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TiTULO - CELULAS CD4+FOXP3+ PRODUZEM IL-10 NO BAGO DE
CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) € uma doencga causada pelo parasita
intracelular do género Leishmania, que acomete o homem e varias espécies
animais. O cao é um dos principais reservatorios urbanos do parasita, e
desempenha um papel central no ciclo de transmissao aos seres humanos
pelos flebotomineos. Estudos sobre a resposta imune em cdes com
Leishmaniose Visceral tém demonstrado que a imunidade protetora esta
associada a resposta imune do tipo celular, enquanto que a progressdo da
doenca esta associada a resposta humoral e a producédo de IL-10 e TGF-(3.
Essas citocinas induzem a desativagdo de macréfagos e tém potencial para
incapacitar a defesa do hospedeiro contra Leishmania spp., levando a
visceralizagao da infec¢ao. O objetivo do estudo foi avaliar a produgao de IL-10
e de TGF-B por células T regulatérias (Treg) em amostras de sangue e de bago
de caes naturalmente infectados por Leishmania spp., € correlacionar a carga
parasitaria e aos achados histopatologicos. Cinco caes saudaveis e vinte e
nove caes com manifestacdes clinicas de leishmaniose visceral e sorologia
positiva para anticorpos anti-Leishmania foram incluidos no grupo de estudo. A
PCR em tempo real foi utilizada para a quantificacdo da carga parasitaria e
para confirmagao da infecgdo por Leishmania spp. Realizou-se, por citometria
de fluxo, a quantificagcado das células T CD4 regulatérias produtoras de IL-10 e
TGF-B. O teste t ndo pareado foi utilizado para comparar o percentual de
células Treg produtoras de IL-10 e TGF-B entre os cées infectados e os
saudaveis, e utilizou-se o teste de Mann-Whitney para comparar o percentual
de IL-10 e TGF-B no sangue e no bago de caes com LV. A correlagdo de
Spearman foi utilizada para comparar a porcentagem das citocinas IL-10 e
TGF-B produzidas pelas células Treg a carga parasitaria e aos achados
histolégicos. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
Verificou-se um aumento da producgao de IL-10 pelas células Treg no bago dos

caes infectados naturalmente por Leishmania spp., a0 mesmo tempo em que



se observou um decréscimo no numero dessas células nesses caes em
comparagao aos caes saudaveis. Nao foi verificado associagdo entre a carga
parasitaria e a porcentagem de células Treg esplénicas produtoras de IL-10 e
TGF-B, assim como nao houve associacao entre essa populagao celular e as
alteracbes estruturais e o padrao de intensidade da resposta inflamatéria do
tecido esplénico. Esses resultados sugerem que as células Treg séo
importantes como fontes de IL-10 no bacgo, participando da modulagcdo da
resposta imunoldgica e a redugdo na porcentagem dessas células nos caes

infectados pode ser atribuida a persistente ativacdo imune.

Palavras-chave: doenca do cdo, citocinas, Leishmania, subpopulacdo de

linfécitos, interleucina-10, fatores de crescimento transformadores



TITLE - CD4+FOXP3+ CELLS PRODUCE IL-10 IN SPLEEN FROM
DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT - Visceral leishmaniasis (VL) is a disease caused by the
intracellular parasite of the Leishmania genus that affects humans and several
animal species. The dog is one of the main urban reservoirs of the parasite
once it plays a central role in the transmission cycle to humans by sandflies.
Studies about the immune response in dogs with visceral leishmaniasis have
demonstrated that protective immunity is associated with the immune response
of the cellular type, while disease progression is associated with the humoral
response and IL-10 and TGF-B production. These cytokines induce the
macrophages deactivation and have the potential to disable the host defense
against Leishmania spp. leading to infection visceralization. The aim of this
study was to evaluate the regulatory T cells (Treg) producing IL-10 and TGF-3
in blood and spleen samples from dogs naturally infected by Leishmania spp.
and correlate to the parasite load and histopathology. Five healthy dogs and
twenty-nine dogs with clinical visceral leishmaniasis manifestations, and
seropositivity for anti-Leishmania antibodies were included in the study group.
The real-time PCR was used to quantify the parasite load and infection
confirmation with Leishmania spp. The regulatory CD4 T cells producing IL-10
and TGF-B quantification was performed by flow cytometry. The unpaired t test
was used to compare the percentage of Treg cells producing IL-10 and TGF-3
between infected and healthy dogs. The Mann-Whitney test was used to
compare the percentage of IL-10 and TGF- in blood and spleen of the dogs
with VL. The Spearman correlation was used to compare the percentage of IL-
10 and TGF-B produced by Treg cells with the parasite load and the histological
findings. Results were considered significant when the p <0.05. There was an

increased production of IL-10 by Treg cells in the spleen from dogs naturally



infected by Leishmania spp. while it was observed a decrease number of these
cells in these dogs compared to healthy dogs. There was no correlation
between parasite load and the percentage of splenic Treg cells producing IL-10
and TGF-B and there was no correlation between this cell population and
structural changes in the pattern of inflammatory response of the splenic tissue.
These results suggest that Treg cells are important sources of IL-10 in the
spleen participating in the modulation of the immune response and the reduced
percentage of these cells in infected dogs can be allocated to persistent
immune activation.

Keywords: dog disease, cytokines, Leishmania, lymphocyte subset,

interleukyn-10, transforming growth factors
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

. A Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma antropozoonose de grande
importancia para a Saude Publica, dada a sua incidéncia e a alta mortalidade
de individuos quando nao tratados. Tem ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas
(QUEIROZ et al., 2004). Na América do Sul, as primeiras noticias da doenca
datam de 1913, quando Mingone descreveu o primeiro caso em necropsia de
paciente oriundo de Boa Esperanca, Corumba (ALENCAR et al., 1991). Em
1934, ao desenvolverem um estudo sobre a distribuicdo da febre amarela nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, foram encontrados 41 casos de pacientes
também positivos para o protozoario causador da LV (PENNA et al., 1934). Em
2009, a regiao Nordeste representou 47,5% dos casos, seguida pelas regides
Norte (19,2%), Sudeste (17,4%), Centro-Oeste (7,4%) e Sul (0,2%).
Atualmente, a doencga esta distribuida em 21 Unidades Federadas, atingindo as
cinco regides brasileiras (CVE, 2011).

