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PELLISSARI, M. C. C. Reacao inflamatéria no sistema nervoso central de caes
com leishmaniose visceral e pesquisa de amastigotas e linfécitos T na medula
espinhal. 2023. 72 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

RESUMO

O sistema nervoso central € composto por encéfalo e medula espinhal, ao passo que
ganglios nervosos e nervos constituem o sistema nervoso periférico. Lesdes
inflamatorias na medula espinhal relacionadas a Leishmaniose Visceral sdo pouco
descritas na literatura humanos ou animais. O presente estudo tem como objetivo
caracterizar a distribuicdo e intensidade da inflamagé&o encefalica e medular de caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum. Além disso, verificar a presenca e
distribuicdo de linfécitos TCD3 e investigar possiveis vias de migracdo destas células
na medula espinhal de caes acometidos por Leishmaniose Visceral. Para tanto, foi
realizada uma revisdo bibliografica consultando plataformas de bases de dados
como PubMed, LILACS, SciELO, Google Scholar e Portal de Periédicos CAPES,
com énfase em artigos publicados entre os anos de 2000 a 2022, que abordavam as
alteracBes neuroldgicas relacionadas a Leishmaniose, além de outros protozoarios,
afim de explanar as funcdes fisiol6gicas e patolégicas das barreiras pertencentes ao
sistema nervoso central e periférico, e as possiveis vias de migracdo leucocitaria e

entrada de agentes infecciosos no sistema nervoso.

Palavras-chave: Leishmania. Mielite. Encefalite. Linfocito T.



PELLISSARI, M. C. C. Inflammatory reaction in the central nervous system of
dogs with visceral leishmaniasis and investigation of amastigotes and T
lymphocytes in the spinal cord. 2023. 72 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

The central nervous system is composed of the encephalon and spinal cord, whereas
nerve ganglia and nerves constitute the peripheral nervous system. Inflammatory
lesions in the spinal cord related to Visceral Leishmaniasis are poorly described in
human or animal literature. The present study aims to characterize the distribution
and intensity of brain and spinal cord inflammation in dogs naturally infected with
Leishmania infantum. In addition, to verify the presence and distribution of TCD3
lymphocytes and investigate possible migration pathways of these cells in the spinal
cord of dogs affected by Visceral Leishmaniasis. To this end, a literature review was
carried out consulting database platforms such as PubMed, LILACS, SciELO, Google
Scholar and CAPES Periodical Portal, with emphasis on articles published between
the years 2000 and 2022, which addressed the neurological changes related to
Leishmaniasis, as well as other protozoa, in order to explain the physiological and
pathological functions of the barriers belonging to the central and peripheral nervous
system, and the possible routes of leukocyte migration and entry of infectious agents

into the nervous system.

Keywords: Leishmania. Myelitis. Encephalitis. T lymphocytes.
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1  INTRODUCAO GERAL

1.1 Inflamacé&o do Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso é constituido por encéfalo, medula espinal e ramificacdes
nervosas (nervos e ganglios). Encéfalo e medula espinal compdem o sistema
nervoso central (SNC), enquanto os ganglios nervosos e nervos constituem o
sistema nervoso periférico (SNP)

O sistema nervoso central (SNC) é considerado um 6rgao imuno-privilegiado
devido a Barreira Hemato-Encefélica (BHE) e ao numero relativamente reduzido de
linfécitos (imunovigilancia periférica), encontrados no parénquima cerebral. No
entanto, no contexto da inflamacao crénica, ha evidéncias que sugerem a entrada de
células imunes periféricas no SNC, como mondcitos, 0s quais sao altamente
fagociticos e se proliferam e se diferenciam ao redor de areas que sofreram injurias,
com o objetivo de fagocitar patégenos e debris celulares (DIONISIO-SANTOS;
OLSCHOWKA; O’'BANION, 2019).

Em condig®es fisiologicas, as barreiras limitam a imunovigilancia de linfécitos
T periféricos, impedindo que estes atravessem para o tecido nervoso, promovendo
danos através de uma resposta imune adaptativa exacerbada (CROESE;
CASTELLANI; SCHWARTZ, 2021). Assim, células residentes do tecido nervoso,
responsaveis pela imunidade inata, como as células gliais, astrécitos e micréglia,
sdo as principais responsaveis pela imunovigilancia no SNC, podendo reagir ao
aumento de mediadores inflamatorios (citocinas e quimiocinas), a indutores
exdgenos (padrdes moleculares associados a patdgenos, PAMPs) ou endbégenos
(padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (KIGERL et al., 2014).

