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ANALISE DA COMPOSIGAO CELULAR E IMUNODETECGAO DE MIF EM
LINFONODOS DE CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A Leishmaniose Visceral (LV) € uma zoonose de interesse em saude publica e
0 cdo é o principal reservatério doméstico de Leishmania chagasi. Este protozoario modula a
resposta imune do hospedeiro. A citocina MIF favorece a permanéncia do macréfago no sitio da
injuria e protege-o da apoptose. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de MIF nos
linfonodos de cdes com LV, comparando estes achados com a densidade de macrofagos
parasitados nos linfonodos e com o estadiamento clinico dos cées. Neste estudo utilizou-se 33
cédes oriundos de Aracatuba, municipio endémico para a LV. Os cées foram distribuidos nos grupos
assintomatico (A), oligossintomatico (O) e sintomatico (S). As alteracdes morfolégicas dos
linfonodos popliteo, subescapular, iliaco e mesentérico foram avaliadas quanto ao perfil celular,
determinado por escores. A carga parasitaria e a imunodeteccdo de MIF foi feita pela técnica de
imuno-histoquimica. Nos cédes dos grupos com sinais clinicos (O e S), as reacdes inflamatéria
granulomatosa e plasmocitéria foram predominantes. No grupo S, a atrofia linféide predominou e
associou-se ao maior nimero de granulomas e a maior carga parasitaria. A densidade de parasitos
nos linfonodos periféricos diferiu significativamente do grupo S para os demais grupos (P<0,05). A
densidade de macréfagos imunomarcados com MIF foi maior no grupo S e apresentou uma
correlagdo significativa com a carga parasitaria no linfonodo popliteo (P<0,05). Conclui-se que
macrofagos sdo uma das células mais envolvidas na resposta ao parasito. O protozoario utiliza MIF
para manter o macrofago no sitio de infeccdo, favorecendo a sua sobrevivéncia no hospedeiro.

Palavras-Chave: MIF, cdo, carga parasitaria, Leishmania chagasi, linfonodos, resposta imune.
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Analysis of cell composition and MIF immunodetection in limph nodes of

dogs with visceral leishmaniases

ABSTRACT - Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease critical for the public health
and the dog is the main Leishmania chagasi‘s domestic reservoir. This protozoan modulates the
immune response of the host. The MIF cytokine facilitates the permanence of the macrophage in
the site of injury and protects it from apoptosis. The aim of this study was to evaluate the MIF
presence in the lymph nodes of dogs with VL, comparing these findings with the parasite density in
the lymph nodes and with the clinical outcome of the dogs. Third three dogs from Aracatuba, an
endemic city for VL, were used in this study. Dogs were distributed in the asymptomatic (A),
oligosymptomatic (O) and symptomatic (S) groups. The cellular profile of the morphologic changes
of the popliteal, subscapular, iliac and mesenteric lymph nodes were evaluated and scored.
Immunohistochemistry did the parasite load and the MIF immunodetection technique.
Granulomatous and plasmocitary inflammatory reaction predominated in the groups with clinical
signs (O and S). In the S group, lymphoid atrophy predominated and was associated with high
number of granulomas and high parasite load. Comparing the groups, the density of the parasites in
the peripheral lymph nodes was significantly different for the S group (P<0.05). The density of the
immunolabeling MIF macrophages was higher in the S group and had a significant positive
correlation with the parasite load in the popliteal lymph node (P<0.05). In conclusion, the
macrophages are the most involved cells, and the protozoan uses the MIF to keep the macrophage

in the infection site, helping its survival in the host.

Key words: MIF, dog, paratite load, Leishmania chagasi, lymph nodes, immune response



l. INTRODUGAO

A leishmaniose € uma zoonose causada por um protozoario do género
Leishmania e pode produzir manifestagdes cutaneas, muco-cutaneas e viscerais,
de acordo com a espécie envolvida. Esta zoonose estd entre as endemias
consideradas de controle prioritario no mundo, com duas formas de apresentacao
clinica, a Leishmaniose Tegumentar (LT) e a Leishmaniose Visceral (LV), também
chamada LV Americana, Calazar ou Calazar Neotropical. Esta enfermidade € uma
doenca debilitante e freqientemente fatal, causada pelo protozoario do complexo
Leishmania donovani. No continente Americano esta doenca apresenta altos
indices de infeccdo nas popula¢cées humana e canina e ja foi descrita em pelo
menos 12 paises. Cerca de 90% dos casos ocorrem no Brasil. Tem grande
incidéncia na regido nordeste, mas devido ao processo de expansdo geogréfica,
vem sendo descrita em varios municipios de todas as regibes do Brasil. No
continente americano a forma visceral é de evolucao cronica, tendo como agente
causador a Leishmania (Leishmania) chagasi. O vetor do protozoario para o
homem e animais no Brasil € o mosquito Lutzomyia longipalpis, mas Lutzomyia
cruzi foi também incriminado como vetor no estado de Mato Grosso do Sul. Este
mosquito estd bem adaptado ao ambiente peridomiciliar, alimentando-se em uma
grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre aves, homem e outros
animais silvestres e domésticos. Os cdes sdo considerados 0s principais
reservatorios domésticos do protozoério. Eles sdo importantes ha manutencdo do
ciclo epidemioldgico da doenca, porque LV é mais prevalente na populacédo canina
gue na humana. O alto indice da infeccdo humana também se relaciona ao fato de
gue caes, independentemente da gravidade dos sinais clinicos, tem um elevado
namero de formas amastigotas do parasito na pele, favorecendo a infec¢cdo do
vetor.

O ciclo evolutivo de L. (L.) chagasi apresenta as formas promastigota

(forma que se desenvolve no intestino do inseto vetor) e amastigota (forma que se



desenvolve no interior de macréfagos do hospedeiro vertebrado). Nos macréfagos
do hospedeiro vertebrado, os parasitos multiplicam-se, infectam outras células e
se disseminam para varios o6rgdos, inclusive a pele, onde sdo novamente
fagocitados, tornando-se disponiveis para o vetor durante seu repasto sanguineo.

Nos caes o0s sinais clinicos mais frequentes sao linfadenomegalia,
onicogrifose, lesbes de pele, caquexia, anormalidades locomotoras, lesdes
oculares, anorexia, diarréia, epistaxe e faléncia renal. A gravidade destas
manifestacbes clinicas estd4 diretamente relacionada a capacidade do sistema
imune do cdo de responder ao protozoario. Cédes que conseguem desenvolver
uma resposta do tipo celular podem dificultar a multiplicacdo do protozoario em
seus tecidos. Ja& aqueles animais que respondem com uma resposta
predominantemente humoral geralmente mostram as les6es mais exuberantes e
uma maior carga parasitaria. Além disso, também possuem altos titulos de
anticorpos circulantes, que sdo inespecificos e ndo protetores, a0 mesmo tempo
em que agravam as lesbes em varios 0rgaos, tais como, os rins, devido a
deposicao de complexos imunes.

