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"A compaixdo pelos animais estd intimamente
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IMUNOFENOTIPOS DE LINFOCITOS T NO SANGUE E NO LIQUOR DE
CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL: CORRELACAO COM AS LESOES
ENCEFALICAS

RESUMO - A leishmaniose visceral € uma doenga que causa manifestacdes
clinicas variadas em caes, que podem apresentar desde alteragdes subclinicas
a desordens generalizadas, incluindo alteragdes neurologicas. Ha evidéncias
do comprometimento das barreiras encefalicas, como a presenca de infiltrado
inflamatorio com predominio de linfocitos T CD3+ no sistema nervoso central.
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi determinar e comparar os
imunofendtipos de linfécitos T no sangue periférico e no liquor e avaliar as
lesdes encefalicas em caes infectados. Verificou-se que os linfécitos T
presentes em maior quantidade no liquor foram os duplos negativos (DN) e os
duplos positivos (DP), com predominio de TCRap. Também verificou-se que as
células sanguineas nao diferiram das células do liquor em quantidade, o que
indica que pode estar havendo um comprometimento da barreira
hematoliquorica, permitindo que as células do sangue migrem para o liquor.
Ocorreu também o predominio de infiltrado linfohistioplasmocitario no encéfalo,
principalmente em leptomeninges. Porém, ndo houve correlagdo entre a
inflamacao nessa area e as células T. Além disso, a correlagao positiva entre a
inflamagédo no subepéndima e as células T DN do liquor indica que essas
células chegam no encéfalo também pelos vasos subependimarios. Em
conjunto, os resultados contribuem para explicar a inflamacao observada no
encéfalo de caes com leishmaniose, sendo que as células T DN podem ser

responsaveis pela progressao neuroldgica da doenga.

Palavras-chave: citometria de fluxo; Leishmania; linfécitos T CD4 positivos;

linfocitos T CD8 positivos; receptor de células T; subpopulacdes de linfocitos T.



IMMUNOPHENOTYPES OF T LYMPHOCYTES IN BLOOD AND
CEREBROSPINAL FLUID OF DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS:
CORRELATION WITH BRAIN LESIONS

SUMMARY - Visceral leishmaniasis (VL) is a disease causing several clinical
manifestations in dogs, that can present from subclinical to generalized
disorders, including neurological disorders. There are evidences of cerebral
barriers involvement, such as the presence of inflammatory infiltrate with
predominance of CD3+ T cells in the brain of infected dogs. Therefore, the aim
of this study was to determine and to compare the immunophenotypes of T
lymphocytes in the peripheral blood and in the cerebrospinal fluid (CSF) of
dogs with VL and evaluate the brain lesions. It was detected that the double
negative (DN) and double positive (DP) T cells were present in higher
percentage in the CSF, with predominance of TCRaf. Besides, the amount of
blood T cells did not differ from those observed in the CSF, indicating that the
blood-CSF barrier may be damaged, allowing the migration of cells from the
blood to the CSF. Moreover, inflammatory infiltrate with predominance of
lymphohistioplasmacytic cells was observed, mainly in Ieptomeninges.
However, there was no correlation between the intensity of the inflammation in
this area and the T cells. Furthermore, the positive correlation between intensity
of the inflammation in the subependimal area and DN T cells in the CSF
indicates that these cells also may reach the brain through the subependymal
vessels. Together, the results contribute to explain the inflammation observed in
the brain of dogs with VL, where the DN T cells may contribute to the

neurological progression of the disease.

Keywords: CD4-positive T-lymphocytes; CD8-positive T-lymphocytes; flow
cytometry; Leishmania; T cell-receptor; T-lymphocyte subsets.
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose € uma doenga que esta distribuida mundialmente,
abrangendo cerca de 88 paises. E caracterizada por quatro sindromes clinicas
principais: leishmaniose cutdanea (LC), leishmaniose mucocutanea,
leishmaniose visceral ou calazar (LV) e leishmaniose dérmica pods-calazar.
(ALVAR et al., 2004; CHAPPUIZ et al., 2007).

A LV é uma antropozoonose causada pela Leishmania chagasi (Syn.
infantum) nas Américas e Mediterraneo e pela Leishmania donovani na Asia e
na Africa (BANETH et al., 2008; LUKES et al., 2007; MAURICIO et al., 2000).

No Brasil, o cdo €& considerado o principal hospedeiro do parasita L.
chagasi. A apresentacao clinica da LV pode variar de cées assintomaticos a
manifestacdes cronicas e sistémicas, caracterizadas por febre, anemia, perda
progressiva de peso, dermatopatias, hepatomegalia, esplenomegalia,
alteragbes renais e desordens do sistema cardiovascular e respiratorio
(BLAVIER et al., 2001; CIARAMELLA et al., 1997; REIS et al., 2009).

A LV canina pode ser considerada uma doenga imunomediada, ja que o
parasita tem a capacidade de modificar o sistema imunolégico do hospedeiro
(BARBIERI, 2006). Em estudo anterior foi observado que caes com LV
apresentam infiltrado inflamatério com predominio de linfécitos T no encéfalo
(MELO et al., 2009). Além disso, caes sintomaticos possuem resposta humoral
acentuada e simultdnea depressdo na resposta celular especifica a
Leishmania, o que resulta na progressdo da doenga (NIETO et al., 1999.
PINELLI et al., 1994).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral

A LV é transmitida pela picada de insetos da familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae. No Brasil a espécie relacionada a transmissao da
doenca € a Lutzomyia longipalpis, popularmente chamada de mosquito-palha
(ALVAR et al., 2004; BANETH et al., 2008; DESJEUX, 2004).

De acordo com revisao feita por Bates (2007), os protozoarios do género
Leishmania apresentam-se em duas formas ao longo de seu ciclo de vida,
sendo elas: promastigota e amastigota. A forma promastigota metaciclica,
flagelada, é transmitida ao hospedeiro durante o repasto sanguineo pela fémea
infectada do flebotomineo. As amastigotas sao parasitas intracelulares
aflagelados, principalmente de macréfagos, sendo encontradas no hospedeiro
vertebrado.

O cao e o0 homem s&o os principais hospedeiros, embora o parasita
Leishmania ja tenha sido encontrado em canideos silvestres (TENORIO et al.,
2011), gatos (VIDES et al., 2011), marsupiais (HUMBERG et al., 2012) e
roedores (OLIVEIRA et al., 2005).

A LV é uma doencga sistémica, afetando diversos 6rgaos, como pele,
baco, linfonodos, figado e medula 6ssea (ALVAR et al.,, 2004). A leséo
histopatoldégica comumente encontrada nos tecidos € uma reagao inflamatoria
granulomatosa associada a presenca de formas amastigotas de Leishmania
em macréfagos (BANETH et al., 2008).

Os macrofagos séo as células alvo do parasita e a atividade
antiparasitaria dessas células é inibida na leishmaniose, resultando em um
local para replicagao parasitaria. O estabelecimento da infeccdo e a evolugao
da doenga dependem da resposta imunoldgica do hospedeiro, sendo que, uma

vez estabelecida, a infecgao persistira nos tecidos (PALTRINIERI et al., 2010).
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As células T apresentam um papel central na imunidade da leishmaniose
por influenciar na producdo de citocinas e na interagdo com macréfagos
infectados. Estudos prévios demonstraram que caes cronicamente infectados
possuem baixos numeros de células T com funcionalidade reduzida quando
comparados aos cées ndo infectados (BRANDONISIO et al., 1988).