Apesar dos mecanismos de protecdo das barreiras, sabe-se que o sistema
nervoso é suscetivel aos efeitos da inflamacéo crbnica sistémica, bem como a
invasdo de patdgenos, e pode desenvolver resposta imune inata e adaptativa
especificas (CROESE; CASTELLANI; SCHWARTZ, 2021). A presenca crbnica de
mediadores pro-inflamatorios na circulagéo sistémica pode promover alteracdes nas
barreiras cerebrais, permitindo a infiltracdo de células imunes periféricas, como
linfécitos e mondcitos, entre outras, além dos patégenos (RANSOHOFF; BROWN,
2012). Ainda, os mediadores inflamatérios promovem a ativagdo da microglia e

astrocitos, que passam a produzir imunomoduladores e expressar receptores
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relacionados a imunidade inata, como 0s receptores para sistema complemento ou
receptores do tipo Toll (TLRs) (RANSOHOFF; BROWN, 2012). A micréglia, cuja
funcdo é analoga a de macrofagos periféricos, é responsavel pela remocédo de
debris celulares e patdégenos por meio da fagocitose, e, ao ser ativada, produz uma
série de mediadores pr6 ou anti-inflamatérios, incluindo citocinas, proteinas
neurotoxicas, quimiocinas e fatores neurotroficos (DIONISIO-SANTOS;
OLSCHOWKA; O’'BANION, 2019).

A entrada de agentes infecciosos no sistema nervoso central pode ocorrer via
hematégena, como no caso de bactérias, via infeccdo de células endoteliais ou
através da BHE pela entrada de células mononucleares infectadas. Algumas areas
do SNC possuem capilares fenestrados, como o0 plexo coroide e Orgaos
circunventriculares, por onde agentes infecciosos podem ter acesso ao cérebro
diretamente (GIANNUZZI et al. 2017).

Lesbes traumaticas da medula espinal resultam em danos diretos nos
axonios, corpos celulares neuronais e na glia, que causam perdas funcionais abaixo
do local de lesdo. A inflamacdo na medula espinal € uma resposta complexa que
envolve células residentes do sistema nervoso central, bem como infiltracbes de
células imunes, e € mediada por uma variedade de vias moleculares e moléculas de
sinalizagcédo (DAVID; ZARRUK; GHASEMLOU, 2012).

O sistema nervoso central, similarmente aos outros tecidos, também possui
um sistema imune inato, representado por receptores de reconhecimento de padrées
(PRRs), como receptores Toll-like (TLRs), os quais sdo capazes de reconhecer
certas estruturas moleculares, patdgenos ou alteracdes de constituintes teciduais.
(VANDEVELDE et al. 2012).

Os efeitos da inflamacédo sistémica adaptativa na fungcdo do SNC pode ter
efeitos benéficos, quando ocorre uma resposta inflamatdria controlada, ou pode ter
efeitos deletérios, quando a inflamacdo persiste de maneira descontrolada e €
exacerbada devido a presenca continua de citocinas pré-inflamatorias, ou pela falha
ou inibic&o de citocinas antiinflamatérias (PERRY, 2007).
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1.2 Barreiras do Sistema Nervoso Central

1.2.1 Barreira Hemato-encefélica (BHE)

Histologicamente, a barreira hemato-encefalica € uma unidade neurovascular
especializada composta por diversas camadas: um glicocalix continuo e espesso,
células endoteliais ndo-fenestradas com reduzida atividade vesicular e conectadas
por jungBes oclusivas; duas membranas basais (a endotelial e a dos astricitos da
glia limitante interna, além dos pés terminais de astrdcitos. Ao nivel molecular, ha
ectoenzimas, receptores e moléculas transportadoras nas diversas camadas, as
quais regulam ou revertem o transito de moléculas através da BHE. Juntos, tais
elementos fornecem um microambiente estavel ao SNC, o qual é Unico pelos
seguintes motivos: composicao idnica diferencial, necessaria para a funcéo
neuronal; um pool de neurotransmissores especializados; baixa concentracdo
proteica pada minimizar a proliferagéo celular; baixa exposi¢cao a toxinas sistémicas,
para minimizar danos neuronais, e reduzido transporte de células e moléculas
inflamatorias, para minimizar a inflamacao local, em condi¢cées normais. Mudancas
na permeabilidade da BHE podem ser relacionadas ou ndo a ruptura em si ou ao
aumento da permeabilidade da mesma. Quando ocorre a ruptura da BHE, esta é
acompanhada por danos endoteliais ou nas junc¢des oclusivas, além de danos aos
astrocitos, ao passo que quando nao ocorre a ruptura, as mudancas ocorrem a nivel
molecular, como por exemplo alteracdes enzimaticas. (Fig. 1) (VARATHARAJ;
GALEA, 2017).