Os macrofagos sdo o alvo principal do protozoario Leishmania, para sua
multiplicacdo e disseminacdo pelo organismo do hospedeiro. Alguns estudos
paralelos, com nosso grupo de pesquisa mostraram que a atividade microbicida do
macrofago pode estar inibida, devido a reduzida expresséo da enzima iNOS, que
€ precursora do oOxido nitrico, um potente agente microbicida presente no
fagolisossomo do macréfago. Observou-se também que a expressao de moléculas
de MHC-II esta reduzida ou ausente em macréfagos dos granulomas causados
por Leishmania em cées naturalmente infectados. Portanto surgiu o interesse de
avaliar a atividade da citocina MIF nestes animais, pois na literatura salienta-se
sua acdo na manutencdo do macrofago no foco de injdria tecidual e na protecao
desta célula da apoptose. A presenca de MIF em animais infectados pode sugerir
um mecanismo de evasdo imune induzido pelo parasito, para favorecer a sua

sobrevivéncia no hospedeiro.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A resposta imune e a linfadenopatia na Leishmaniose Visceral Canina
(LVC)

A LVC pode ser considerada uma doenca imunomediada, ja que o parasito
tem capacidade para modificar o0 sistema imunologico do hospedeiro
(SLAPPENDEL e FERRER, 1990).

Caes susceptiveis possuem lesdes mais exuberantes e isso se deve a
capacidade de desenvolver resposta de linfécitos T helper tipo 2 (Th2), com
proliferacdo de células B e producéo de interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-10 (IL-10), que irdo promover uma plasmocitose. Esta resposta
humoral leva a hipergamaglobulinemia e contribui para a formacdo de
imunocomplexos. Ja a resisténcia a infec¢ao (animais assintomaticos), dependera
da resposta Thl, a qual esta associada a producao de citocinas como INF-y, TNF-
a, IL-2 e IL-12, além de linfocitos T CD4" e CD8" (GOTO e LINDOSO, 2004;
BARBIERI, 2006).

O principal mecanismo efetor envolvido na resposta imune protetora de
caes infectados com L. infantum é a ativacdo de macrofagos por INF-y e TNF-a
para destruir amastigotas intracelulares via L-arginina e a sintese de Oxido-nitrico.
Esse fato pode ser observado no tratamento quimioterapico de cées infectados
por L. infantum (BARBIERI, 2006). Interleucina-6 (IL-6) é uma citocina
multifuncional, com atividade biologica principalmente na indugéo da diferenciacao
das células B e na ativacdo das células T. Em mamiferos, a IL-6 tem sido
implicada no desenvolvimento de ambas as respostas Thl e Th2 (ABBAS et al.,
2008). A producao de IL-6 aumenta no soro de caes com leishmaniose visceral e

este parametro pode ser um marcador para a doenca ativa (LIMA et al., 2007).



Macrofagos, células dendriticas, linfocitos, citocinas como INF-y, IL-12,
TNF-a e fatores de transcrigdo como o fator de regulacao de interferon-1 (IRF-1),
sdo cruciais para a resolucao de infec¢cdes com todas as espécies de Leishmania
e para uma imunidade protetora longa (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1998).

O aumento de volume generalizado dos linfonodos periféricos € um aspecto
importante da LVC (LIMA et al., 2004; BRASIL, 2006; GIUNCHETTI et al.; 2008).
Nos linfonodos as alteracBes citolégicas mais comuns sdo descritas em céaes
sintomaticos, sendo observado mais comumente a hiperplasia reativa do
linfonodo. Em cées sintomaticos, as principais células encontradas sao
plasmadcitos seguidos de macréfagos e neutrofilos. A presenca de plasmacitos €
esperada, devido a ativacao policlonal e proliferacéo de linfécitos B, que induzem
a um aumento dessas células na cortical, no centro germinativo e nos corddes
medulares dos linfonodos (MYLONAKIS et al. 2005).

Em relatos prévios sobre alteracdes morfologicas nos linfonodos de cées
com LV, descreve-se um aumento de volume de foliculos linfoides da cortical e
hiperplasia e reatividade de macrofagos na medular do linfonodo. Nao se
encontrou correlacdo desses achados com a intensidade da carga parasitaria ou
com o estadiamento clinico dos cées sintomaticos ou assintomaticos (LIMA et al.,
2004). Estas alteracdes resultam em uma linfoadenopatia generalizada em mais
de 90% dos casos. Nesse caso, os linfonodos lesados tém um aspecto exsudativo
inicial e evoluem gradativamente para um aspecto proliferativo (MARZOCHI et al.,
1985; NUNES et al., 2001). Os linfonodos destes caes geralmente apresentavam
linfadenite crbnica, caracterizadas por infiltrado inflamatério composto por
macrofagos, plasmaocitos e linfocitos. Além de hiperplasia folicular da cortical,
hipertrofia e hiperplasia dos macréfagos nos sinusoides e corddes medulares,
congestdo, hemossiderose e presenca de formas amastigotas do protozoario
dentro de macroéfagos (LIMA et al., 2004).

Na analise histologica de linfonodos de animais assintomaticos é descrita
uma prevaléncia de reatividade linféide na zona cortical e nos cordées da zona
medular. Nos cées sintomaticos, o aspecto mais marcante € a atrofia da regido
cortical (GIUNCHETTI et al., 2008; REIS et al., 2009).



2.2 Fator de inibicado da migracao de macréfagos (MIF) na modulagcao de

macrofagos

O fator de Inibicao da Migragédo de Macréfagos (MIF) foi a primeira linfocina
descoberta em 1966, quando foi demonstrado que linfécitos estimulados por
antigenos, produziam um fator solivel que inibia a migracdo de macréfagos in
vitro. Sobrenadantes contendo MIF provenientes de linfocitos estimulados
demonstraram subsequentemente alterar a funcdo de macrofagos e aumentar a
morte de microorganismos e células tumorais (WEISER et al. 2006).

MIF é uma citocina de estrutura Unica (12.5kDa) e € um mediador critico de
doencas inflamatorias agudas e crbnicas, tais como, choque séptico, artrites
reumatoides, arterioesclerose e cancer (MITCHELL e BUCALA, 2000; MORAND
et al. 2006; CALANDRA e ROGER, 2003). Esta citocina é produzida por células T
ativadas (ABBAS et al., 2008), macréfagos e células da glandula pituitaria
(JUTTNER et al., 1998). Uma das suas principais funcdes é imobilizar fagécitos
mononucleares, retendo estas células no local da inflamacdo, embora esta
atividade fisiologica ainda néo esteja bem definida (ABBAS et al., 2008).

Esta citocina pré-inflamatéria € um importante ativador da resposta inata
por ligar-se a receptores CD74, expressos na superficie de células apresentadoras
de antigenos (mondcitos e linfocitos B). Este processo resulta na ativacdo dos
macrofagos, que leva a expressdo de TNF-a, IL-1, prostaglandina E2. Os
macrofagos ativados por MIF sdo mais eficientes na destruicdo de patdgenos
intracelulares. Da mesma forma a interacdo entre MIF e os receptores CD74 e
CD44 resulta na sobrevivéncia de linfécitos B pela supressédo da apoptose. Esses
fatos fazem de MIF uma ponte entre as respostas imunes inata e adaptativa
(KAMIR et al., 2008).

