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NIiVEIS DE ARGINASE, OXIDO NiTRICO E O EFEITO DA PGE; NA
PRODUGAO DE TNF-a EM LINFONODO DE CAES COM LEISHMANIOSE
VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) € uma doencga cronica que pode ser
fatal para os humanos. A doenca é causada por um parasita intracelular,
Leishmania infantum e é transmitida pela picada do mosquito flebétomo. Em
caes com LV observa-se uma intensa reagao inflamatoria crénica no figado,
baco, pele, medula 6ssea e ganglios linfaticos. A atividade arginase é
importante na LV, pois o aumento dessa enzima pode contribuir para a
multiplicagdo do parasita e para a redugdo da sintese de oxido nitrico (NO),
predispondo o macréfago a infecgéo. A prostaglandina E; (PGE;) pode regular
a producao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina-10 (IL-
10), porém nenhum estudo ainda foi realizado em cdes com LV. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a atividade arginase em macréfagos
aderentes de cultura de linfonodos de 23 cédes naturalmente infectados e 18
saudaveis, e os niveis de NO e PGE, no sobrenadante dessas culturas. O
efeito regulatorio de PGE; na producéo de TNF-a e IL-10 também foi avaliado
em cultura de leucdcitos totais de linfonodo. Esse estudo ajuda a esclarecer o

mecanismo da resposta imunoldgica na LVC.

Palavras chave: Caes, Indometacina, Leishmania infantum, Zoonoses



ARGINASE LEVELS OF NITRIC OXIDE AND THE EFFECT OF PGE; ON
TNF-A PRODUCTION BY LYMPH NODE DOGS WITH VISCERAL
LEISHMANIASIS

SUMMARY - Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic disease that can be fatal
to humans and dogs. The disease is caused by the intracellular parasite
Leishmania infantum and is transmitted by the bite of the sandfly
(phlebotomines). In dogs, VL is observed as an intense chronic inflammatory
reaction in the liver, spleen, skin, bone marrow and lymph nodes. Arginase
activity is important in VL because an increase of this enzyme may contribute to
the multiplication of the parasite and a reduction of nitric oxide (NO) synthesis,
predisposing a macrophage to infection. Prostaglandin E2 (PGE) can play a
regulatory role in the production of tumor necrosis factor (TNF-a) and
interleukin-10 (IL-10), however, there have been no studies in dogs with LV.
This study aimed to evaluate the arginase activity in adherent macrophages
cultivated from the lymph nodes of 18 healthy and 23 naturally infected dogs
and to examine levels of NO and PGE; in the supernatant of these cultures.
The regulatory effect of PGE; on the production of TNF-a and IL-10 was also
evaluated in supernatants of total lymph node leukocytes cultures. These

results help to clarify the mechanisms of the immune response in CVL.

Keywords: Dogs, Indomethacin, Leishmania infantum, Zoonoses
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CONSIDERAGOES GERAIS

Leishmanioses compreendem um grupo de doengas causadas pelo
protozoario do género Leishmania que incluem a forma cuténea, a visceral e
mucocuténea (RIOUX et al., 1990), é transmitida por vetores flebotomineos
(Diptera: Psychodidae) (REITHINGER; DAVIES, 1999), do género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo (DESJEUX, 2001).

Em relagdo ao ciclo bioldégico, o protozoario se apresenta sob duas
formas: promastigota e amastigota. A forma promastigota flagelada, encontrada
no intestino delgado do inseto vetor (hospedeiro intermediario), é transmitida ao
hospedeiro durante o repasto sanguineo, pela fémea do flebétomo Lutzomyia
longipalpis; ja a forma amastigota, parasita intracelular aflagelado, encontrado
nas ceélulas do sistema fagociticos mononuclear do hospedeiro vertebrado
(BATES, 2007).

Os protozoarios apds serem fagocitados pelos macrofagos adquirem a
forma amastigota e sao transportados para os linfonodos regionais
(SARIDOMICHELAKIS, 2009). A progresséo da infeccédo esta relacionada ao
vetor, ao parasito e a resposta imune do hospedeiro (BANULS et al., 2007;
SARIDOMICHELAKIS, 2009)

As espécies de Leishmania que induzem a doencga visceral é a L.
infantum no Velho Mundo e L. chagasi nas Américas (ALVAR et al., 2004).

A leishmaniose visceral tem sido relatada em pelo menos 98 paises, e
90% dos casos de LV globais ocorrem em apenas 6 paises: india, Blangadesh,
Sudéo, Sudao do Sul, Brasil e Etiopia (ALVAR et al., 2012). No mundo o
numero oficial de casos relatados de leishmaniose visceral €& de
aproximadamente 58.000 por ano (ALVAR et al., 2012). A migragao das zonas
rurais para as zonas urbanas, o rapido crescimento e urbanizacdo nao
planejada conduziu a uma rapida urbanizagdo da LV no Brasil e em outros
paises da América do Sul (DESJEUX, 2004).
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O cao é o principal reservatorio da leishmaniose visceral, que € causada
por L. infantum no "Velho Mundo" e "L. chagasi "no" Novo Mundo"; estes sao
geralmente considerados como sendo espécies sindnimas transmitidas por
insetos do género Phlebotomus e Lutzomyia respectivamente (WHO, 1990).

Os cades sdo de extrema importdncia na manutengdo do ciclo
epidemiologico da LV, ja que apresentam grande quantidade de parasita na
pele, podendo infectar os humanos (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). A
leishmaniose em céaes € prevalente em areas endémicas podendo atingir de 20
a 40% da populagao (SLAPPENDEL; FERRER, 1990).

O parasito é transmitido nos cées principalmente pela picada de
flebotomineos, mas ja foi visto que ha possibilidade de outras formas de
transmissao por artropodes vetores, como carrapatos e pulgas (COUTINHO et
al., 2007; FERREIRA et al.,, 2009) e também por transfusdo sanguinea.
(OWENS et al., 2001).

Apods a alimentagao de flebotomineos no sangue dos caes os parasitas
rapidamente se espalham para os linfonodos e bacgo, através da linfa e sangue
e, eventualmente, atingem os rins e figado. Eles podem também afetar os
orgaos reprodutores, sistema digestivo e respiratério, pele e bexiga
(MOLYNEUX; ASHFORD, 1983).

No hospedeiro vertebrado canino, o parasita pode causar lesbes e
sintomas caracteristicos de leishmaniose visceral canina (LVC), embora alguns
caes infectados possam ser assintomaticos, sintomaticos e oligossintomaticos
(MANCIANTI; MECIANI, 1988), e alguns podem evoluir para a cura espontanea
(FISA et al., 1999).