19

Figura 1 - Representacdo esquematica das alteracdes que ocorrem na BHE em

situacdes de ruptura ou ndo-ruptura.
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As mudancas quando ocorre a ruptura ocorre a nivel histolégico, com alteracBes nas juncdes
oclusivas, denudacéo do glicocélix, aumento do trafico vesicular, re-indugdo da fenestragédo capilar,
disfuncdo da glia limitante, astropatias em associacdo com mudang¢as endoteliais. J& quando n&o
ocorre a ruptura, as alteracdes ocorrem a nivel molecular, e sdo a producao de citocinas pelas células
endoteliais, aumento de receptores endoteliais e moléculas transportadoras, modulagdo da funcao
dos astrocitos e aumento da invagéo de patégenos.

Fonte: VARATHARAJ, GALEA, 2017.

1.2.2 Barreira Hemato-liquorica (BHL)

A barreira hemato-liqudrica (BHL) consiste em uma camada simples de
células ependimarias localizadas revestindo o plexo coroide (PC), que garantem a
separacdo entre o plasma e o liquor. E responsavel por vedar a passagem de
substancias sanguineas para o liquor por meio de difusdo passiva, de forma que a
passagem de substdncias ocorre unicamente por canais de proteinas
transmembrana, de forma semelhante a BHE (HAQQANI et al., 2011). Com um fluxo
sanguineo rapido (10x maior que no cérebro) e capilares altamente permedveis, o
PC humano fornece ao SNC uma elevada taxa de renovacao de fluido contendo
micronutrientes, peptideos e hormonios para redes neuronais. O movimento de

7

proteinas/peptideos através da BHL é muito limitado, ocorrendo por vias
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paracelulares através de juncdes oclusivas incompletas e pinocitose/exocitose
transcelular de baixa capacidade. As células da BHL também sdo unidas na porgéo
apical por jungdes do tipo oclusivas e separadas por uma fina membrana basal. Sua
funcéo é fundamental, visto que o liquor tem acesso a todo o SNC e medula espinal
por meio do espaco perivascular (JOHANSON; STOPA; MCMILLAN, 2010).

1.2.3 Barreira Hemato-medular (BHM)

A barreira hemato-medular € uma estrutura fundamental para a ocorréncia de
reacoes inflamatdrias na medula espinhal. Esta ainda necessita de mais
investigacbes sobre seu papel nas desordens neurolégicas medulares, e ainda é
considerada como uma extensdo da BHE, porém, possuem componentes estruturais
similares com diferencas funcionais que podem diferir quanto ao seu papel nas
desordens medulares (CHOPRA et al., 2021).

A funcao dos capilares da barreira hemato-medular (BHM) € baseada em um
sistema especializado de células endoteliais ndo fenestradas e estruturas
acessorias, incluindo a membrana basal, pericitos e pés terminais de astrécitos. A
interacdo destas estruturas constitui as fungdes regulatérias e protetoras da BHM
(BARTANUSZ et al., 2011) (Figura 2).

As células da BHM sé&o responsaveis por restringir ou permitir a entrada de
moléculas do sangue para a medula espinhal. A membrana basal desempenha um
papel no bloqueio da entrada de macromoléculas, fornecendo integridade estrutural
para as células e as separando dos pericitos, cuja funcao € associada a proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo das células endoteliais. Adjacente a lamina basal, os
processos astrociticos mantém a integridade funcional e estrutural das
caracteristicas da barreira, como polaridade e permeabilidade (CHOPRA et al.,
2021).