MIF pode atuar como um contra-regulador da resposta antiinflamatéria e
imunossupressora de glicocorticoides (CALANDRA e BUCALA, 1995) e induzir a



liberacdo de Oxido nitrico em macrofagos ativados. Além de ser um ativador da
imunidade inata, que protege os monécitos/macréfagos da apoptose (CALANDRA
e ROGER, 2003). Foi comprovada também a sua atividade na morte de formas
amastigotas intracelulares nos macréfagos com Leishmania major, em associacao
ou ndo com IFN-y (JUTTNER et al.,1998).

A elucidacdo do genoma da Leishmania major revelou dois genes que
apresentam identidade de sequéncia significativa com a citocina MIF de
mamiferos (IVENS, 2005). Eucariontes primitivos codificam genes de MIF que
mostram similaridade notavel com o de mamiferos, como os parasitos nematéides
humanos Brugia malayi e Ancylostoma ceylonicum, bem como o carrapato
Amblyomma americanum, vetor da anaplasmose, que produzem um ortélogo de
MIF (PASTRANA et al. 1998; CHO et al. 2007; JAWORSKI et al. 2001).

A produgdo de MIF também foi relatada em Eimeria, Trichinella e
Plasmodium. Talvez esta citocina ortéloga desempenhe um papel importante na
interacdo parasito-hospedeiro (MISKA et al. 2007; WU et al. 2003; CORDERY et
al. 2007; AUGUSTIJN et al. 2007). O papel endégeno de MIF ja foi avaliado
também em infec¢cdes causadas por protozoarios, tais como, Trypanosoma cruzi
(REYES et al., 2006), na leishmaniose cutanea experimental em camundongos
inoculados com Leishmania major (JUNTER et al., 1998; SATOSKAR et al., 2001)
e em pacientes humanos com leishmaniose visceral (BIMAL et al., 2005).

A clonagem de ort6logos de MIF de L. major e a caracterizacao funcional do
ortdlogo Lm1740MIF deste parasito mostraram que ha 22% de identidade desta
sequéncia com a do MIF humano. Lm1740MIF interage com o receptor CD74 de
MIF e apresenta uma atividade anti-apoptoética, que pode facilitar a persisténcia de
Leishmania em macrofagos (KAMIR et al., 2008). A citocina MIF pode atuar no
aumento da sobrevivéncia e manutencdo da funcdo de macréfagos pela
supressdo da apoptose p53-dependente. Camundongos “knockout” para MIF,
desafiados com LPS, apresentaram redugcdo da viabilidade de macrofagos,
aumento da apoptose e diminuicdo da func¢do pro-inflamatéria (MITCHELL et al.,
2002). Contraditoriamente, na infeccdo experimental por Leishmania major em

camundongos deficientes em MIF-/-, o desenvolvimento de lesdes cutaneas foi



mais grave, a produgdo de Oxido nitrico foi inibida e houve maior carga parasitéria,
guando comparados a mesma linhagem MIF+/+ (SATOSKAR et al., 2001).

Estudos com MIF recombinante de L. major, identificaram dois tipos desta
citocina com arquitetura similar a de mamiferos, mas com alguns aspectos
estruturais distintos. Uma delas foi encontrada em todos os estagios do ciclo de L.
major (MIF2), ja a outra é exclusiva de formas amastigotas (MIF1). E sugerido
entdo que MIF parasitdrio modula a resposta macrofagica do hospedeiro,
promovendo a sobrevivéncia do parasito, talvez com a participagdo de MIF1 nesta
modulacdo (RICHARDSON et. al, 2009).

Tendo em vista a importancia relevante para a saude publica dos cédes no
ciclo e na transmissdo da Leishmania, bem como, da capacidade deste parasito
de modular a resposta imune do hospedeiro vertebrado ao seu favor, por meio da
inibicdo da atividade microbicida e da capacidade de apresentacdo antigénica dos
macrofagos, faz-se necessario o estudo das alteracdes dos linfonodos associadas
a expressao da citocina MIF. Em relatos da literatura cientifica, comprovou-se a
capacidade de MIF de ativar macrofagos e protege-los de mecanismos de morte
celular, durante o processamento antigénico. Portanto, fica evidente que parasitos,
incluindo algumas espécies de Leishmania, utilizam MIF como uma ferramenta na
modulacao da resposta imune do hospedeiro. Como existem divergéncias entre 0s
resultados em camundongos e nenhum estudo foi feito com Leishmania chagasi
em nenhuma espécie de hospedeiro natural, o estudo do comportamento de MIF
na infeccdo espontdanea em cdes pode contribuir para a compreensdo da

complexa patogenia da LVC.



lll. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente estudo foi avaliar a presenca de MIF em
linfonodos periféricos e cavitarios de caes com Leishmaniose Visceral.

Os objetivos especificos foram:

- Comparar o perfil celular nos diferentes linfonodos;

- Comparar o perfil celular com a densidade de células parasitadas nos
diferentes linfonodos estudados;

- Relacionar a imunomarcacéo de MIF entre diferentes linfonodos;

- Comparar a densidade de células positivas para MIF com a de células
parasitadas e com o estadiamento clinico dos cées;

- Associar a presenca de MIF com o perfil celular nos diferentes linfonodos

estudados.



IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram avaliados 33 cées submetidos a eutanasia no Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Aracatuba (SP), com diagnéstico positivo para LVC. Avaliou-
se uma amostra desta populacdo canina, sem predilecéo por sexo, raca ou idade.

A eutanasia de animais com LVC foi feita em cumprimento ao Decreto no.
51.838 do Ministério da Saude do Brasil, de 14 de marco de 1963, o qual
estabelece que animais domésticos portadores de leishmaniose devam ser
submetidos a eutanasia. O método de eutanasia empregado seguiu as
recomendacdes da Resolucdo n°. 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria, com inducdo anestésica com barbitarico
(Tiopental, Cristélia Itapira, SP), seguida da administracdo de uma ampola de
cloreto de potassio 19,1%, por via intravenosa.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal da
FCAV — UNESP, Campus de Jaboticabal (CEBEA Protocolo n°. 0020676-08).

4.2 Colheita de material

A necropsia foi realizada imediatamente apds o 6bito dos cées e no exame
externo dos cadaveres foram avaliadas as alteragcbes macroscoépicas que
permitiram classifica-los nos grupos deste estudo. A classificacdo do Ministério da
Saude (BRASIL, 2006) foi considerada para formagdo dos grupos: caes
sintomaticos (lesbes de pele, onicogrifose, emagrecimento), oligossintomaticos
(linfoadenomegalia e perda de peso) e assintomaticos (auséncia de sinais clinicos

sugestivos de infecgéo por Leishmania).
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Linfonodos de cédes higidos foram utilizados para a composi¢cdo do grupo
controle para a imunodetecgéo de MIF, estes linfonodos foram oriundos da rotina
do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV — UNESP, do Campus de
Jaboticabal, regi&o ndo endémica para LVC.

Os orgédos colhidos foram submetidos a andlise histopatoldgica e imuno-

histoquimica.

4.3 Analise histopatolégica

Foram colhidos fragmentos de linfonodos periféricos (popliteo,
subescapular) e cavitarios (mesentéricos e iliacos), para analise em microscopia
de luz. Os linfonodos foram selecionados de regides superficiais e profundas para
avaliar se ha o mesmo padrdo de resposta celular, quando comparado ao estagio

clinico da doenca nos caes.