A LVC é caracterizada como uma doenga crdnica cujos sinais clinicos
mais frequentes observados sao apatia, anorexia, perda de peso, febre, palidez
das mucosas, intolerancia ao exercicio, perda de massa muscular,
linfoadenopatia periférica generalizada, hepatomegalia, esplenomegalia,
epistaxe e lesbes cutédneas (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Os animais portadores apresentam hipertrofia do sistema fagocitico

mononuclear, com a proliferagdo de macrofago, que na maioria dos casos
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resultam em linfoadenopatia generalizada. Os linfonodos desses caes
costumam apresentar linfadenite cronica. O infiltrado inflamatério € composto
por macréfagos, plasmacitos e linfocitos e estdo presentes na regiao cortical e
medular (LIMA et al., 2004). Em caes assintomaticos é observada hipertrofia
das zonas da cortical, enquanto que nos caes sintomaticos se observa atrofia
dessa area (GIUNCHETTI et al., 2008). A infeccdo dos macréfagos pode ter
ocorrido na derme antes da migragdo para os linfonodos regionais ou nos
linfonodos apéds infiltracdo de células nao infectadas a partir da corrente
sanguinea (SAINT-ANDRE et al., 1997).

Ha um aumento do numero de células CD8 +, mas uma diminuicao do
nuamero de células CD21+, possivelmente devido a sua diferenciacdo em
células plasmaticas (GIUNCHETTI et al., 2008). O resultado final é a
linfoadenopatia periférica, um dos sinais mais comuns de LVC (KOUTINAS et
al., 1999).

O parasito pode se replicar em tecidos como medula dssea, figado, baco
e linfonodos, de forma que a resposta imunologica depende do tecido
acometido (GIUNCHETTI et al., 2008; REIS et al.,, 2009; SANCHEZ et al.,
2004).

O principal anticorpo que aumenta nos caes infectados é o IgG
(PINELLI et al., 1994). Portanto muitos testes soroldgicos indiretos foram
desenvolvidos visando o diagndstico rapido para a doenga como a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), a reacdo imunoenzimatica (ELISA) e os
dispositivos imunocromatograficos (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2009). O
método soroldgico de ELISA indireto tem sido empregado por ser um teste
sensivel, com facilidades técnicas e econémicas (LIMA et al., 2003).

A confirmagdo do diagnostico pode ser realizada por métodos de
detecgdo molecular do parasita pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
com amplificagdo do DNA do parasito, em amostra de nddulos linfaticos, pele,
conjuntiva, sangue ou medula éssea de cées infectados. A especificidade e
sensibilidade da PCR dependem de diferentes fatores, incluindo tipos de

iniciadores, numero de copias do alvo, método de extragdo de DNA, bidpsia do
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material e tipos de protocolo da PCR (FRANCINO et al., 2006; GONTIJO;
MELO, 2004).

Nos caes infectados a auséncia da resposta das células T aos antigenos
de Leishmania spp. € observada, in vivo, com um teste de hipersensibilidade
do tipo tardia negativa (DOS-SANTOS et al., 2008), e reducdo do numero de
linfécitos T (BOURDOISEAU et al., 1997).

A imunossupressao associada a infecgao crbénica ocorre devido a altas
taxas de apoptose das células T e esse mecanismo pode contribuir para a
desorganizagao da polpa branca do bago e diminui¢do dos niveis de células T
no sangue periférico (LIMA et al., 2012).

A imunidade protetora tem geralmente sido associada ao
desenvolvimento da imunidade do tipo celular com resposta linfoproliferativa
positiva a antigenos de Leishmania spp. (CABRAL et al., 1992) e producao de
citocinas, tais como IFN-gama e TNF-a, as quais sdo necessarias para
ativacdo de macrofagos e morte de parasitas intracelulares (SADICK et al.,
1991).

Os macrofagos tem papel importante na resposta imunolégica contra
Leishmania spp, pois sdo células parasitadas e, além disso, desencadeiam a
resposta adaptativa (OSORIO et al., 2012). A célula T responde ao antigeno
através do engajamento do receptor TCR da célula T no MHC associado ao
peptideo no macréfago. A fungédo efetora desta interagdo é determinada por
sinais adicionais da ligacdo de moléculas coestimulatorias sobre a superficie
das células T e seus ligantes nas células apresentadoras de antigeno.
Dependendo da natureza e magnitude desses sinais a célula ira gerar citocinas
ou desenvolver fungdes regulatorias ou citotdxicas, indugcdo de memoria ou
energia (PENTCHEVA-HOANG et al., 2007).

A resposta inflamatdéria aguda é caracterizada pela presenga de
macréfagos M1, e as fases inflamatdrias cronicas ou de resolugdo séao
mediadas pelo enriquecimento de macrofagos M2 (MURRAY; WYNN, 2011). A
classificagdo de macréfagos M1 / M2 é uma consequéncia da via metabdlica do

uso da arginina. Nos macrofagos M1 a arginina € metabolizada pela 6xido
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nitrico sintase (NOS) para gerar NO e citrulina; em macroéfagos M2 a arginina é
degradada pela arginase em ornitina e ureia (MILLS, 2012). Os macrofagos
M1 ou M2 dominantes direcionam os linfécitos T para produzir respostas Th1
ou Th2, respectivamente, amplificando ainda mais as respostas do tipo M1 ou
M2 nas respostas imunoldgica a infecgao, tumor ou inflamagao (MILLS, 2012).

A arginase é considerada uma enzima do ciclo de ureia no figado, mas
ocorre em varios 6rgaos e tecidos onde ndao ha um ciclo funcional da ureia
(CEDERBAUM et al., 2004). E importante notar que o ciclo de ureia completa
tenha sido descrito em macréfagos (HOFMANN et al., 1978).

Duas isoformas distintas da arginase foram identificadas em mamiferos,
que sao codificadas por genes diferentes e diferem na sua localizagao celular,
bem como em seu modo de regulagao: arginase tipo 1, uma enzima citosélica
expressa em niveis elevados no figado como um componente do ciclo de ureia
(CEDERBAUM et al.,, 2004), e a arginase do tipo 2, que € uma enzima
mitocondrial com distribuicdo tecidual generalizada, com maior destaque no
rim, glandula mamaria lactante, prostata, intestino delgado e cérebro
(MUNDER et al., 1999).

O oxido nitrico (NO) é sintetizado por uma familia de enzimas
denominadas 6xido nitrico sintase (NOS), localizados em diferentes tipos de
células (BOGDAN et al., 2000; NATHAN, 1997). Uma vez que o NO é muito
instavel, a expressdo da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (INOS) é
utilizada para avaliar o potencial de producdao de NO. A producédo de NO por
macrofagos ativados € necessaria para a destruicdo efetiva de uma vasta
gama de agentes patogénicos, tais como virus, bactérias, protozoarios, fungos
e helmintos (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; SHIN et al., 2000; STENGER et
al., 1996). O éxido nitrico é uma importante molécula efetora, na regulagéo da
resposta imunolégica. A sua atividade leishmanicida foi observada em
macréfagos humanos (PANARO et al., 2001) e de camundongos (MAUEL et
al., 1991).