As proteinas das junc¢des oclusivas que compdem a BHM séo principalmente
a claudina-1, claudina-5 e ocludina, assim como proteinas que compdem a Zonula
occludens (ZO-1). A maior permeabilidade da BHM tem sido atribuida a niveis
reduzidos de proteinas especificas, como a ocludina e ZO-1 (CHOPRA et al., 2021).
Estudos atestaram maior permeabilidade de citocinas inflamatérias como intérferons
(IFNs) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) na medula espinhal em relacdo ao
encéfalo (PAN; BANKS; KASTIN, 1997).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos principais componentes da barreira

hemato-medular (BHE).
?Percyte
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Astrocyte
foot
process

Antenor spinal &

As artérias vertebrais (ndo mostradas) e artérias radiculomedulares segmentadas que constituem o
sistema que fornece suporte sanguineo as artérias espinhais posteriores e anteriores. A barreira da
medula espinhal consiste de células endoteliais ndo fenestradas ligadas por junc¢des oclusivas, lamina
basal, pericitos e pés terminais de astrdcitos.

Fonte: BARTANUSZ et al. 2011.

1.2.4 Barreira Hemato-Neural (BHN)

A barreira hemato-neural (BHN) € uma barreira seletiva formada pelas células
endoteliais dos capilares do SNP tipicamente circundada por prolongamentos
astrociticos, localizada entre o perineuro e os capilares endoneurais (KIM et al.,
2006). Estruturalmente, é muito semelhante a BHE e BHM, porém é considerada
mais permeavel, devido a menor quantidade de juncdes oclusivas entre as células
(KAPLAN; CHOW; GU, 2020). Os astrécitos desempenham um papel critico na
inducéo e manutencgdo da BHN, regulando positivamente proteinas a transcricdo das
proteinas de jun¢des oclusivas e de proteinas transportadores (KIM et al., 2006).

Portanto, deve-se considerar a possibilidade de entrada de leucécitos e
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agentes infecciosos através da barreira hemato-neural (BHN), devido ao contato
direto do endotélio microvascular do endoneuro com a circulacdo sanguinea
sistémica. Alteracdes estruturais nos vasos endoneurais ou interagdes com
leucécitos hematdgenos sdo descritas em diversos casos de neuropatias periféricas
em humanos, e pode ser um fator que contribui na fisiopatogenia de doencas
infecciosas, visto que a BHN é uma interface crucial entre a circulacéo sistémica e o
compartimento interno de nervos periféricos e raizes nervosas que emergem da
medula espinhal (UBOGU, 2021). Além disso, fibras nervosas mielinizadas
possuem uma barreira adicional, a barreira de mielina, formada pelo mesaxdnio,
incisuras de Schmidt-Lantermann e a regido perinodal, nos quais se encontram
proteinas de jungfes oclusivas como claudinas e ocludinas (Figura 3) (REINHOLD;
RITTNER, 2016).

Figura 3 - Representacdo esquematica das barreiras do SNP
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Observar a BHN, que consiste nas células endoteliais de vasos perineurais e endoneurais, com
juncBes oclusivas, e a BM, formada pelo mesaxdnio, incisuras de Schmidt-Lantermann e a regido
perinodal.

Fonte: REINHOLD; RITTNER (2016)
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1.3 Células da glia: Astrocitos e microglia

As funcgbes dos astrécitos incluem a participacdo na manutencdo da barreira
hematoencefélica e hemato-liquédrica, regulacdo do fluxo sanguineo, metabolismo
energético, suporte antioxidativo, homeostase hidroeletrolitica, e defesa imune
formando a glia limitante externa na base da pia-mater, transmissdo sinaptica e
neurogénese (OBERHEIM; GOLDMAN; NEDERGAARD, 2012). Os efeitos da
heterogeneidade regional dos astrécitos sob as funcbes anteriormente citadas tém
sido amplamente investigados. Astrécitos protoplasmaticos predominam por toda a
substéancia cinzenta, e sua morfologia caracteriza-se por numerosos prolongamentos
que originam delicadas ramificagBes dispostas de forma globoide e uniforme. J& os
astrécitos fibrosos sdo comumente encontrados na substéncia branca, e exibem
morfologia de longos processos semelhantes a fibras. Ambos os subtipos fazem
contato extenso com vasos sanguineos (SOFRONIEW; VINTERS, 2009).

