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CAPITULO 1

1. CONSIDERACOES GERAIS

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma antropozoonose de distribuicao
mundial, causada por protozoarios do género Leishmania, familia
Tripanossomatidae. No Brasil € causada pelo protozoario Leishmania (L.) chagasi,
que é semelhante & Leishmania (L.) infantum encontrada em alguns paises da Asia
e do Mediterraneo (GONTIJO; MELO, 2004; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). A
Leishmania spp. é um parasita intracelular obrigatorio de células do sistema
fagocitario mononuclear (CARVALHO-NETTO et al., 2006; SANTA ROSA;
OLIVEIRA, 1997;).

A transmissdo de Leishmania (L.) chagasi se da pela picada de fémeas de
insetos dipteros que medem 2-3 mm, bem adaptados ao ambiente peridomiciliar.
Estes flebotomineos distribuem-se por toda a América Latina e sdo conhecidos
popularmente como mosquitos-palha ou birigui e pertencentes a familia
Psychodidae. No Brasil, o principal vetor do protozodario no continente americano é o
Lutzomyia longipalpis. Recentemente, Lutzomyia cruzi foi também incriminado como
vetor da doenca no Estado do Mato Grosso do Sul (CAMARGO-NEVES et al., 2001)
na transmissao de Leishmania (L.) infantum (DOS SANTOS et al., 2003) e o vetor
Lutzomyia evansi na Colombia e Venezuela (BEJARANO et al., 2001). Estudos
recentes indicam a possibilidade da transmissao por outros vetores invertebrados
como Ctenocephalides felis (FERREIRA et al., 2009) e Rhipicephalus sanguineus
(COUTINHO et al., 2005).

A Leishmania (L.) chagasi pode ser encontrada nas formas promastigota e
paramastigota (formas flageladas), no trato digestério dos hospedeiros invertebrados
e na forma amastigota (formas sem flagelo livre), no citoplasma de células do
sistema fagocitario mononuclear dos hospedeiros vertebrados (LEE et al., 2002;
BARBIERI, 2006).

No Brasil a leishmaniose visceral canina coexiste com a leishmaniose visceral
humana em todos os focos conhecidos e ela precede a ocorréncia de casos
humanos (DEANE, 1956; ALENCAR, 1978; MARZOCHI et al.,1985).
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Um reservatorio € um animal que serve de fonte para a infeccdo humana. O
cdo apresenta todas as caracteristicas de um Otimo reservatério, pois vive em
contato intimo com humanos, apresenta uma area de distribuicdo sobreposta a
humana, € suscetivel ao agente patogénico, funciona como fonte de alimentacdo
para o0 vetor, desenvolve alto parasitismo cutaneo apresentando alta taxa de
infeccdo. Além disso, a doenca no cao apresenta uma evolucéo crénica permitindo
gque o cao sobreviva pelo menos até o proximo periodo de transmissao (BRAY,
1982). O periodo de incubagdo pode variar de 3 meses até 2 anos (GENARO,
2000).

A infeccdo em caes € clinicamente semelhante a infecgdo humana, embora
no cao, além do acometimento das visceras, sdo frequentemente encontradas
lesdes de pele nos animais infectados e sintomaticos (KRAUSPENHAR et al., 2007).
O quadro clinico é variavel e depende da resposta imune do cdo e da cepa do
parasita inoculado pela picada do inseto vetor (MICHALICK; GENARO, 2005).
Inicialmente surge febre intermitente, perda de peso e linfoadenopatia (LIMA et al.,
2004). Alguns cées curam espontaneamente enquanto que outros evoluem para a
morte em poucas semanas (MICHALICK; GENARO 2005).

A LVC é uma doencga cronica, fatal e sistémica, sendo 0s principais sinais
clinicos no cado representados por caquexia, hipergamaglobulinemia,
hepatoesplenomegalia, anemia e linfadenopatia (BRITO et al., 2004; CIARAMELLA
et al.,, 1997; FERRER, 1999; LIMA et al., 2004; KRAUSPENHAR et al., 2007). Na
pele sdo comuns Ulceras crostosas na orelha, focinho e regido periorbital,
descamacao furfurdcea e alopecia multifocal (KRAUSPENHAR et al., 2007).

De acordo com GENARO (2000), os céaes soropositivos séo classificados
clinicamente em: a) assintomaticos por apresentarem auséncia de sinais
compativeis com leishmaniose visceral, representam 60% da soropositividade em
areas endémicas e 67% de positividade em exames parasitolégicos de pele, apesar
dos titulos de anticorpos serem baixos; b) oligossintomaticos quando apresentam os
primeiros sinais da doenca com discreto emagrecimento e/ou sinais clinicos pouco
caracteristicos, representam cerca de 17% da soropositividade em areas endémicas
e apresentam 71% de parasitismo cutaneo; c) polissintomaticos ou sintomaticos
apresentam sinais clinicos tipicos da LVC tais como e representam cerca de 25% da

soropositividade em &reas endémicas, com 81% de parasitismo cutaneo.
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A confirmagdo do diagnostico pode ser realizada por métodos diagndsticos
diretos, tais como: citologia, isolamento e cultivo do parasita, e deteccdo molecular
do parasita pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em amostras de sangue,
pele, linfonodos, conjuntiva ou medula 6ssea de cées infectados. A sensibilidade e
especificidade da PCR dependem de diferentes fatores, incluindo tipos de
iniciadores, numero de copias do DNA alvo, método de extracdo de DNA, biopsia do
material e tipos de protocolo da PCR (GONTIJO; MELO, 2004; METTLER et al.,
2005).