No estado de Sao Paulo, a doenca era conhecida apenas pelos casos
importados; porém, em 1999, foi confirmado o primeiro caso canino autdctone
no municipio de Aragatuba (LUVIZOTTO et al., 1999). Desde entdo, até
outubro de 2011, foram confirmados 1875 casos humanos autéctones, com
159 obitos. Dados disponiveis em novembro de 2011 sobre a epidemiologia da
LV no estado de Sao Paulo apontaram a transmissdo da doenca em 66
municipios, que apresentaram casos humanos e casos caninos autéctones.
Cinco registraram casos humanos autéctones, embora sem detecgdo de
autoctonia canina (Alvaro de Carvalho, Jau, Marilia, Parapua e Quintana), e 29
municipios apresentaram somente transmissao canina (BEPA, 2011).

Essa doenga tem sido apontada como reemergente, apresentando nitido
processo de transigdo epidemioldgica e reincidéncia crescente nas areas onde

ocorria tradicionalmente. Porém também vem apresentando uma grande
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expansdo geografica para outros estados que ndo apresentavam a doenga.
Cidades como: Boa Vista e Santarém (Regido Norte); Teresina, Sdo Luiz, Natal
e Aracaju (Regiao Nordeste); Montes Claros e Belo Horizonte, Araguai, Sabara,
Perddes e Rio de Janeiro (Regido Sudeste) e Cuiaba (Regido Centro-Oeste) ja
vivenciaram ou vivenciam, recentemente, epidemias de LV humana e canina
(ALVES; BEVILACQUA, 2004).

As espécies envolvidas na infeccdo da Leishmaniose Visceral variam
conforme a regido geografica onde a doenga ocorre, e sao trés os principais
protozoarios: Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania)
infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi. A L. chagasi é responsavel pela
LV em seres humanos e em caes nas Américas (LAINSON; SHAW, 1987;
MARZOCHI et al., 1994).

Existem divergéncias sobre o uso do nome especifico chagasi para o
agente etiologico da leishmaniose visceral. Com base nos perfis
isoenzimaticos, alguns autores consideram a Leishmania (Leishmania) chagasi
igual a Leishmania (Leishmania) infantum e, por isso, o0 nome chagasi seria
sinbnimo de infantum (BRASIL, 2006). A denominacado Leishmania chagasi,
Cunha e Chagas, 1937, permanece a mais utilizada, apesar dos debates sobre
a origem do parasita e de sua taxonomia (LAINSON et al., 2005).

Os insetos da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae sao os
agentes transmissores da LV (DESJEUX, 2004). Nas Américas, em
praticamente todas as areas de sua ocorréncia, a principal espécie de
flebotomineos envolvida com a transmissdo € a Lutzomyia longipalpis,
(LAISON; SHAW, 1987), embora na Coldmbia e na Venezuela também tenha
sido descrita a participagdo da Lutzomyia evansi (TRAVI et al., 1990;
FELICIANGELI et al., 1991) e, no Brasil, nas cidades de Corumba e Ladario, no
estado de Mato Grosso do Sul, verificou-se a transmissao de LV pelo
Lutzomyia cruzi (GALATI et al., 1997; SANTOS et al.,, 2003). Outras vias
alternativas de transmissado em cao tém sido discutidas, como a ingestdo de
carrapatos e pulgas infectados (COUTINHO et al.,, 2005; FERREIRA et al.,
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2009), venérea (SILVA et al., 2009), transplacentaria (DUBEY et al., 2005) e
transfusdo sanguinea (FREITAS et al., 2006).

A infeccado do vetor ocorre pela ingestdo, durante o repasto sanguineo,
de formas amastigotas da Leishmania spp. existentes no interior dos
macrofagos, presentes na derme do hospedeiro infectado. No tubo digestivo do
vetor, os parasitas transformam-se em promastigotas, que se multiplicam e,
apés o repasto contaminante, as fémeas do flebotomineo tornam-se
infectantes. Por ocasido de um novo repasto sanguineo, as formas
promastigotas s&o inoculadas no hospedeiro e sao fagocitadas pelos
macrofagos, retornando a forma amastigota, quando se multiplicam até rompé-
los para serem fagocitadas por novos macréfagos. Dessa forma, ocorre
disseminagdao hematogénica em orgaos como linfonodos, figado, bago e
medula 6ssea (LAINSON; SHAW, 1987; REY, 2008).

As leishmanioses possuem como reservatério vertebrado uma grande
variedade de mamiferos, sendo mais comuns 0s marsupiais, os primatas e os
canideos (LAINSON; SHAW, 1987; MARZOCHI et al., 1994). O cao é o
principal reservatério doméstico de Leishmania spp., pois apresenta intenso
parasitismo cutaneo, estreito contato com o homem e principalmente por servir
de fonte de alimento para o inseto vetor (BRASIL, 2006).

Segundo Baneth e Jaffe (1999), pode-se distinguira LV canina conforme
0 numero de sinais clinicos apresentados. Sao ditos sintomaticos os cades com
sinais clinicos tipicos, tais como lesbes cutédneas - alopecia generalizada ou
localizada, descamacdo, eczema em focinho e orelhas, pelos opacos,
ulceragdes nas orelhas, focinho, cauda e articulagées -, perda de peso e do
apetite, linfoadenopatia localizada ou generalizada, lesbes oculares,
ceratoconjutivite bilateral, epistaxis, anemia, faléncia renal, diarréia cronica,
onicogrifose, coriza e edema das patas. Em casos avangados, sao relatadas:
apatia e sonoléncia intensas, neuralgia, poliartrite, polimiosite, rachaduras no
cochim plantar, ulceras interdigitais, lesbes Osseas ou periostite proliferativa.
Os cées oligossintomaticos possuem sinais clinicos pouco caracteristicos, e a

sorologia, em geral, resulta em titulos baixos. Esses caes podem evoluir para a



13

cura ou desenvolver a doenga, quase sempre apos um longo periodo de
incubacdo. Os caes assintomaticos ndo apresentam sinais clinicos, porém os
exames sorologicos e parasitologicos sao positivos.

Tafuri et al. (1996) e Santana et al. ( 2008) verificaram no bago de caes
com LV centros germinativos com intensa presencga de linfoblastos, macréfagos
(contendo ou ndo parasitas), linfécitos e corpos apoptoticos, além de intensa
proliferagdo da zona marginal, consistindo de linfocitos e macréfagos. A polpa
vermelha demonstrou hipertrofia e hiperplasia, consistindo primariamente de
células mononucleares com intenso parasitismo. Alexandre-Pires et al. (2006)
verificaram no bago de cades com LV um infiltrado de células mononucleares na

polpa vermelha e a substituicao de linfécitos por macréfagos na polpa branca.

. Resposta Imunolégica Canina a Leishmaniose Visceral

A leishmaniose pode ser considerada uma doenga imunomediada, em
funcdo de o parasita possuir a capacidade de alterar o sistema imune do
hospedeiro (BARBIERI, 2006) para evadir da destruicao extracelular e penetrar
em fagocitos, onde resiste a sua atividade antimicrobiana, sobrevivendo e
multiplicando-se dentro do citoplasma do macréfago (BOGDAN et al., 1996;
CUNNINGHAM, 2002).

