nao foram observadas nos granulomas
hepético e esplénico.

No presente estudo, o baco apresentou a maior intensidade de inflamacao
granulomatosa, que nos caes sintomaticos foi difusa. Os animais apresentaram
reatividade linféide na polpa branca (caes assintomaticos) e inflamacéo da capsula e
da polpa vermelha, composta por macréfagos (granulomas) e plasmocitos
predominantemente (caes sintomaticos). A presenca de macrofagos parasitados foi
mais intensa no baco quando comparado ao figado. Reis et al. (2009) e Tasca et al.
(2009) também observaram esplenite associada a presenca de formas amastigotas
do parasito nos macrofagos . A metaplasia mieldide da polpa vermelha do bago foi
observada em cées dos grupos infectados (O e S). Em caes com LV é comum o
envolvimento da medula déssea, embora existam escassos relatos na literatura
cientifica descrevendo as alteracdes deste 6rgdo nesta doenca (NATAMI et al.,
2000; FOGLIA-MANZILO et al., 2006). A medula 6ssea dos caes deste estudo
(grupos O e S) apresentou formas amastigotas de Leishmania sp., permitindo sugerir
que a causa da metaplasia mieldide observada no bagco e raramente no figado,
estava associada a presenca de granulomas e parasitos na medula 6ssea. Nestes
casos 0 baco e em menor proporcao o figado estariam fazendo hematopoiese
extramedular.

No presente trabalho, nos casos mais avangados da doenga (caes
sintomaticos), a atrofia linféide da polpa branca foi um aspecto importante e em
varios casos esteve associada a inflamagéao granulomatosa da polpa vermelha, com
distorcao da arquitetura do érgao, o que concorda com os achados de Tasca et al.
(2009), os quais observaram uma completa desorganizacao dos tecidos esplénicos,
sem a separacao nitida da polpa vermelha e branca, com extensas areas repletas de
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macréfagos intensamente parasitados com amastigotas, células gigantes e de
granulomas difusos. Também, Tafuri el al. (2001), observaram ainda na infeccéo
cronica a presenga de reagao inflamatoria crénica e difusa estendendo-se desde a
regido capsular, subcapsular, trabecular e polpa branca. Smelt et al. (1997), também
observaram em camundongos BALB/c infectados experimentalmente com L.
donovani, que no centro germinativo esplénico havia uma diminuigao de linfécitos B
e de células dentriticas foliculares, juntamente com uma acentuada infiliragdo de
macrofagos altamente parasitados na polpa vermelha, originando a distor¢do do
orgao esplénico. O mesmo aspecto foi observado nos linfonodos por Moreira et al.
(2010 e 2013), que nos casos mais avancados da infecgdo observaram atrofia
linfide nos linfonodos periféricos de cdes com LVC associada ao infiltrado
granulomatoso difuso estendendo-se da cortical a medular.

O aspecto morfoloégico dos granulomas no bago diferiu dos encontrados no
figado, ou seja, neste ultimo os granulomas eram bem delimitados e ricos em
linfécitos, ao contrario do que ocorreu no bacgo. Dois padroes morfoldégicos de
granulomas, foram descritos por Ackermann (2009), um do tipo lepromatoso, o qual
apresenta-se difuso, pobremente delimitado, de distribuicdo sistémica, com alta
densidade de microorganismos associados a lesdo, pobre em linfocitos e com
predominancia de citocinas do tipo Th2. O outro, do tipo tuberculoide, é nodular,
geralmente com necrose central, circundada por macréfagos, células epitelidides e
gigantes, linfdcitos, plasmdcitos e tecido fibroso. O perfil predominante de citocinas é
Th1 e o numero de patégenos associados a lesdo € escasso. No presente estudo,
nos caes infectados, o granuloma esplénico foi do tipo lepromatoso, rico em
parasitos e com bordas pobremente definidas. Mariano (1995) afirma que os
macréfagos sdo os principais componentes da inflamagao granulomatosa, pois se
diferenciam em células epitelidides e em células gigantes, mas a presencga de
linfocitos neste tipo de inflamacdo pode contribuir para a expansdo ou para a
resolucao da lesao. Ainda, Murphy et al. (2008) destacam que nos granulomas do
tipo lepromatoso, a presenga de linfocitos T esta reduzida ou ausente. As
observacbes 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 nos microambientes hepético e esplénico.
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Estudos realizados por Sanchez et al. (2004), em céaes naturalmente
infectados com Leishmania chagasi demonstraram diferencas na resposta
imunolégica observada no baco e figado. Estes autores relataram que no baco a
resposta imune dos cées sintomaticos e assintomaticos foi muito similar. No figado,
entretanto, os caes assintomaticos mostraram uma imunidade efetiva, com
granulomas bem formados contendo células T efetoras, ao passo que, 0os animais
sintomaticos apresentavam granulomas desorganizados, compostos por infiltrado de
células T e numerosas células de Kupffer parasitadas. Estes autores também
observaram menor parasitismo no baco, em relagdo ao observado no figado. Esses
resultados, no entanto, contrastam com os achados de Tafuri et al. (1996) e Lima et
al. (2007) que ao estudarem caes experimentalmente (n= 6) e naturalmente
infectados (n=66), observaram granulomas intralobulares bem organizados, no
figado de todos os animais estudados, independente da forma clinica. No presente
trabalho, tanto no baco quanto no figado, a intensidade das lesbes foram mais
evidentes nos caes do grupo S. Ja Melo et al. (2009), observaram um maior nimero
de granulomas nos caes assintomaticos (n=10). Esse achado também foi descrito
em modelos murinos da leishmaniose visceral infectados experimentalmente com
Leishmania donovani (MURRAY et al., 2001).