Devido as limitacdes dos métodos diagnosticos diretos, tém se pesquisado
técnicas indiretas e ndo invasivas, especialmente aquelas relacionadas a deteccao
de anticorpos no soro do animal. Tais meétodos devem ter sensibilidade e
especificidade satisfatérias, ndo serem dispendiosos e serem de execucao simples,
especialmente para permitir seu uso em inquéritos epidemioldgicos (BRASIL, 2008).
O método sorologico ELISA tem sido empregado por ser um teste sensivel, com
facilidades técnicas e econémicas (LIMA et al., 2003). O teste ELISA indireto utiliza
antigenos totais de Leishmania spp. Ele € comumente empregado para diagnéstico,
por apresentar sensibilidade de 90% e especificidade de 93,3% em caes
sintométicos (CANDIDO et al., 2008).

Outro importante avango na area do diagndstico indireto da LVC foi a
identificacdo de antigenos imunodominantes e a producdo de recombinantes
(MOHAMMED et al., 1985), entre esses o k39, uma proteina recombinante
localizada no DNA do cinetoplasto de Leishmania spp., constituinte de uma proteina
de 230 kDa da familia Kinesina. A proteina rK39 apresenta sequiéncia idéntica em
sete espécies de Leishmania spp. A conservacdo de uma sequéncia de 39
aminoacidos repetitivos confere a esta proteina epitopos de alta densidade e
identidade especifica com as espécies L. donovani e L. chagasi. A reatividade com
outros tripanossomatideos mostrou-se negativa e a presenca de anticorpos anti-
rK39 indicaria a infec¢do ativa (MOLINA et al., 1994). A proteina recombinante k39
tem sido utilizada em testes imunocromatograficos rapidos (dipsticks) no diagndstico
soroldgico da LVC em campo e em laboratério na Africa e na india (NAKATANI et
al., 2001; QUINNELL et al., 2001). Seu uso no Brasil mostrou excelente performance
no diagnostico com 93% de sensibilidade e 97% de especificidade (DE ASSIS et al.,
2008).
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As leishmanioses sdo um problema de saude publica e demandam diversos
mecanismos para 0 seu controle. Primeiramente, o diagnéstico e tratamento dos
doentes. Nos casos humanos as principais drogas utilizadas sdo a anfotericina B,
miltefosine e pentamidina (OKWOR; UZONNA, 2009). No caso dos céaes preconiza-
se a eutanasia dos mesmos.

Os impactos no controle da LVC com a remocdo e eutanasia dos céaes
soropositivos tém sido discutidos por se mostrar trabalhosa e de eficacia duvidosa.
De acordo com estudos controlados, a propagacéo da leishmaniose visceral
americana (LVA) ndo é afetada exclusivamente pela eliminagcdo de céaes
soropositivos (DIETZE et al., 1997). Recentemente, com o advento de vacinas com
potencial protecdo aos caes frente a Leishmania spp., tem se estudado o impacto do
uso deste método profilatico na disseminagdo da doenca (DA SILVA, et al., 2001).

Com isso, o controle do vetor ainda é o principal meio de prevenir a

disseminacao da leishmaniose.

1.2 ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGICOS

Existem cerca de 20 espécies de Leishmania patogénicas ao homem, mais
de 30 espécies de flebotomineos (insetos vetores), muitas espécies de mamiferos,
susceptiveis e além do ciclo zoondtico, apresentam também ciclos enzooético e
antropozoonotico (LAINSON; SHAW, 1987).

Desde 1990, os limites da distribuicdo geografica das leishmanioses tem se
expandido significativamente. Estima-se que mais de 2 milhdes de novos casos
ocorrem no mundo todo ano e que mais de 12 milhdes possivelmente estejam
infectadas, nuamero provavelmente subestimado, pois sO ha comunicacéo
compulsdria em 32 dos 88 paises endémicos para esta doenca (WHO, 2006). Em
2006, mais de 5000 casos de leishmaniose visceral foram reportados a Organizacao
Pan-Americana de Saude, a maioria deles no Brasil (PAHO, 2007).

Segundo DESJEUX (2001), as migracdes, a acdo antrépica no ambiente, a
urbanizacdo dos ciclos de circulagdo de Leishmania spp., a imunossupresséo e a
desnutricdo do hospedeiro seriam fatores de risco que explicariam a expansao, a
disseminacdo e o aumento da incidéncia de casos de leishmanioses em vérias

regides do mundo.
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As caracteristicas clinicas, etiologicas, geograficas e epidemiolégicas muito
diversificadas resultam em um espectro de doencas do sistema fagocitico
mononuclear da pele, medula 6&ssea, figado, baco, linfonodos entre outros,
associadas a resposta imunolégica expressa pelo hospedeiro (LAINSON; SHAW,
1987).

A LV possui ampla distribuicdo no Velho e no Novo Mundo situando-se entre
as sete endemias prioritarias da Organizacdo Mundial da Saude. A LV afeta 500 mil
pessoas por ano e aproximadamente 90% de todos os casos notificados no mundo
provém de Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo. A doenca atinge
principalmente as populacdes mais pobres desses paises, associada a desnutricéao,
saneamento basico e a ocupacéo desordenada do ambiente (WHO, 2007). No Novo
Mundo a doenca é conhecida como Calazar neo-tropical ou LVA.

Entre 2001 e 2005, foram notificados 15.340 casos de LV em humanos no
Brasil, a maior incidéncia ocorreu no Nordeste, com 92% do total de casos, seguida
pelo Sudeste (4%), Norte (3%) e Centro-Oeste (1%) (BRASIL, 2008). Ocorre em
zonas rurais, porém encontra-se também em centros urbanos, estando em franca
expansao no estado de Sao Paulo. O primeiro relato de ocorréncia de leishmaniose
visceral canina no estado de Sao Paulo ocorreu em 1998 e a leishmaniose visceral
humana em 1999, na cidade de Aracatuba (GALIMBERTTI et al., 1999). Desde
entdo a doenca vem se disseminando, totalizando 40 municipios com transmissao
canina nesta regido (SAO PAULO, 2010).