A invasao do hospedeiro por Leishmania spp. envolve componentes da
imunidade inata e adaptativa, bem como de resposta imunolégica humoral e
celular (REIS et al., 2009). Na infeccdo por Leishmania infantum, mostrou-se
que a imunidade inata tem um papel crucial no controle da disseminacédo do
parasita, e que as primeiras células a surgirem no local de infecgdo séo os
neutréfilos, dando inicio a fagocitose dos promastigotas, seguidos pelos
macrofagos (SANTOS-GOMES et al., 2002).

Sendo o parasita obrigatoriamente intracelular, o seu primeiro alvo sao
os fagdcitos. Porém, o controle da infecgdo esta associado a destruicéo
intracelular dos amastigotas pelos macréfagos, pela ativagdo das células NK e
pelos linfocitos T (MURRAY, 1988).
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Além da imunidade inata, a infeccdo por Leishmania spp. pode
desencadear a imunidade adaptativa associada a atividade dos linfocitos. As
células T desempenham um papel central na imunidade a leishmaniose,
influenciando na produgdo e na interagdo das citocinas com os macréfagos
infectados e desenvolvendo assim a resisténcia ou a susceptibilidade a
doenca. Caes assintomaticos possuem um perfil de resposta do tipo Th1, em
que a producao de citocinas como Interferon-gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral (TNF-a), IL-12 e IL-2 mantém seu aspecto clinico saudavel (PINELLI et
al, 1994; SANTOS-GOMES et al., 2002). Na LVC, essas citocinas influenciam
no aumento da producao e proliferacéo de linfécitos e na atuacéao citotoxica das
células T CD8 (PINELLI et al., 1994; PINELLI et al., 1995).

Caes sintomaticos possuem reducdo do numero de células T
(BRANDONISIO et al., 1998), redugdo de moléculas co-estimulatérias B-7
atuantes na ativagdo de proliferagdo de linfécitos (PINELLI et al.; 1999),
aumento no numero de anticorpos desencadeando em formacao de
imunocomplexos (BOURDOISEAU et al., 1997) e aumento de citocinas como
IL-10 e TGF-B, que regulam a atuacdo da resposta efetiva de Th1 (CORREA et
al., 2007; LAGE et al., 2007). Nos animais sintomaticos, em que o parasitismo
€ elevado, verificou-se no linfonodo um acumulo das citocina IL-10 e TGF-3

que contribuiram para o estabelecimento da infecgdo (ALVES et al., 2009).

. As células T regulatorias (Treg)

As células T CD4+ regulatdorias (CD4+CD25+) sdo um subtipo de
linfécito CD4 relacionado com a modulagcdo da magnitude da resposta
imunolégica, promovendo a supressdo da atividade das células efetoras,
importante para a manutengao da homeostasia imunoldgica e que, no entanto,
favorece a sobrevivéncia de parasitas (SAKAGUCHI, 2000).

Durante a diferenciacdo no timo, as células T sado selecionadas
positivamente para tornarem-se CD4+CD8- ou CD4-CD8+; ou negativamente,

para que as células auto-reativas sejam ativamente eliminadas. Dentre as
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populag¢des geradas positivamente, estdo as células T CD4+ naive, que podem
se diferenciar, logo apdés a interagcdo com antigenos apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs), em uma variedade de subpopulagdes,
que incluem as células Th1, Th2, Th17 e Tregs (SAKAGUCHI, 2000). As Tregs
naturais podem ser divididas em dois tipos: aquelas que s&o geradas
naturalmente no timo - chamadas de T regs naturais (nTregs) - e aquelas que
se diferenciam na periferia apos sofrer estimulo de algumas citocinas,
chamadas de Tregs adaptativas ou Tregs induzidas (iTregs) (WING et al.,
2008).

As nTreg sado originadas durante o processo de selegdo timica apds a
interacdo com as DCs medulares. Nesse processo, adquirem um fendtipo
caracteristicamente supressor. Ainda que as moléculas envolvidas na
regulagéo por Tregs timicas ndo tenham sido totalmente caracterizadas, sabe-
se que a sua atuacao é dependente de contato in vitro, mas in vivo também
pode ser mediada por citocinas (JONULEIT et al., 2001).

Segundo Sakaguchi (2001), além de expressar altos niveis de CD25, as
Tregs expressam também o CTLA-4 (antigeno-4 associado ao linfécito T
citotoxico), TNF, GITR (fator de crescimento tumoral induzido por
glicocorticoide) e FOXP3 (fator de transcricdo forkhead boxp3). O FOXP3 é
reconhecido como o maior controlador das fungdes das células regulatérias;
dessa forma, as células FOXP3+ sdo importantes na prevencao da
autoimunidade durante toda a vida (TANG et al., 2008).

o Citocinas IL-10 e TGF

A Interleucina-10 (IL-10) é reconhecida pela sua capacidade de inibir a
ativagao e a fungao efetora de células T, mondcitos e macréfagos. Ela regula o
crescimento e/ou diferenciacdo de células B, células NK, citotdxicas,
mastécitos, granuldcitos, células dendriticas, queratindcitos, células endoteliais
e células T helper. A IL-10 desempenha um papel fundamental na

diferenciacao e fungéo das células T regulatérias, que podem atuar no controle



16

da resposta imune e tolerancia in vivo e na regulagdo de respostas imunes e
inflamatorias (MOORE et al., 2001).

A familia de proteinas do fator de crescimento transformador (TGF-$3) é
um conjunto de moléculas sinalizadoras secretadas com unica e potente
propriedade imune. O TGF-B é produzido por toda linhagem de leucécitos,
incluindo linfocitos, macrofagos e células dendriticas. Atuando tanto de modo
autécrino como paracrino, controlando a proliferagao, diferenciagcéo e estado de
ativacao dessas células do sistema imunoldgico. Esta citocina pode modular a
expressdo de moléculas de adesdo, fornecer gradiente quimiotatico para
leucocitos e outras células inibindo a resposta inflamatéria. O aumento da
producao e ativacdo de TGF-B latente tem sido associadas as doencas
autoimunes e neoplasias, além da suscetibilidade a infecgdo oportunista
(LETTERIO et al., 1998).

Como as células Tregs podem suprimir as respostas imunes contra
tumores e patdbgenos microbianos com o auxilio da expressdao acentuada de
citocinas regulatérias IL-10 e TGF-B (SAKAGUCHI, 2000), é possivel que
essas células participem da modulagcdo da resposta efetiva a leishmaniose
visceral.