A microglia, sensores constantes as mudancas no microambiente do SNC,
possui fungdes como restabelecer a homeostase, mas também servem como células
imunes primarias do SNC, regulando a resposta imune inata e a funcdo dos
astrocitos reativos, determinando suas funcbes como nheuroprotetoras ou
neurotoxicas. Por outro lado, os astrécitos secretam moléculas que regulam os
fendtipos e funcBes da micréglia, desde a motilidade até sua atividade fagocitica.
Portanto, a interacdo microglia-astrécitos € fundamental para a manutencdo da
homeostase e deteccédo de disturbios no SNC (JHA et al., 2019).

1.4 Linfécitos T no tecido nervoso

Durante a imunovigilancia, células T podem patrulhar as regibes periféricas
relacionadas ao SNC (ventriculos, plexo coroide e leptomeninges), que sao sitios
mais expostos e menos restritos que o parénquima do tecido nervoso, e detectar
alteracdes. Enquanto o acesso ao parénquima do SNC é restrito em condi¢des
normais, diversos processos podem iniciar a invasédo de células T ao parénquima.
Tais células sdo incapazes de reconhecer antigenos nativos, mas reconhecem
pequenos peptideos ligados a molécular do complexo MHC e apresentadas na
superficie de células apresentadoras de antigenos (APCs). Macrofagos associados
as fronteiras (BAMSs), células dendriticas (DCs), células linfoides inatas (ILCs),

células T, mondcitos e granuldcitos fazem parte da interface imune entre o
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parénquima e o ambiente externo ao SNC. Somente células que foram ativadas
sistemicamente antes de entrarem no parénguima nervoso sao capazes de invadi-lo,
e se acumular nas meninges e ao redor de vasos, enquanto células T em repouso
sao incapazes de adentrar a BHE (MUNDT et al., 2019).

Células T que adentram o SNC por via hematdgena podem se utilizar de trés
rotas: vasos do plexo coroide, das leptomeninges ou do parénquima propriamente
dito. Qual via tais células imunes podem utilizar para a imunovigilancia do SNC ou
qguando elas podem iniciar um processo autoimune, como em casos de esclerose
multipla em humanos, ainda continua em debate entre autores (MUNDT et al., 2019;
PINHEIRO et al., 2016; ZHU; PAUL, 2009).

1.5 Respostaimune durante aleishmaniose visceral

No que diz respeito a resposta imune inata, a Leishmania spp. desenvolveu
estratégias para perpetuar a infeccao e reproducédo em células infectadas. Um dos
mecanismos € conhecido como o uso da apoptose de células infectadas a seu favor,
uma vez que parasitos mortos induzem a exposicdo de fosfatidilserina, um
fosfolipideo de membrana que sinaliza a fagocitose de corpos apoptéticos. O
reconhecimento da fosfatidilserina presente na membrana celular de parasitos
mortos favorece a “invasao silenciosa” de novas células e induz a producéo de
citocinas antiinflamatérias como TGF-B. Além disso, o parasito retarda a apoptose
de neutrdfilos, inibindo a sintese de caspase-3 e de proteinas anti-apoptéticas. Este
fenbmeno é essencial para que haja mais células apresentadoras de antigenos
(APCs) no local de infeccdo e o parasito possa infecta-las, ou seja, enquanto outros
parasitos intracelulares tém mecanismos de evaséo do sistema imune, a Leishmania
spp. deve cooperar com diferentes moléculas efetoras do sistema imune inato para
sobreviver (CECILIO et al. 2014).

Enquanto o a resposta imune inata do hospedeiro contra a leishmaniose é
importante, € agora claro que a imunidade mediada por células T e as citocinas
produzidas a partir de varias células imunes tém um papel crucial na determinacao
do resultado da doenca. Neste contexto, o fenbmeno conhecido como “dicotomia de
Th1-Th2" tornou-se popular com base no papel das citocinas produzidas por estas
células na progressédo da doenca e/ou protecdo do hospedeiro (DAYAKAR et al.,
2019).



25

As células TCD4, conhecidas como células T auxiliares, regulam a resposta
imune celular e humoral adequadas a uma vasta gama de agentes patogénicos e
envolvem-se no progresso de muitas doencas, como a LV, pela producao de células
B, hipergamaglobulinemia e depdsito de imunocomplexos. Elas recrutam e ativam
outras células imunes incluindo células B, células CD8 T, macrofagos, mastécitos,
neutrofilos, eosindfilos e basofilos. Com base nas suas fungbes, no seu padréo de
secrecdo de citocinas e na expressao de fatores especificos de transcricdo, as
células, diferenciadas das células TCD4 ativadas sdo classificadas em quatro
linhagens principais, células Thl, Th2, Thl7 e T reguladoras (Treg) (ZHANG et al.,
2014).