Em 2004 foram notificados 130 casos humanos. J& em 2005, foram 140
casos novos registrados. Destes, 51% na regido de Aracatuba. Em 2006, a
transmissdo humana ou canina havia sido registrada em 49 municipios. Cerca de
5,3% destes municipios apresentam transmissdo humana e canina, sendo
Aracatuba um deles. Em 2007 a 2009 registrou-se 200 casos de leishmaniose
visceral humana, com 18 oObitos (CAMARGO-NEVES et al., 2001; CAMARGO-
NEVES, 2007; SAO PAULO, 2010).

Existe uma grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo — se
ela foi introduzida recentemente, na época da colonizacdo européia e causada pela
espécie L. infantum, ou ha varios milhées de anos, juntamente com a introducdo dos
canideos, devendo a espécie ser classificada como L. chagasi (GONTIJO; MELO,
2004). Os achados de altas taxas de infeccdo em canideos originarios da Amazénia
sugerem a origem autéctone (LAINSON et al, 1987). Entretanto, estudos utilizando
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técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e a L. infantum uma
Gnica espécie e aceitam a hipotese de origem recente nas Américas (MAURICIO et
al., 2000).

A ocorréncia da doenca em uma determinada area depende basicamente da
presenca do vetor susceptivel e de um hospedeiro e/ou reservatério igualmente
susceptivel (GONTIJO; MELO, 2004).

A constante migracdo do homem, com seus cées infectados, de areas
altamente endémicas para aquelas nas quais a LVA ndo é endémica, explicaria a
introducdo do agente etiolégico e a manifestacdo de novos focos, sendo o risco
maior para a populacdo humana residente que convive com L. longipalpis e com as

raposas e/ou outras fontes silvestres locais (SERVICE, 1989).

1.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA ADAPTATIVA CANINA E CELULAS T
REGULATORIAS NA LEISHMANIOSE VISCERAL

No céo, a infeccao por Leishmania (L.) chagasi ndo necessariamente indica o
desenvolvimento da doenca. Alguns cées infectados conseguem controlar a
expanséao do parasita e curar a infeccdo, em outros a infeccdo permanece subclinica
por um longo periodo (assintomaticos). Em outros cdes que nado tém a capacidade
de controlar o parasita, a doenca progride e depois de 2 a 4 meses de incubacéo os
sintomas aparecem (MORENO; ALVAR, 2002). Na resposta adaptativa, as células T
sdo de fundamental importancia na regulacdo da imunidade ao parasita. A
resisténcia a infec¢do esta associada a baixos niveis de anticorpos especificos e a
existéncia de imunidade celular com ativagdo de células T CD4" Thl especificas
para Leishmania spp., com producdo de IL-2, IFN-y e TNF-a que ativam o0s
macrofagos (PINELLI et al., 1994).

As células T CD8" também parecem estar envolvidas com a resisténcia a
infeccdo (BARBIERI, 2006). A ativacdo pelo parasita das células T CD4" resulta no
aumento da sobrevivéncia do parasita e no aparecimento das lesbes, em razédo das
acOes supressivas de suas citocinas nos macréfagos (ABBAS et al., 2000;
BARBIERI, 2006).

A imunossupressdo celular constitui o aspecto mais importante na
patogénese e progressao da doenca canina. A supressao da resposta das células T
€ observada pela auséncia da reposta linfoproliferativa “in vitro” a antigenos de
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Leishmania spp. e reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia negativa para
Leishmania spp (DOS SANTOS et al. 2008). Em cées infectados com Leishmania
infantum observa-se uma reducdo no nimero de linfocitos T CD4" e concomitante
proliferacdo do parasita nos macrofagos, seguida da disseminacédo do parasita para
varios 6rgdos (BOURDOISEAU et al., 1997, HERVAS et al.,, 1996). H4 uma
correlacgéo direta entre os niveis das células T CD4" e a resposta celular ao parasita.
A recuperacao do animal doente, apds o tratamento, € acompanhada pelo aumento
da porcentagem das células T CD4" (ALVAR et al., 2004).

Alguns experimentos demonstraram que as células T CD4" podem prevenir,
em certas circunstancias, reacgfes do sistema imune, prejudiciais ao proprio
organismo (POWRIE; MASON, 1990; SAKAGUCHI et al, 1982). Este
reconhecimento da populacdo de células T com papel regulador da resposta imune
comecou a ser desvendado com a co-expressao de CD25, uma cadeia do receptor
de IL-2, pelas células T CD4" (SAKAGUCHI et al., 1995). A descoberta que células T
CD4" CD25" podiam suprimir a proliferacido de células T in vitro levou & adogdo
deste ensaio como meio de estudar a funcdo das células T regulatéorias (Treg) em
populacdes de linfécitos.

Em estudos com camundongos portadores de diversas imunopatologias
associou-se o desenvolvimento de uma sindrome autoimune a uma mutagdo no
gene do fator de transcricdo Foxp3, necessario para que células T CD4" se
tornassem células Treg (CHANTILA et al., 2000; FONTENOT et al., 2003; HORI et
al., 2003). A expressdo do fator transcricional Foxp3 parece ser o Unico fator
essencialmente associado as células T regulatorias naturais. Tanto humanos quanto
camundongos deficientes da proteina funcional Foxp3 sofreram sintomas de doenca
autoimune severa (RAMSDELL, 2003). Até o presente momento, a avaliacdo da
expressao de Foxp3 é o melhor método disponivel para quantificacdo da populacéo
de células Treg em cées, devido seu papel critico no desenvolvimento e funcéo das
células Treg, além do fato de a sequéncia do Foxp3 ser altamente conservada em
diversas espécies (BILLER et al., 2007).