Os fragmentos dos linfonodos foram fixados em solucdo de formol a 10%,
tamponado com fosfatos, com pH 7,2. Apos 24 horas de fixacdo, os fragmentos
foram desidratados em solugbes de concentracdo decrescente de alcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os cortes foram feitos na espessura
de 5um e corados com hematoxilina e eosina, para posterior identificacdo das

principais altera¢cdes morfolégicas do linfonodo.

Foram avaliadas as alteracdes microscopicas presentes nos linfonodos
popliteo, subescapular, mesentérico e iliaco, considerando a reacdo celular
predominante (reatividade linféide, granulomas, plasmocitose) e a intensidade das
lesdes foi graduada por escores: sem alteraces (0), discreta (1), moderada (2) e
acentuada (3) para os tipos celulares macréfagos e plasmacitos. Para os linfocitos
considerou-se o0 seguinte escore: (0) atrofia linféide, (1) néo reativo, (2) discreta

reatividade, (3) moderada reatividade, (4) acentuada reatividade linfoide.
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4.4 Analise imuno-histoquimica

A carga parasitaria e a imunodetecgdo de MIF foram feitas em cortes dos
linfonodos popliteo, subescapular, mesentérico, iliaco, incluidos em parafina, por
meio da técnica de imuno-histoquimica. A técnica utilizada para a densidade
parasitaria seguiu o protocolo descrito por TAFURI et al. (2004), com
modificacdes. De uma forma geral, as laminas foram desparafinizadas em estufa
60°C por uma hora, seguida de banhos em xilol e alcool. Para a imunomarcacgao
de Leishmania sp., a recuperagcdo antigénica foi feita pelo calor, utilizando-se o
banho-maria (Quimis, Cod. Q-304-160) na temperatura de 95°C, em solucao
tampéo de citrato de sédio 10 mM (pH 6,0), por 30 minutos. Para MIF, utilizou-se
também a recuperacao pelo calor, com 0 mesmo tampao, porém em microondas,
na potencia de 720W, em 3 banhos de 5 minutos cada.

Os passos seguintes foram similares para ambos os anticorpos. O bloqueio
da peroxidase enddgena foi feito com peroxido de hidrogénio 30 volumes,
adicionado ao alcool metilico, com concentracédo final da solucdo de 8%, com
incubacao de 20 minutos. Em seguida fez-se o bloqueio de proteinas inespecificas
com produto comercial (Protein Block, DAKO, c6d. X0909), por 20 minutos, a
temperatura ambiente. A incubacdo de ambos os anticorpos primarios foi feita em
camara umida, por 18 horas, na temperatura de 4°C. Para Leishmania sp. utilizou-
se o soro' de c&o positivo para Leishmaniose Visceral (diluicdo 1:1000). Para MIF,
usou-se o anticorpo policlonal anti-MIF (FL-115), produzido em coelho (Santa
Cruz, SC 20121) na diluicdo de 1:700. Como complexo secundario utilizou-se um
polimero ligado a peroxidase (Kit Advance HRP, Dako, co6d. K4068), segundo
protocolo do fabricante. Para a revelacdo da reacdo utilizou-se o cromdgeno

diaminobenzidina (DAB, Dako, c6d. K3468), por cerca de 3 minutos por lamina.

1 A soropositividade deste céo foi avaliada pela técnica de ELISA, com titulagdo de 1:40.000.
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A contra-coloragao foi feita com Hematoxilina de Harris por 30 segundos,
com posterior lavagem em agua corrente, seguida de desidratacdo em solucdes
crescentes de alcoois e xilol e montagem com Entellan (Merk, c6d. HX888585).

Ap6s a desparafinizacdo e banhos em 4&alcool, todos os passos foram
precedidos por lavagem em 4gua deionizada e solucéo tampao Tris HCL (pH 7,4).
Como controle negativo optou-se por excluir o anticorpo primério da reacgéo, para
a imunomarcacdo do protozodrio. Para o MIF optou-se por substituir o anticorpo
primario por IgG de coelho (Dako), na diluicdo de 1:16000. Um aspecto desta
reacao pode ser visto na Figura 6A2.

Para a determinacdo da porcentagem de células imunomarcadas,
consideraram-se cinco campos microscopicos, com objetiva de 40x, abrangendo
todas as areas anatdbmicas do linfonodo (capsula, seio subcapsular, cortical e
medular). A partir dos valores obtidos nestes campos, fez-se uma média do
numero de células imunomarcadas por animal. A média da carga parasitaria e o
numero de células imunomarcadas para MIF foram avaliados em cada grupo de
cdes infectados (assintomatico, oligossintomatico e sintomatico). Para a
determinacdo da densidade de células MIF positivas optou-se por fotografar os
cinco campos nos linfonodos estudados, no aumento de 400x e fez-se a contagem

no programa de analise de imagens Micrometrics SE Premium.

4.5 Analise estatistica

As contagens de células imunomarcadas para carga parasitaria e anticorpo
anti-MIF foram submetidas a analise de variancia pelo método dos quadrados
minimos, utilizando o programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary,
NC, USA). Foram verificadas as pressuposi¢cfes de normalidade dos residuos e
homogeneidade de variancias. Para atender estas pressuposicdes, os dados de
carga parasitaria foram submetidos a transformacgéo logaritmica e as médias das

contagens de MIF foram submetidas a transformacdo para raiz quadrada (Anexo
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1). Para avaliar as diferencas das médias entre os grupos, foi proposto um modelo
linear geral que incluiu o efeito de grupo (assintomético, oligossintomatico,
sintomatico), sendo que para a densidade de células imunomarcadas por MIF foi
incluido o grupo controle. A comparacdo de médias de carga parasitaria por grupo,
bem como das médias de macréfagos imunomarcados por MIF por grupo foram
realizadas pelo Teste de Tukey (P<0,05). Correlagcbes simples de Pearson foram
obtidas entre as médias das contagens de macréfagos imunomarcados com MIF e
a carga parasitaria para os linfonodos popliteo e mesentérico por grupos de cées.
Os escores de tipo celular verificados no infiltrado inflamatério do linfonodo
popliteo foram avaliados por regressao logistica, considerando o efeito de grupo.
A comparacao entre grupos para os escores foi feita pelo Teste de Qui-quadrado
(P<0,05). Coeficientes de correlagédo de Spearman entre os escores de tipo celular
foram obtidos por grupo para cada célula (macréfago, plasmacito e linfocito). Para
0 parametro tipo celular, nos demais linfonodos, além da regresséao logistica foi

feito o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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V. RESULTADOS

5.1 Analise anatomopatolégica

Na analise macroscépica dos cdes sintomaticos, durante a necropsia, as
principais alterag6es observadas foram: conjuntivite, caquexia, onicogrifose, areas
de alopecia, descamacdo e ulceracdo de pele com distribuicdo variada,
principalmente na regido de ouvido externo, regido periocular e extremidade de
membros, Na necropsia destes animais também foi observada linfadenomegalia,
hepatomegalia, esplenomegalia e degeneracdo hepatica.

Nos cées classificados como oligossintomaticos foi observado um aumento
generalizado de linfonodos e em alguns animais deste grupo foram vistas algumas
areas de lesdes cutaneas discretas (dermatite descamativa). Os animais que nao
apresentavam sinais clinicos evidentes foram classificados como assintomaticos.