Leishmania sao parasitas intracelulares obrigatorios; depois da

transmissdao ao hospedeiro mamifero, eles invadem principalmente



20

macrofagos, que sdo células efetoras decisivas que matam ou hospedam os
parasitas intracelulares dependendo do balango de duas enzimas induziveis,
oxido nitrico sintase 2 (NOS2) e a arginase (KROPF et al., 2004; MUNDER et
al., 1999). Estas duas enzimas utilizam um substrato comum, L-arginina, e sédo
reguladas de forma competitiva por citocinas secretadas por células Th1 e Th2
(MODOLELL et al., 1995; MUNDER et al., 1998; MUNDER et al., 1999). As
citocinas Th1 que induzem a ativacdo de macréfagos e a NOS2 oxidam L-
arginina, gerando o6xido nitrico (NO) (BOGDAN, 2001; WEI et al., 1995). As
citocinas Th2 resultam na ativacdo alternativa de macréfagos e na indugao da
arginase, que hidrolisa L-arginina em ornitina, um aminoacido que é a principal
fonte intracelular para a sintese de poliaminas (GOERDT; ORFANOS, 1999;
MUNDER et al., 1998; ROBERTS et al., 2004)

Na Leishmaniose, o metabolismo da L-arginina parece ser um regulador
importante da resposta imunoldgica. Na leishmaniose tegumentar humana a
arginase 1 leva a falha da resposta T reduzindo a L-arginina disponivel e, em
consequéncia, observa-se hiporesposta das células T (MODOLELL et al.,
2009). Na doenga visceral em hamster, a indugédo de arginase € acompanhada
de incremento de poliaminas que favorecem o crescimento do parasita
(OSORIO et al., 2012). A alta atividade da arginase ja foi observada no sangue
de pacientes com LV (ABEBE et al., 2013) sendo considerado um marcador do
agravamento da doenga humana (TAKELE et al., 2013).

Além de suas fungdes microbicidas o NO contribui para a destruicdo dos
tecidos em doencgas inflamatdrias / auto-imunes (KOLB; KOLB-BACHOFEN,
1998), pode também exercer fungdes fisiologicas, de defesa imunitaria para a
regulacdo da pressdo sanguinea para a inibicdo da agregacdo plaquetaria
(LOWENSTEIN et al., 1994). NO tem demonstrado ser uma molécula crucial e
versatil na regulagao do ténus vascular, neurotransmisséao, inflamagéao aguda e
crbnica e de mecanismos de defesa do hospedeiro (MICHEL; FERON, 1997;
MAEDA; AKAIKE, 1998; DI VIRGILIO, 2004). O NO Pode atuar como um
agente pré-inflamatério e anti-inflamatério (GRANGER; KUBES, 1996) ou

agente imunossupressor (MACIEJEWSKI et al., 1995) através dos seus efeitos



21

inibitorios sobre as células apoptdticas (BRUNE, et al., 1999; LI; BILLIAR,
2000; OKUDA, et al., 1996).

Semelhante ao NO as prostaglandinas podem também exercer papel
pré-inflamatério e anti-inflamatério (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). As
prostaglandinas sdo pequenas moléculas lipidicas que regulam varios
processos no corpo, incluindo a fungéo renal, a agregacdo de plaquetas, a
libertacdo de neurotransmissores e a modulacdo da fungdo imunoldgica
(GOETZL et al., 1995; PHIPPS et al., 1991). Uma das prostaglandinas mais
conhecidas e mais bem estudadas é PGE,, que podem ser produzidas por
todos os tipos de células do corpo, sendo epitélio, fibroblastos e células
inflamatdrias infiltrantes que representam as principais fontes de PGE2 no
decurso de uma resposta imune. O processo de sintese de PGE; envolve a
fosfolipase A2, que mobiliza acido araquidénico a partir de membranas
celulares (LAMBEAU; LAZDUNSKI, 1999), ciclo-oxigenases (COX1
constitutivamente ativa e induzivel COX-2) que convertem o acido araquiddnico
em prostaglandina H2 (PGH2), e sintase de prostaglandina E (PGES),
necessaria para a formulagéo final de PGE; (PARK et al., 2006). Enquanto a
taxa de sintese de PGE,; e o processo inflamatorio resultante podem ser
afetados por fatores adicionais, tais como a disponibilidade local de Acido
Araquiddnico, na maioria das condicdes fisioldgicas, a taxa de sintese de PGE»
€ controlada pela expresséao local e pela atividade de COX-2.

PGE, é conhecida por exercer sua acado por ligagdes distintas a
membrana celular associada a proteina G, acoplada a receptores prostandides
de séries — E (EP) denominados EP1, EP2, EP3, EP4 (KALINSKI, 2012). Esses
receptores acoplados a proteina G estdo ligados as diferentes vias de
transducao, que pode produzir efeitos opostos, tais como ativacdo ou inibigcao
das respostas celulares (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

PGE; se liga a diferentes receptores EP, os quais podem regular a
funcdo de muitos tipos de células incluindo macréfagos, células dendriticas e
os linfécitos T e B, levando a efeitos pro-inflamatoérios e anti-inflamatorios.

Como mediador pré-inflamatério, a PGE; contribui para a regulagao do perfil de
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expresséo de citocinas de células dendriticas (CD)s e tem sido relatada capaz
de polarizar a diferenciacédo de células T para Th1 ou Th2 (EGAN et al., 2004).
Um estudo mostrou que a sinalizagdao de PGE,-EP4 em células T e células
dendriticas facilitam a diferenciacédo para Th1 e Th17 dependente de IL-23
(YAO et al., 2009). Além disso, a PGE; é fundamental para a indugdo de um
fendtipo de célula dendritica que permite a sua migragdo para os nodulos
linfaticos drenantes (KABASHIMA et al., 2003; LEGLER et al.,, 2006).
Simultaneamente, a estimulagcdo de PGE; no inicio da maturagcdo da célula
dendritica induz a expressao de moléculas co-estimuladoras da superfamilia do
TNF, resultando em um aumento de ativacdo de células T (KRAUSE et al.,
2009). Em contraste, foi também demonstrado que a PGE, pode suprimir a
diferenciacao de Th1, as fungdes das células B e reacdes alérgicas (HARRIS et
al., 2002). Além disso, PGE, pode exercer agdes anti-inflamatérias nas células
imunitarias inatas como neutréfilos, mondcitos e células NK (HARRIS et al.,
2002).