A recuperacédo do hospedeiro na LV é dependente principalmente da resposta
Thl, na qual ha inducdo da producdo de células T pela interleucina-12 (IL-12) de
células dendriticas e macrofagos. Células T ativadas produzem éxido nitrico (NO), o
qual é responsavel pela destruicdo do parasito (BACELLAR et al., 1996; DAYAKAR
et al., 2019; GHALIB et al., 1995).

No que diz respeito a acdo de citocinas na Leishmaniose Visceral Canina
(LVC), aquelas relacionadas a progressédo da doenca sdo IL-4 e IL-10, as quais
desativam macréfagos e suprimem a resposta imune Thl, ou seja, a resposta imune
celular responsavel pela fagocitose de amastigotas (SAMANT et al., 2021); a IL-6,
que estimula a hipergamaglobulinemia e, portanto, aumenta a deposicdo de
complexos imunes em diversos 6rgdos vitais que contribuem para a piora do quadro
clinico do animal (LIMA et al., 2003); a IL-10 em sinergia com o fator de crescimento
TGF-B, o qual inibe a proliferacdo de células T e a ativacdo de macréfagos, a
expressdo de INOS, TNF-a e IFN-X (DAYAKAR et al., 2019). Ja as citocinas
envolvidas na protecdo do hospedeiro sdo o IFN-y, o qual ativa macrofagos, e,
portanto, a destruicdo de formas amastigotas de Leishmania spp. em colaboracéo
com TNF-a e a IL-2, responsavel pela ativacado de iNOS; a IL-12 e IL-15, as quais
estimulam a expresséo de T-bet, um fator de transcricdo que regula a expressao de
guimiocinas na resposta imune celular (LAZAREVIC; GLIMCHER, 2011) e modulam
a expressao da proteina de morte celular programada (PD-1) em linfocitos (COSTA
et al., 2020).

Ha relatos em humanos sobre o papel da IL-15, a qual ativa ambas respostas

Thl e Th2 e demonstra um papel pleiotropico, induz a proliferacdo de células T, inibe
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a apoptose, preserva células T de memdria e a maturacdo de células B. Outra
citocina que possui papel duplo na imunologia durante a LV humana € a IL-17, a
qual induz a producédo de TNF-q, IL-1 e quimiocinas; afeta a funcdo de neutrofilos,
reduzindo a apoptose, além de induzir a producao de IL-6 (DAYAKAR et al., 2019).

1.6 Encefalite e mielite por protozoariarios

As manifestacbes neuroldgicas por protozodrios tém sido reportadas em
humanos em casos de infec¢cdes por Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e
espécies de Leishmania como L. amazonensis e L. infantum em humanos,
principalmente em regibes tropicais nas quais tais doengas afetam
desproporcionalmente populacbes de baixa renda. Apesar de algumas doencas
terem manifestacdes neurolégicas conhecidas, como nos casos da doenca de
Chagas, muitas outras recebem pouca atencdo com relacdo as complicacdes
neurolégicas e devem ser reconhecidas para fornecer maiores informacgbes as
populacbes mais vulneraveis como turistas e emigrantes de areas endémicas
(BERKOWITZ et al., 2015).

Com relacdo a doenca de Chagas, ou Tripanosomiase americana, causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € conhecida por apresentar a forma aguda e
cronica. O achado histopatolégico fundamental associado a forma nervosa aguda da
doenca é a encefalite multifocal, geralmente apresentando necrose associada a
presenca de numerosas formas amastigotas do parasito. A reativacdo de encefalite
cronica na doenca de Chagas, embora pouco comum, foi notificada em pacientes
imunossuprimidos com neoplasias malignas do sistema hematopoiético-linfoide.
(PITELLA, 2009). Os achados histopatologicos mais comuns descritos nesta forma
da doencga séo infiltrados inflamatérios mononucleares multifocais sem a presenca
do parasito, distribuida discretamente pelo tecido nervoso do paciente chagasico.
Normalmente, ha envolvimento desta forma cronica da doenca com a forma cardiaca
cronica (PITELLA; MENEGUETTE; BARBOSA, 1993).