Os achados anatomopatolégicos mais frequentes foram o aumento de
volume dos linfonodos periféricos, que ao corte apresentavam um aspecto
edemaciado. Na regido da cortical de muitos cdes dos grupos assintomatico e
oligossintomatico notaram-se areas esbranquicadas, que correspondia a
hiperplasia linféide. A hemossiderose foi observada nos animais dos grupos com
manifestacéo clinica da doenca e tinha uma coloracdo alaranjada (ferrugem) na

superficie de corte da regido medular.

5.2 Analise em microscopia de luz’

2 Pamela Rodrigues Reina Moreira; Lais Mendes Vieira; Mariana Macedo Costa de Andrade; Marcio de

Barros Bandarra; Gisele Fabrino Machado; Danisio Prado Munari; Rosemeri de Oliveira Vasconcelos
Immune response pattern of the popliteal lymph nodes of dogs with visceral leishmaniasis. Parasitol. Res.,
2010.



15

Os linfonodos analisados apresentaram algumas diferencas relacionadas a
sua reatividade celular, referente a localizacdo na carcaca do animal (periféricos e
cavitarios). Essas diferencas foram muito evidentes nos linfonodos periféricos
popliteo e subescapular. Nos linfonodos cavitarios (iliaco, mesentérico) esta
reacdo celular foi pouco significativa. Devido a essa observacdo. Apenas 0s
linfonodos periféricos foram avaliados quanto aos demais aspectos.

Na capsula, o infiltrado celular tinha distribuicdo difusa a focal, com
intensidade discreta a moderada. A composi¢cdo celular predominante foi
composta por infiltrado de plasmécitos e macréfagos, sendo que estes ultimos
muitas vezes formavam granulomas, com formas amastigotas do protozoario,
visiveis somente nos casos de alta carga parasitaria.

Na regido subcapsular, a presenca de macrofagos com hemossiderose e
eritrofagocitose e, em algumas situacdes parasitados com formas amastigotas do
protozoario, foram as células mais frequentes. Em alguns animais com elevada
carga parasitaria notou-se a presenca de granulomas nestes locais, que se
estendiam até a regido trabecular da cortical do linfonodo, atingindo a camada
medular, desestruturando a arquitetura deste orgao linféide.

Na regido cortical, a reatividade linféide variou de discreta a moderada
(grupo assintomatico) e, nos casos mais avancados de LVC houve atrofia linféide
(grupo sintomatico), devido a invasao granulomatosa (Figura 1A e 1B). Nesses
casos a observacao de debris celulares e células com caracteristicas de apoptose
foi vista na cortical, tanto em nodo linféide (composta por linfécitos B), como na
regido paracortical (linfécitos T).

O aspecto histologico dos granulomas foi de agregados de macréfagos
reativos, por vezes associados a linfocitos e com carga parasitaria
intracitoplasmatica variavel. Estes granulomas distribuiam-se de forma focal a

difusa, dependendo da intensidade do quadro clinico.

Os granulomas focais eram mais comuns e apareciam na regidao de

transicdo cortico-medular e nos cordées da medular e em menor propor¢cdo na
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capsula e nos sinusoides. Nos casos mais avancados, em cdes com elevada
carga parasitaria (grupo sintomatico) foi possivel observar a presenca de formas
amastigotas de Leishmania sp intracitoplasméticas nestes macrofagos. Nestes
casos a reagdo granulomatosa era difusa e atipica, composta por agregados de
macroéfagos, de aspecto reativo (citoplasma abundante e acidoéfilo), que raramente

formavam células multinucleadas (células gigantes).
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Estes granulomas invadiam a cortical do linfonodo e nestas situacdes
sempre se observava atrofia linféide. Na medular, estes granulomas distorciam a
arquitetura dos cordbes e sinusoides. A reatividade celular teve diferencas
marcantes entre os linfonodos popliteo e subescapular. No popliteo foi mais
marcante a presenca de granulomas e a atrofia linféide, jA no subescapular a
reatividade linféide foi mais prevalente nos diferentes grupos de cées infectados.
Da mesma forma o aspecto dos granulomas diferiu entre ambos os linfonodos. No
popliteo, o tipo celular predominante no granuloma foi o macro6fago, com grau
variado de parasitismo (Figura 1A — detalhe). Ja no subescapular estes
granulomas eram compostos por macrofagos e linfécitos (Figura 1B - detalhe).

Na camada medular havia hiperplasia e hipertrofia de macrofagos nos
sinusoides, geralmente associada a eritrofagocitose e hemossiderose. Nos

corddes predominavam plasmacitos e células Mott.

Na andlise do perfil celular predominante no linfonodo popliteo houve
diferenca significativa entre grupos para linfécitos e macrofagos (P<0,05). Os caes
dos grupos S e O tiveram uma maior densidade de macrofagos e diferiram
significativamente (P<0,05) do grupo A (Figura 2A). Os escores de linfécitos
apresentaram diferencas significativas (P<0,05) entre todos os grupos de caes
infectados (Figura 2B). Para os escores de plasmacitos as diferencas significativas

ocorreram entre os grupos A e O (Figura 2A).
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Figura 2 — (A) Proporcdo de escore dos tipos celulares (Plasmocitos e

macrofagos) no linfonodo popliteo dos grupos de cées infectados para LVC (A =
assintomatico, O = oligossintomatico e S= sintomatico), observados no infiltrado
celular (plasmacito e macrofago). Escores de intensidade de infiltrado celular: sem
alteracao (0), discreta (1), moderada (2) e acentuada (3) para os tipos celulares
macroéfago e plasmacitos. (B) Propor¢cédo de escores para a reatividade linféide: (0)
atrofia linféide, (1) n&o reativo, (2) discreta reatividade, (3) moderada reatividade,

(4) acentuada reatividade linféide.
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Pelo teste de Correlagdo de Spearman, o grau de associacao entre os escores
para os trés tipos celulares foi -1.0 (P < 0.0001) entre linfocitos e macréfagos no
grupo S; 0.72 (P < 0.01) entre plasmdcitos e macrofagos no grupo O. No grupo A,
a correlacao foi 0.83 (P < 0.05) entre macréfagos e linfocitos e, 1.0 (P < 0.0001)
entre plasmaocitos e macréfagos e 0.83 (P < 0.05) entre plasmécitos e linfécitos.
Nota-se que h& uma associa¢do inversamente proporcional entre macréfagos e
linfécitos no grupo S (P<0,05).

O perfil celular predominante no linfonodo subescapular foi de
macrofagos, com diferencas significativas entre grupos (P<0,05). Na
comparacao entre grupos, os caes do grupo S diferiram significativamente do

grupo A e O (Figura 3).
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Figura 3 - Proporcdo de escores celulares de macrofagos (1 = discreto; 2 =
moderado; 3 = acentuado) no linfonodo subescapular dos grupos de
caes infectados para LVC (A = assintomatico, O = oligossintomatico e S=
sintomatico). As médias de escores seguidas de letras distintas diferem

significativamente pelo Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Os outros tipos celulares ndo diferiram estatisticamente no linfonodo
subescapular, bem como, nos linfonodos mesentéricos e iliacos nao foi possivel
observar diferencas estatisticas significativas em relacdo ao tipo celular

predominante entre os grupos de caes infectados (P>0,05 / dados ndo mostrados).
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5.3 Analise imuno-histoquimica

A identificacdo de macréfagos imunomarcados com formas amastigotas de
Leishmania sp. foi vista nos granulomas presentes em todas as regides do
linfonodo (Figuras 4A e 4B), com maior frequéncia na regido medular. Também foi
observada positividade de fibroblastos da regido capsular (Figura 4A). Portanto, a
imunomarcacao ocorreu no citoplasma de macréfagos, células dendriticas das
regides subcapsular e medular, bem como, em fibroblastos da regido capsular.