A PGE; regula multiplos aspectos da inflamagao em diferentes células
imunes (PHIPPS et al.,, 1991), além disso, tem potentes propriedades
imunossupressoras incluindo a inibigdo da ativagdo dos macrofagos,
quimiotaxia de leucécitos e modulagdo de quimiocinas (ARMSTRONG, 1995;
CHEON et al., 2006).

Células esplénicas murinas infectadas com Leishmania donovani
produzem mais PGE; do que as de camundongos néao infectados (REINER;
MALEMUD, 1984) e, macrofagos peritoneais de camundongos infectados com
Leishmania donovani, secretam PGE, (REINER; MALEMUD, 1985). A PGE;
pode também regular a produgcdo de TNF-a em macréfagos peritoneais e
células esplénicas de camundongos infectados com L. donovani (SAHA et al.,
2014).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) tem importantes propriedades pré-
inflamatdrias, as quais desempenham papéis cruciais na imunidade inata e
adaptativa, na proliferacao celular e em processos apoptéticos. Essa citocina é

produzida principalmente por macrofagos, com acdo ampla em varias células
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do corpo, incluindo mondcitos, células T, células musculares lisas, fibroblastos
e adipécito (AGGARWAL, 2003). O TNF-a é uma citocina que tem atividade
antitumoral e também atua contra a infeccdo aguda e crénica (BEUTLER,
2003; POPA et al., 2007). Esta citocina esta envolvida na defesa do hospedeiro
contra inumeros patogenos intracelulares, por meio de estimulagdo de
diferentes células efetoras que participam de diversos mecanismos
antimicrobianos (BEUTLER; CERAMI, 1987). A agdo do TNF-a com IFN-y,
ativa os macroéfagos destruindo Leishmania spp. (THEODOS et al., 1991). No
entanto ja foi observado que esta citocina pro-inflamatéria pode ter efeito
prejudicial em diversas respostas imunes a agentes infecciosos (BEUTLER,;
GRAU, 1993; VASSALLI, 1992). O papel protetor dessa citocina foi observado
no bago de caes com LV, em que fraca correlagdo negativa foi observada entre
a expressao de TNF-a e a carga parasitaria no bago (CAVALCANTI et al.,
2015). Em camundongos o TNF-a é essencial para o controle da LV (WILHELM
et al., 2001). Ja foi observado também que o TNF-a aumenta a produgao de
NO em macréfagos caninos (PINELLI, et al., 2000).

A IL-10 é produzida por diferentes tipos de células, tais como
macrdéfagos, células dendriticas, células B e diferentes subtipos de linfocitos T
(KAMANAKA et al., 2006, MOORE et al., 2001). Além disso, a IL-10 pode atuar
diretamente sobre as células T CD4+ através da inibicdo da proliferacao e
producado de IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5 e TNF-a (JOSS et al., 2000; MOORE et al.,
2001; SCHANDENE et al., 1994). Em modelos murinos e humanos infectados
com Leishmania spp., tem sido relatado que IL-10 pode estar suprimindo a
resposta imunolégica (BACELLAR et al., 2000, BARRAL et al., 1993), esta
citocina pode estar contribuindo para o aumento do parasito na célula e
consequentemente induzindo a progressao da doenca (INIESTA et al., 2002).
Em cades com LV os niveis de IL-10 no bacgo e figado foram superiores quando
comparado aos caes saudaveis (MICHELIN et al., 2011). Ja foi relatado que a
IL-10 no soro de pacientes com LV aumenta a replicagdo do parasita em
macrofagos humanos e que o bloqueio da IL-10 reduziu o crescimento dos
parasitas (NYLEN et al., 2007).
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OBJETIVOS

Avaliar a atividade da arginase em cultura de macrofagos aderentes
proveniente dos linfonodos de caes naturalmente infectados e saudaveis, os
niveis de NO e PGE; no sobrenadante dessas culturas. Adicionalmente
objetiva-se avaliar o efeito regulatério de PGE; na produgédo de TNF-a e IL-10
no sobrenadante de cultura de leucdcitos totais de linfonodo de caes

naturalmente infectados e saudaveis.
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NIiVEIS DE ARGINASE, OXIDO NIiTRICO E O EFEITO DA PGE; NA
PRODUGAO DE TNF-a EM LINFONODO DE CAES COM LEISHMANIOSE
VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) € uma doenga crénica podendo ser
fatal para os humanos. A atividade arginase, e a sintese de 6xido nitrico (NO)
podem ou nao predispor o0 macrofago a infecgao. Outros fatores reguladores da
resposta imunolégica sdo a prostaglandina E, (PGE;) o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e a interleucina-10 (IL-10), porém nenhum estudo foi
realizado em caes com LV. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade arginase em macréfagos aderentes de cultura de linfonodos de caes
naturalmente infectados e saudaveis, e os niveis de NO e PGE; no
sobrenadante dessas culturas. O efeito regulatério de PGE; na produgéo de
TNF-a e IL-10 foi também avaliado em cultura de leucdcitos totais de linfonodo.
Nossos resultados mostraram que macrofagos aderentes do linfonodo tem
diminuicdo da atividade arginase enquanto o sobrenadante de cultura mostrou
aumento da concentragdo do NO e PGE,. No sobrenadante de cultura de
leucdcitos totais de caes infectados foi observada maior concentragao de TNF-
a comparado aos saudaveis. A presenca do inibidor de COX-1 e COX-2
indometacina diminuiu a concentracdo de TNF-a no sobrenadante das culturas
de leucdcitos totais do linfonodo de caes infectados em relacdo aos caes
saudaveis, porém nao foi observada alteragao nos niveis de IL-10. Concluimos
que a PGE; tem papel regulador da resposta imunolégica na leishmaniose
visceral canina e pode estar auxiliando no controle da doenga. Esses

resultados ajudam a esclarecer o mecanismo da resposta imunoldgica na LVC.

Palavras-chave: Caes, Indometacina, Leishmania infantum, Zoonoses
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1 Introducgao

A LV é uma doenga cronica que pode ser fatal para os humanos
(DESJEUX, 2004). A doenca € causada por um parasita intracelular,
Leishmania infantum o qual é transmitido pela picada da fémea do mosquito
flebétomo (flebotomineos) (QUINNELL; COURTENAY, 2009). Sua ocorréncia
tem sido relatada em pelo menos 98 paises, € 90% dos casos de LV globais
ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Suddo, Suddo do Sul,
Brasil e Etidépia (ALVAR et al.,, 2012). No mundo o numero oficial de casos
relatados de leishmaniose visceral é de aproximadamente 58.000 por ano
(ALVAR et al., 2012). Em caes com LV observa-se uma intensa reacéo
inflamatadria crénica, no figado, bago, pele, medula éssea (TAFURI et al., 2001)
e ganglios linfaticos (MARTINEZ-MORENO et al., 1993).