2.1.1 Leishmaniose visceral e o sistema nervoso central

Embora existam muitos relatos sobre lesdes sistémicas, poucos autores
citam a ocorréncia de lesdes no sistema nervoso central (SNC) de caes com
LV. Ha alguns relatos sobre a migragéo de parasitas para o SNC (NIETO et al.,
1996; VINUELAS et al., 2001) e deposi¢do de antigenos e imunoglobulinas,
levando a meningite e plexo coroidite (GARCIA-ALONSO et al., 1996; NIETO et
al., 1996; VINUELAS et al., 2001). Esta ultima é uma lesdo frequentemente
encontrada no encéfalo de cdes com LV (MELO; MACHADO, 2009).

Recentemente, Marquez et al. (2013) verificaram por imuno-histoquimica
a presenga de amastigotas de L. infantum na medula espinhal e nervos
periféricos em um cao com LV. Além disso, também foi observado infiltrado
linfocitario com predominio de células CD3, reatividade das células da glia,
satelitose, neuronofagia e lesdes isquémicas multifocais no SNC de caes com
LV (JOSE-LOPEZ et al., 2012; MELO; MACHADO, 2011; MELO et al., 2009;
2013).

Cades com LV com envolvimento do SNC podem apresentar sinais
clinicos neuroldgicos, como convulsdes generalizadas, tetraparesia, paraplegia,
lesbes oculares, caminhar em circulos e sinais clinicos cerebelares e
vestibulares (FONT et al., 2004; IKEDA et al., 2007; JOSE-LOPEZ et al., 2012).
Em humanos é mais comum o envolvimento dos nervos periféricos, mas
também foram relatadas meningite, disfuncdo de nervos cranianos,

polirradiculoneurite aguda (sindrome de Guillain-Barré) e tremores (DINIZ et al.,
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2010; SNYDMAN et al., 2006).

2.2 Sistema Imune: Linfécitos T

Os linfocitos expressam um grande numero de moléculas em sua
superficie, que podem ser utilizadas para distinguir uma populagéo celular de
outra. O termo CD (cluster of differentiation), ou grupo de diferenciacao, é
utilizado para designar um marcador celular (ROITT, 2004; TIZARD, 2004).

Os linfocitos T auxiliares (ou T helper) sao células que expressam as
moléculas CD4, enquanto os linfocitos T citotoxicos expressam CD8 (ROITT,
2003; TIZARD, 2004). As células T podem também expressar ambos
marcadores, apresentando-se com o fenétipo CD3+CD4+CD8+ (linfécitos T DP
= duplo positivos) (ZUCKERMANN; HUSMANN, 1996; KENNY et al., 2000) ou,
ainda, nao expressar nenhum desses marcadores, pertencendo a
subpopulagao de linfocitos T CD3+CD4-CD8- (linfécitos T DN =duplo negativos)
(ABBAS et al., 2008; HAAS et al., 1993; SUDA; ZLOTNIK, 1993;).

A maioria das células se desenvolve no timo, onde ocorre a maturagao
de precursores de linfécitos em células T funcionais (CIOFANI; ZUNIGA-
PFLUCKER, 2007). Durante o desenvolvimento de células T af3, as células DN
CD4-CD8- dao origem a células DP CD4+CD8+, que se diferenciam em células
CD4+CD8- ou CD4-CD8+ (D’ACQUISITO; CROMPTON, 2011). As células T
DN podem se originar no timo, sobrevivendo a selegao negativa, seguido pela
migragado para a periferia (PRIATEL et al., 2001). Além disso, as células DN
podem surgir da redugédo da expressao de CD4 e CD8 de células DP timicas,
quando estimuladas com antigenos em cultura (WANG et al., 2002); ou da
reducao de expressdao da molécula CD8 durante maturacdo e expansdao em
linfécitos citotoxicos (ERARD et al., 1993).

Por outro lado, embora a maioria das células T CD4+ e CD8+

encontradas no sistema linfatico necessite de selecao timica para maturacao
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funcional, Chen et al. (2004) sugeriram, a partir de dados preliminares, que a
timectomia ndo impede o desenvolvimento de células T DN no sistema linfatico
periférico e, portanto, parte dessas células podem se desenvolver
extratimicamente.

A origem dos linfocitos T DP n&o esta totalmente esclarecida. Bonomo et
al. (1994) sugeriram que timocitos DP sao liberados prematuramente do timo.
Em humanos, a timectomia eliminou totalmente as células T DP (BERRIH et
al., 1981). Por outro lado, em ratos a timectomia ndo alterou o numero dessas
células (GODDEN et al., 1985).

Os linfocitos T possuem também um receptor antigénico de superficie
denominado TCR (T cell receptor), que reconhece os antigenos ligados a
moléculas de MHC de uma célula apresentadora de antigeno. Os TCRs podem
ser de dois tipos: um formado pelas cadeias de proteinas a e 3 e outro pelas
cadeias y e 8. 90 a 99% dos linfocitos T em humanos, ratos e provavelmente

na maioria dos animais nao ruminantes, possuem os receptores ap.

2.2.1 Sistema imune e a leishmaniose visceral

A resisténcia do hospedeiro a infecgdo pelo parasita Leishmania ocorre
por meio de resposta imune, que resulta na ativagao de macréfagos e morte do
parasita. A resposta imunolégica contra Leishmania envolve mecanismos
inatos e adaptativos e requer efetiva ativagdo dos macréfagos, células
dendriticas e células T CD4+ e CD8+ (STANLEY; ENGWERDA, 2007). Tanto
células CD4+, como CD8+ sao necessarias para uma defesa efetiva contra a
infeccao visceral por L. donovani em humanos e modelos murinos (KHARAZMI
et al., 1999; MELBY; ANSTEAD, 2001).

Os linfocitos T CD4+ atuam na producao de citocinas fundamentais para

a ativagao de macrdéfagos e sdo necessarios para que ocorra uma boa resposta
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do hospedeiro a infecgdo por Leishmania (ALEXANDRE-PIRES et al., 2010;
KHARAZMI et al., 1999).

Caes infectados e saudaveis clinicamente apresentam predominio de
resposta imune do tipo Th1, sendo mediada por IL-2, IFN-y e TNF-a, ao
contrario do que ocorre em animais sintomaticos, onde ha resposta imune do
tipo Th2, mediada pelas citocinas IL-4, IL-10 e TGF- (BARBIERI, 2006; REIS
et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2011; STRAUSS-AYALI et al., 2005).

Os linfécitos T CD8+ sao importantes na protecdo imune na
leishmaniose visceral (GIUNCHETTI et al., 2008), possivelmente devido a
mecanismos citotoxicos (PINELLI et al., 1999; REIS et al.,, 2009), sendo
fundamentais para a eliminagcédo do parasita e geracao de resposta de memoria
(STAGER et al., 2000).

Ha poucos estudos na literatura descrevendo a funcionalidade dos
linfécitos T DN e DP. Os linfécitos T DP parecem ter, no geral, fungbes de
células T helper ou citotoxica, embora suas atividades n&o tenham sido
totalmente esclarecidas (NAM et al., 2000; ZUCKERMANN, 1999). Essas
células ja foram descritas em caes (BISMARCK et al.,, 2012), humanos
(CHAUHAN et al., 2012), suinos (ZUCKERMANN; HUSMANN, 1996), ratos
(KENNY et al., 2000) e macacos (AKARI et al., 1997).