Lima et al. (2007) observaram, por meio de analise histomorfométrica, que os
caes assintomaticos tiveram maior numero de granulomas hepéticos do que os
sintomaticos, mostrando que o parasitismo diminuia quando aumentava o diametro
dos granulomas. Da mesma forma, Melo et al. (2009) verificaram maior numero de
granulomas em animais assintomaticos, sugerindo estar diretamente relacionado a
menor carga parasitaria hepatica. No presente estudo, dos 71 cées infectados,
alguns caes assintomaticos (8/17) e oligossintoméaticos (5/23) nao apresentaram
inflamagédo granulomatosa hepatica. Destes animais, dois do grupo A e apenas um
do grupo O nédo tiveram parasitos imunomarcados nestes granulomas. Portanto,
cerca de 15 caes (A=7; O=8) nao tiveram parasitos, mas apresentaram inflamacéao
granulomatosa. No grupo A apenas um animal teve auséncia de imunomarcacao
simultaneamente em figado e baco, ja no O apenas quatro cies ndo apresentaram
imunomarcacao simultanea no bacgo. Por este fato sugere-se que no grupo
assintomatico cerca de 47,05% dos caes foram capazes controlar a multiplicacao do
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parasito, possivelmente por meio de uma imunidade mediada por células. Ja no
grupo oligossintomatico essa propor¢cao caiu para 21,8%. Outros estudos sao
necessarios para confirmar esta hipétese.

Neste estudo, o figado nao diferiu entre os grupos na proporcao de linfocitos
macréfagos e plasmécitos no infiltrado inflamatorio. Possivelmente a maior
participacao dos linfocitos na resposta imune hepatica possa estar relacionada ao
padrdo diferenciado dos granulomas hepaticos e a baixa carga parasitaria neste
orgdo. Justifica-se esta hipdtese pela correlagdo significativa observada entre
macrofagos e linfocitos no figado de caes assintomaticos. Quando aumenta o
namero de macréfagos também aumenta o de linfécitos. Parece haver uma
interacdo entre estas células. Em estudos futuros, seria interessante comparar as
diferencas na funcao dos macrofagos entre estes dois 6rgaos. Sanchez et al., (2004)
observaram uma resposta inflamatéria distinta entre cdes assintomaticos e
sintomaticos naturalmente infectados com L. chagasi. O figado de animais
assintomaticos apresentou uma resposta imune inflamatéria efetiva, com formacéao
de granulomas bem organizados. Nos caes sintomaticos ocorreu a formacao de
granulomas desorganizados compostos preferencialmente por células de Kupffer
altamente parasitadas. Estes autores sugerem uma reacdo imune érgao-especifica
na LVC. No bago dos animais infectados, em geral, a resposta imune inflamatoria
nao era definida, com manutencdo do parasitismo. Engwerda e Kaye (2000)
apresentam um modelo experimental murino infectado com L. donovani e L.
infantum, onde verificaram a especificidade da reposta imunolégica em diferentes
orgaos. O figado apresentaria resposta imune do tipo Th1, caracterizada por
aumento da atividade de células T e concomitante resposta inflamatéria eficaz para
o controle e resolucdo da doenca visceral. Ja no baco verificaram cronicidade do
parasitismo.