Os macrofagos tém papel importante na resposta imunoldgica contra
Leishmania spp., pois sdo células parasitadas e, além disso, desencadeiam a
resposta adaptativa podendo permitir ou ndo o crescimento do parasito
(OSORIO et al., 2012). Dependendo do balango de duas enzimas induziveis,
oxido nitrico sintase induzivel 2 (iINOS) e arginase os macroéfagos podem matar
o parasita ou permitir seu crescimento (MUNDER et al., 1999). Nos macrofagos
M1 a arginina € metabolizada pela éxido nitrico sintase (NOS) para gerar NO e
citrulina (MILLS, 2012), a inducdo da iNOS leva a oxidacdo da L-arginina e
subsequente producéao de citrulina e NO matando o parasita (BOGDAN, 2001),
enquanto em macréfagos M2 a arginina é degradada pela arginase em ornitina
e ureia (MILLS, 2012). A arginase leva a producdo de poliaminas que
promovem o crescimento intracelular de Leishmania spp. (OSORIO et al.,
2012). A alta atividade da arginase ja foi observada no sangue de pacientes
com LV (ABEBE et al., 2013) sendo considerado um marcador do agravamento
da doengca humana (TAKELE et al.,, 2013). Em macréfagos de hamster
infectados com L. donovani também foi observado um aumento da atividade

arginase (OSORIO et al., 2012), porém em céaes naturalmente infectados por
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Leishmania spp. a atividade arginase ainda nao foi avaliada. Os macréfagos
M1 ou M2 dominantes direcionam os linfécitos T para produzir respostas Th1
ou Th2, respectivamente, para amplificar ainda mais respostas do tipo M1 ou
M2 nas respostas imunolégicas a infecgao, tumor, ou inflamagao (MILLS,
2012).

O NO é uma importante molécula efetora diretamente envolvida na
atividade microbicida e citotoxica dos macrofagos humanos (PANARO et al.,
2001) e camundongos (MAUEL et al., 1991). Sua producéo ja foi observada em
sobrenadante de macréfagos caninos infectados in vitro com promastigotas de
L infantum (PANARO et al., 1998) e pode estar envolvido na protecédo contra a
infeccao natural por Leishmania spp. (PANARO et al., 2008). A liberagcdo do
NO por macréfagos infectados por Leishmania spp. e a sua atividade
microbicida pode ser regulada por PGE; (BRANDONISIO et al., 2001; PANARO
et al, 2001).

A PGE; regula multiplos aspectos da inflamagao em diferentes células
imunes (PHIPPS et al.,, 1991), além disso, tem potentes propriedades
imunossupressoras incluindo a inibicio da ativagcdo dos macréfagos,
quimiotaxia de leucécitos e modulagdo de quimiocinas (ARMSTRONG 1995;
CHEON et al., 2006). A PGE, também ¢é conhecida por exercer sua agao por
ligacdes distintas a proteina G ligada a guanosina trifosfato heterotrimétrica
acoplada a diferentes receptores prostandides denominados receptores EP1,
EP2, EP3 e EP4 (KALINSKI, 2012). Aproteina G acoplada a estes receptores
pode desencadear diferentes vias de transdugado, que podem gerar a ativagao
ou inibicdo das respostas celulares (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Células
esplénicas murinas infectadas com Leishmania donovani produzem mais PGE>
do que as de camundongos nao infectados (REINER; MALEMUD, 1984) e
macrofagos peritoneais de camundongos infectados com Leishmania donovani
secretam PGE; (REINER; MALEMUD, 1985). A PGE; pode regular a produgéo
de TNF-a em macrofagos peritoneais e células esplénicas de camundongos
infectados com L. donovani (SAHA et al., 2014).
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O TNF-a foi observado em maiores concentragdes no linfonodo (ALVES
et al.,, 2009), bago e figado (MICHELIN et al., 2011) de cdes com LV. Em
camundongos, o TNF-a & essencial para o controle da leishmaniose visceral
(WILHELM et al., 2001).

A IL-10 é produzida por diferentes tipos de células, tais como
macroéfagos, células dendriticas, linfocitos B e diferentes subtipos de linfécitos T
(KAMANAKA et al., 2006; MOORE et al., 2001). Além disso, a IL-10 pode atuar
diretamente sobre as células T CD4+ por meio da inibigdo da proliferagao e
producado de IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5 e TNF-a (JOSS et al., 2000; MOORE et al.,
2001; SCHANDENE et al., 1994). A IL-10 tem sido indicada como a principal
citocina supressora da resposta imune protetora em humanos e em modelos de
murinos infectados com LV (BACELLAR et al., 2000; BARRAL et al., 1993). Em
cdes com LV os niveis de IL-10 no bago e figado foram superiores quando
comparado aos caes saudaveis (MICHELIN et al., 2011).

Embora o TNF-a e a IL-10 sejam importantes na resposta imunoldgica
na LVC sua relagcdo com a PGE; ainda néao foi caracterizada em caes.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade da arginase
em cultura de macréfagos aderentes de linfonodos de cées naturalmente
infectados e saudaveis, quantificar os niveis de NO e PGE; no sobrenadante
dessas culturas. E avaliar o efeito regulatério de PGE; na producgao de TNF-a e
IL-10 em sobrenadante de cultura de leucécitos totais do linfonodo. Nossos

resultados esclarecem o mecanismo da resposta imunologica na LVC.
2 Material e Métodos

2.1 Aprovacéo do Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Experimental Animal (COBEA), com a aprovagdo do Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) da UNESP — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — Campus de Aragatuba — Faculdade de Medicina Veterinaria — FMVA -
em 15/04/2011, conforme o processo 00679/2011.
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2.2 Animais

O grupo infectado foi constituido por 23 c&es entre dois e cinco anos de
idade, de varias ragas e pesos, provenientes do Centro de Controle de
Zoonozes de Aragatuba (CCZA), todos soros positivo para o antigeno de L.
infantum determinado por ELISA indireto (LIMA et al., 2003). Os caes eram
sintomaticos e apresentavam pelo menos trés dos sinais clinicos de LV:
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, lesbes cutaneas, onicogrifose, lesdes
perioculares e caquexia.

Para a confirmagdo do diagnostico sorolégico foi realizado a técnica de
PCR em tempo real (qQPCR). Para tal, o DNA foi extraido de amostras teciduais
provenientes do linfonodo utilizando reagente comercial (QiagenEasy-DNA®,
USA), de acordo com as recomendacgdes do fabricante e seguindo protocolo
previamente descrito por Perosso et al. (2014). Todos os caes infectados
apresentaram amplificacdo de fragmento de DNA de Leishmania spp. em
células provenientes do aspirado de linfonodo.