As células T DN atuam na produgdo de citocinas na leishmaniose
cutdnea humana (ANTONELLI et al.,, 2006) e, também, podem apresentar
atividade citolitica em alguns outros casos (BROOKS et al., 1993; PORCELLI
et al., 1992;). Os linfécitos T DN sao ativados por meio dos TCRs aff ou yd. As
células T DN a3 possuem fungdes regulatdria e inflamatéria e foram detectadas
em desordens autoimunes como o lupus e a artrite reumatoide (LIU et al.,
1999; SIELING et al., 2000).
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2.3 Sistema Nervoso Central e o Imunoprivilégio

Em condicbes normais, o SNC ¢é considerado um local
imunoprivilegiado. Isto pode ser devido a eficiéncia das barreiras do SNC, a
limitada entrada de anticorpos pela barreira hematoencefalica (BHE), auséncia
de drenagem linfatica do parénquima encefalico para os linfonodos periféricos,
inabilidade de astrocitos e microglia em permanecer com a resposta imune,
auséncia de células dendriticas no parénquima cerebral e baixa expressao de
MHC (GALEA et al., 2007; MULDOON et al., 2013).

O SNC ¢ isolado da corrente sanguinea por meio da BHE, que é
caracterizada por apresentar células endoteliais ndo fenestradas e que
possuem jungdes intercelulares do tipo oclusivas (“tight junctions”) nos vasos
sanguineos cerebrais (PERSIDSKY et al., 2006; SAUNDERS et al., 2008;
WOLBURG; LIPPOLDT, 2002). Além disso, outros componentes reforcam a
defesa da BHE como os pericitos, a membrana basal, os pediculos dos
astrocitos e alguns terminais axénicos (LENT, 2010).

A saida de substancias dos vasos sanguineos e o trafego de leucécitos
no SNC séo limitados pela BHE. No entanto, estudos indicam que leucdcitos
ativados sao capazes de atravessar a barreira, realizando a vigilancia
imunolégica do SNC (KIVISAKK et al., 2009; MAN et al., 2007).

Uma outra interface entre o parénquima encefalico e o sangue € o plexo
coroide, principal estrutura responsavel pela producdo de liquor. O plexo
coroide permite o isolamento entre o liquor e 0 sangue por meio da barreira
hematoliquorica (BHL), que é formada por células epiteliais com jungdes
intercelulares oclusivas (DZIEGIELEWSKA et al., 2001; WOLBURG; PAULUS,
2010).

Além da BHE e BHL, uma outra barreira esta presente nas meninges.
Os vasos sanguineos da dura-mater ndo apresentam funcao de barreira devido
as fenestracdes intercelulares. Porém, as células mais internas da aracnoide

possuem jungdes intercelulares oclusivas, formando uma barreira fisica nas
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meninges, isolando o liquor contido no espag¢o subaracnoide de estruturas
adjacentes. Além disso, as caracteristicas das jungdes intercelulares oclusivas
nos vasos sanguineos da superficie da pia-mater e da aracnoide sao
semelhantes as da BHE, embora ndo apresentem pericitos e pés terminais de
astrocitos (SAUNDERS et al., 2008).

Apesar da eficiéncia das barreiras encefalicas, existem algumas
evidéncias do comprometimento destas em cédes com LV. Isto inclui a
deposigao de antigenos de Leishmania nas paredes de vasos sanguineos € no
plexo coroide, ativagdo das células da glia, altos titulos de anticorpos no liquor
e presenga de infiltrado de células inflamatérias no encéfalo (GARCIA-
ALONSO et al., 1996; IKEDA et al., 2007; MELO; MACHADO, 2011; MELO et
al., 2013)

2.3.1 Comunicagao entre o SNC e o sistema imune periférico

As principais estruturas envolvidas na migragéo de leucécitos do sangue
para o SNC sao o plexo coroide, as meninges (KIVISAKK et al., 2003; PETITO;
ADKINS, 2005) e os o¢rgaos circunventriculares (ENGELHARDT,;
RANSOHOFF, 2005), devido a presenga de jungbes intercelulares
comunicantes (“gap junctions”) no endotélio dessas regides, tidas como portas
de entrada de células inflamatdrias e patdgenos no ambiente nervoso.

Carrithers et al. (2002) sugeriram que linfocitos ativados podem passar
da circulacao sistémica para o espaco subaracnoide por meio de vasos nas
meninges ou podem chegar no liquor ventricular pelo epitélio do plexo coroide.

Em especial, o plexo coroide tem um importante papel como mediador
de sinalizacdo imune entre o SNC e a periferia (MARQUES et al., 2007),
principalmente pelas evidéncias do acumulo local de células T CD3+ apds
estimulacao periférica. Além disso, os capilares do plexo coroide séao

fenestrados, o que pode favorecer a migragao dos linfécitos do sangue para o
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liquor (PETITO; ADKINS, 2005).

O SNC também se comunica com as células do sistema imune periférico
por meio de citocinas circulantes e/ou quimiocinas, que sao produzidas por
células neuronais e células da glia no SNC e que sdo mediadores de varias
fungcdes comportamentais e cerebrais (BAUER et al., 2007). Além disso, essas
citocinas e quimiocinas podem alertar o SNC por mecanismos neuroquimicos e
podem causar ou potencializar os sintomas da doenca (TONELLI et al., 2005;
YIRMIYA; GOSHEN, 2011), o que indica uma comunicagdo ativa entre as
células da glia do SNC com o sistema imune periférico (TIAN et al., 2012).
Estudos anteriores relatam a ativacdo das células da glia e a presenga de
infiltracdo de leucdcitos, com predominio de células T CD3+ no SNC de caes
com LV (MELO; MACHADO, 2011; MELO et al., 2009; 2013).

O plexo coroide e o liquor podem atuar como portas de entrada para o
parasita Leishmania. Deste modo, essas estruturas podem ser as primeiras a
responder a um estimulo inflamatério periférico (MARANGONI et al., 2011;
MELO; MACHADO, 2009, 2011). Como existe proximidade do liquor com as
lesGes inflamatérias no SNC, ele pode refletir suas alteragdes (DUQUE et al.,
2002). Em estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa, detectou-se
em caes com LV a presenca de infiltrado inflamatério no encéfalo com
predominio de linfécitos T CD3+ e baixa marcacao para CD4+ e CD8+, por
imuno-histoquimica, sugerindo-se que a principal subpopulagao de células T do
encéfalo poderia ser do imunofenétipo CD3+CD4-CD8-.

Desta forma, considerando que é possivel a passagem de células do
sangue periférico para o liquor e que ha predominio de infiltrado inflamatério de
linfécitos T no SNC de cdes com LV (MELO et al., 2009), a finalidade desta
pesquisa foi auxiliar o esclarecimento da origem do processo inflamatorio
observado no encéfalo de caes com LV, sendo que a hipétese esperada seria a
migracdo de células inflamatérias sanguineas para o liquor e,

consequentemente, para o SNC, principalmente de células T duplo negativas.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar e comparar os imunofenétipos
de linfécitos T CD3+CD4+, CD3+CD8+, duplo positivos (DP) e duplo negativos
(DN) no sangue periférico e no liquor, bem como determinar o TCR
predominante; caracterizar as lesdes encefalicas e correlaciona-las com os

imunofendtipos de linfocitos T presentes no liquor de caes com LV.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Etica

Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica em Experimentacéo

Animal, Unesp, Campus de Aragatuba, processo #01463-2012.

4.2 Animais

Foram utilizados 17 cées provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses da Prefeitura Municipal de Aracatuba-SP, com diagnédstico positivo
para leishmaniose. A eutanasia foi autorizada pelos proprietarios em
cumprimento da Lei Estadual vigente (SAO PAULO, 2006).