Células T CD4" que expressam o fator de transcricdo Foxp3 (forkhead Box
p3) representam uma populacdo de linfécitos que agem como mediadores da
tolerancia, cuja funcado supressora € vital para a manutencdo da homeostase do
sistema imune. Estas células Treg suprimem a resposta imune através de diversos

mecanismos incluindo contato  célula-a-célula, producdo de citocinas
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antiinflamatérias e modulando o estado de ativacdo e funcdo das células
apresentadoras de antigenos (APC) (SHEVACH, 2009).

Um dos principais mecanismos pelo qual as células Treg podem suprimir
diretamente a agdo das células T Foxp3 € o consumo competitivo de IL-2, por
apresentarem receptores de alta afinidade por esta citocina (SHEVACH, 2009).

As células Treg compdem 5-10% da populacdo de linfécitos T CD4"
sanguineos e sao caracterizadas pela expressao constitutiva de CD25 e baixa
expressao de CD45RB (BLUESTONE; ABBAS, 2003). Além destes marcadores de
superficie, diversos outros ja4 foram encontrados como CD134 (OX 40), GITR
(TNFRSF18), CD152 (CTLA-4) e CD103, mas nenhum com especificidade para esta
populacao celular.

Outros pesquisadores ja estudaram o papel das células Treg em diversas
patologias e espécies encontrando variacdes no padrao de citocinas produzidas e na
quantidade destas células, dependendo do agente infeccioso, do hospedeiro, do
orgdo alvo estudado e da fase evolutiva da doenca (CAMPANELLI et al., 2006;
MENDEZ et al., 2004; OLDENHOVE et al., 2009)

As células Treg podem estar correlacionadas a outros mecanismos
regulatorios. Em modelo experimental murino C57BL/6 infectado com Toxoplasma
gondii as células T Foxp3" diminuiram a producdo da molécula antiapoptética Bel-2,
além de expressarem grandes quantidades do marcador de apoptose anexin-V e
caspase-3 (OLDENHOVE et al., 2009), indicando uma possivel interacdo desses
mecanismos.

Em camundongos BALB/c infectados com Leishmania infantum observou-se
um aumento da populacéo de células Treg no sitio da infeccdo, na fase aguda da
doenca (RODRIGUES et al., 2009). Ja& em pacientes humanos com leishmaniose
visceral ndo se observou diferenca estatistica na populacdo de células Treg
sanguineas quando comparado ao grupo controle sadio (NYLEN et al., 2007). Em
caes naturalmente infectados por Leishmania spp., com sinais clinicos compativeis
com a leishmaniose visceral, nenhum estudo avaliou a presenca ou a funcéo dessa
subpopulacéo celular.

Estudos relacionando células Treg, citocinas produzidas localmente e a
influéncia delas na resposta imune frente a Leishmania spp. irdo elucidar questdes
sobre a patogenia, evolucdo da doenca e relacdo parasita-hospedeiro na

leishmaniose visceral canina. Com isso, estudou-se se a infeccdo natural canina por
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Leishmania spp. influencia na quantidade de células Treg que se diferenciam no

baco e sangue periférico destes animais.
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Quantificacdo de células T regulatérias no baco e sangue de caes

naturalmente infectados por Leishmania spp.

RESUMO - Os cédes sdo o principal reservatorio domeéstico de Leishmania.
(L.) chagasi. No hospedeiro vertebrado, incluindo o homem, o parasita pode causar
leishmaniose visceral, transmitida aos humanos. As células T regulatérias (Treg)
estdo envolvidas na inducdo de supressédo de mecanismos efetores relacionados a
imunidade celular. Para investigar a possivel implicagdo das células Treg durante a
infeccdo por Leishmania spp., a presenca de Treg no baco e no sangue periférico foi
avaliada em caes naturalmente infectados e com sinais clinicos compativeis com a
doenca. Quinze caes adultos provenientes do Centro de Controle de Zoonoses da
Prefeitura Municipal de Aracatuba - SP, Brasil, com reacdo sorologica positiva para
antigenos de Leishmania (L.) chagasi determinada por ELISA indireto e teste rapido
rk39 (Kalazar Detect™ Rapid Test, InBios Inc-Seattle, WA-USA). Cinco cées
saudaveis, provenientes de area ndo endémica foram incluidos no estudo. As
células T regulatorias foram quantificadas em amostras de baco e em células
mononucleares do sangue periférico utilizando-se anticorpos monoclonais e
citometria de fluxo. No bago, menor niumero de células Treg foi observado em cées
infectados do que nos controles (p<0,05), enquanto que nenhuma diferenca foi
observada nas células mononucleares de sangue periférico. Esses resultados
sugerem que as ceélulas Treg estdo envolvidas na infeccdo por Leishmania spp. e
que podem ter um papel na persisténcia do parasita e o estabelecimento da infec¢ao

cronica.