O grupo controle consistiu em 18 caes adultos, saudaveis de diferentes
racas e pesos sendo negativos para L. infantum, ao teste de ELISA indireto
(LIMA et al., 2003) e foi realizado extracdo de DNA e gqPCR de células
provenientes do linfonodo como descrito anteriormente. Esses cdes nao
apresentaram DNA de Leishmania spp. em células provenientes do aspirados

de linfonodo, esses caes apresentaram padrédo de hemograma normal.

2.3 Colheita das amostras

Os leucécitos foram obtidos por puncao bidpsio-aspirativa do linfonodo
popliteo utilizando-se agulha fina (25 x 0,7mm). O aspirado foi diluido em 1mL
de tampéo de lise de eritrocitos (solugdo aquosa de cloreto de aménio 0,14M)
para eliminagcao dos eritrocitos contaminantes. Apds lavagem dos leucécitos
com tampao de fosfato salino (PBS), pH 7,2, essas células foram ressuspensas
em 1mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) suplementado

com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 0,03% de L-glutamina, e 100
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pI/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina, para posterior contagem

utilizando hemocitdmetro.

2.4 Cultura macrofagos aderentes do linfonodo

As células aderentes foram obtidas apés cultura a 37 °C e 5% de CO,
em frasco para cultura celular 270 mL (TPP®, Suiga) por uma hora, com
posterior lavagem das células ndo aderentes. As células aderentes foram
raspadas com um raspador de células (TPP®, Suica), centrifugadas a 2.000
rom e ressuspensas em 1mL de meio RPMI 1640, para contagem. As células
aderentes do linfonodo (108/mL) foram cultivadas em RPMI-1640 suplementado
como anteriormente descrito, em placas de 24 pocos (TPP®, Suica), a 37 °C e
5% de CO,, por 20 horas. O sobrenadante de cultura foi colhido e armazenado
a -20 °C para a determinagéo de PGE; e NO. As células foram armazenadas
na presenca de inibidor de proteases Complete EDTA-free (Roche®, Alemanha)

a -20 °C até a determinacao da atividade da arginase.

2.5 Cultura de leucdcitos totais do linfonodo

Os leucdcitos totais do linfonodo (2x108/mL) foram cultivadas em meio
RPMI 1640 suplementado, como anteriormente descrito, em placas de cultura
de 24 pocos estéreis (Jet Biofil®, JET Bio-Filtration Products Co., Guangzhou,
China) sem estimulo (controle negativo), na presenca do mitdbgeno
fitohemaglutinina 5uL/mL (PHA-M, Gibco® Phytohemagglutinin, M form, Grand
Island, NY, EUA), antigeno soluvel de Leishmania infantum (20 pg/mL), e o
inibidor de COX 1 e COX 2 indometacina 10 pg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis
MO, EUA) a 37 °C e 5% de CO;, por 6 dias. Apos esse periodo, 0s
sobrenadantes foram colhidos e armazenados a -80 °C para dosagem de TNF-
a e IL-10.

2.6 Antigeno soluvel de Leishmania infantum
O antigeno soluvel foi realizado conforme descrito por Scott et al. (1987)

com algumas modificagdes: foi utilizado o inibidor de protease (Complete
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EDTA-free) de acordo com as recomendagdes do fabricante e a centrifugagao
final foi de 14.000 rpm.

2.7 Atividade da arginase

A atividade da arginase foi determinada a partir do lisado celular do
linfonodo. Para isso, 10° células foram lisadas com 50 pL de Triton X-100 a
0,1%, seguido por 30 minutos de agitacdo a 37 °C. Em seguida, o lisado foi
incubado com 50 yL de MnCl; (10mM) e TRIS-HCI 50 mM e a enzima foi
ativada por aquecimento, a 56 °C, por 10 min. A hidrélise da L-arginina foi
realizada adicionando-se 25 pL de L-arginina 0,5 M, pH 9,7 e agitando-se a 37
°C, por 60 minutos. A reagao foi parada com 400 pL da mistura de H,SO,4
(96%):H3PO4 (85%):H20O (1:3:7 v/viv). A concentragdo da ureia foi medida a
540 nm apods adigédo de 25 L de a- isonitropropiofenone (ISPF) (dissolvido em
etanol 100%), aquecido a 100 °C, por 45 minutos (MODOLELL, et al., 1995).

2.8 Dosagem de NO

A produgdo de NO foi avaliada no sobrenadante da cultura de
macrofagos aderentes do linfonodo usando o reagente de Griess padrao
(GREEN et al., 1982). Resumidamente, 100 yL de sobrenadante da cultura de
macrofagos foram misturados com volume igual de reagente de Griess,
contendo sulfanilamida 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) diluida em
HsPO4 5% e N-(1naftil)-etilenodiamina 0,1% (Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
EUA). Apds 10 minutos de incubacao a temperatura ambiente, as placas foram
lidas utilizando o espectrofotbmetro (SpectraCount, Packard Bio Science
Company, EUA), em filtro de 540 nm. A concentragcéo de NO foi determinada a
partir da comparagao a uma curva padrao de nitrito (NO;) variando 0,78 a 200

MM. Todas as medicdes foram realizadas em duplicata.

2.9 Dosagem de PGE,
A dosagem de PGE; foi realizada pelo método ELISA competitivo em

sobrenadante de cultura de macrofagos aderentes do linfonodo, utilizando
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reagente comercial Prostaglandin E; (R&D System, Minneapolis, EUA) e
seguindo-se as recomendacgdes do fabricante. O limite de detecgéo foi de 39

pg/mL.

2.10 Determinacéo das citocinas TNF-a e IL-10

Os niveis de TNF-a e IL-10 foram determinados no sobrenadante de
cultura de leucécitos totais do linfonodo dos caes naturalmente infectados e
saudaveis utilizando-se o teste ELISA de captura reagentes comerciais (Duo
Set® Canine TNF-q, IL-10) (R&D System, Minneapolis, EUA) de acordo com as
instru¢des do fabricante. A leitura foi realizada em espectrofotémetro (Spectra
Count, Packard Bio Science Company, EUA), em filtro de 450 nm. O limite de

deteccéo foi de 0,78 pg/mL. Todas as medi¢des foram realizadas em duplicata.

2.11 Analise estatistica

Depois de testar as variaveis quanto a normalidade e
homocedasticidade, foram utilizados os testes de Mann-Whitney e o teste de
Wilcoxon para investigar diferengas entre os grupos. Os testes foram
realizados usando o software GraphPad Prisma 6, (GraphPad Software, La
Jolla Califérnia EUA). Os resultados foram considerados significativos quando p
<0,05.