Murray et al. (2001) discutiram o papel efetor de monécitos e macréfagos
como células fundamentais na defesa efetiva do hospedeiro na LV experimental. Por
outro lado, Lima et al. (2007) observaram nos animais sintomaticos naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi, uma expressdo aumentada de
integrinas de adesdao CD11b e CD18 (CR3) nos macréfagos do baco, juntamente
com o elevado parasitismo tecidual deste 6rgéao, sugerindo-se que os macrofagos
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seriam mais uma fonte de perpetuagdo da infeccdo causada por L. chagasi. No
presente estudo, os macréfagos parasitados ndo mostraram imunomarcacgao para o
anticorpo MAC387 e nem para MHC-II, sugerindo uma funcao alterada destas
células conforme sugerido por Lima et al. (2007).

No figado, a carga parasitaria foi maior nos caes do grupo S, mas com uma
densidade de parasitos inferior a do bago, porém nao houve diferenca significativa
entre os 6rgaos. A associacao da carga parasitaria foi positiva no grupo S, sugerindo
que quando aumenta o numero de parasitos em um 6rgdo, concomitantemente
aumenta no outro. Reis et al. (2009) revelaram padrbes distintos de densidade
parasitaria nos tecidos de caes infectados por L. chagasi e apontaram a pele e o
baco como os locais que apresentaram parasitismo elevado, durante o curso da
doenca. Lima et al. (2007) observaram no bago diferengas significativas entre os
caes sintomaticos (n=44) e assintomaticos (n=22), sendo que os primeiros tiveram
maior parasitismo. No figado a carga parasitaria foi maior em caes sintomaticos,
embora ndo houvesse diferenca estatistica entre os grupos de caes infectados.
Ainda, Sanchez et al. (2004) estudando 41 caes do grupo A e 19 do S, Giunchetti et
al. (2008) com 17 cédes S, 12 O e 12 A e, Melo et al. (2009) com 10 cdes S e 10 A,
descreveram uma elevada carga parasitaria hepatica no grupo sintomético, com
diferenca significativa entre os demais grupos de cées. No presente estudo, a maior
carga parasitaria foi observada nos caes sintomaticos, no entanto ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos de céaes infectados.

Alguns estudos destacam maior parasitsmo em tecidos de animais
assintomaticos que em animais sintomaticos (XAVIER et al., 2006; GIUNCHETTI et
al. 2008). Estes dados enfatizam a importancia dos cédes assintomaticos no ciclo
epidemioldgico da LVC. No presente estudo a densidade de células imunomarcadas
para o parasito, no figado e baco de céaes do grupo A, foi discreta e diferiu destes
autores. A diferenca encontrada na densidade de carga parasitaria entre o figado e
baco, esta de acordo com os resultados de Penha (2011), que em seu estudo
demonstrou, por meio de técnica de gPCR, que o baco € um sitio mais susceptivel
ao parasito, resultando em maior densidade parasitaria neste 6rgao quando
comparado ao figado.



47

Em outros estudos feitos nos linfonodos popliteos (MOREIRA et al., 2010);
subescapular, mesentérico, iliaco (MOREIRA et al., 2013) e no baco (dados néao
publicados), a carga parasitaria foi elevada e associada a intensidade acentuada de
inflamacéo granulomatosa, sempre observada nos caes do grupo sintomatico. Neste
estudo, possivelmente o figado seria mais resistente a proliferacdo do parasito,
quando comparado a outros 6rgdos. Também, Reis et al. (2009) destacou estas
respostas diferentes em seu estudo em caes com leishmaniose visceral e
denominou este aspecto de resposta compartimentalizada ao parasito, ou seja,
existem Orgdos mais resistentes e outros mais susceptiveis a multiplicagdo do
protozoario Leishmania.

A apoptose foi uma lesdo que mostrou diferencas entre os compartimentos
hepatico e esplénico. A presenca de apoptose nos caes com LVC foi mais evidente
e significativa no figado de caes do grupo O e no baco de caes do grupo S, com
envolvimento predominante de linfocitos do infiltrado inflamatorio. Entretanto, o bago
foi o 6rgdo que apresentou mais células em apoptose, pois teve uma média de 8,12
células apoptoéticas nos grupos de caes infectados, que foi quase quatro vezes
superior ao grupo controle (2,44). Ja no figado, a média de apoptose foi 1,95 no
grupo infectado para 0,46 células apoptéticas nos cédes controle. Estes resultados
coincidem com os de Moreira et al. (2013) que estudaram a apoptose nos linfonodos
e na pele e verificaram que a taxa de células em apoptose foi mais elevada em
6rgdos com maior carga parasitaria. Da mesma forma, no presente estudo, a
importancia dos linfécitos no figado foi sugerida pela correlagdo positiva entre estes
e a apoptose. Para comprovar se os linfocitos estariam atuando no controle do
parasitismo hepéatico seria importante avaliar futuramente o fenétipo desta populacao
celular. A identificacdo de uma populacdo predominante de linfécitos CD4 ou CD8
seria imprescindivel para a diferenciagdo do padrdo de resposta hepatica ou
esplénica.