4.3 Diagnéstico de Leishmaniose Visceral

Os céaes deste estudo foram selecionados com base nos diagnésticos
positivos por exame sorolégico (ELISA), conforme Lima et al. (2005) e
parasitologico (pungado bidpsia aspirativa de linfonodos) para leishmaniose.
Foram incluidos apenas caes com pelo menos trés sinais clinicos da doenca
(ex.: onicogrifose, aumento de volume de linfonodos e bago, caquexia, lesdes

cutaneas).
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4.4 Colheita de Material

Foi feita colheita de 4mL de sangue em tubo com heparina sédica por
meio de pung¢do da veia jugular antes da aplicacdo do anestésico geral nos
cdes. Os animais foram entdo sedados com pentobarbital sédico (Hypnol® 3%)
e amostra do LCR foi colhida por pung¢ao na articulagao atlanto-occipital, com
0os animais em decubito lateral e sob anestesia geral. O volume maximo
retirado foi de 1mL para cada 5Kg de massa corporal, conforme Schwartz et
al. (2008). Somente foram incluidas neste estudo as amostras de liquido
cefalorraquidiano livres de contaminagao sanguinea.

Os caes foram eutanasiados com cloreto de potassio (19%) por via
intravenosa. A eutanasia foi feita segundo a Resolugéo n°® 1.000, de 11 de maio
de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre
procedimentos e métodos de eutanasia em animais.

O encéfalo foi colhido imediatamente apds a administragdo de cloreto de
potassio e verificacdo da morte do animal e foi fixado em formalina 10% para
inclusdo em parafina. Apds o tempo de manuteng¢ao no fixador, foram obtidos
cortes coronais de regides do cérebro, tronco cerebral e cerebelo, de onde
foram selecionados fragmentos das seguintes areas: cortex temporal, cértex
piriforme, hipocampo, talamo, regides periventriculares, plexo coroide dos
ventriculos laterais e 4° ventriculo e cerebelo. As amostras foram incluidas em
parafina segundo procedimentos de rotina e cortes de 5 ym foram corados pela
hematoxilina-eosina (H-E) para a avaliagcdo e caracterizacdo das lesbes
inflamatarias.

A presenga de células inflamatdrias no plexo coroide, subepéndima e
leptomeninges foi avaliada semiquantitativamente por meio de escala de 0-3,
sendo que O representou a auséncia de células inflamatdrias; 1, presenca
discreta (acumulo focal de raras células); 2, presenga moderada (acumulo
difuso ou multifocal de poucas células) e 3, intensa presenca de células

inflamatdrias (acumulo intenso e difuso de grande quantidade de células).
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4.5 Citometria de Fluxo

Para avaliagdo e quantificacdo dos fenétipos de linfocitos T CD3+ e os
TCRs af e yd em cédes com leishmaniose visceral, o sangue e o liquido
cefalorraquidiano foram processados e analisados de forma pareada
imediatamente apos a colheita.

O protocolo seguiu em linhas gerais o trabalho de Guarga et al. (2002) e
Lima et al. (2012), com modificacbes. Para separagdo das células
mononucleares do sangue periférico (CMSP), foi utilizado gradiente de Ficoll-
Paque™ Plus (GE Healthcare), seguindo as recomendagdes do fabricante. A
contagem das células foi realizada em camara de Neubauer. Cerca de 1x10°
células foram utilizadas para marcagcdo de CD3, CD4, CD8, TCRa3 e TCRy®.
Inicialmente foi feito o bloqueio dos sitios inespecificos com soro autélogo
canino a 10%. As amostras foram entao incubadas por 60 minutos a 4°C com
os anticorpos monoclonais conjugados produzidos para a espécie canina da
Serotec®: anti CD3 FITC (clone CA17.2A12), anti CD4 RPE (clone YKIX302.9)
e anti CD8 Alexa Fluor® (clone YCATE55.9).

Para a identificacdo dos TCRs foram utilizados anticorpos monoclonais
primarios produzidos em camundongo para a espécie canina (anti-TCR a3 =
clone CA15.8G7; anti-TCR yd = clone CA20.8H1) e anticorpos secundarios
policlonais para camundongo produzidos em cabra (ab99912 RPE para o TCR
ap e ab98697 FITC para o TCR yd; Abcam®), que foram incubados também
por 60 minutos. Foi feita incubagao de outra aliquota com isotipo controle e
uma aliquota foi deixada sem qualquer marcacdo. Apds o periodo de
incubagéo foram feitas lavagens das amostras com PBS contendo 2% de soro
fetal bovino e, posteriormente, adicionou-se tampao de estocagem (formol 10%
diluido em PBS).

Os isotipos controles que foram utilizados tanto no sangue como no
liquor foram: 1gG1 conjugado a FITC (camundongo) para o CD3, IgG1
conjugada a A647 (rato) para o CD4 e IgG2a conjugado a RPE (rato) para o
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CD8; 1gG1 conjugada a RPE (camundongo) para o TCR af; e IlgG2a conjugada
a FITC (camundongo) para o TCR y0.

As amostras de liquor foram centrifugadas repetidas vezes a 800xg por
10 minutos a 20°C e o pellet foi separado e ressuspendido em PBS1x. A
contagem das células foi realizada em camara de Neubauer e cerca de 1x10°
células foram utilizadas para marcagao com os anticorpos monoclonais. A
marcacao de CD3, CD4, CD8, TCRap e TCRyd foi realizada como descrito
anteriormente para o sangue. Posteriormente foi realizada correlagéo entre os
imunofenédtipos de linfocitos do liquor e a intensidade da inflamagdo do
encéfalo.

A aquisicao das células foi feita em um citdbmetro de fluxo EasyCyte
mini® (Guava, Hayward, CA) e os dados foram analisados por meio do

software CytoSoft.

4.6 Analise Estatistica

A comparacgao entre as células do sangue e do liquor foi realizada por
meio de teste de Wilcoxon pareado. A analise estatistica para comparagao
entre as subpopulagdes de linfocitos T foi feita por teste de Friedman, seguido
por teste de Dunn pareados.

Para a avaliacao das lesbes observadas no encéfalo foi feito teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Para a correlagdo entre a
intensidade de inflamagao encefélica e as células do liquor foi feito teste de
Spearman.

A mediana foi usada como estimador de medida de posi¢ao € o intervalo
interquartil, como estimador de medida de dispersao. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todas as analises foram

realizadas usando-se o software estatistico Prism (Prism 5, GraphPad).
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A Tabela 1 relaciona as principais alteragdes encontradas durante o

exame necroscopico dos animais. Os achados mais prevalentes foram

representados por alteragées dermatologicas (seborréia, alopecia generalizada,

hiperqueratose de plano nasal, hipotricose em membros), linfadenopatia

generalizada, onicogrifose, caquexia, alteragcbes oftalmicas (conjuntivite e

secrecao ocular) e atrofia dos musculos temporais. Todos os caes deste estudo

ndo apresentaram sinais clinicos neurolégicos da doenca.

Tabela 1- Alteragbes observadas no exame macroscopico dos caes

sintomaticos com leishmaniose visceral.

Sintomaticos

Alteragoes macroscépicas n=17

N %
Alteracbes dermatologicas 14 82,35
Linfadenomegalia 13 76,47
Onicogrifose 9 52,94
Caquexia 9 52,94
Alteracoes oftalmicas 5 29,41
Atrofia de musculatura temporal 2 11,76

n = n° de animais



32

5.2 Imunofendtipos de Linfocitos T

Os valores médios em porcentagem (+ desvio padrdo) das células
analisadas no sangue periférico e no liquor podem ser visualizados na Tabela
2. A quantificagéo total dos linfocitos T foi feita de acordo com a fluorescéncia
de CD3+. Um “gate” foi feito na populacdo de CD3+ para avaliagdo e
quantificacdo das subpopulagdes de linfécitos T CD4+, CD8+, DP e DN, que
podem ser observadas na Figura 1. Na Figura 2 & possivel visualizar “dot plot”
representativo dos TCRs.