O namero de células parasitadas no linfonodo popliteo foi maior nos grupos
sintomatico (S) e oligossintomatico (O), com diferencas significativas (P<0,05)
para o grupo assintomatico (A), como pode ser observado na Figura 5a.

No linfonodo subescapular a carga parasitaria foi maior no grupo S
(P<0,05), como observado na Figura 5b. Ja os linfonodos mesentéricos e iliacos
nao houve diferencas estatisticas significativas entre eles e ambos tiveram uma

carga parasitaria baixa.
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35 7 32,22:2452a
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Figura 5 - Médias e respectivos desvios-padrdo para a caracteristica carga
parasitaria por grupo de cdaes infectados (S = sintomético, O =
oligossintomatico e A = assintomatico), nos linfonodos popliteo (a) e
subescapular (b). Médias seguidas de letras distintas diferem

significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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A imunomarcacdo de MIF foi observada no citoplasma de macréfagos,
linfécitos, plasmocitos e fibroblastos capsulares, mostrando uma reatividade
intensa nestes diferentes tipos celulares (Figura 6A), portanto a determinacao da
densidade de células MIF positivas foi avaliada somente em macréfagos, o
principal alvo do protozoario Leishmania sp. Notou-se que os granulomas
imunomarcados por MIF apresentavam maior intensidade de coloracdo nos cées
do grupo sintomatico, no linfonodo popliteo (Figura 6B). Além da imunomarcacao
dos macréfagos observou-se também a mesma em formas amastigotas
intracitoplasmaticas. No entanto nem todos o0s macréfagos parasitados
apresentavam formas amastigotas positivas para MIF. Este aspecto foi observado
somente em animais com elevado numero de parasitas no linfonodo, o que

coincidiu com o grupo sintomatico.

No linfonodo subescapular esta reatividade foi menor ou muitas vezes nula

nos macroéfagos dos granulomas (Figura 6B1).
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A partir da analise de variancia, verificou-se que houve efeito de grupo
sobre as médias gerais de contagens para MIF apenas nos linfonodos popliteo
(p<0,0001) e mesentérico (p<0,05/ Tabela 1).

Na comparac¢do entre grupos pelo teste de Tukey, no linfonodo popliteo, foi
possivel observar que houve diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos de
caes infectados (S, O, A) com o grupo controle (C). Ou seja, 0os grupos de caes
infectados apresentaram as maiores médias de macrofagos produzindo MIF.
Dentro dos grupos infectados esta diferenca somente ocorreu entre oS grupos S e
A, ou seja, animais com doenca avancada e com maior densidade de parasitos

possuem macrofagos produzindo maiores concentragdes de MIF (Tabela 1).

No linfonodo mesentérico as diferencas foram significativas somente entre
os grupos S e C (P<0,05). Os linfonodos iliaco e subescapular ndo apresentaram
diferencas significativas (P>0,05) entre os grupos infectados e entre estes e 0

controle, para a presenca de MIF (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacdo entre médias de densidade de macrofagos
imunomarcados com MIF por grupo de cdes com Leishmaniose

Visceral.

Linfonodo/Grupo A (n =9) O (n =16) S (n=9) C (n=7)

Média/DP Média/DP Média/DP Média/DP

Popliteo 4,72° /3,0 598*°/22  7.86%/2,0 1,29°/1,6

Mesentérico 4,72%°12 8 3,98*° /126  581%/3,3 1,29° /1,6

Variavel transformada em raiz quadrada. Médias seguidas de letras distintas por grupo para cada
linfonodo difere significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. DP = desvio-padrdo. Grupos: A =

assintomatico, O = oligossintomético, S = sintomatico e C = controle

Considerando o linfonodo popliteo, verificou-se que houve correlacdo

positiva linear significativa, entre a média geral de macréfagos imunomarcados e a
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média geral de carga parasitaria no grupo A (0,87; P<0,005) e no grupo S (0,81;
P<0,01). Portanto, para esses grupos constatou-se que o elevado numero de
células parasitadas e a densidade de macrofagos imunomarcados estdo altamente
associadas, isto é o aumento de uma variavel correlaciona-se com o aumento da

outra.

Para o linfonodo mesentérico, ndo houve associacdo linear significativa
(P>0,05) entre as médias gerais de carga parasitaria e as médias gerais de

macréfagos imunomarcados com MIF.
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VI DISCUSSAO

A linfadenopatia é um aspecto importante da LVC e os achados neste
estudo coincidiram com os relatos de LIMA et al. (2004) e GIUNCHETTI et al.
(2008), em que os caes sintométicos apresentaram alteragbes mais marcantes
macro e microscopicamente. Neste trabalho, os linfonodos popliteos apresentaram
maior comprometimento da resposta linféide, quando comparados ao
subescapular. Ou seja, no popliteo predominou a atrofia linféide associada a
elevada carga parasitaria em cédes sintomaticos. JA no subescapular era mais
evidente a reatividade linféide, embora a atrofia também tenha sido observada no
mesmo grupo de cdaes infectados. Assim, estes resultados coincidem com
GIUNCHETTI et al. (2008). Ja LIMA et al. (2004) avaliaram que ndo ha relacéo
entre o estadiamento clinico e carga parasitaria de cdes naturalmente infectados
com a intensidade das lesdes.

No linfonodo popliteo verificou-se também que a reatividade linfoide foi
marcante nos grupos oligossintomatico e assintomatico (P<0,05). GIUNCHETTI et
al. (2008) também descrevem esse tipo de resposta em animais assintomaticos,
coincidindo com uma menor carga parasitaria.

No presente estudo, os linfonodos cavitarios (iliaco, mesentérico) nao
apresentaram respostas celulares significativas (P>0,05) que fossem importantes
para caracterizar o quadro sisttmico da LVC. Os linfonodos periféricos
possivelmente sdo mais reativos, devido a area anatdbmica que drenam, ou seja, a
pele. As diferencas de reatividade entre eles poderiam ser explicadas pela
evolucdo da doenca. No subescapular, a pele da cabeca (focinho e orelhas)
mostrou-se mais acometida por reatividade inflamatoria e densidade de parasitos,
guando comparada a regido abdominal (dados néo publicados). Considerando que
estas areas anatbmicas sdo de predilecdo do inseto vetor, o linfonodo
subescapular teria um contato inicial com o agente etiolégico e, portanto
desenvolveria uma resposta mais intensa e de evolugdo cronica. Ja no linfonodo
popliteo, esse contato € mais tardio e, portanto o protozoario teria maior