Neste estudo, a predominancia das imunomarcacdes para apoptose ocorreu
na polpa vermelha esplénica e principalmente na transicdo entre esta e a polpa
branca. Moreira et al. (2013) observaram apoptose de linfécitos nas regides
paracortical dos linfonodos de caes com LVC, regidao esta povoada pelos linfocitos T.
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No presente estudo, sugere-se que a evasao imune do parasito poderia estar
relacionada com a correlacdo positiva observada entre a carga parasitaria e a
apoptose no bago de céaes oligossintomaticos. A apoptose seria uma das vias de
escape imunolégico do parasito, tornando estes cdes menos eficientes em
responder a infeccao, pela redugcéo da populagéo linféide, similar ao que foi descrito
por Moreira et al. (2013) em linfonodos. Freire-de-Lima et al. (2000) observaram a
apoptose de linfécitos T em camundongos infectados com T. cruzi, sugerindo que
este processo foi importante para a sobrevivéncia do protozodrio dentro de
macrofagos e possivelmente levou a uma inibigdo da resposta Th1. Outros autores
observaram que a liberagdo de moléculas pré-apoptoticas pelo protozoario, no meio
extracelular, induziria a apoptose de macrofagos e a liberacdo de formas infectivas
viaveis de T. cruzi (LOPES e DOS REIS, 2000).

Na comparacao entre os grupos de caes infectados, ndo foram observadas
diferencas significativas tanto para carga parasitaria quanto para apoptose. Somente
no baco, os grupos S e C diferiram para apoptose(P=0303), bem como, no figado os
grupos O e C (P=0,0365). Moreira et al. (2010 e 2013) observaram que em relacao a
estes parametros, os linfonodos periféricos popliteo e subescapular somente
diferiram nos grupos S e O do grupo controle para apoptose. Para carga parasitaria
estes grupos apresentaram maior densidade de parasitos que o grupo A. Uma
hipétese para explicar a ocorréncia de apoptose de linfécitos T em caes com LVC
seria a auséncia de sinais coestimulatérios, que inibiriam a proliferacdo e
diferenciacao das células T efetoras. Este mecanismo é dependente da producao de
citocinas, em especial IL-2, levando o linfécito a um processo de anergia ou morte
celular (MURPHY et al., 2008).

Goto e Lindoso (2004) observaram a apoptose em hamsters na leishmaniose
visceral experimental com Leishmania chagasi apenas na fase inicial da infeccéo, no
figado e bago. Porém, Moreira et al. (2013) observaram nos linfonodos que a
apoptose estava aumentada em caes sintomaticos, envolvendo linfécitos T e
resultando em atrofia linféide. No presente estudo, a apoptose, assim como descrito
por Moreira et al. (2013), ocorreu na fase crénica da infeccdo (caes com doenca
avancada), diferindo dos relatos feitos na infeccao experimental em hamster (GOTO
e LINDOSO, 2004) e mostrando que possivelmente este hospedeiro experimental
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nao sofre os efeitos imunomodulatérios da saliva do inseto vetor do protozoario,
como ocorre com 0s cdes naturalmente infectados.

Além da apoptose, outros mecanismos de evasao ou de imunomodulagéao
poderiam ser utilizados pelo parasito Leishmania sp. para garantir a sua
sobrevivéncia nos diferentes compartimentos do hospedeiro. Assim, avaliou-se o
papel das células Pit ou natural killer hepéaticas no figado e comparou-se a
densidade destas células com a das células NK no bacgo. No figado, a densidade de
células NK foi maior no grupo S (média=2,03), porém nao houve diferenca entre os
grupos de caes infectados (A meédia=0,97 e O média=1,10) e o grupo controle
(média=0,94). Ja no baco as diferencas ocorreram entre os grupos O e Ae O e C.
Os grupos A (média=9,15) e C (média=15,9) tiveram numero maior de células NK
em relacdo aos grupos S (média=5,12) e O (médias=4,13). Neste caso verificou-se
que tanto no figado quanto no bacgo, a detecgdo de células NK foi muito baixa. No
baco, a mesma foi menor ainda nos cédes com doenga avangada que tiveram valores
inferiores ao grupo controle. Portanto, parece ndo haver uma participacéao efetiva
destas células nos cées sintomaticos, possivelmente pelo desequilibrio no perfil de
citocinas Th1 e Th2 que ja foi descrito em cades com LV (BARBIERE, 2006;
CORREA et al., 2007; ALVES et al., 2009), que poderia influenciar na ativagao das
células NK.