3 Resultados

3.1 Dados clinicos

Os cées infectados foram todos positivos para a detecgao de anticorpos
anti-Leishmania infantum, o grupo foi composto por 14 fémeas (60,86%) e 9
machos (39,13%), apresentando os seguintes sinais clinicos: onicogrifose
(91,30%), caquexia (60,86%), lesbes cutaneas (60,86%), lesdes perioculares
(43,47%) e linfadenopatia (43,47%) (Tabela 1A). O grupos de cées saudaveis

foi constituido de 11 fémeas (61,11%) e 7 machos (38,88%), clinicamente
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saudaveis e todos negativos para a detecgdo de anticorpos anti-Leishmania
infantum (Tabela 1B).

Tabela 1A - Dados clinicos dos caes naturalmente infectados com LV

Sexo Sinais clinicos ELISA/densidade
optica> 0.270

Fémea Onicogrifose, lesdes cutaneas, 0,630
linfadenopatia

Macho LesOes cutaneas, caquexia, 0,681
onicogrifose

Fémea Onicogrifose, caquexia, lestes 0,430
perioculares

Macho Linfadenopatia, onicogrifose, 0,510
caquexia

Macho Linfadenopatia, onicogrifose, 0,480
leséo periocular

Fémea Caquexia, lesbes cutaneas, 0,365
lesbes perioculares

Fémea Onicogrifose, linfadenopatia, 0,717
lesbes cutaneas

Macho Linfadenopatia, lesdes 0,919
cutaneas, caquexia

Macho Linfadenopatia, onicogrifose, 0,421
lesdes perioculares

Fémea Onicogrifose, caquexia, lesdes 0,651
cutaneas

Fémea Onicogrifose, linfadenopatia, 0,420
lesbes cutaneas

Macho Onicogrifose, caquexia, lesbes 0,755
cutaneas

Fémea Onicogrifose, lesdes cutaneas, 0,828
lesdes perioculares

Macho Caquexia, onicogrifose, lesdes 0,427
perioculares

Fémea Onicogrifose, caquexia, lesdes 0,888
perioculares

Fémea Onicogrifose, caquexia, 1,095
linfadenopatia

Fémea Onicogrifose, lesdes 1,049
perioculares e lesdes cutaneas

Macho Onicogrifose, lesdes cutaneas, 1,113
caquexia

Fémea Linfadenopatia, onicogrifose, 0,738
caquexia

Fémea Onicogrifose, lesdes 1,044
perioculares e lesdes cutaneas

Fémea Onicogrifose, caquexia, lesdes 0,738
cutaneas

Fémea Onicogrifose, caquexia, lesbes 0,812
perioculares

Macho Onicogrifose, lesdes cutaneas, 0,456

linfadenopatia




48

Tabela 1B - Dados clinicos dos caes naturalmente saudaveis

Sexo ELISA/densidade
optica< 0.270
Fémea 0,073
Macho 0,142
Fémea 0,038
Fémea 0,035
Macho 0,164
Fémea 0,051
Macho 0,012
Fémea 0,013
Macho 0,003
Macho 0,034
Macho 0,064
Fémea 0,060
Macho 0,187
Fémea 0,050
Fémea 0,007
Fémea 0,025
Fémea 0,087
Fémea 0,035

3.2 Atividade da arginase, concentragéo de NO e PGE,

Devido aos cées sintomaticos apresentarem alta carga parasitaria
(ALVES et al., 2009) e sabendo-se que as poliaminas, derivadas do
metabolismo da L-arginina pela arginase sao necessarias para o crescimento
do parasita, a atividade da arginase foi avaliada na cultura de macréfagos
aderentes de linfonodo de caes naturalmente infectados com Leishmania spp.
(n=14) e de cées saudaveis (n=11). A atividade arginase foi maior em cultura
de macréfagos do linfonodo dos caes saudaveis (Teste de Mann-Whitney,
p<0,05, Figura 1A).

Em consequéncia da baixa atividade da arginase observada na cultura
de macréfagos aderentes do linfonodo de caes naturalmente infectados com
Leishmania spp., o NO foi determinado no sobrenadante dessas culturas. O
NO foi maior no sobrenadante de cultura de macrofagos aderentes dos caes
infectados (n=14) comparado aos saudaveis (n=11) (Teste de Mann-Whitney,
p<0,05, Figura 1B).

Devido a alta producdo de NO nos sobrenadantes de cultura de
macréfagos aderentes de linfonodo de caes infectados e, sabendo-se que a

PGE; estimula a liberagdo de NO em macréfagos humanos infectados com
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Leishmania spp. (PANARO et al., 2001), os niveis de PGE; foram determinados
no sobrenadante da cultura de macréfagos aderentes de caes naturalmente
infectados (n=14) e de caes saudaveis (n=11). A PGE; foi maior no
sobrenadante de cultura de macréfagos aderentes dos caes infectados (Teste
de Mann-Whitney, p<0,05, Figura 1C).
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FIGURA 1 - Atividade da enzima arginase em cultura de macréfagos aderentes de linfonodo de
caes naturalmente infectados (n=13) e saudaveis (n=9) (A). Concentragdo de NO
(B) e PGE; (C) no sobrenadante da cultura de macréfagos aderentes de linfonodo
de cées naturalmente infectados (n=13) e saudaveis (n=9). Os valores estéo
representados por média e desvio-padrdo. (*) indica diferenga estatisticamente
significativa, teste de Mann-Whitney (p<0,05).