capacidade de modular o sistema imune para favorecer a sua multiplicacéo,
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caracterizada pela evidente atrofia linféide deste linfonodo. O popliteo drena a
regido dos membros posteriores (DYCE et al., 2004). Em animais com sinais
clinicos pouco evidentes observam-se alteracdes discretas na pele, ja em animais
sintomaticos esta area de drenagem € bastante acometida e as lesGes do
linfonodo poderiam indicar uma visceralizacdo de LVC, ou seja, a presenca do
parasita em varios sistemas do organismo do hospedeiro. FEITOSA et al. (2000)
observaram que os linfonodos popliteos de cdes com LVC foram os que
apresentaram mais linfadenomegalia, independente da intensidade das lesdes
cutaneas. Essas diferencas entre o relato de Feitosa e colaboradores (2000) e os
nossos resultados poderiam ser explicadas pelo tipo de analise do linfonodo, pois
na palpagéo feita durante o exame clinico do cédo, o popliteo é o mais acessivel
em relacdo aos outros linfonodos periféricos. Ja em nosso estudo esta avaliacado
foi feita durante a necropsia dos céaes, facilitando uma analise mais detalhada de
todos os linfonodos periféricos. Portanto, o linfonodo popliteo é um importante
orgado a ser avaliado para a pesquisa parasitaria e para a avaliacdo do perfil
celular do cdo, em areas endémicas para Leishmaniose Visceral.

Neste linfonodo, o perfil celular predominante entre os grupos foi de
macrofagos e plasmécitos. A predominancia de macrofagos nos grupos
oligossintomatico e sintomatico pode estar relacionada com um perfil de citocinas
pré e antiinflamatorias que estejam modulando a resposta imune nestes grupos.
Algumas destas citocinas interferem na acdo microbicida de macréfagos
(CORREA et al., 2007).

A presenca de macréfagos estava relacionada a formacdo de reacédo
granulomatosa, independente de grupo clinico. Nos animais com sintomatologia
avancada (grupo sintomatico), esta reacao inflamatéria era intensa, ocupando o
lugar de linfécitos na cortical e causando atrofia dos corddes na medular. Esse
aspecto sempre ocorreu concomitante a maior quantidade de parasitos no tecido
(Figura 5a e 5b). Os granulomas observados no presente estudo, no linfonodo
popliteo, eram difusos e do tipo lepromatoso, em que o aspecto caracteristico do
infiltrado inflamatério € composto predominantemente por macrofagos, com

poucos linfécitos e plasmodcitos. Neste tipo de granuloma descreve-se a
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predominancia de citocinas do tipo Th2 (ACKERMANN, 2009). No linfonodo
subescapular notou-se um aspecto diferenciado, em que a presenca de linfécitos
entremeados aos macréfagos foi mais intensa que no linfonodo popliteo (Figura
1A e 1B). Essas diferencas na composicado celular dos granulomas entre os
linfonodos periféricos poderiam estar associadas a maior reatividade linfoide vista
no subescapular. A maior densidade de linfécitos poderia sugerir uma tendéncia a
resposta do tipo Thl. Ja no popliteo esse padrao de resposta seria possivelmente
do tipo Th2. Estes aspectos podem ser observados nas Figuras 5a e 5b, onde fica
evidente a diferenca na densidade de parasitos entre os linfonodos. No
subescapular a diferenca no numero de células parasitadas entre o grupo S com o
A e O é muito marcante. Aliado a isso, o perfil celular de linfocitos nao diferiu entre
0S grupos, isso foi observado somente para macrofagos (Figura 3), no grupo
sintomatico. Este grupo apresentou o0s escores de maior intensidade de
granulomas. Por esse fato pode-se inferir que o linfonodo subescapular € mais
eficiente em conter a multiplicacdo do parasito, quando comparado ao popliteo,
nos grupos A e O. Seria possivel sugerir um padrdo de resposta
compartimentalizada dentro dos linfonodos, como ja foi descrito por REIS et al.
(2009). Estes autores descrevem perfis de resposta variados em diferentes 6rgaos
de cdes com LVC e esse padrdo de resposta poderia estar relacionado a
proliferacdo ou ao controle da multiplicacdo do parasito nos orgaos infectados.
Poderiamos sugerir que a reacdo granulomatosa observada nos linfonodos
poderia indicar uma resposta do tipo Th2, caracterizada por macréfagos com
inibicdo da sua capacidade de destruir o protozoario, induzida por estas citocinas.
Por esse fato, nos casos mais avancados da LVC, a capacidade de resposta
imune do céo esta comprometida, devido a atrofia dos linfécitos da regido cortical
secundaria a intensa reacdo granulomatosa. Estes resultados séo similares aos
descritos por LIMA et al. (2004), no entanto neste estudo foi observada também a
presenca de granulomas altamente parasitados na regiao cortical, contrariando as
observacgOes deste autor. ALVES et al. (2009) observaram que citocinas Th2 (IL-4,
IL-10 e TGF-B) nos linfonodos pré-escapulares de cdes sintomaticos, associadas a

elevada carga parasitéria, levavam a uma maior susceptibilidade a infec¢éo por



32

Leishmania chagasi em cédes. Da mesma forma, as citocinas anti-inflamatérias IL-
10 e TGF-p ja foram descritas em bacos de cdes sintomaticos e assintomaticos
infectados por Leishmania chagasi, confirmando a predominancia do perfil Th2 na
doenca ativa. Concomitante a isso houve a reducdo dos niveis de INF-y, que sao
essenciais para a ativacdo dos macréfagos (CORREA et al., 2007).

No presente estudo seria possivel sugerir que caes mais resistentes a
infeccdo pelo protozoario (grupo A) poderiam responder mais eficientemente caso
tivessem tempo viavel para isso, jA que sdo submetidos a eutanasia por serem
soropositivos, sem tempo de uma analise da evolucédo da doenca.

LIMA et al. (2004) observaram maior reatividade do linfonodo cervical, sem
diferencas estatisticas entre os grupos assintomatico e sintomatico para a carga
parasitaria. No presente estudo essas diferencas foram marcantes e 0s caes
sintomaticos tiveram as alteragcdes mais graves na populacao linféide e a maior
carga parasitaria.

BOGDAN et al. (2000), relataram que fibroblastos podem ser hospedeiros
de formas amastigotas de Leishmania chagasi, 0 que esta de acordo com o
achado de um cdo do grupo sintomatico com elevada carga parasitaria no
presente estudo. Sabe-se que fibroblastos quando ativados, produzem citocinas,
fatores de crescimento, entre outros (MORAES e JOAZEIRO, 2005). Estudos in
vitro com fibroblastos parasitados por L. major mostram que esta célula ndo possui
capacidade microbicida, portanto o parasito teria um ambiente menos hostil para
sobreviver, embora ndo seja descrita sua multiplicacdo no interior destas células
(BOGDAN et al. 2000). Por este fato, com base nos relatos da literatura e nas
observacOes deste estudo sugere-se que 0 protozodario Leishmania sp poderia
utilizar o fibroblasto para modular a resposta imune do hospedeiro, juntamente
com os macrofagos, favorecendo sua evasdo imune. O envolvimento do
fibroblasto na resposta imune ja foi descrito em outras situacdes, onde estas
células sdo denominadas de fibroblastos sentinelas e sdo capazes de expressar
citocinas e receptores de superficie similares aos dos linfécitos T CD*+. Estas
subpopulacdes de fibroblastos podem expressar citocinas do tipo Thl (IL-2, TNF-

o, IFN-y) ou Th2 (IL-4, TGF-B e MPC-1). Estas citocinas permitem ao fibroblasto
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interagir com os componentes da matriz extracelular e com leucécitos, tais como,
macroéfagos, granulécitos, mastocitos e linfocitos (MORAES e JOAZEIRO, 2005).