No presente estudo sugere-se que a composicdo mista dos granulomas
hepaticos, ricos em linfocitos estaria contribuindo para a resisténcia hepatica e
consequente carga parasitaria baixa. Ja a susceptibilidade do bago estaria
relacionada a presenca discreta das células NK, a apoptose de linfécitos e aos
granulomas pobres em linfécitos, favorecendo, portanto, a sobrevivéncia do parasito
neste 6rgdo. Na infeccdo experimental com L. donovani em camundongos, foi
observado que a ineficiente resolucdo da infecgao esplénica parece envolver uma
falha de linfécitos T e células NK em ativar os macréfagos na zona marginal de
forma eficiente. Isto poderia resultar em uma falha destas células em produzir
quimiocinas que estimulem a migracao leucocitaria (INF-y, TNF-a, IL2 e IL12) ou
falha de macréfagos infectados em ativar mecanismos intrinsecos, por meio da
neutralizacéo de IL-12. Em contraste, a capacidade do figado em resolver a infeccao
€ dependente da formacao de focos inflamatérios em torno das células de Kupffer
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infectadas, constituidos por linfécitos e monécitos, os quais permitem a fusdo de
células infectadas e a destruicdo de amastigotas por macréfagos ativados no
infiltrado (ENGWERDA e KAYE, 2000).

Outro aspecto deste estudo foi a correlagao negativa observada entre a carga
parasitaria e as células NK no figado de caes assintomaticos. Quando aumentava o
numero de parasitos hepaticos diminuia a densidade de células NK, mostrando uma
interferéncia na ativacao destas células, possivelmente por um desequilibrio entre as
respostas Th1 e Th2. No bago de caes do grupo A e O, houve correlagao positiva
entre as células NK e TNF-a. Possivelmente, outros mecanismos de evasao estejam
interferindo na agéo citotoxica destas células sobre macréfagos parasitados no bago.
Scott e Trinchieri (1995); Engwerda e Kaye (2000) relatam que muitas das funcdes
fisioldgicas das células NK sdo mediadas, em parte, pela sua capacidade de
secretar citocinas. Elas ativam IFN-y e secretam TNF-a, destruindo eficientemente o
parasita.

Sabe-se que as células NK desempenham multiplos papéis nas interagdes
parasita-hospedeiro, mas a sua funcao efetora ndo se limita a sua capacidade litica.
Em muitos casos, a producao de citocinas pode ser a sua contribuicdo para a
resisténcia primaria, pois as células NK, através das citocinas que as ativam, como o
IFN-y, TNF-a e IL-12, podem também influenciar o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa. Os mecanismos de reconhecimento das células alvo pelas células
NK ainda n&o foi caracterizado, devido a identificagcdo incompleta de seus receptores
celulares, e também pelo fato de que cada célula NK provavelmente expressa varios
receptores diferentes. Alguns sado capazes de traduzir sinais positivos resultantes de
citotoxicidade e a secrecao de citocinas e outros prevalentemente ativar sinais
inibitérios (SCOTT e TRINCHIERI, 1995). As células NK possuem receptores de
lectina (KLRs) e receptores de imunoglobulinas (KIRs). A mesma familia estrutural
de receptores NK contém ambos os receptores inibitérios e os de ativacdo destas
células. Os inibitérios atuam na protecao da destruicdo de células saudaveis pelas
NK (MURPHY et al., 2008). Em estudos futuros seria interessante avaliar a
expressao dos diferentes receptores de células NK em caes com LVC, pois talvez
apenas 0s receptores inibitérios estejam ativados, impedindo a acao citotoxica
destas células.
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A citotoxicidade e a expressdao dos antigenos CD16 e CD56 séo
caracteristicas adquiridas pelas células NK, no seu ultimo estadio de diferenciacéo.
Enquanto o antigeno CD16 nem sempre esté presente nas células NK diferenciadas,
o antigeno CD56 constitui um marcador imunolégico importante destas células
(ESTEVINHO, 2004).