Um amplo espectro de manifestagbes motoras pode ocorrer em estagios
tardios da tripanosomiase humana africana. Tremores nas maos e lingua,
incoordenacdo de movimentos da cabeca, tronco e membros, paralisia de membros
posteriores também pode acontecer como resultado do envolvimento da medula

espinhal (mielite ou mielopatia) ou neuropatia motora periférica. Também ha relatos



27

de disturbios sensoriais como hiperestesia profunda, anestesia e prurido, além de
alteracdes mentais, distarbios de sono e envolvimento visual como a neurite optica
(KENNEDY, 2008). Os modelos animais de tripanossomiase africana cronica sao
relevantes para estudar como o0s tripanossomas atravessam o BHE e invadir o
parénquima cerebral, a neuropatogénese do tripanossomiase africana e também
para avaliar ou conceber novas estratégias de tratamento para a fase tardia da
tripanossomiase africana. Trypanosoma brucei (TB) migra para fora dos vasos
sanguineos cerebrais para invadir o parénquima cerebral deixando a BHE intacta.
Semelhante a invasdo linfocitaria do sistema nervoso, as composicdes das
membranas basais de vasos intracerebrais tém um papel decisivo na determinacao
dos locais de penetracao de TB no cérebro. O IFN-y, por um lado, esta envolvido no
controle imunolégico da infeccdo, por outro lado, facilta a passagem de
Trypanosoma brucei até o parénquima através da membrana basal da BHE
(KENNEDY, 2008).

O acometimento de nervos periféricos também foi descrito recentemente em
equinos naturalmente infectados por Trypanosoma equiperdum, que causa a Durina,
uma doenca venérea dos equinos. Foram observadas alteracbes em nervos
periféricos, ganglios e medula espinhal, levando a degeneracdo axonal. Lesdes
histopatoldgicas foram mais graves nos nervos periféricos (e ganglios associados) e
consistentes em todos os animais. Nos nervos afetados, infiltragdo multifocal de
linfocitos, plasmocitos e macréfagos foram encontrados entre os axoénios de
fasciculos nervosos, com variavel edema axonal e fragmentacdo (YASINE et al.,
2019).

A toxoplasmose é a infeccdo oportunista mais comum que afeta seres
humanos com AIDS, a qual é causada pelo protozoario intracelular obrigatorio
Toxoplasma gongii (MAJMUNDAR et al., 2019). Os principais achados de biopsias
em humanos incluem inflamacé&o crénica com a presenca de taquizoitos, por vezes
presenca de cistos com bradizoitos e algumas vezes havia concomitancia com
pacientes com HIV. Os protozoarios podem entéo atingir uma série de sitios-alvo de
infeccdo, sendo uma delas o SNC. A infeccao inicial pode muitas vezes apresentar
uma linfadenopatia discreta ou pode também ser assintomatica. A infeccao torna-se
reativada quando ha imunossupressdo severa com linfocitos CD4+ contando menos
de 200 células/ml, o que justifica a sua forte associacdo com a HIV. A encefalite por

7

Toxoplasma é uma sindrome bem estudada e observada em casos de
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imunossupressdo. No entanto, na medula espinal o envolvimento ndo é uma
apresentacao tdo comum, e a infec¢cdo da medula espinal raramente € vista sozinha.
(KUNG et al., 2011; MAJMUNDAR, et al, 2019).

A malaria é a infeccdo com um ou mais de quatro possiveis espécies de
Plasmodium sp. adquiridas por seres humanos quando um mosquito Anopheles
fémea inocula os protozoarios parasitas através da pele. Apenas Plasmodium
falciparum invade o SNC, causando malaria cerebral, apesar de relatorios
crescentes de que Plasmodium vivax, pode produzir malaria cerebral, anemia, e
problemas respiratérios (PICOT; BIENVENU, 2009). A neuropatologia de malaria
cerebral consiste em edema cerebral difuso, hemorragias localizadas na substancia
branca cerebral, e ligac@o de capilares cerebrais e vénulas por eritrocitos infectados;
pigmentacdo com hemozoina é bastante tipico (ROMAN, 2011).