Palavras-chave: Leishmania spp., citometria de fluxo, células T CD4" Foxp3*
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Quantitation of regulatory T cell population in spleen and blood in Leishmania

spp. naturally infected dogs

SUMMARY - Dogs are the main domestic reservoirs of L. (L.) chagasi. Once
in the vertebrate host, the parasite may cause visceral leishmaniasis, which can also
be transmitted to humans. Regulatory T cells (Treg) have been shown to be involved
in the direct induction of immunosupression of effector cellular immune response. To
investigate the possible involvement of T reg cells during Leishmania infection, the
presence of Treg cells from the spleen and peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) of dogs naturally infected with L. (L.) chagasi, and showing clinical signs,
was quantified. A total of 15 adult dogs from the Center for Zoonosis Control of
Aragatuba - SP, Brazil, positive for Leishmania (L.) chagasi by indirect ELISA and
rapid test rK39 (Kalazar Detect™ Rapid Test, InBios Inc-Seattle, WA-USA), and 05
adult healthy dogs from non endemic area were included in the study. Samples from
spleen and PBMC were used for quantification of Treg by flow cytometry using
monoclonal antibodies. In spleen, Treg levels in infected dogs were lower than in
control group (p<0.05); in PBMC, no differences were observed between the two
groups. These results suggest that Treg population is involved in Leishmania spp.
infection and may play a role in promoting parasite persistence and establishment of

chronic infection.

Keywords: Leishmaniasis, flow cytometry, CD4" Foxp3™ T cells
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1. Introducéo

Leishmaniose visceral (LV) € uma doenca cronica causada por diferentes
espécies de Leishmania spp., pertencentes ao complexo Leishmania (L.) donovani.
Esta doenca atinge 65 paises e a maioria dos casos humanos ocorre em cinco
paises, incluindo Brasil (DESJEUX, 2004). No Brasil, a maior incidéncia ocorre no
Nordeste, com 92% do total de casos, seguido por Sudeste (4%), Norte (3%) e
Centro-Oeste (1%) (BRASIL, 2008). Na cidade de Aragatuba, estado de Sao Paulo,
a LV foi primeiro detectada em cdes em 1998 e em seres humanos em 1999
(GALIMBERTTI et al., 1999).

Nos cées, as células T sdo de fundamental importancia na regulacdo da
resposta imunologica ao parasita. A resisténcia a infeccéo esta associada a ativacao
de células T CD4" Thl especificas para Leishmania spp., que produzem IFN-y
ativando macrofagos (PINELLI et al., 1994). As células T CD8" também parecem
estar envolvidas com a resisténcia a infeccdo (BARBIERI, 2006). A ativacdo das
células T CD4" Th2 pelo parasita resulta no aumento da sobrevivéncia do parasita e
no aparecimento das lesdes, em razdo das acfes supressivas de suas citocinas nos
macréfagos (PINELLI et al., 1994; ABBAS et al., 2000).

A supressédo da imunidade celular constitui 0 aspecto mais importante na
patogénese e progressao da doenca canina. A supressao da resposta das células T
€ observada pela auséncia da reposta linfoproliferativa “in vitro” a antigenos de
Leishmania spp. assim como reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia negativa
(DOS SANTOS et al, 2008). Em céaes infectados com Leishmania infantum,
observa-se uma redugdo no numero de linfocitos T CD4" e concomitante
proliferacdo do parasita nos macrofagos e disseminagcdo do parasita para varios
6rgdos (BOURDOISEAU et al., 1997; HERVAS et al., 1996). H4 uma correlacéo
direta entre os niveis das células T CD4" e a resposta celular ao parasito, onde a
recuperacao do animal doente, apds o tratamento, € acompanhada pelo aumento da
porcentagem das células T CD4" (ALVAR et al., 2004).

Células T com potencial regulatério ou imunossupressor sao
reconhecidamente importantes durante a resposta imune contra diversos patdgenos,
limitando a imunopatologia ao mesmo tempo em que facilitam a sobrevivéncia do
patbgeno no hospedeiro (MILLS, 2004). Esta capacidade dos patdégenos de

persistirem no sitio da infec¢céo por longo tempo sem serem eliminados por células T



31
CD4'CD25 efetoras, é mediada por mecanismos dependentes ou ndo de IL-10
expressa por células T regulatérias CD4'CD25" (Treg) que fazem o equilibrio entre a
resposta do hospedeiro e a sobrevivéncia do patogeno (BELKAID et al., 2002). Esta
populacdo de células T supressoras tem a capacidade de limitar a acdo das células
T efetoras e assim prevenir ou finalizar respostas imunes exageradas, ou no caso de
células T autorreativas, diminuindo as respostas autoimunes (MITTRUCKER,;
KAUFMANN, 2004).

As células Treg compdem 5-10% da populacdo de linfocitos T CD4" do
sangue periférico e sao caracterizadas pela expressdo constitutiva de CD25 e baixa
expressdo de CD45RB (BLUESTONE; ABBAS, 2003). Além destes marcadores de
superficie, diversos outros ja foram encontrados como CD134 (OX 40), GITR
(TNFRSF18), CD152 (CTLA-4) e CD103, mas nenhum com especificidade para esta
populacao celular. A expressao do fator transcricional Foxp3 (forkhead box p3),
parece ser o unico fator essencialmente associado a células Treg naturais, e tanto
humanos quanto camundongos deficientes da proteina funcional Foxp3 sofreram
sintomas de doenca autoimune severa (RAMSDELL, 2003). Até o presente
momento, a avaliacdo da expressédo de Foxp3 € o melhor método disponivel para
quantificacdo da populacéo de células Treg em cées (BILLER et al., 2007) e ainda
ndo ha estudos referentes a quantificacdo desta populagdo celular em caes
naturalmente infectados com Leishmania spp.

Portanto, com o intuito de estudar esta populacéo celular no baco e sangue
periférico do principal hospedeiro peridomiciliar com maior potencial de ser fonte de
infeccdo para o homem, em uma regido endémica para LV, comparou-se a
quantidade de células T CD4" Foxp3® presentes no sangue e no bago de cées

naturalmente infectados por Leishmania spp. com a de caes sadios.

2. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual Paulista — UNESP, sob o protocolo n° 002232.

2.1. Critérios de inclusdo
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Utilizaram-se 15 caes (Canis familiaris), adultos jovens, de varias racas ou
sem raca definida, de pesos e estados nutricionais diversos, provenientes do Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) de Aracatuba.

Como critério de inclusdo adotou-se que os caes deveriam apresentar pelo
menos trés sinais clinicos caracteristicos da leishmaniose visceral canina (LVC), tais
como: perda de peso, caquexia, apatia, linfoadenomegalia, hepato-esplenomegalia,
alteracbes dermatoldgicas (queda de pélos, lesdes ulcerativas, prurido intenso,
pelame opaco e dermatite seborréica), conjuntivite, uveite, hipertermia, onicogrifose,
emaciacdo, émese e diarréia. Posteriormente, estes cdes foram diagnosticados
como positivos para leishmaniose através de triagem prévia com o teste rapido com
rK-39 e posteriormente por ELISA indireto em amostras de soro

Os 05 cdaes controles (ndo infectados) foram obtidos em areas ndo endémicas
e apresentavam bom estado de salde, hemograma normal e sorologia negativa

para leishmaniose tanto por ELISA indireto quanto pelo teste rapido rk39.

2.2. Deteccao de anticorpo anti Leishmania (L.) chagasi por ELISA indireto

As amostras de soros dos cées foram analisados por ELISA indireto,
utilizando como antigeno, lisado total de promastigota Leishmania (L.) chagasi
(MHOM/BROO/MERO02). Para a preparacao do antigeno, os parasitas foram mantidos
em cultura a 26°C em Meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis U.S.A.) (LIMA et al., 2003).

A placa de poliestireno foi coberta com 20 ug/mL de antigeno total do parasita
L. (L.) chagasi (LIMA et al., 2003), em tampé&o carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6.
Apés incubacédo a 4°C por toda a noite, a placa foi lavada com PBS - 0,05% Tween
20 e bloqueada por 1 hora, a temperatura ambiente, com 150 uL por poco de uma
solucdo de PBS contendo 10% de soro fetal bovino. Apds nova lavagem, as
amostras de soro, diluidas 1:400 em PBS + 10% de soro fetal bovino + 0,05%
Tween 20, foram adicionadas a cada poco, em duplicata, e incubadas por 3 horas a
temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente, adicionaram-se 100 uL de
anticorpo anti-lgG de cao conjugado a peroxidase (Sigma, St. Louis, U.S.A.) em
cada poco, na diluicdo de 1:1000, a placa foi lavada novamente e adicionado 100 (1L
da solucgéo reveladora, contendo 0,4 mg/mL O-phenylenediamine (Sigma, St. Louis,
U.S.A)), 0,4 uL/mL H,0O, , &cido citrico 0,1M, e fosfato de sddio dibasico 0,2M. A
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reacao foi bloqueada com 50uL de HCI 16%. A densidade 6ptica (DO) foi avaliada

utilizando o leitor Spectra Count ™ (Packard Bio Science Company, U.S.A.) e o
ponto de corte adotado foi de 0,270 (LIMA et al., 2003).

2.3. Deteccao de anticorpo anti K39 pelo teste rapido

Foi utilizado o Kit Kalazar Detect™ Rapid Test (InBios Inc-Seattle, WA-USA)
no soro dos cées, de acordo com as instru¢cGes do fabricante.

Os testes de triagem rK39 e ELISA indireto foram escolhidos devido alta
sensibilidade e especificidade apresentada em cdes sintomaticos naturalmente
infectados com Leishmania (DE ASSIS et al., 2008, CANDIDO et al., 2008).

2.4. Obtencéo das amostras

A colheita das amostras dos caes naturalmente infectados foi precedida pela
eutanasia realizada com 0,05 mg/kg de maleato de acepromazina intravenosa (iv) e
15 mg/kg de tiopental sodico iv, seguida de 10 ml de cloreto de potassio 19,1% pela
mesma via, segundo protocolo preconizado pelos 6érgdos e comités de ética
responsaveis do Estado de S&o Paulo. Apds a eutanasia, os fragmentos de baco
foram colhidos e mantidos em meio de cultura celular RPMI-1640 (Sigma,U.S.A.). O
sangue foi obtido por puncdo venosa da veia cefélica ou pela puncdo cardiaca
direta, imediatamente antes da eutanasia, coletado em tubos contendo EDTA e
mantido sob refrigeracdo (4°C). As amostras foram processadas para
imunomarcacao logo apos a colheita, ndo ultrapassando 30 min de intervalo.

Nos cdes sadios (grupo controle negativo), provenientes do Biotério da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP, o procedimento de
obtencdo das amostras foi 0 mesmo, exceto pela eutanasia, o fragmento de baco foi

retirado por exciséo cirlrgica apos sedacao.
2.5. Avaliacdo da populacéo de células T regulatorias
A avaliacao da porcentagem da populacédo das células Treg foi realizada pela

marcacdo das células mononucleares do baco e sangue periférico com anticorpos

monoclonais. A aquisicdo dos dados foi realizada no citbmetro EasyCyteMini
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(Guava, EUA), e a andlise dos dados no programa CytoSoft 4.1 contando 10.000
células por amostra.

As células mononucleares do sangue periférico e do baco foram separadas
em gradiente Ficoll-Paque (Amersham Biosciences®), seguindo as recomendacées
do fabricante. Quando houve muitas hemacias junto a populacdo de células
mononuclerares, as células do bago foram processadas com 5mL de tampéao de lise
de hemacias contendo cloreto de aménio 7,46 g/L e tris (hidroximetil) aminometano
2,06 g/L a 4°C por 10 min, centrifugadas a 2000rpm por 5min e lavadas com PBS
por 3 vezes. A imunodeteccdo de Foxp3 foi realizada apds processo de
permeabilizacdo com uma solugédo de Triton® X-100 0,025% (Sigma-Aldrich) por
3min.