Duarte et al. (2008), por meio da técnica de imuno-histoquimica, avaliaram em
nove pacientes humanos oligossintomaticos a expressao reduzida de IL-4 e IL-10 e
que os niveis de TNF-a e INF-y estavam moderadamente aumentados. O niumero de
células NK hepaticas estava aumentado, caracterizando resisténcia deste 6rgao
para Leishmania, por causar a lise direta e indireta dos parasitos. Além disso, estas
células podem direcionar a resposta Th1, permitindo a ativagdo de macrofagos e
melhorando a eliminagcdo do parasita. No presente estudo, a imunodeteccado de
células NK foi baixo tanto no figado quanto no baco canino, diferindo dos relatos
deste autor.

No presente estudo, a presenca de macrofagos foi mais evidente no grupo S
e no bacgo. Estes resultados podem estar associados a maior intensidade de
inflamacdo granulomatosa neste 6rgdo, aliada a maior carga parasitaria. Este
aspecto coincide com os relatos de Moreira et al. (2010) e Moreira et al. (2013), que
também observaram lesdes similares em linfonodos de cades com doenca avancgada.
Alguns autores afirmam que, no figado, a presenca de granulomas associados a
baixa carga parasitaria indicaria um sinal de resisténcia deste 6rgéo frente a infecgao
(GIUNCHETTI et al., 2008).

Neste estudo, a correlagdo positiva entre macrofagos e as celulas NK no
figado mostra uma possivel ativagdo destes ultimos. As células NK s&o ativadas em
resposta a IFN-a e B e macréfagos ativados. As células NK quando ativadas podem
secretar grandes quantidades de IFN-y, que na sequéncia podem influenciar na
resposta dos linfécitos T CD4+ contra patégenos (Th1), altamente eficientes em
ativar macro6fagos, levando a resolucéo da injuria (MURPHY et al., 2008). Apesar da
baixa densidade de células NK parece que estas juntamente com os macrofagos
estariam favorecendo a resisténcia hepatica a multiplicacédo do parasito, bem como,
poderiam estar participando da ativacdo de linfécitos T. O anticorpo utilizado no
presente estudo para imunomarcar macréfagos foi o MAC387, que tem afinidade em



52

ligar-se a calprotectina, que € uma proteina presente em macrofagos jovens. A
mesma é utilizada como marcador de doencgas inflamatérias e participa de processos
como a tumorigénese, a apoptose e a homeostase celular, além de respostas
mediadas por células Th1 em reagdes imunes e imunopatoldgicas (STRIZ e
TREBICHAVSKY, 2004; DHAS et al., 2012). Em um estudo em placas de Peyer de
humanos, destacou-se a detec¢do desta proteina em macréfagos e granulécitos. A
calprotectina (L1) mostrou atividades antimicrobianas in vitro e supostas
propriedades antiproliferativas, pois notaram funcdo imunoestimuladora sobre
macréfagos, realizando uma inducdo na imunidade (BJERKE et al.,, 1993). No
presente estudo, a marcacdo de macréfagos com o MAC387 nao ocorreu em
macréfagos parasitados, sugerindo que estas células ndao estariam expressando a
calprotectina em sua membrana celular e considerando os estudos acima,
possivelmente teriam sua capacidade de estimulacéo da resposta imune reduzida.

Leishmania sp. pode influenciar na resposta do hospedeiro pela inibicao da
apresentacao de antigenos e da estimulacao de células T, entre outros (HALLORAN
et al., 1986). Portanto, avaliar o papel do MHC-II no figado e baco poderia auxiliar no
entendimento do padréo diferenciado de resposta imune. Neste estudo, observou-se
a imunodetec¢cdo de MHC-II em macréfagos e linfocitos dos granulomas e em
células de Kupffer, predominantemente. Um aspecto interessante foi verificar a
marcacao positiva de formas amastigotas intracitoplasmaticas em macréfagos,
sugerindo mimetismo imunolégico do parasita.

No figado houve diferencga significativa na imunodetecgédo de MHC-II no grupo
de cées sintomaticos em relagdo aos demais. O mesmo ocorreu no baco, mas
também os céaes oligossintomaticos diferiram dos cédes controle. Tanto no figado
como no baco a expressdo de moléculas de MHC-IlI foi maior nos casos mais
avancados da doenca. Alguns estudos tém mostrado que L. donovani inibe a
apresentacao de antigenos, por meio da inibicdo da expressdao 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. A inibicdo da capacidade de expressar moléculas de MHC classe Il na