Na analise dos fenotipos das populagdes néo foi observada diferencga
entre as células do sangue e do liquor (P>0,05) (Tabela 2). A Figura 3
representa os valores individuais para todas as populagdes de células
analisadas no sangue e no liquor nos cées com LV deste estudo, onde é
possivel observar que as células sanguineas estdo presentes na mesma
proporcao das ceélulas do liquor. Além disso, a maioria dos tipos celulares
encontravam-se reduzidos em cdes com LV, quando comparados com o0s
padrdes de caes saudaveis da literatura (Tabela 3). Ja os linfécitos T DP e DN
apresentaram-se em numero elevado nos caes infectados.

Na Figura 4 é possivel observar o resultado da comparagao entre as
subpopulagdes de linfocitos T CD3+ no sangue e no liquor de cédes com LV. No
sangue (Figura 4A) n&do foi observada diferenca estatistica entre a
porcentagem de linfécitos T CD4+, CD8+ e DP. Além disso, ndo houve
diferenga entre os linfocitos T CD4+, DP e DN, apesar de os valores de
linfocitos T DN serem os mais elevados (P= 0,0004).

No liquor (Figura 4B) também nao foi observada diferenca estatistica
entre os linfocitos T CD4+ e CD8+ e entre CD4+ e DP. Os imunofendtipos
predominantes no liquor foram as células T DN e DP (P<0,0001). Tanto no
sangue, como no liquor, verificou-se que os linfécitos T CD8+ apresentavam-se

reduzidos, quando comparados aos linfécitos T DN.
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Na Figura 5 observa-se que houve predominio de linfécitos T com
TCRaB+, tanto no sangue (P<0,0007) como no liquor (P<0,0007), enquanto

linfécitos com TCRyd+ foram encontrados em menor porcentagem.

Tabela 2- Valores médios das subpopulagbes de linfécitos T em sangue

periférico e liquor em caes com leishmaniose visceral expressos em %.

Populagoes CMSP LCR Estatistica
CD3+ 14,86+5,29  15,15+9,10 P =0,9632
CD3+CD4+ 13,42+18,00 11,80+10,91 P =0,4874
CD3+CD8+ 8,22+7,92 6,11+7,13 P =0,3060
CD3+CD4+CD8+ 26,19+23,66 23,10+21,95 P =0,8900
CD3+CD4-CD8-  49,24+27,34 59,07+26,61 P =0,2633
TCRaB+ 9,307,176  13,67+10,82 P =0,1402
TCRyd+ 0,98+1,93 1,4742,12 P =0,5016

CMSP = células mononucleares do sangue periférico

LCR = liquido cefalorraquidiano

Estatistica: Teste de Wilcoxon pareado ao nivel de 5% de significancia; sem

significancia estatistica (P>0,05%).
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FIGURA 1- Analise por citometria de fluxo de sangue periférico (CMSP) e liquido
cefalorraquidiano (LCR) de cdes com leishmaniose visceral. “Dot plot” de fluorescéncia
representativo para CD3+CD4+, CD3+CD8+, DP e DN. (A) CMSP. (B) LCR. Os

valores de cada subpopulagéo sao apresentados em porcentagem.
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FIGURA 2- Analise por citometria de fluxo de sangue periférico (CMSP) e liquido
cefalorraquidiano (LCR) de caes com leishmaniose visceral. “Dot plot” de fluorescéncia
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em LCR. (D) TCRy® em LCR. Os valores sao apresentados em porcentagem.
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FIGURA 3- Imunofendtipos de linfécitos T analisados em caes com LV. Os valores estédo

expressos em porcentagem. As linhas horizontais continuas representam as medianas

(intervalo interquartil). As linhas tracejadas vermelhas correspondem aos valores normais

de referéncia no sangue e as linhas azuis continuas representam os valores normais de

referéncia no liquor de caes sadios, segundo Tipold et al. (1998). Para as células DP e DN

do sangue utilizou-se como referéncia o artigo de Alexandre-Pires et al. (2010). Auséncia

de diferenga estatistica significante entre a quantidade de células T no sangue e liquor

para todos os fenoétipos avaliados.
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Tabela 3- Valores médios das subpopulagées de linfocitos T no sangue e no liquor
de caes com LV e saudaveis expressos em %.

Populagoes - CMSP P o LCR s
Caes com LV Saudaveis * CaescomLV Saudaveis *
68,0 1
CD3+ 14,8 70,0 2 15,1 53,0 1
80,6 3
39,1 4 28,6 6
CD3+CD4+ 13,4 40.1 5 11,8 34.0 1
22,1 4 22,0 6
CD3+CD8+ 8,2 22,2 5 6,1 25.0 1
CD3+CD4+CD8+ 26,1 2,0 2 23,1 - -
CD3+CD4-CD8- 49,2 17,0 2 59,0 -
TCRap+ 9,3 66,0 1 13,6 54,0 1
TCRyo+ 0,9 3,2 1 1,4 4,5 1

* Referéncias dos pardmetros de caes saudaveis descritos na literatura.

1 Tipold et al. (1998)

2 Alexandre-Pires et al. (2010)
3 Lima et al. (2012)

4 Watabe et al. (2011)

5 Itoh et al. (2009)

6 Duque et al. (2002)
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FIGURA 4- (A) Porcentagem das subpopulagbes de linfocitos T CD3+CD4+,
CD3+CD8+, DP e DN no sangue periférico (CMSP) de caes com LV. (B) Porcentagem
das subpopulacdes de linfécitos T CD3+CD4+, CD3CD8+, DP e DN no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de caes com LV. As colunas representam a mediana
(intervalo interquartil). Letras diferentes indicam significancia estatistica ao nivel de

5%.
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FIGURA 5- (A) Porcentagem de TCRs no sangue periférico (CMSP) de caes com LV,
onde observa-se o predominio de TCR ap. (B) Porcentagem de TCRs no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de caes com LV, onde observa-se o predominio de TCR af.
As colunas representam a mediana (intervalo interquartil); * indica significancia

estatistica ao nivel de 5% de probabilidade.
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5.3 Avaliacao do Infiltrado Inflamatério no Encéfalo

Na analise histopatologica do encéfalo dos cdes com LV foram
verificadas alteragbes inflamatdrias em leptomeninges, subepéndima e plexo
coroide.

Detectou-se infiltrado de células mononucleares com infiltrado composto
principalmente por células linfohistioplasmocitarias em plexo coroide e
leptomeninges e células linfoplasmocitarias em areas periventriculares, com
intensidade da inflamagao variando de leve a intensa. As leptomeninges foram
o local de maior concentragdo de células inflamatérias, diferindo
estatisticamente das outras areas avaliadas. Nao houve diferenca estatistica na
avaliagdo da intensidade do infiltrado observado no plexo coroide e na regido
subependimaria (Figura 6). Nas Figuras 7, 8 e 9 observa-se fotomicrografias
representativas das trés areas encefalicas avaliadas, de acordo com a
intensidade da inflamacao.

Nas leptomeninges 58,8% dos cées apresentavam infiltrado de
intensidade moderada de células inflamatérias (++), 35,3% intensidade leve (+)
e 5,9% intensidade intensa (+++). No subepéndima 64,7% dos animais
apresentaram intensidade leve, 11,8% intensidade moderada e 23,5% néo
apresentaram infiltrado inflamatério. No plexo coroide 35,3% dos caes
apresentaram intensidade leve, 17,6% apresentaram intensidade moderada,
5,9% intensidade intensa e 41,2% nao apresentaram infiltrado inflamatdrio
(Figura 6). No estudo apresentado aqui ndo foram observadas formas

amastigotas de Leishmania chagasi nos cortes corados por H-E.
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FIGURA 6- Porcentagem de caes em funcdo da intensidade da inflamagéo no
plexo coroide, regido subependimaria e leptomeninges. -: auséncia de infiltrado
inflamatoério; +: infiltrado inflamatdério discreto; ++: infiltrado inflamatdrio
moderado; +++ infiltrado inflamatério intenso. * indica diferenca estatistica

significante.
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FIGURA 7- Fotomicrografias representativas do infiltrado inflamatério em leptomeninges de
cdes com leishmaniose visceral. (A) Infiltrado inflamatério discreto (seta). (B) Infiltrado
inflamatério moderado (setas). (C) Infiltrado inflamatério intenso (*). No detalhe observa-se
maior aumento; setas indicam presencga de plasmacitos. Hematoxilina e Eosina. Barra = 50 ym.