Em modelo experimental com LV demonstrou uma grande producao de
TGF-B pelas células Treg naturais no baco e nos linfonodos, e que foram
cruciais para a persisténcia da infeccdo (RODRIGUES et al., 2009). Na india,
estudos com pacientes antes e depois do tratamento para kalazar, revelaram
no sangue maior porcentagem de citocinas IL-10 produzidas pelas células T
regulatdrias antes do tratamento, o que foi associado ao aumento da carga
parasitaria (VERMA et al., 2011). Porém, Nylén et al. (2007) ndo encontraram
associagao entre a regulagao da resposta feita pela citocina IL-10 e a presencga
de células Treg no baco de humanos com LV.

Estudos recentes sobre atuacdo das células Treg no sangue de caes
com melanoma e carcinoma demonstraram que essas células, através da
citocina IL-10, modularam a resposta imune e, dessa forma, auxiliaram na
persisténcia da doenga (BILLER et al., 2007; O'NEILL et al., 2009). Keppel et
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al. (2008), verificaram que apds imunoterapia com vacina em c&es com
dermatite houve um aumento na porcentagem de células Treg e incremento na
producao de citocinas IL-10 resultando na melhora significativa da doencga.

Menezes-Souza et al. (2011) verificaram na pele de cdes com LV
sintomaticos um nivel elevado de IL-10 e TGF-3, que podem estar associadas
a supressao da resposta imunolégica do tipo celular da apés a infecgdo, pois
verificou-se uma correlagao positiva entre a expressao dessas citocinas e de
FOXP3. Ao estudar o bago de caes com LV, Freire (2010) verificou que caes
oligossintomaticos apresentaram baixos niveis dessas células comparados aos
caées assintomaticos. Além de observar que a quantidade de células Treg
tendia a ser maior nos animais com maior quantidade de manifestagdes
clinicas comparado aos caes assintomaticos.

Em virtude da importadncia de compreender a atuagcdo das células T
regulatorias na LVC e a sua associagdo com as citocinas IL-10 e TGF- o
objetivo do presente estudo foi verificar a presenca das células T regulatérias
no bago de caes naturalmente infectados por L. chagasi e avaliar a sua agao
modulatéria através das citocinas IL-10 e TGF- verificando se estas células
auxiliam na persisténcia da doenca e se estdo associadas ao aumento da

carga parasitaria.
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RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) € uma doencga causada pelo parasita
intracelular do género Leishmania, que acomete 0 homem e varias espécies
animais. O cdo € um dos principais reservatérios urbanos do parasita, e
desempenha um papel central no ciclo de transmissdo aos seres humanos
pelos flebotomineos. Estudos sobre a resposta imune em caes com
Leishmaniose Visceral tém demonstrado que a imunidade protetora esta
associada a resposta imune do tipo celular, enquanto que a progressao da
doenca esta associada a resposta humoral e a producéo de IL-10 e TGF-B.
Essas citocinas induzem a desativacao de macréfagos e tém potencial para
incapacitar a defesa do hospedeiro contra Leishmania spp., levando a
visceralizagado da infecgdo. O objetivo do estudo foi avaliar a produgéo de IL-10

e de TGF-B por células T regulatérias (Treg) em amostras de sangue e de bago
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de caes naturalmente infectados por Leishmania spp., € correlacionar a carga
parasitaria e aos achados histopatologicos. Cinco caes saudaveis e vinte e
nove caes com manifestagcbes clinicas de leishmaniose visceral e sorologia
positiva para anticorpos anti-Leishmania foram incluidos no grupo de estudo. A
PCR em tempo real foi utilizada para a quantificagdo da carga parasitaria e
para confirmacdo da infeccdo por Leishmania spp. Realizou-se, por citometria
de fluxo, a quantificagdo das células T CD4 regulatérias produtoras de IL-10 e
TGF-B. O teste t ndo pareado foi utilizado para comparar o percentual de
células Treg produtoras de IL-10 e TGF-B entre os cées infectados e os
saudaveis, e utilizou-se o teste de Mann-Whitney para comparar o percentual
de IL-10 e TGF-B no sangue e no bago de cdes com LV. A correlagdo de
Spearman foi utilizada para comparar a porcentagem das citocinas IL-10 e
TGF-B produzidas pelas células Treg a carga parasitaria e aos achados
histolégicos. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
Verificou-se um aumento da producgao de IL-10 pelas células Treg no bago dos
caes infectados naturalmente por Leishmania spp., a0 mesmo tempo em que
se observou um decréscimo no numero dessas células nesses cédes em
comparagao aos caes saudaveis. Nao foi verificado associagcéo entre a carga
parasitaria e a porcentagem de células Treg esplénicas produtoras de IL-10 e
TGF-B, assim como nao houve associacao entre essa populagao celular e as
alteracdes estruturais e o padrao de intensidade da resposta inflamatoéria do
tecido esplénico. Esses resultados sugerem que as células Treg séo
importantes como fontes de IL-10 no bacgo, participando da modulacdo da
resposta imunoldgica e a redugdo na porcentagem dessas células nos céaes

infectados pode ser atribuida a persistente ativacdo imune.

Palavras-chave: doenca do cao, citocinas, Leishmania, subpopulacdo de

linfécitos, interleucina-10, fatores de crescimento transformadores
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Introducgao

A leishmaniose visceral (LV) € wuma doenga cronica grave
potencialmente fatal para o homem, causada por diferentes espécies de
Leishmania spp. (DESJEUX, 2004). Tem ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas,
onde ja foi descrita em 12 paises (BRASIL, 2008). O Brasil enfrenta atualmente
a expansao e urbanizacdo da LV. O ciclo de transmissao, que anteriormente
ocorria no ambiente silvestre e rural, hoje também se desenvolve em centros
urbanos, o que cria condigdes favoraveis para a emergéncia e reemergéncia de
doencas (DESJEUX, 2004). Associado a isso ainda ha as mudancgas
ambientais e climaticas, a adaptacédo do vetor aos ambientes modificados pelo
homem e ao crescimento de doenga que compromete o sistema imunologico,
como HIV, colabora para a reemergéncia da doenga (GONTIJO et al., 2004).

O cao apresenta intenso parasitismo cutaneo e possui estreito contato
com o homem (QUARESMA et al., 2009). Em areas endémicas, até 85% de
caes infectados podem ser assintomaticos, representando, dessa forma,
grande risco por ser o principal reservatério doméstico de Leishmania spp.
(MICHALSKY et al., 2007).