membrana celular de fagocitos ou a expressao internalizada na membrana celular da
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forma amastigota foram descritos para Leishmania amazonensis (LEAO et al., 1995).
A expressao alterada de MHC-II poderia comprometer tanto a lise do parasito no
interior do macrofago quanto a capacidade de apresenta-lo aos linfécitos T CD4+.
Portanto neste estudo, sugere-se que os a expressdao de MHC-II elevada
principalmente em cées sintomaticos, diferente do descrito em outras pesquisas,
poderia ser um mecanismo de escape do sistema imune do hospedeiro canino, que
expressaria uma molécula de MHC alterada e que nao seria reconhecida pelos
receptores de linfocitos, tornando ineficiente a capacidade de apresentagdo de
antigenos e enganando o sistema imune do hospedeiro. No sistema imune, a
interacao celular se da pela ligagdo especifica entre carboidratos e lectinas. Ambos
sao amplamente distribuidos nos tecidos dos mamiferos, mas os carboidratos sao
capazes de variar grandemente quando comparados a proteinas ou acidos
nucleicos. Esta interacao entre ambos pode estar relacionada a varios mecanismos,
tais como, a opsonizagdo, fagocitose, adesdo e migracdo celulares, ativagdo e
diferenciacao e a apoptose (NI e TIZARD, 1996). Por este fato, seria fundamental
entender as variacdes desta interacdo, de acordo com o estado de ativacdo da
célula, para permitir que no futuro possam ser delineados novos métodos
terapéuticos ou preventivos de doengas. Recentemente uma nova area foi criada,
baseada nesta interacdo entre as lectinas e os carboidratos, denominada
glicopatologia.

Na literatura sobre LVC destaca-se o desequilibrio entre as respostas Th1 e
Th2 em caes (BARBIERI, 2006). Muitos autores descrevem uma predominancia de
citocinas de perfil Th2 em animais susceptiveis ao parasito Leishmania sp.
(CORREA et al., 2007; ALVES et al., 2009). Por este fato, a analise da producéo de
citocinas pré (TNF-a) e antiinflamatérias (TGF-B) no baco e figado poderia mostrar a
susceptibilidade ou resisténcia de cada 6rgao infectado por Leishmania. No presente
estudo, o figado de cées sintomaticos diferiu dos grupos A e C para imunodetecgao
de TGF-B. Ja no bago, no mesmo grupo, esta diferenca ocorreu entre os demais
grupos. A expressao desta citocina foi maior no baco (P<0,0001), o que concorda
com Correa et al. (2007), que verificaram predominancia de TGF-p e IL-10 em bagos
de cédes com LV. A predominéncia destas citocinas influencia na producao de IFN-y,

que em concentragdo insuficiente ndo ativa os macréfagos no sitio de injuria
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(STANLEY e ENGWERDA, 2007). Um microambiente Th2 é favoravel ao parasito
(BARBIERI, 2006). Na infeccdo experimental em camundongos infectados com L.
major na leishmaniose cutanea, Kane e Mosser (2001) observaram um mecanismo
pelo qual a Leishmania induz a producédo de IL-10 a partir de macrofagos, impedindo
a ativacao de outros macréfagos e diminuindo a producéo de IL-12 e TNF-a. IL-10
foi importante na prevengcdo da morte de parasitas pelos macrofagos e
possivelmente tornou os mesmos refratarios aos efeitos ativadores de IFN-y.

A imunodetecgdo de TNF-a foi baixa em todos os cées infectados, entretanto
o grupo A foi o que apresentou maior numero de células imunomarcadas. Tendo
sido o bago o 6rgdo com maior niumero de células positivas. Quando comparamos a
expressao desta citocina com TGF-B, observa-se que TNF teve uma produgdo muito
baixa nos caes infectados, o que poderia explicar o desequilibrio entre as citocinas
Th1 e Th2 descrito por Barbiéri (2006). Murphy et al. (2008) destacam o papel de
TGF-B no bloqueio da producao de citocinas, da divisdo celular e da capacidade
microbicida de fagécitos. Simultaneamente, esta citocina de perfil Th2, juntamente
com IL-10, aumenta a sobrevivéncia de linfécitos B, a maturagéo de plasmécitos e a
atividade de linfécitos T CD8+. No presente estudo seria interessante diferenciar a
populacdo de linfécitos T no figado e baco, pois parte da resisténcia hepatica
poderia ser influenciada por linfécitos T CD8+, além das células NK. O infiltrado
plasmocitario observado nos animais com LVC também poderia ser influenciado por
esta citocina, o qual resulta nos quadros de hipergamaglobulinemia e formacgao de
imunocomplexos descritos nos animais infectados por Leishmania sp.