A presenca de plasmocitose e de células Mott (plasmécitos com
corpusculos de Russell) foi um aspecto marcante nos linfonodos periféricos. O
perfil de plasmécitos ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre os
grupos de cées infectados (P>0,05). Possivelmente este perfil celular indica uma
predomindncia de resposta humoral, ja que plasmdcitos produzem
imunoglobulinas (corplsculos de Russell). Portanto, cdes com a predominancia
deste tipo celular ndo responderiam eficientemente ao protozoario. Em
camundongos infectados com L. amazonensis, a predominancia de linfocitos B e
anticorpos favoreceu a progressao da doenca, devido a supressao da migracéo de
linfécitos T CD*" para o sitio da lesdo (WANASEN e SOONG, 2008).

Na avaliacdo da presenca do Fator de Inibicdo de Macrofagos (MIF) em
caes naturalmente infectados por Leishmania. (L.) chagasi observou-se que esta
citocina estd presente de forma mais significativa (P<0,05) nos cdes que
apresentam sinais clinicos de LVC (grupos S e O). Um dos principais papéis desta
citocina € manter o macrofago por mais tempo no local da injuria, evitando sua
apoptose (KAMIR et al., 2008). Desta forma, o local se torna apropriado para a
multiplicacdo da Leishmania, ja que macréfagos sao células-alvo deste
protozoario.

Foi possivel também observar que as formas amastigotas no interior dos
macrofagos, muitas vezes apresentavam-se imunomarcadas, demonstrando
assim que a Leishmania também produz esta citocina. Este achado estad de
acordo com estudos realizados com formas ortélogas de MIF descritas em
Leishmania major (RICHARDSON et al., 2009). Essa observacdo mostra que MIF
pode ser utilizado pelo protozodario para modular a resposta imune do hospedeiro,
tendo em vista a similaridade da citocina produzida pelo protozoario com a citocina
de mamiferos. Talvez, pelo fato de termos observado a imunomarcacdo de MIF
no macréfago do cdo e na membrana citoplasmatica do parasito, possamos
sugerir que, conforme as observacdes de Richardson e colaboradores (2009)

exista uma elevada homologia entre o MIF parasitario e do hospedeiro canino.
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SATOSKAR et al. (2001) realizaram um estudo com camundongos deficientes em
MIF, infectados experimentalmente por Leishmania major e constataram que nos
camundongos deficientes eram mais susceptiveis a lesdo cutanea causada por
Leishmania major. Esse estudo ndo estéd de acordo com os resultados do presente
estudo, tendo em vista que os caes com doencga crbnica e com lesdes mais
exuberantes apresentaram maior densidade de macréfagos imunomarcados para
MIF. Nos macrofagos cultivados in vitro dos camundongos houve um estimulo
com INF-y, favorecendo a ativacado de macrofagos e sua atividade leishmanicida.
Nos cdes do nosso estudo, possivelmente a Leishmania leva vantagem, pois ja
estd comprovado que existe um predominio de citocinas Th2 nos linfonodos de
caes sintomaticos (ALVES et al., 2009), portanto ha inibicdo da expresséao de IFN-
y e consequentemente da funcdo do macréfago. Portanto, o parasito consegue
multiplicar-se com facilidade dentro da célula e disseminar-se pelo organismo do
cao hospedeiro, atraindo cada vez mais macrofagos para os tecidos infectados.

A presenca da citocina MIF no linfonodo popliteo foi maior que no
subescapular. Isso pode estar relacionado ao tipo de resposta predominante neste
linfonodo. No linfonodo subescapular os granulomas tém uma maior quantidade
de linfécitos, permitindo assim uma resposta mais eficiente frente ao protozoario.
No popliteo este aspecto foi inverso e pdde ser comprovado pela maior carga
parasitaria, maior intensidade da reacdo granulomatosa e pela atrofia linféide. Os
granulomas causavam nos casos mais graves distorcdo da arquitetura do
linfonodo. A atrofia estava relacionada a apoptose de linfécitos T, mais prevalente
e significativa (P<0,05) no grupo sintomatico (MOREIRA, 2010). Fica claro, que a
Leishmania torna o linfonodo popliteo um ambiente bastante favoravel para sua
sobrevivéncia no hospedeiro. KAMIR et al. (2008) observaram a inibicdo da
apoptose de macrofagos infectados por Leishmania major, por meio de um
ortdlogo de MIF produzido pelo parasito.

A citocina pro-inflamatéria MIF faz a ligagdo entre a imunidade inata e a
adaptativa. Esta citocina tem acdo também sobre linfocitos B, por meio de sua
interacdo com os receptores de linfécitos B CD74 e CD44. Por meio de vias

complexas, esta interacdo inibe a apoptose destas células e favorece a sua
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proliferacdo (GORE et al., 2008). Talvez esse relato de Gore e seus colaboradores
poderiam explicar a elevada densidade de plasmdcitos observada nos cdes deste
estudo. MIF protege o macréfago e os linfécitos B da apoptose, assim como pode
influenciar no perfil de citocinas do microambiente do linfonodo. A elevada
plasmocitose esta relacionada ao elevado titulo de anticorpos inespecificos
circulantes, agravando ainda mais o quadro clinico dos cées, devido a deposicéo
de imunocomplexos. Possivelmente, MIF seja uma das principais ferramentas que
a Leishmania chagasi utiliza para a sua evasao imune, ja que faz a ligacdo entre

as imunidades inata e adaptativa.
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VIl CONCLUSOES

Nas condi¢des deste estudo foi possivel concluir que:
- O macrofago é a célula predominante nos linfonodos periféricos dos caes
naturalmente infectados, principalmente nos grupos oligossintomatico e
sintomatico;
- Os linfonodos periféricos mostram as les6es mais significativas quanto a perfil
celular e densidade de macr6fagos parasitados, quando comparados aos
linfonodos cavitarios;
- O linfonodo popliteo € o mais susceptivel a proliferacéo do parasito e tem menor
densidade de linfocitos, nos animais com sintomatologia crénica de LV,
- O maior numero de macrofagos parasitados e a maior intensidade das lesbes
foram observados nos cées sintomaticos;
- A densidade e intensidade de imunomarcacdo de MIF em macréfagos foram
maiores no grupo de cées sintomaticos e no linfonodo popliteo;
- A imunomarcacao de MIF também foi observada na membrana citoplasmatica da

Leishmania, sugerindo evaséo imune.
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ANEXOS

Anexo 1 — Média transformada em raiz quadrada e média geral com seus

respectivos coeficientes de variacdo da densidade de macréfagos

imunomarcados com MIF em cdes com Leishmaniose Visceral.

LINFONODOS MEDIA* CV (%)* MEDIA CV (%)
Popliteo 5,31 42,9 37,6 90,6
Subescapular 3,57 79,5 21,15 116,0
lliaco 3,82 81,4 24,6 110,2
Mesentérico 4,07 65,5 25,12 118,2

* Varidvel transformada em raiz quadrada. CV = coeficiente de variagéao.
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