Para blogueio dos receptores Fc (FCR), as células foram suspensas em PBS
contendo 1% de albumina sérica bovina, 0.1% de azida sddica e 20% de soro bovino
fetal. As células foram marcadas duplamente com anticorpos monoclonais
especificos conjugados a fluorocromos: Anti-CD4-canino conjugado a isotiocianato
de fluoresceina-FITC (AbD Serotec®) e anti-Foxp3-murino conjugado a ficoeritrina-
PE (eBioscience) ou isotipos controles conjugados a FITC e PE por 30 minutos
seguindo as recomendacgdes do fabricante. E valida a reacdo cruzada entre
anticorpo anti-Foxp3 murino para detectar Foxp3 canino e identificar células T
regulatorias caninas in vivo (BELKAID et al., 2002).

2.6. Andlise estatistica

A comparacéo entre os grupos estudados foi analisada usando-se teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney. Resultados foram considerados como significantes
guando p<0,05. As analises estatisticas e os graficos foram efetuados utilizando o

programa computacional GraphPad Prism 3 (GraphPad Software, Inc. CA. USA).

3. Resultados e Discussao

Os sinais clinicos mais freqlentes nos caes positivos foram: emagrecimento

(100%), onicogrifose (100%), dermatite seborreica (80%), lesdes e Ulceras (66,7%),

hiperqueratoses (53,3%), alopecia periorbital (46,7%) e lesdes oculares (46,7%).
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Para a quantificacdo de células Treg primeiro foi feita a sele¢do da populagéo
de células mononucleares pelo tamanho e granulosidade desta populacao,
selecionou-se as células CD4" marcadas com FITC (Fig 1A), e por ultimo
quantificou-se a populagao duplamente marcada com FITC e PE (Fig. 1B). No baco,
a comparacao da porcentagem de células Treg em cées naturalmente infectados por
Leishmania spp. e em caes controles mostrou porcentagem 5 vezes maior no grupo
controle (Fig. 1C).

O resultado do presente estudo confirmou a presenca de células T CD4"
expressando Foxp3 no bacgo. Tais resultados se assemelham aos observados por
RODRIGUES et al. (2009) em infeccado experimental de camundongos BALB/c por
Leishmania infantum, quando também se observou a presenca de células
CD4"Foxp3* nos érgaos linfoides, incluindo o baco.

Um dos mecanismos utilizados pelas células Treg para regular a resposta
adaptativa é a secrecao de IL-10 (ABBAS; LICHTMAN, 2005). No baco de cées
naturalmente infectados com Leishmania spp. € detectada alta producdo de IL-10
guando comparado a cdes controles (MANNA et al., 2006); a reducédo de Treg em
caes infectados sugere que outras fontes celulares possam ser responsaveis pela
alta producédo de IL-10 observada nos cées infectados. Em humanos com
leishmaniose visceral em processo agudo da doenca, a principal fonte de IL-10
provém de células T CD4" que nio exibem o padrédo regulatorio (NYLEN et al.,
2008), assim, € possivel que em caes em processo cronico da doenca, as células
Treg também ndo sejam uma fonte importante dessa citocina, devido a baixa
porcentagem destas células observada no tecido esplénico.

A quantidade de células Treg no baco pode ter influéncia da fase evolutiva da
doenca. Em infeccdo experimental de camundongos BALB/c por Leishmania
infantum, Rodrigues et al. (2009) observaram tendéncia de diminuicdo das células
Treg em linfonodos drenantes e baco na fase crénica da doenca. Assim como
observado em nosso estudo, onde os cédes apresentavam sinais clinicos compativeis
com essa fase. Entretanto estes resultados divergem dos apresentados por Nylén et
al. (2007) que ndo observaram diferencas na porcentagem de células Treg
esplénicas entre pessoas com diagndstico soroldgico de LV no periodo agudo da
doenca e individuos controles.

A diminuicdo de células Treg no baco, 6rgdo alvo da doenca, € semelhante a

observada por Oldenhove et al. (2009) em modelo experimental murino, onde
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camundongos C57BL/6 infectados com Toxoplasma gondii apresentaram diminui¢cao
dessa populacdo na mucosa do trato gastro-intestinal. Esta reducao de células Treg
mostrou estar relacionada a situacdes altamente patogénicas, onde a resposta
imune esta altamente polarizada levando a morte do hospedeiro infectado.

Embora tenhamos observado reducao da populacdo de células Treg em caes
infectados, em outros estudos, tem-se observado o acumulo ou proliferacdo de
células Treg no sitio da infeccdo. Observou-se aumento das células Treg em
linfonodos de pacientes HIV* durante a fase cronica da doenca (ANDERSSON et al.,
2005), assim como em camundongos C57BL/6 infectados por via subcutdnea com
Leishmania major durante a fase aguda (MENDEZ et al., 2004), evidenciando que o
comportamento dessa populacdo celular € dependente do agente etioldgico, dos
fatores regulatorios envolvidos na resposta adaptativa e da evolucdo da doenca.