As células T sao fundamentais para a regulagao da resposta imune na
LVC, pois o resultado da doenga é determinado pela forma como ¢é orientada a
resposta através de citocinas produzidas por elas no inicio da infeccao
(PINELLI et al., 1994). A resisténcia a LV canina tem sido associada com a
ativagao da resposta celular, que produz, IFN-y, IL-2 e TNF-a (PINELLI et al.,
1995). Na pele de caes infectados com LV verificou-se, resposta imunolégica
mista, apresentando INF-y e prevaléncia da citocina IL-10 (BOGGIATTO et al.,
2009). Alves et al. (2009) avaliaram a expresséo de citocinas no linfonodo de
caes naturalmente infectados por L. chagasi e observaram que os caes com
alto parasitismo expressaram porcentagem maior de IL-10 e TGF-8
comparado aos cédes com baixo parasitismo. Lage et al. (2007) verificou no
baco uma correlacao positiva entre o nivel de expressao de IL-10 e 0 avango
da LVC.
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As citocinas IL-10 e TGF-B podem ser produzidas por muitos tipos
de células, incluindo linfocitos B, macréfagos e linfocitos T CD4+, atuando
principalmente na desativagdo dos efeitos as células-alvo, ou seja,
antagonizando as fung¢des das células dendriticas e dos macréfagos, de forma
a nao responderem a sinais de ativacdo (MCCARTNEY-FRANCIS; WAHL,
1994; GESSER et al., 1997).

Na LV, estas citocina regulatoria tém sido repetidamente
apontadas como um fator de imunossupressdo em humanos e em modelos
experimentais (GHALIB et al., 1993, WILSON et al., 1998; RODRIGUES et al.,
1998). Pacientes humanos com estagio avangado da doenga apresentaram
niveis elevados de IL-10 e TGF- 3 no soro e alta expressao dessas citocina em
lesdes no tecido (GANTT et al., 2003; SAHA et al., 2007). Camundongos Balb/c
e C57BL/6 depletados de IL-10 se apresentaram resistentes a infeccéo por L.
donovani (MURPHY et al., 2001; MURRAY et al., 2003). Foi verificado no bago
de cades com LV altos niveis de citocinas inflamatdrias regulatérias como o
TGF-B e IL-10 que foram associadas a progresséo da doenca (CORREA et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2009).

Vém sendo descritas varias subpopulagdes de células T
produzindo IL-10 e TGF-B, que possuem em comum a inibicdo da resposta de
outras células T (MILLS, 2004; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004). Dentre elas,
a melhor caracterizada € a célula T regulatéria, um subconjunto de células T
CD4+ que é definida pela sua expressao da cadeia constitutiva IL-2R-a (CD25)
(SAKAGUCHI et al., 1995) e mais especificamente pela expressao do fator
transcritacional FOXP3 (RAMSDELL, 2003). Outras moléculas de expresséo
constitutiva de células Treg sédo os receptores de TNF-a induzidos por
glicocorticoides relacionados ao gene (GITR) (SHIMIZU et al., 2002), antigeno
4 de linfocitos T citotdéxicos (CTLA-4) (READ et al.,, 2000) e uma cadeia da
integrina aeB7 (CD103) (MCHUGH et al., 2002).

As células T regulatérias naturais possuem como principal fungao
reprimir a resposta imune excessiva ou mal orientada, bem como as respostas

dirigidas contra tumores e patdogenos microbianos (FURTADO et al., 2002).
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Em humanos e camundongos essas células somam de 5 a 10% dos linfocitos
totais do sangue (SAKAGUCHI et al., 1995), nos cées, elas constituem 3%
(PINHEIRO et al., 2011).

Estas células Treg naturais produzem grandes quantidades de IL-
10 e TGF-B que em alguns sistemas experimentais in vivo, s&do responsaveis
por atividade supressora da atividade imune (CHEN et al., 1994). Modelos
experimentais de LV demonstraram que as Treg atuaram de forma regulatéria
através da expressao de TGF-B; porém estas células ndo foram a principal
fonte de IL-10 (RODRIGUES et al., 2009).

Em humanos com LV ainda €& controverso o papel
imunomodulatério das citocinas IL-10 e TGF-B associado as células T
regulatorias. Foi verificado no sangue de pacientes com Kalazar uma
porcentagem maior de células Treg produzindo IL-10 antes de serem tratados,
associando-se a elas a persisténcia da doenga (VERMA et al, 2011).
Entretanto, verificou-se a acdo modulatéria da IL-10 em LV associada a outros
linfécitos que nao regulatérios (NYLEN et al., 2007).

Estudos desenvolvidos com células T regulatérias em caes com
cancer demonstraram que estas células contribuiram para o agravamento
dessas doencgas através da secreg¢ao da citocina IL-10 no sangue (BILLER et
al.,, 2007; O'NEILL et al., 2009). Observou-se, em caes com alergia, uma
melhora da doenga apds imunoterapia devido ao aumento de células Treg
(KEPPEL et al, 2008). Cées com LV sintomaticos apresentaram uma
porcentagem menor de células Treg no bago em comparagdo aos caes
assintomaticos (FREIRE, 2010). Porém, o papel regulatério das células T
CD4+FOXP3+ em caes com LV nao foi bem evidenciado; portanto, o objetivo
deste estudo foi quantificar as células T regulatérias no sangue e no bago e
verificar sua funcdo reguladora através das citocinas IL-10 e TGF-B,
associando estes dados a carga parasitaria e aos achados histopatologicos.
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Material e Métodos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal e Experimentacdo
da FMVA/UNESP pelo protocolo n° 002232.

Animais:

Foram selecionados na area endémica de Aracatuba, SP, vinte e nove
caes adultos machos e fémeas (n=29), naturalmente infectados com
Leishmania (L.) chagasi, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
(Grupo infectado). Para inclusdo neste estudo, os caes apresentaram pelo
menos 3 sinais clinicos da doenga e foram soropositivos para L. (L.) chagasi
por meio da técnica de ELISA (LIMA et al.,, 2003). Os animais tiveram o
diagndstico confirmado através da PCR em tempo real.

Foram também incluidos nos estudo cinco caes fémeas (n=5)
comprovadamente saudaveis (Grupo controle), apresentando hemograma
normal e diagndstico negativo para leishmaniose pela técnica de ELISA e PCR

em tempo real.