Cées sintomaticos apresentam alteragbes no perfil imunolégico envolvendo
linfécitos T, com auséncia de hipersensibilidade do tipo tardia, diminuicdo de células
mononucleares no sangue periférico e auséncia da producéo de INF-y, TNF-a e IL-
12 pelas células mononucleares do sangue periférico (LUNA et al., 1999; SANTOS-
GOMES et al., 2002; BARBIERI, 2006). A ativagdo de macréfagos por citocinas
derivadas de linfécitos T CD4+ (Th1) leva a resisténcia a infecgéo, pela producao de
INF-y, TNF-a e IL-12 (PINELLI et al., 1994; PINELLI et al., 1995) ou a
susceptibilidade quando predominam citocinas Th2. Neste caso, ocorre a
sobrevivéncia do parasito e a exacerbacdo das lesbes, em razao das acdes
supressivas das citocinas TGF-B, IL-10 e IL-4, sobre os macréfagos (BARBIERI,
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2006; CORREA et al., 2007; ALVES et al., 2009). No presente estudo, tanto no
figado como no bago imunodeteccdo da citocina TNF-a foi muito baixa. Outra
metodologia, com maior sensibilidade seria mais adequada para mostrar os niveis
de TNF-a e TGF-B nos compartimentos hepatico e esplénico, tal como as técnicas
de qPCR ou ELISA. Michelin et al. (2011) avaliaram a presenca de TNF-q, IL-4 e IL-
10 em amostras de bacgo e de figado em 40 caes adultos naturalmente infectados
com L. (L.) chagasi e 12 cé@es controles. Os niveis de citocinas foram avaliados por
ELISA de captura e a quantificagdo da carga parasitaria por PCR em tempo real.
TNF-a desempenhou um papel importante no processo patolégico da leishmaniose
visceral, especialmente no figado de caes sintomaticos. Notaram ainda uma
associacao entre os niveis de TNF-a e um aumento na carga parasitaria neste
grupo, indicando ser importante no processo da evolucado da infeccao. Além disso,
observaram também um aumento dos niveis de TNF-a, IL-4 e IL-10 no figado de
cées infectados, em comparacdao com caes saudaveis, € a0 comparar os 0rgaos o
figado foi 0 que apresentou os niveis mais elevados destas citocinas.

Um aspecto interessante foi observar a correlacao positiva entre linfécitos e
TGF- B no figado de caes sintomaticos. Murphy et al. (2008) descrevem que uma
populacao de linfécitos T regulatérios, que expressam FoxP3 sob influéncia de TGF-
B, fazem com que estas células produzam mais TGF- 3, e desta forma exergam um
efeito supressivo sobre a resposta imune. Outros estudos seriam necessarios para
avaliarmos a possivel influéncia das células Treg na modulacado da resposta imune
para um perfil Th2 em caes com LVC.

O entendimento da modulagédo da resposta imune em cédes com LV é bem
complexo, pois além dos fatores genéticos e da variabilidade individual de cada
animal, existe um total desequilibrio entre fatores promotores e reguladores do
processo inflamatorio. Provavelmente, pesquisas que utilizam técnicas moleculares
avancadas para identificar genes superexpressos ou inibidos na LVC, poderiam
esclarecer as diferengas entre os grupos de caes sem ou com sinais clinicos desta
zoonose. Outro aspecto que deve ser ressaltado é a influéncia do tempo de infeccéao
na resposta imune dos caes, pois neste estudo utilizou-se animais com infeccéao

natural e nao foi possivel determinar o tempo exato de evolug¢ao da doenca.
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VIl. CONCLUSOES

- O baco foi mais susceptivel a infeccéo por L. chagasi, pois mostrou a maior
taxa de apoptose e maior intensidade de lesdes que o figado, resultando em maior
carga parasitaria nos caes com doenca avangada (grupo S);

- A resisténcia hepatica foi observada pelo perfil celular dos granulomas ricos
em linfécitos, a participacdo das células NK e a atividade das células de Kupffer no
controle do parasito, resultando em uma menor carga parasitaria;

- As células NK no baco nao tiveram papel citotdxico aparente sobre
macréfagos parasitados, pois este apresentou a maior carga parasitaria;

- A expressao de MHC-II foi maior no baco de caes sintomaticos, porém a
apresentacao antigénica parece ser pouco eficiente, devido ao elevado numeros de
parasitos neste érgao;

- As citocinas TGF- e TNF-a apresentaram uma reduzida imunomarcacao no

baco e no figado.
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