1.7 Comprometimento do tecido nervoso central e periférico na

leishmaniose visceral

Nos pacientes humanos com leishmaniose, a ocorréncia de neuropatia
periférica € mais comum do que as manifestacbes relacionadas com o SNC.
Recentemente, Llanos-Cuentas e colaboradores (2013) resumiram o principal dano
neurolégico em pacientes com leishmaniose cutanea (LC) e visceral (LV) como
sendo (i) neuropatia periférica desmielinizante imunomediada em LV, (ii) neuropatia
periférica em CL devido a envolvimento direto parasitario com o nervo ou bainha
nervosa, (iii) envolvimento do SNC por disseminacdo hematdégena em LV ou
contiguidade proxima em ML, e (iv) neuropatia associada a tratamentos
leishmanicidas (MAIA et al., 2015). Assim, a leishmaniose visceral deve ser
considerada como um dos diagnosticos diferenciais para tanto para humanos quanto
para cdes com sinais de afecc¢des neurologicas, tanto centrais quanto periféricas, em
regides endémicas (GIANUZZI et al., 2017; ZOBBA et al., 2017).

Um estudo realizado com 288 pacientes humanos com Leishmaniose cutanea
mostrou que 5% dos pacientes apresentavam inflamacao perineural constituida por
linfécitos ou uma mistura de linfocitos, plasmécitos e macrofagos. Quatro pacientes
apresentavam neurite, num deles a inflamacdo granulomatosa estava associada a
destruicdo nervosa; e foram observadas formas de amastigotas dentro dos nervos

em dois pacientes (KUBBA et al., 1987).
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Outros poucos relatos bem documentados em humanos referem-se
principalmente a meningoencefalite e as manifestacdes oculares (LLANOS-
CUENTAS; VALENCIA; PETERSEN, 2013; PETERSEN; GREENLEE, 2011). Em um
estudo com doentes com LV da Africa Oriental relatou que os parasitas se propagam
para o SNC, principalmente para as meninges cerebrais, no liquido cefalorraquidiano
(LCR) e os endotélios dos vasos da meninge.

Em cées infectados por L. infantum, a taxa de prevaléncia de sintomas
neurolégicos na cidade de Aracgatuba, Brasil, foi estimada em 4% (FEITOSA et al.,
2000). Deve-se notar que estes sintomas sdo muito genéricos, e, portanto, torna-se
dificil associar estas anomalias neuroldgicas a infeccdo por Leishmania spp. Estudos
post-mortem revelaram que o0s sinais de alteracdes cerebrais sdo frequentemente
encontrados em caes que ndo apresentavam qualquer sinal de doenca neuroldgica
(MELO et al., 2009).

Quanto aos mecanismos envolvidos nas alteracfes neurolégicas durante a
leishmaniose canina, os trabalhos sugerem a participacdo da imunidade humoral e
celular (MELO et al., 2009, 2013; MELO; MACHADO, 2011). Além disso, além de
uma intensa infiltracdo inflamatéria composta principalmente por linfécitos TCD3,
macrofagos, plasmacitos e neutréfilos no plexo coroide, meninges e parénquima de
animais, foi observada uma marcada ativacdo astrocitica e microglial associada a
proliferacdo de células microgliais em areas cerebrais de cées infectados (MELO;
MACHADO, 2011).

Oliveira e colaboradores (2017) também observaram lesées no encéfalo e
medula de cdes acometidos por LV. Dentre os 48 cédes analisados, 31 possuiam
reacdo inflamatéria no encéfalo e um cdo apresentou mielite, com presenca de

formas amastigotas de Leishmania spp. na substancia branca cervical.

1.8 Justificativa

O presente trabalho justifica-se pelo fato de haver poucos estudos sobre a
patogenia da LVC no SNC, particularmente no que diz respeito as lesdes
observadas na medula espinhal, tendo em vista a diversidade na permeabilidade das
diferentes barreiras encefalicas, e a maior permeabilidade descrita para a BHM,
podemos supor que existem lesdes inflamatdrias mais acentuadas na medula

espinhal.
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1.9 Objetivos

Caracterizar a distribuicdo e intensidade da inflamagdo em regides do
encéfalo e medula espinhal em cortes corados por HE, e verificar, pela analise
imuno-histoquimica, a presenca e distribuicdo de linfocitos TCD3+ e possiveis vias
de migracdo destas células na medula espinhal de cdes com leishmaniose. Além
disso, verificar a presenca de formas amastigotas de Leishmania spp na medula

espinhal dos cées.
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