Coleta das amostras:

Animais infectados: Os caes foram eutanasiados pelo seguinte
processo: inicialmente tranquilizados com 0,05mg/Kg de maleato de
acepromazina, seguido de administragéo rapida (20s) de 15mg/Kg de tiopental
sodico e de 10mL de cloreto potassio 19,1% pela mesma via. Amostras do
bagco obtidas foram mantidas em RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de
soro fetal bovino (Sigma) a 4°C e processadas imediatamente para
quantificacdo de células T regulatérias produtoras de IL-10 e TGF-B por
citometria de fluxo. De cada cao foi colhido 2 ml de sangue de sangue total
sem anti-coagulante em temperatura ambiente por 4h e posteriormente
centrifugado para extragdo do soro. As amostras de soro foram armazenadas a
20°C para avaliagdo sorologica. 4mL de sangue adicionais coletados com
EDTA de sdédio foram processados imediatamente para quantificacdo de

células T regulatorias produtoras de IL-10 e TGF-3 por citometria de fluxo.
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Animais saudaveis: as amostras de baco foram retiradas por excisao
cirurgica. Os caes foram pré-medicados com a combinacdo de morfina (0,4 mg
kg'1 IM) e acepromazina (0,05 mg kg'1 IM). Quinze minutos depois a anestesia
foi induzida por propofol (4,0 mg kg -1 IV) e midazolam (0,1 mg kg ™' IV).
Imediatamente, os cades foram posicionados em decubito dorsal e a anestesia
foi mantida com isoflurano (1,5%V). A frequéncia cardiaca e respiratéria, a
pressao arterial sistélica e medi¢cdes de CO, foram monitoradas durante todo o
procedimento anestésico. As amostras foram mantidas em RPMI 1640
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (Sigma) a 4°C e processadas
imediatamente para quantificagao de células T regulatérias produtoras de IL-10
e TGF-B por citometria de fluxo. De cada cao foi colhido 2 ml de sangue da veia
cefalica sem anti-coagulante em temperatura ambiente por 4h e posteriormente
centrifugado para extragdo do soro. As amostras de soro foram armazenadas a
20°C para avaliagado sorologica. 4mL de sangue adicionais coletados com
EDTA de sodio foram processados imediatamente para quantificagcdo de

células T regulatorias produtoras de IL-10 e TGF- por citometria de fluxo.

Deteccao de anticorpo L. chagasi pelo ELISA

A triagem dos animais positivos e negativos foi realizada pelo ensaio
sorologico ELISA, usando como antigeno um lisado total de promastigotas de
Leishmania (L.) chagasi. Para a preparacdo do antigeno, os parasitas foram
mantidos em cultura a 26°C em meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis U.S.A.). A
preparacao do antigeno e o procedimento do ensaio ELISA foram realizados
como descrito por Lima et al. (2003).

A densidade o6ptica (DO) foi obtida utilizando o leitor Spectra Count TM
(Packard Bio Science Company, U.S.A.). O ponto de corte foi determinado com
o soro de caes saudaveis, de area nao endémica, utilizando como referéncia a

média mais 3 vezes o desvio-padrao obtido no grupo (Voller et al., 1980).
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Avaliagées das células T CD4'FOXP3’IL-10" e T CD4'FOXP3'TGFB*

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram
separadas com Ficoll-Paque (Amersham Biosciences®) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Para a lise das hemacias, foram adicionados as
células isoladas, 5mL de tampéo de lise (NH4Cl 0,16M e Tris 0,17M). Apds a
incubagéo a 4°C por 10 min., a suspenséo foi centrifugadas a 2000 RPM por 5
min., e adicionado 30mL de PBS as células e, apds ressuspensado em “vortex” ,
as células foram centrifugadas a 2000 RPM por 5 min. Esse procedimento foi
repetido trés vezes. Posteriormente o volume de células foi ajustado para
1000uL contendo 10° células.

Um fragmento de 2cm? do baco foi macerado com auxilio de pincas
anatémicas e adicionados 10mL de meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, Gilligham,
UK) acrescido de 100 U/mL de penicilina/streptoamicina e 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB). Apos a retirada dos “debris” celulares a suspenséo foi realizada
lise das hemacias utilizando o procedimento ja descrito.

Apds o bloqueio dos receptores Fc com PBS 0,5%BSA (tampao fosfato
salino 0,15 M, pH 7,2 suplementado com 5% de SBF e 0,5% de Albumina
Sérica) por 30 min. a 4°C, as células foram fixadas em tampao comercial
(Invitrogen,CA ) por 10 minutos a 4°C e, posteriormente, foram permeabilizadas
com 500uL de tampao de permeabilizacido comercial (Invitrogen,CA) por 3 min.
a temperatura ambiente. Para deteccdo das citocinas na populacido de células
Treg, as células foram triplamente marcadas com os anticorpos monoclonais
conjugados a fluorocromos: Anti-CD4 canino conjugado a isotiocianato de
fluoresceina-FITC (AbD Serotec, UK); anti-FOXP3 de rato/camundongo
conjugado a ficoetrinina-PE (eBioscience, San Diego, CA) (BILLER et al.,
2007); anti-IL-10 humano conjugado a AlexaFluor 647 (eBioscience, San
Diego, CA) (LU et al., 1995), anti-TGF-B1 humano conjugado a AlexaFluor 647
(Biolegend, USA)(CORREA et al., 2007) e os isotipos controles conjugados a
FITC, PE e AlexaFluor 647 de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Apos incubagéo por 30 minutos a 4°C e lavagem com PBS (ph-7,0), as células

marcadas foram ressuspendidas em tamp&o de fixagdo (Formol 10%).
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Posteriormente, as amostras foram adquiridas no citdmetro
EasyCyte mini® (Guava, Hayward, CA), e as analises realizadas no Software
Express Plus® Guava. Para analise das diferentes populag¢des imunomarcadas

10.000 eventos foram adquiridos.

Quantificagdo da carga parasitaria de Leishmania spp. por PCR em
Tempo Real.

O DNA foi extraido de 0,25 mg do tecido esplénico de cada animal
incluido no grupo experimental, utilizando o kit de extracdo de DNA (DNeasy®,
USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. A deteccdo de DNA de
Leishmania spp. foi realizada pelo método de PCR em Tempo Real utilizando
SYBR Green (SYBR® GreenER, CA) e os primers 13A (3’'GTG GGG GAG
GGG CGT TCT5") e 13B (3'ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTTS") (Rodgers et
al., 1990) em uma concentragdo de 10mM.

Para o desenvolvimento da curva padrao da reagao foi feita uma diluicao
seriada do DNA de L. chagasi, isolando 10°a 107 parasitas. A especificidade e
a eficiéncia da reacéo foi avaliada segundo Too (2003).

O ciclo de temperaturas programado no termociclador (Eppendorf
Mastercycler® Realplex, USA) foi: um aquecimento inicial de 95°C por 5
minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 63°C por 45 segundos e 72°C por
30 segundos. Foi feita uma extensdo final de 72°C por 5 minutos e
posteriormente, uma curva de “melting” a 95°C por 15 segundos, 60°C por 15

segundos, 20 minutos até chegar a temperatura de 95°C por 15 segundos.