3.3 PGE; regula a producdo de TNF-a e ndo afeta a produgao de IL-10

A PGE; estimula a liberagdo de NO aumentando a producdo de TNF-a
(GALEA; FEINSTEIN, 1999) assim, essa citocina foi avaliada no sobrenadante
de cultura de leucdcitos totais de linfonodos de caes naturalmente infectados
(n=9) e saudaveis (n=7), na presenca ou auséncia do inibidor de COX-1 e
COX-2 indometacina (10ug/mL), de antigeno soluvel de Leishmania infantum
(20pg/mL) e do mitdégeno fitohemaglutinina (5uL/mL). O TNF-a foi detectado
em maior concentracdo no sobrenadante de cultura de leucécitos totais de
linfonodo de caes infectados na presenga ou auséncia de antigeno de
Leishmania (Teste de Mann-Whitney, p<0,05,). O TNF-a diminuiu no
sobrenadante da cultura de leucdcitos totais do linfonodo de céaes infectados na
presenca do antigeno e associado ao inibidor indometacina, comparado ao
sobrenadante da cultura de células estimuladas somente com o antigeno.
(Teste de Wilcoxon, p<0,05, Figura 2A).
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A PGE; é conhecida por ser um indutor importante da citocina IL-10
(STOLINA et al., 2000) assim, essa citocina foi avaliada no sobrenadante de
cultura de leucdcitos totais do linfonodo de caes naturalmente infectados
(n=10) e saudaveis (n=5), na presenga do inibidor de COX-1 e COX-2
indometacina (10ug/mL), associado ao antigeno soluvel de Leishmania
infantum (20pg/mL) e do mitégeno fitohemaglutinina (5uL/mL). Os niveis de IL-
10 no sobrenadante de cultura de leucdcitos totais do linfonodo foram maiores
nos caes infectados em relagdo aos caes saudaveis na presenca ou auséncia
do antigeno (Teste de Mann-Whitney, p<0,05, Figura 2B). A IL-10 ndo mostrou
diferenga no sobrenadante de cultura leucécitos totais do linfonodo de caes
infectados na presenca do antigeno e do inibidor indometacina comparado ao
sobrenadante da cultura de células estimuladas somente com o antigeno

(Testes de Wilcoxon, p<0,05).
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Figura 2 - Concentragdes de TNF-a (A) e IL-10 (B) no sobrenadante de cultura
de leucdcitos totais do linfonodo, de cdes naturalmente infectados e
saudaveis na presenca dos mitdogeno fitohemaglutinina (5uL/mL),
antigeno soluvel de Leishmania infantum (20ug/mL), e inibidor de
COX-1 e COX-2 indometacina (10ug/mL) associada ao antigeno. Os
dados estdo representados como média e desvio padrao (*): indica
diferencas estatisticamente significativas, teste de Mann-Whitney
(p<0,05) ou teste de Wilcoxon (p<0,05).



51

4 Discussao

Nos demonstramos uma diminuicdo da atividade da enzima arginase em
cultura de macrofagos aderentes do linfonodo de caes naturalmente infectados
com LV, associada ao aumento de NO e PGE; no sobrenadante dessas
culturas. Nos caes infectados a PGE;, produzida nestes macréfagos esta
regulando a produgao de TNF-a.

A baixa atividade da arginase em células aderentes de caes infectados é
semelhante a observada em mondcitos de pacientes com LV quando
comparado a pacientes saudaveis (KUMAR et al., 2012, ROY et al., 2014).
Este é o primeiro estudo que mostra a baixa atividade da arginase em
macrofagos de linfonodo de cdes com LVC. Estudo anterior indica alta
atividade da arginase em granuldcitos de pacientes com LV, e uma minoria de
monaocitos expressa a enzima (TAKELE et al., 2013). Futuros estudos serdo
necessarios para definir qual célula esta produzindo arginase na LVC.

A baixa atividade da arginase observada em linfonodo de caes
naturalmente infectados pode ter relagdo com a alta expressdo de iINOS
detectada em linfonodo cdes com LV (SANCHES et al.,, 2014). De fato,
observamos aumento de NO no sobrenadante dessas culturas, que atuaria
como microbicida ja que estudo anterior mostrou correlagdo negativa entre a
expressao de NO e o parasitismo no linfonodo (SANCHES et al., 2014).

O aumento da PGE, no sobrenadante da cultura de linfonodo
demonstrado em caes naturalmente infectados com LV confirma o papel da
PGE; na leishmaniose visceral, pois aumento de PGE; ja foi observado em
sobrenadante de cultura de células esplénicas de camundongos infectados
com L. donovani (REINER; MALEMUD, 1984) e em sobrenadante de
macrofagos peritoneais de camundongos infectados in vitro com L. donovani
(REINER; MALEMUD, 1985). Os macrofagos humanos infectados com L.
infantum também produzem PGE, (MATTE et al., 2001), que esta envolvida na
imunidade anti-Leishmania mediada por NO (PANARO et al., 2001) assim é

possivel que nos caes esse fendmeno também esteja ocorrendo e que a PGE;
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regule a produgdo de NO atuando na resposta imune protetora contra outros
patogenos intracelulares.

Nossos resultados mostraram altos niveis de TNF-a no sobrenadante de
cultura de leucdcitos totais do linfonodo de caes infectados com sinais clinicos
da doenca, semelhante a nossos achados alta expressdo de TNF-a foi
observada no linfonodo de cdes com LV (ALVES et al., 2009). O papel protetor
dessa citocina foi observado no bago de cides com LV, onde fraca correlacéo
negativa foi observada entre a expressédo de TNF-a e carga parasitaria no bago
(CAVALCANTI et al., 2015), sugerindo um possivel papel protetor dessa
citocina em linfonodo em nosso estudo.

Para investigar o efeito da PGE; na producdo de TNF-a foi realizada
cultura de linfonodo de caes naturalmente infectados na presenca de
indometacina. A inibicdo da COX-1 e COX-2 diminuiu a producédo de TNF-q,
sugerindo o seu envolvimento no aumento de TNF-a. Contrastando aos nossos
achados foi observado um aumento da TNF-a no sobrenadante de cultura de
esplendcitos de camundongos infectados com L. donovani e tratados com o
inibidor de Cox-2 (SAHA et al., 2014), Esta diferenga pode estar relacionada ao
modelo experimental usado, e ao tipo de inibidor de prostaglandina.

A producdo de TNF-a observada pode também estar influenciando na
producao de NO, ja que o TNF-a aumenta a produgao de NO em macréfagos
caninos (PINELLI et al., 2000).

Ja foi visto que a PGE; é conhecida por ser um indutor importante da
citocina IL-10 (STOLINA et al., 2000). A citocina IL-10 tem um importante papel
regulador na LVC, sua produgao ja foi observada em diferentes 6rgaos alvos
da doenca (CORREA et al., 2007; MICHELIN et al., 2011). Observamos
aumento de IL-10 no sobrenadante de cultura de linfonodo de caes infectados
quando comparado aos saudaveis, semelhante aos nossos achados aumento
de RNAm para IL-10 foi observado em linfonodo de caes com LV (ALVES et
al., 2009). Entretanto, na presenga de indometacina ndo houve alteragao da IL-
10. Por outro lado em macréfagos peritoneais infectados com L. donovani e

células esplénicas de camundongos infectados a PGE; aumentou a producao
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de IL-10 (SAHA et al., 2014), sugerindo que a regulacédo da produgao de IL-10
difere nessas espécies. Outro fator que poderia estar gerando divergéncia nos
resultados é tipo de inibidor de prostaglandina utilizado.

Concluimos que a PGE; tem papel regulador da resposta imunolégica e
na produgdo de citocinas na LVC. Esses resultados ajudam a esclarecer o

mecanismo da resposta imunologica na LVC.
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