43

FIGURA 8- Fotomicrografias representativas do infiltrado inflamatério no plexo coroide de
cades com leishmaniose visceral. (A) Infiltrado inflamatério discreto (seta). (B) Infiltrado
inflamatério moderado (seta). (C) Infiltrado inflamatério intenso (*). Hematoxilina e Eosina.
Barra = 50 um.
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FIGURA 9- Fotomicrografias representativas do infiltrados inflamatério no
subepéndima de cdes com leishmaniose visceral. (A) Infiltrado inflamatério discreto
(seta). (B) Infiltrado inflamatdrio moderado (seta). No detalhe observa-se maior

aumento. Hematoxilina e Eosina. Barra = 50 pm.
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5.4 Correlagao dos Imunofendétipos de Linfécitos T do Liquor com a

Intensidade da Inflamagao Encefalica

Na analise de correlagdo entre os imunofenétipos de linfocitos T do
liquor e a intensidade da inflamagdo nas leptomeninges n&o foi observada
correlagao estatistica entre esses dois parametros para nenhuma das células T
avaliadas (CD3+CD4+: P=0,6403; CD3+CD8+: P=0,4257; DP: P=0,0877; DN:
P=0,3011) (Figura 10). Como nao houve correlagdo entre as células do liquor
com a inflamacdo em leptomeninges, foi realizada também anadlise de
correlagdo das células sanguineas com a intensidade de inflamacdo nas
leptomeninges, onde nao foi observada correlacido entre esses parametros
(CD3+CD4+: P=0,0711; CD3+CD8+: P=0,2655; DP: P=0,5991; DN: p=0,0787)
(Figura 11).

Por outro lado, no plexo coroide houve correlagdo negativa entre as
células T DP do liquor e o processo inflamatoério (P=0,0224). Quanto maior a
intensidade da inflamacdo menor a quantidade de linfécitos T DP. Para os
outros tipos celulares ndo houve correlagéo (CD3CD4+: P=0,6518; CD3+CD8+:
P=0,7799; DN: P=0,4338) (Figura 12).

No subepéndima houve correlacdo negativa para as células T
CD3+CD4+ (P= 0,0245), CD3+CD8+ (P<0,0001) e DP (P<0,0001). Assim,
quanto mais intenso o infiltrado inflamatério menor a quantidade de linfécitos T
CD4+, CD8+. DP. Para as células DN foi observada correlagéo positiva com a
intensidade da inflamagao (P=0,0042). Deste modo, quanto mais intensa a
inflamagao na regido subependimaria, maior a quantidade de linfocitos DN foi

detectada no liquor. (Figura 13).
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FIGURA 10- Correlagdo entre as intensidades da inflamagdo observada nas

leptomeninges, em escala semiquantitativa de 0-3, e os imunofendtipos de

linfocitos T do liquor. Observa-se auséncia de correlagao estatistica.
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nas

leptomeninges, em escala semiquantitativa de 0-3, e os imunofendtipos de

linfécitos T do sangue periférico. Observa-se auséncia de correlagao

estatistica.
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FIGURA 12- Correlagao entre as intensidades da inflamacgao no plexo coroide,

em escala semiquantitativa de 0-3, e os imunofendtipos de linfécitos T do

liquor. A linha continua representa a reta estimada.
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FIGURA 13- Correlacao entre as intensidades da inflamacao no subepéndima,
em escala semiquantitativa de 0-3, e os imunofendtipos de linfécitos T do

liquor. A linha continua representa a reta estimada.
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6 DISCUSSAO

A citometria vem se tornando uma ferramenta acessivel na medicina
veterinaria (FALDYNA et al., 2001). Como o SNC é relativamente inacessivel
para muitos procedimentos diagndsticos comumente realizados em outros
orgaos, achados no liquido cerebroespinhal podem ser usados como
ferramenta preditiva de afec¢gdes do parénquima do SNC em condi¢des
inflamatorias particulares (DUQUE et al., 2002). De acordo com a literatura
consultada este € o primeiro estudo que determina todos os imunofendtipos
propostos de linfocitos T no liquor de cides com LV.

Para a maioria das células analisadas, tanto no sangue como no liquor,
verificou-se que houve grande variabilidade individual entre os cdes com LV.
Isto pode ocorrer devido a diferentes racas, idades e sexo dos caes infectados
pelo parasita (ALEXANDRE-PIRES et al., 2010).

Os caes com leishmaniose visceral apresentaram em média 14,86% de
linfécitos T CD3+ no sangue periférico e 15,15% no liquido cefalorraquidiano.
Esses resultados indicam que os linfécitos T estdo reduzidos nos animais com
LV, quando comparados com os valores de avaliagbes de cades saudaveis
descritos previamente na literatura. Em caes saudaveis, Tipold et al. (1998)
observaram 68% de linfécitos T CD3+ no sangue e 53% no liquor, Alexandre-
Pires et al. (2010) verificaram 70% de células CD3+ no sangue e Lima et al.
(2012) verificaram em média 80,6% no sangue.

A reducao acentuada de linfécitos T CD3+ observada nos caes com LV
deste estudo estd de acordo com os relatos existentes na literatura sobre o
assunto. Bourdoiseau et al. (1997) e Moreno et al. (1999) também relataram
diminuigéo significante de linfécitos T (CD3+) em animais infectados por
Leishmania infantum. Segundo Lima et al. (2012), a redugdo do numero de
linfocitos T CD3+ em caes pode ocorrer devido a um nivel superior de
apoptose de células T nos caes infectados por Leishmania chagasi. Em

pacientes humanos com leishmaniose visceral ativa, Hailu et al. (2005)
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verificaram reducdo de linfécitos T no sangue, e os autores sugerem que isto
poderia ser consequéncia do recrutamento dessas células para 6Orgaos
parasitados.

Avaliando as subpopulagdes de linfécitos T CD3+ nos cdes com LV
observamos redugéo de linfécitos CD4+ e CD8+ no sangue e liquor. Em média
foram detectados 16,42% de linfécitos T CD3+CD4+ e 8,22% de CD3+CD8+ no
sangue periférico; 11,80% de CD3+CD4+ e 6,11% de CD3+CD8+ no liquor. Os
resultados indicam que as subpopulagdes de linfécitos CD4+ e CD8+ estao
significantemente reduzidas nos animais com leishmaniose visceral. Em
analises com animais saudaveis, Watabe et al. (2011) verificaram no sangue
periférico 39,1%(+10,7) de linfécitos CD3+CD4+ e 22,1%(+8,4) de CD3+CD8+
e Itoh et al. (2009) determinaram 40,1% (+5,6) de CD3+CD4+ e 22,21%(2,9)
de CD3+CD8+. Para o liquor, Duque et al. (2002) descreveram 28,6%(£12,4)
de CD3+CD4+ e 22%(+13,6) de CD3+CD8+, enquanto Tipold et al. (1998)
relataram 34%(+8) de CD3+CD4+ e 25%(+19) de CD3+CD8+.