Analise em microscopia de luz

Os fragmentos de bago foram fixados em solugdo de formol a 10%,
tamponada com fosfatos (pH 7,2), incluidos em parafina, cortados em
micrétomo na espessura de 5uym e corados com Hematoxilina e Eosina, para a
andlise das alteragdes morfologicas. Neste 6rgéao foi avaliada a organizagao
(score 1) e a desorganizagdo da poupa branca (score 2) e o padrao e

intensidade da resposta inflamatéria, feita por escores: discreta (1); moderada
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(2) ou acentuada (3), bem como foram avaliados os tipos celulares
predominantes no infiltrado inflamatério esplénico e hepatico (plasmécitos,

macrofagos, linfocitos)

Imunoistoquimica (IHC) para FOXP3 em tecido esplénico

Para a técnica de IHC foi utilizado o Complexo Streptoavidina Biotina
Peroxidase (Complex Strept ABC, DAKO, USA), de acordo com o protocolo de
Lima et al. (2012) e o anticorpo primario Anti-mouse/rat FOXP3 (eBioscience,
San Diego, CA) (diluicdo de 1:100 em PBS ph-7,0).

Analise Estatistica

A comparacao entre os grupos estudados foi feita utilizando os testes
nao paramétricos t e Mann-Whitney. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05. A analise estatistica e os graficos foram
realizados com auxilio do software SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC,
EUA) e o programa GraphPad Prism 3 (GraphPad Software, Inc. CA. USA)
respectivamente. A correlacdo de Spearman foi utilizada para comparar a
porcentagem das citocinas IL-10 e TGF-B produzidas pelas células Treg a

carga parasitaria e aos achados histologicos.

Resultados

Na triagem do grupo infectado, utilizou-se como ponto de corte para
positividade, a densidade 6ptica (DO) acima de 0,270, conforme Lima et al.
(2003) (Figura 1). Os sinais clinicos mais frequentes entre os cées positivos
foram: caquexia (69%), lesdo cutadnea (62%) e onicogrifose (62%). O DNA
extraido do bago de todos os dos caes soropositivos mostraram positividade na
reagdo do PCR em tempo real.
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FIGURA 1- Reatividade sérica (IgG) contra o antigeno total de Leishmania chagasi de
soro de caes saudaveis (controle negativo, N = 5) e soros de caes infectados (positivo
N =29)

Para a analise das Treg produtoras de IL-10 e TGF-B intracelulares, no
software Guava Express, foi realizada inicialmente a selecdo da populagao de
mononucleares por tamanho e granulosidade, destas células selecionadas foi
delimitando uma “gate” somente para as células CD4" (Figura 2a, 2c). A partir
das células mononucleares CD4+, foi selecionada a populagdo de células
IL10"FOXP3" (Figura 2b, 2d) e o mesmo procedimento foi realizado para as
analises da populagédo celular TGFR*FOXP3".

A PCR em tempo real foi capaz de detectar de 0,01 a 10000 cépias do
DNA de Leishmania spp. (Tabela 1). A reagdo mostrou eficiéncia de 1 (€=1,01),
e o grau de correlacdo linear foi de 0,96 (R®=0,96). A carga parasitaria do

tecido esplénico foi altamente variavel



Tabela 1- PCR em tempo real para quantificagdo da carga parasitaria de Leishmania do

baco de caes com LV
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Animal Ct* CP/25mg de bago*
1 24,06 7

2 19,05 232

3 17,92 58625
4 17,94 539

5 22,77 30

6 23,92 13

7 24,45 6

8 19,18 224

9 30,14 0,10
10 19,39 191
11 20,25 115
12 26,57 1

13 24,75 5

14 23,6 10

15 27,4 1

16 20,38 127
17 27,91 0,5
18 15 4168
19 22,62 20

20 16,1 1905
21 16,03 1996
22 8,7 33300
23 21,49 46

24 27,74 0,3
25 18,58 16975
26 17,07 31387
27 20,88 52

28 23,38 8

29 23,76 6

*CP — Carga Parasitaria, CT — Ciclo de “Threshold”.



37

Observou-se maior produgédo de IL-10 (Figura 2B) por células
regulatérias no baco de caes infectados com Leishmania spp. quando
comparado aos controles (p= 0,03). No sangue nao foi observada diferenca
significativa da porcentagem de células CD4"FOXP3*IL10" entre cées controles
e infectados (dados ndo mostrados). Também nao houve diferenga significativa
(p=0,95) na producao de TGF-B pelas células T CD4 regulatérias do sangue e
do bago dos caes saudaveis e com LV e também n&o houve associagao entre
presencga de células produtoras de IL-10 (p=0,19) e TGF-B (p=0,37) e a carga
parasitaria. Como pode ser observado na Figura 2C, foi observado no bago
(p=0,0003) e no sangue (p=0,0002) de caes saudaveis um maior numero de

células FOXP3" se comparado aos infectados.
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FIGURA 2- A - Andlise de citometria de fluxo. (a) e (c) “Plot” de linfécitos CD4 de cao saudavel e infectado
respectivamente (Anticorpo monoclonal Anti-CD4 FITC). (b) e (d) “Plot” de células 2% e 12%
CD4'FOXP3'IL10" de c&o saudavel e infectado respectivamente (Anticorpos monoclonais Anti-FOXP3 PE
e anti-IL-10 AlexaFluor647). B — Quantificagdo de linfécitos em baco de caes infectados por Leishmania
spp. e saudaveis (controle). Os resultados sdo expressos em percentagem média + SD. C— Células
FOXP3+ em PBMC e bago de caes infectados por Leishmania spp. e controles saudaveis. Os resultados
sdo expressos como a percentagem média + SD. * p<0,05: diferenga significativa entre os valores médios

para os cdes infectados com LV e controles saudaveis
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A imunomarcagao com FOXP3 adjacente ao foliculo linfoide confirmou a
presenca das células Treg no baco dos caes infectados (Figura 3). Nao foi
verificada associagao entre a carga parasitaria e a presenga de células Treg e
a as citocinas IL-10 e TGF-.

FIGURA 3- Fotomicrogréfica de avaliagdo imunoistoquimica da expressdo de FOXP3" em
bagco de cées naturalmente infectados por Leishmania spp. (Obj.40). Marcado com
Streptoavidina Biotina Peroxidase. A barra representa 50um.

Nos cées infectados o bago e o sangue ndao mostraram diferencga
significativa nas células produtoras de IL-10 e TGF-beta entre as células CD4+
FOXP3 positiva e as células CD4+, no bago e no sangue (dado ndo mostrado).
O bago de caes com LV apresentou maiores porcentagens de IL-10 (p=0,02) e

de TGF-B (p=0,019) comparado ao sangue (Figura 4).
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FIGURA 4- Quantificagdo de linfécitos CD4'IL10" e CD4'TGFB* em PBMC e bago de caes
infectados por Leishmania spp. Os resultados sdo expressos como a percentagem média + SD. *p
<0,05: diferenga significativa entre os valores médios para os caes com LV.