A tendéncia de diminuicdo de células Treg em relacdo ao total de células T
CD4" em cées naturalmente infectados comparados aos controles, foi também
observada no baco, onde se encontrou diferenca estatistica significativa, sendo 3

vezes maior no segundo grupo (Fig. 1D).
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Figura 1. Dot-plot das populacbes celulares do baco de cédo naturalmente infectado por Leishmania
spp marcadas com anticorpo monoclonal anti-CD4 conjugado a FITC em (A) (a “gate” retangular
delimita as células CD4") e anticorpo monoclonal anti-Foxp3 conjugado a PE em (B) (no quadrante
superior direito observa-se a populacdo celular CD4'Foxp3"). Resultado representativo do grupo.
Quantificacdo da porcentagem de células Treg no baco em relacdo aos leucécitos totais (C), e em
relacéio as células T CD4" (D) do grupo de cées naturalmente infectados com Leishmania spp. (m) e
no grupo de cées controles (o). Valores representam a média + desvio padrdo, p<0.05, teste de

Mann-Whitney

No sangue as células Treg variaram entre 5-10%, resultado semelhante ao
observado em outros estudos com cées saudaveis (KEPPEL et al., 2008; O'NEILL et
al., 2009). Diferente do observado no bac¢o, no sangue néo foi observada diferenca
estatisticamente significante na porcentagem de células T regulatérias entre os dois
grupos tanto em relacdo aos leucdcitos totais quanto em relagdo as células T CD4"
(Fig. 2). Resultados estes semelhantes aos encontrados em pacientes humanos
com LV (NYLEN et al., 2007).
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Figura 2. Quantificacdo de células Treg no sangue de caes naturalmente infectados (m) com
Leishmania spp. e em cédes controles (o). Comparacao entre a porcentagem de células Treg em
relacdo as células T CD4" (A). Comparacdo entre a porcentagem de células Treg em relacdo as
células mononucleares (B). Valores representam a média + desvio-padrdo, p<0,05, teste de Mann-
Whitney.
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No grupo de caes naturalmente infectados, a comparacao da porcentagem de
células Treg em relacdo aos leucdcitos totais do sangue e baco ndo apresentou
diferenca estatistica significativa, entretanto, a porcentagem de Treg em relacédo as
células T CD4" deste grupo foi aproximadamente 3 vezes maior no sangue do que
no baco (p<0.05).

O grupo estudado vive em uma regido endémica e esta sujeito a frequentes
reinfeccdes pelo parasita, o que poderia causar um desequilibrio na diferenciacéo de
células Treg do sangue periférico e bago, diminuindo em sitios onde o parasita ja se
estabeleceu e aumentando em regides de infeccdo mais recente (MENDEZ et al.,
2004), em infeccdo experimental por L. major em camundongos C57BL/6,
observaram aumento de células Treg no local da infeccdo mais recente e uma
diminuicdo no sitio da primeira infeccao.

Na LVC, o parasita é inoculado na pele do hospedeiro, e posteriormente ira
infectar células do sistema fagocitico-mononuclear sanguineas, indo finalmente se
alojar em orgdos alvo, principalmente o bago, onde se replica. Possivelmente a
auséncia de alteracdo na porcentagem de Treg no sangue periférico dos cées
infectados comparados aos caes controle se deve ao fato do parasita utilizar tal via
somente para atingir os 6rgaos alvos onde faz a sua replicacdo assim, o que ocorre
no sangue periférico ndo seria representativo dos 6rgaos linféides.

Sabe-se que a leishmaniose visceral canina estd associada a diversas
alteracbes secundarias a infeccdo com caracteristicas autoimunes, entre elas a
glomerulonefrite (GINEL et al., 2008). E possivel que a diminuicdo das células Treg
desencadeadas pelo processo infeccioso tenha relagdo com a ativacao policlonal
das células B, inducdo de hipergamaglobulinemia e producdo de auto-anticorpos,
pois em diversos modelos experimentais a alteracdo em numero ou na atividade das
células Treg causa doenca autoimune (MITTRUCKER; KAUFMANN, 2004).

Apesar da clara reducdo de células Treg no tecido esplénico, 0 mecanismo
responsavel por essa diminuicdo ndo foi elucidado e o mecanismo apoptotico
poderia estar relacionado. A infeccao intravenosa por L. donovani em camundongos
BALB/c induz apoptose significativa nas células T no baco (ALEXANDER et al.,
2001), fenbmeno também observado em cées naturalmente infectados (FATTORI,
2009). Além disso, foi demonstrado em camundongos infectados com Toxoplasma
gondii que as células T Foxp3* diminuem a producéo da molécula antiapoptdtica Bcl-

2, além de expressarem grandes quantidades do marcador de apoptose anexin-V e
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caspase-3 (OLDENHOVE et al, 2009). Como cédes com leishmaniose visceral
apresentam altas taxas de apoptose nos linfécitos T (FATTORI, 2009), é possivel
gue a apoptose tenha relacdo com essa reducéo na populacéo de células Treg.

A diminuicdo da quantidade de células Treg pode ocasionar uma
desregulagcdo das células T efetoras e conseqientes falhas imunoldgicas, o que
pode proporcionar a infeccdo por outros agentes. Este processo pode se
desenvolver eventualmente devido a deplecdo nao especifica de células T fazendo
com que 0s caes se tornem mais suscetiveis a infecgdes, especialmente, erlichiose
e babesiose (OLIVEIRA et al., 2008), e ocasionalmente com doencas neoplasicas,
principalmente tumores hematopoiéticos (FOGLIA MANZILLO et al., 2008).

Os resultados indicam que, em cées infectados por Leishmania spp., ha uma
diminuicdo de células Treg no bagco que poderia criar um microambiente favoravel
para a instalacdo e persisténcia do parasita. Futuros estudos seréo necessarios para
esclarecer os mecanismos envolvidos na reducdo da populacdo de células Treg.
Esses resultados contribuem para o entendimento da resposta imune em caes
infectados com Leishmania spp., podendo auxiliar no desenvolvimento de medidas

preventivas para esses animais.
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