Os linfécitos T CD4+ sao fundamentais para o desenvolvimento de uma
resposta imune efetiva na infecgado por Leishmania e podem contribuir para a
reducao local da replicacéo de parasitas em alguns caes (ALEXANDRE-PIRES
et al., 2010). A reducao de células T CD4+ também foi observada no sangue
em outros estudos com leishmaniose canina (GUERRA et al., 2009; REIS et
al., 2006).

Os linfocitos T CD8+ tém sido correlacionados com o controle da
leishmaniose visceral em humanos (MARY et al., 1999) e camundongos
(GOMES-PEREIRA et al., 2004), mas poucos estudos tém demonstrado o
envolvimento dessas células na leishmaniose canina. A reducao de linfocitos T
CD8+ foi relatada por Bourdoiseau et al. (1997) no sangue dos cédes com
leishmaniose, estando portanto de acordo com os resultados obtidos neste
trabalho.

Os caes com LV apresentaram em média 26,19% de linfécitos T CD3+
DP no sangue e 23,10% no liquor; e 49,24% de linfocitos T CD3+ DN no

sangue e 59,07% no liquor. Esses resultados indicam que os linfécitos T DP e
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DN estado presentes em quantidades elevadas no sangue periférico de caes
com LV, quando comparados com os valores de caes saudaveis descritos por
Alexandre-Pires et al. (2010), que observaram no sangue de animais saudaveis
cerca de 2% de células T DP e 17% de DN. Por outro lado, em estudo com
leishmaniose cutdanea humana Antonelli et al. (2006) observaram que a
porcentagem média de linfécitos T DN no sangue dos pacientes infectados pelo
parasita foi menor do que nos pacientes saudaveis.

As células T DN foram também descritas em pacientes humanos com
doencas autoimunes (NALBANDIAN et al., 2009; TEACHEY et al., 2005). Para
Reinhardt e Melms (2000) os linfécitos T DN tém participagdo na patogénese
da miastenia gravis e estdo correlacionados com a doenga e achados
histologicos. Pacientes com lupus eritematoso possuem elevada populagao de
células T DN, que sao as principais produtoras de IL-17, umas das citocinas
pro-inflamatodrias envolvidas nesta doenca (NALBANDIAN et al.,, 2009).
Considerando que manifestagbes clinicas ou laboratoriais de doencgas
autoimunes, como o aumento de anticorpos autoimunes, ja foram descritas em
caes e pacientes humanos com LV (GINEL et al., 2008; LIBEROPOULOS et
al., 2012), as células T DN podem estar atuando em caes com LV de maneira
similar ao que ocorre em doengas autoimunes, contribuindo para o
desenvolvimento e a progressao da doenga.

A atividade pré-inflamatéria das células T DN tem sido observada
durante o desenvolvimento dessas células no timo, onde timécitos CD44+ DN
produziram elevados niveis de IL-2, TNF-a e IFN-y (ZLOTNIK et al., 1992). Na
leishmaniose ja foram descritas algumas dessas citocinas pro-inflamatdrias,
como TNF-a, IFN-y e IL-17 (KOSTKA et al., 2009; MELO et al., 2013).

Melo et al. (2013) verificaram que a presenga de citocinas
proinflamatérias como IL-1B e TNF-a promove o inicio, a manutencédo e a
persisténcia da inflamacao no SNC de caes com LV. Deste modo, é possivel
que a presenga de elevada porcentagem de células T DN no liquor esteja

influenciando o processo inflamatério observado no SNC dos caes deste
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estudo, possivelmente pela produgdo de citocinas pré-inflamatérias no local e
migracao das células para o encéfalo.

Um numero elevado de linfécitos T DP também foi observado em
humanos com doengas autoimunes como a tireoidite auto-imune (IWATANI et
al., 1993), dermatite atépica (BANG et al., 2001), cancer (SARRABAYROUSE
et al.,, 2011) e infecgéo viral (SUNI et al., 2001). Esta populagcdo de células
também foi observada nos linfécitos do sangue periférico de cdes com LV
(ALEXANDRE-PIRES et al., 2010), estando de acordo com os resultados
deste trabalho.

Nao houve diferenca estatistica entre a populacdo de linfécitos CD4+,
CD8+ e DP no sangue e entre CD4+ e CD8+ e CD4+ e DP no liquor, ao
contrario do que € observado no sangue de caes normais, onde a populagao
de linfocitos CD4+ é significativamente maior do que a de CD8+ (DUQUE et al.,
2002; ALEXANDRE-PIRES et al., 2010).

Além disso, no sangue dos cades deste estudo observou-se que nao
houve diferenca entre as células T CD4+, DP e DN, que estdo predominando
neste compartimento. No liquor as células T DN e DP foram os linfocitos
predominantes. Por outro lado, Alexandre-Pires et al. (2010) observaram maior
porcentagem de células CD4+, seguida por CD8+, DN e DP no sangue de
animais sintomaticos para LV, o que difere dos resultados obtidos no presente
estudo.

Os cées com LV apresentaram em média 9,30% de TCR ap no sangue
e 13,67% no liquor, e 0,98% de TCR yd no sangue e 1,47% no liquor, em
relacao as células totais. Deste modo, houve predominio de linfécitos com TCR
ap no sangue e no liquor de caes com LV, o que também ocorre em animais
saudaveis em ambos tecidos de acordo com Tipold et al. (1998). Esses autores
verificaram dentro da subpopulacédo de linfocitos, em média 66% de TCR af
no sangue € 54% no liquor e 3,2% de TCR yd no sangue e 4,5% no liquor de
caes sadios.

Os linfocitos T yd representam uma pequena populagdo na circulacéao,

estando de acordo com os valores observados neste estudo. Este fendtipo é
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descrito como sendo mais abundante nas mucosas, na pele, no pulméo e em
outros tecidos epiteliais (ANDREW; CARDING, 2005; RANSOHOFF et al.,
2003).

Verificou-se também que todos os imunofendtipos de linfocitos T
analisados no sangue apresentavam-se em proporgao similar as células do
liquor, ndo havendo diferenca entre os dois compartimentos. Por outro lado,
Duque et al. (2002), observaram maior proporgao de células CD4+ no sangue
do que no liquor em estudo com imunofenotipagem de linfécitos T em caes
saudaveis. A diferenca estatistica ndo significante entre as células sanguineas
e as células do liquor € indicativa de déficit na barreira hematoliquérica, o que
possibilitaria a migracao das células do sangue para o liquor.

Disfungdes na barreira hematoencefalica tém sido descritas em muitas
doencas neuroldgicas, ndo somente como um evento que ocorre em fase tardia
da doencga, mas também estédo envolvidas nas etapas iniciais da progressao da
doenca. A disfungdo da barreira pode ocorrer quando ha o aumento de sua
permeabilidade com difusdo passiva de substancias sanguineas pelas “tight
junctions” da barreira ou quando ha infiltracdo celular massiva pela BHE
(WEISS et al., 2009). Deste modo, considerando que as células do sangue e
do liquor deste estudo estdo presentes na mesma proporgao, sugere-se, assim
como ocorre na barreira hematoencefalica, um aumento da permeabilidade da
barreira hematoliquérica nos caes infectados por Leishmania, o que permitiria a
passagem das células do sangue para o liquor. Uma vez que as células estao
presentes no liquor, podem ter livre acesso ao parénquima encefalico por meio
da migracao pela parede ventricular, constituindo o infiltrado subependimario
observado em alguns cdes. Em resposta a lesdo no subepéndima, pode
ocorrer ativagdo da micréglia, sendo que é possivel a migracdo de células
microgliais periventriculares para regides mais profundas do parénquima
cerebral (CARBONELL et al., 2005). Isto poderia causar a ativagdo do
processo inflamatério no SNC. Ainda, as células inflamatdrias no liquor

poderiam produzir citocinas pro-inflamatérias que, por difusdo, poderiam



55

estimular a glia periventricular, provocando reatividade dessas células, assim
como observado por Melo e Machado (2011).