Na analise histopatoldgica do bago dos caes infectados foi verificada que
50% dos caes apresentaram desorganizagao do tecido esplénico. Nos casos
mais severos havia rarefagdo linféide (Figura 5A), associada a presenga de
células linféides em apoptose, frequentemente observada na regido central do
centro germinativo esplénico o estante do grupo apresentou um padrao dentro
na normalidade.

Na polpa vermelha observou-se uma distor¢do da arquitetura,
caracterizada por reacdo granulomatosa, de difusa a multifocal. Apenas 10%
dos caes infectados apresentaram resposta inflamatéria discreta. Em 45% foi
observada resposta inflamatéria moderada (Figura 5B) e em 45% foi verificada
a resposta acentuada (Figura 5C). A reagao inflamatéria envolveu todas as
regides do baco, ou seja, a capsula, a polpa branca e a polpa vermelha.

Estes achados histopatoldégicos n&o apresentaram relacdo com a

presencga de células Treg esplénicas produtoras de IL-10 e TGF-(.
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FIGURA 5 — Fotomicrografias do bago de cdo sintomatico para Leishmaniose Visceral. (A) Atrofia do foliculo
linféide (seta) e presenga de apoptose e de substancia hialina no centro do foliculo (seta azul, Obj. 40x). (B)
Reatividade linfoide moderada da polpa branca (seta, Obj. 10X). (C) Alta reatividade da polpa branca no
detalhe corpos apoptéticos (seta, 40x). Hematoxilina e Eosina.
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Discussao

Neste estudo observou-se a presenca de células T CD4+
regulatérias expressando a citocina IL-10 no bago de cdes com LV. Estes
resultados sdo semelhantes aos observados por Menezes-Souza et al. (2011),
que detectaram a presenca de células T CD4+ FOXP3+ na pele de caes com
LV. Esses resultados vao ao encontro do observado por Katara et al. (2011) em
humanos com kalazar apés a sua fase cronica, demonstrando um aumento da
expressao de citocinas IL-10 por células T regulatérias na pele, o que sugere
que parte da IL-10 observada na fase prolongada da doenga & proveniente
dessas células.

Os caes infectados apresentaram uma redugao na porcentagem
de células Treg no bagco e no sangue em relagdo aos caes saudaveis. Esses
resultados sdo semelhantes aos de Menezes-Souza et al. (2011), que
verificaram baixa expressao de células Treg na pele de caes sintomaticos com
LV comparados aos caes assintomaticos. Resultados semelhantes também
foram notados por Rodrigues et al. (2009), que observaram uma queda na
expressdo de FOXP3 no bagco de camundongos Balb/c infectados com L.
infantum, coincidindo com o aumento da carga parasitaria.

O mecanismo responsavel pelo decréscimo de células regulatorias ainda
nao foi elucidado. Pode estar associado a apoptose de linfécitos TCD4, fato ja
observado por Das et al. (1999) no bago de camundongos Balb/c infectados
experimentalmente com L. donovani. Lima et al. (2012) também observaram
apoptose dos linfécitos T no sangue e no bago de cdes com LV. E possivel que
parte dessa populagédo corresponda as células T regulatérias, futuros estudos
serao necessarios para esclarecer se as células reguladoras sofrem apoptose.
Outro mecanismo que pode ser associado a essa diminuicdo das Treg é a
diminuicdo da proliferagédo de linfocitos. Pinelli et al. (1999) demonstraram
diminuicdo de moléculas co-estimulatérias B-7 essenciais para ativacao celular

em caes experimentalmente infectados com L. infatum.
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A reducgao encontrada das células T regulatérias no bago dos caes com
LV pode gerar um descontrole imunitario que poderia levar ao desenvolvimento
de doencgas autoimune e ainda o desenvolvimento de tumores, tais patologias
ja foram observadas em associagao a leishmaniose canina (GINEL et al., 2008;
CORTESE et al.,, 2006; FOGLIA MANZILLO et al., 2005), uma vez que
alteragbes no numero ou atividade de células Treg provocam doencgas
autoimunes em diversos modelos experimentais (MITTRUCKER; KAUFMANN,
2004).

Verificou-se, na analise histolégica 50% dos cdes a presenga de
granulomas, o que parece refletir uma inflamagéao crénica persistente, resultado
da infecgdo descontrolada. Embora os granulomas parecam constituir um
passo para o controle da doenga, o seu interior, associado a presenga da
citocina IL-10 (WILSON, 1996) pode proporcionar um ambiente favoravel para
o crescimento e sobrevivéncia da Leishmania (MURRAY, 1990). As alteragdes
estruturais e a perda da arquitetura original do bagco dos caes estudados sao
semelhantes aos encontrados por Santana et al. (2008).

O aumento na porcentagem de produgao de citocinas regulatorias IL-10
e TGF- no bago dos caes com LV em comparacédo ao sangue foi semelhante
ao verificado no baco de humanos com leishmaniose visceral (NYLEN et al.,
2007), que também encontrou o aumento de producao de IL-10 no sangue,
porém, nao confrontou os resultados entre o sangue e bago. A alta
concentracdo de IL-10 no bago também foi verificado em pacientes com LV
apos do tratamento (KENNEY et al.,, 1998). Corréa et al. (2007) também
observou altas porcentagens dessas citocinas no tecido esplénico dos caes
infectados com L. chagasi.

Na LV, o parasita € inoculado na pele do hospedeiro e, posteriormente,
infectam células mononucleares fagocitarias do sangue. Finalmente,
hospedam-se em d&rgdos-alvo, essencialmente, o bago, onde ele replica
(BRASIL, 2002). A diferenga na quantificagdo de citocinas IL-10 e TGF-
produzidas pelas células T do sangue e do bago dos caes com LV pode ser

devido ao uso do sangue pelo parasita apenas como passagem para alcangar
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os o6rgaos-alvo, onde se replica. Assim, o que ocorre no sangue periférico n&o
€ representativo do que acontece nos orgaos alvos da doenga (REIS et al.,
2009).

Estes resultados demonstram que as células Treg sao importantes como
fonte de IL-10 no bacgo participando da modulagdo da resposta imunolégica. O
decréscimo de T regulatorias observado nos cdes com LV pode ser devido a
persistente ativacdo imune desencadeada pelo processo de infecgdo. No
futuro, estes achados auxiliardo a terapia preventiva, principalmente no que

concerne ao desenvolvimento de vacinas.
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