A diminuicdo da filtracdo seletiva da barreira hematoliquérica, como
sugerido no presente estudo, foi sugerida previamente por Lima et al. (2003) ao
observar correlagdo dos titulos de anticorpos no soro e no liquor de caes
infectados por Leishmania chagasi.

Em relagdo aos achados histopatolégicos do encéfalo, todos os caes
desse estudo demonstraram discreto a intenso infiltrado de células
mononucleares, estando de acordo com Melo et al. (2009), que detectaram os
linfocitos T CD3* como a principal populacéo inflamatéria presente no SNC em
cées com leishmaniose visceral.

Vifiuelas et al. (2001), em estudo histopatolégico em caes com LV,
verificaram inflamacédo crénica com presenca de infiltrado de linfécitos e
plasmdcitos em meninges, sendo que a inflamacgao foi mais intensa em regides
perivasculares. Isto esta de acordo com nosso trabalho, onde detectamos
infiltracdo de células linfohistioplasmocitarias principalmente em areas
perivasculares de leptomeninges. A observacdo de meningite em caes com
leishmaniose visceral passaram a receber maior atencdo apds descricao da
presenga de amastigotas de Leishmania no liquor de uma crianga infectada
cronicamente pelo parasita e que apresentava sintomas de meningite
(PRASAD; SEN, 1996).

Nos caes com LV também foi observada infiltragao linfoplasmocitaria no
plexo coroide e na regido subependimaria. Alteragdes histopatoldgicas no plexo
coroide e meninges sao comuns em infecgdes por virus e algumas doengas
parasitarias, tendo sido relatadas mais comumente em humanos (VINUELAS et
al.,, 2001). Além disso, ndo foi observada a presenga de amastigotas de
Leishmania nas avaliagdes histopatolégicas do encéfalo, estando de acordo
com estudos anteriores, onde nao foi detectada a presencga do parasita no SNC
(IKEDA et al., 2007; MELO; MACHADO, 2009; 2011).

No presente estudo nao foi observada correlacido entre os tipos celulares

pesquisados no liquor € no sangue com a intensidade de inflamacéo nas
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leptomeninges. Apesar disso, 0s vasos sanguineos das meninges foram
descritos como uma rota de entrada de leucocitos no encéfalo, podendo
extravasar para o espaco subaracnoide, onde esta o liquor, ou para o espaco
perivascular (RANSOHOFF et al., 2003), o que poderia causar inflamagao no
local. A avaliagao feita por citometria neste estudo teve como objetivo principal
a imunofenotipagem de linfocitos TCD3+, tendo em vista que estas células
foram previamente detectadas no encéfalo de caes com LV (MELO et al,,
2009). As lesbes da LV se caracterizam pela presenga de infiltrado
linfohistioplasmocitario (MELO et al., 2009). Assim, é possivel que o infiltrado
inflamatorio observado nas leptomeninges tenha composicao diferente das
outras regides avaliadas, com presenca de mais plasmdcitos (Figura 7C),
histiocitos e linfocitos B do que de linfécitos T e, por isso, nao foi observada
correlacio neste tecido.

Correlagao entre a intensidade da inflamacdo no plexo coroide e a
quantidade de linfécitos T do liquor foi observada apenas para o fenotipo DP. A
migracao das células sanguineas para o liquor por meio do plexo coroide tem
sido descrita como uma das principais rotas de migragdo de leucdcitos tanto
em condi¢des fisioldégicas, como em algumas afec¢des (PROVENCIO; VORA,
2005; RANSOHOFF et al., 2003). No estudo apresentado aqui, ocorreu
reducdo do numero das ceélulas DP no liquor, conforme o aumento da
intensidade da inflamacdo no plexo foi observado, sugerindo que com a
evolugdo neurologica da doenga, estas células poderiam ficar retidas no plexo
coroide.

Na regiao subependimaria, quanto mais intensa a inflamacao, menor a
quantidade das células T DP, e também das células T CD3+CD4+ e
CD3+CD8+ no liquor. Por outro lado, houve correlacdo positiva entre a
intensidade da inflamagao e as células T DN no liquor. Isto indica que com o
aumento da inflamagao na regido subependimaria, as células DN podem estar
migrando desta para o liquor. Essa rota de migragéo foi proposta previamente
por Alvarez e Teale (2007) em estudo com neurocisticercose. Esses autores

observaram que as células sanguineas podem atingir o SNC por meio dos
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vasos subependimarios, penetrando a camada de células do epéndima, apds
injuria desta, chegando entdo no liquor. Assim, os imunofendtipos dos linfocitos
T observados no liquor podem ter origem a partir de diferentes vias de
migracao celular.

A atividade pré-inflamatoria das células T DN ja foi descrita em algumas
doencgas autoimunes como o lupus (NALBANDIAN et al., 2009). Embora a
leishmaniose cutdnea apresente mecanismos imunopatogénicos diferentes da
forma visceral, Bottrel et al. (2001) atribuem as células T DN a produgao de
IFN-y do sangue periférico. Deste modo, € possivel que as células T DN
estejam atuando no liquor de modo a contribuir para o agravamento da
inflamacao encefalica, talvez pela producédo de citocinas inflamatérias neste
local. Em resposta a producao de citocinas no liquor pode haver estimulagao
das células da glia, como ja foi verificado por Kong et al. (2002) apds estimulo
com mediadores inflamatérios no liquor. Desta forma, é possivel que as células
T DN estejam atuando no desenvolvimento e progressao neurologica da LV
canina. Considerando o elevado numero de células T DN e que nao houve
diferenga estatistica na quantidade destas células entre o sangue e o liquor, o
processo inflamatoério encefalico pode estar relacionado a este tipo celular e ao
sistema imune periférico. Isto corrobora com o trabalho de Garcia-Alonso et al.
(1996) e lkeda et al. (2007) que obervaram que as alteragbes inflamatérias
descritas no SNC de caes com leishmaniose visceral podem ser consideradas
como consequéncia de estimulos imunoldgicos periféricos, além da deposigéo

de imunocomplexos e antigenos circulantes.
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7 CONCLUSAO

No estudo apresentado aqui, observou-se que caes com LV apresentam
alteracdo no perfil dos imunofendtipos de linfocitos T no sangue periférico e
que esta alteracdo se reflete no liquor, 0 que evidencia o comprometimento da
BHL. Isso permite a migracéo das células do sangue para o liquor, contribuindo
consequentemente para o processo inflamatério observado no encéfalo.

As correlacbes observadas entre as células T do liquor e a intensidade
da inflamacéo no plexo coroide e subepéndima indicam participacao de ambas
estruturas na migracao de linfocitos para o SNC durante a LV. A auséncia de
correlagdo nas leptomeninges indica que o infiltrado inflamatério dessa regiao
pode ser predominantemente composto por plasmécitos, histidcitos e linfécitos
B. Além disso, a correlagao positiva entre a inflamagao no subepéndima e as
células T DN do liquor sugere que essas células podem chegar ao encéfalo a
partir dos vasos sanguineos subependimarios, além do trajeto pelo plexo
coroide. As células T DN poderiam também estar estimulando a producéo de
citocinas no liquor, contribuindo para a progressao neurolégica da LV canina e
para o processo inflamatoério observado no encéfalo dos caes infectados.

Novos estudos sdo necessarios para determinar a fungcdo das células
DN e DP na LV canina, bem como a determinacdo das vias de migragao das

células inflamatorias para o SNC.
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