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RESUMO

FREIRE, Simone M.; MAGALHAES, Nilton A.; FAZZANI, Camila; LINDOSO, José A.L.;
GOTO, Hiro; COSTA, Francisco A. L. Células T reguladoras (T reg) e sua relacdo com
as alteracGes esplénicas e com as manifestacdes clinicas de cdes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi. Veterinary Immunology and
Immunopatology.

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania
(Leishmania) chagasi. E transmitida pela picada do flebotomineo Lutzomyia longipalpis. O
cao é considerado o principal reservatério da doenca no meio urbano. O bago é um dos
Orgdos hematopoiéticos e imunocompetentes envolvidos na LV, por ser um filtro de sangue.
O papel imunossupressor das células T regulatérias pode afetar desfavoravelmente o
combate a LV, onde 0S relatos sobre
a frequéncia e a funcdo destas células ndo sdo conclusivos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar em baco de cées a participacdo de células T reg na modulacdo da resposta frente a
infeccdo por leishménia e relacionar sua presenga com a intensidade das manifestacGes
clinicas e alteracbes do 6rgao. Foram utilizados 39 animais, machos e fémeas de idades
desconhecidas. O diagndstico de leishmaniose foi realizado por meio de exame soroldgico
(ELISA), parasitologico (puncdo de medula e imprint de bago). Os animais foram divididos
em quatro grupos: Infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi, e assintomaticos,
oligossintomaticos, polissintomaticos e grupo controle (ndo infectados). Foram coletados
sangue e fragmentos de baco. Foram preparados imprints do érgdo em laminas para anélise
citologica, em seguida fragmentos foram fixados em formol a 10% para analise
histopatologica e morfométrica, e em meio RPMI 1640 para realizacdo da citometria de
fluxo. Os achados clinicos mais fregientes foram lesdes de pele (76,9%) e linfadenopatia
(65,38%). A analise histopatoldgica do bago revelou alteragdes como: Infiltrado inflamat6rio
neutrofilico na cépsula, granuloma, hiperplasia de foliculos e deplecdo de células T.
Hiperplasia de foliculos era mais frequente no grupo de animais assintomaticos comparado
aos oligossintomaticos e polissintomaticos (P = 0.000117). Hipercelularidade foi maior nos
assintomaticos comparado aos demais grupos (P = 0.0000145). Nos polissintomaticos,
observou-se maior deplecdo de células da bainha periarteriolar com grau de intensidade
variando de normal a moderadamente severo (P = 0.000191). Hiperplasia de células T foi
maior nos assintomaticos (P = 0.00000103). Granuloma de intensidade média foi observado
em maior quantidade no grupo de animais assintomaticos (P = 0.000580). Neste estudo,
células TCD4" foram marcadas usando-se anticorpo anti-CD4+ canino (clone YKIX302.9) e
para Foxp3 , anticorpo anti-mouse/rato (clone FIK-16s) e analisadas por citometria de fluxo.
A quantificagio de células TCD4" e TCD4 Foxp3®, ndo revelou diferenca significante entre
0s grupos de cdes examinados, contudo, havia uma tendéncia numericamente superior de
TCD4" em animais controles, comparado aos infectados e de células TCD4" Foxp3'em
animais polissintomaticos. Os resultados revelam que as manifestagdes clinicas da
leishmaniose visceral canina progridem com a intensidade das alteragcbes no bago, assim
como a quantidade de células T reg tendem a ser maior nos animais com maior quantidade
de manifestacBes clinicas. Nos animais oligossintomaticos existe baixa quantidade de
células T reg.

Palavras-chave: Leishmania, celulas T reg, baco, céo



ABSTRACT

FREIRE, Simone M.; MAGALHAES, Nilton A.; FAZZANI, Camila; LINDOSO, José A.L.;
GOTO, Hiro; COSTA, Francisco A. L. Regulatory T cells (T reg) and its relationship
with changes in spleen and clinical manifestations in dogs naturally infected with
Leishmania (Leishmania) chagasi. Veterinary Immunology and Immunopatology.

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonosis caused by Leishmania (Leishmania) chagasi. It is
transmitted by the bite of the sandfly Lutzomyia longipalpis. The dog is considered the main
reservoir of disease in an urban environment. The spleen is a haematopoietic and
immunocompetent organs involved in the VL, as a filter for blood. The role of
immunosuppressive regulatory T cells can negatively affect the fighting VL, where the
reports the frequency and function of these cells are not conclusive. The objective of this
study was to evaluate in the spleen of dogs involving T reg cells in modulating the response
against Leishmania infection and correlate their presence with the severity of clinical
manifestations and organ. We used 39 animals, males and females of ages unknown. The
diagnosis of leishmaniasis was performed by serology (ELISA), parasitology (puncture of
bone marrow and imprint of spleen). The animals were divided into four groups: Infected by
Leishmania (Leishmania) chagasi and asymptomatic, oligosymptomatic, polysymptomatic
and control group (uninfected). We collected blood and fragments of spleen. Organ imprints
were prepared on slides for cytological analysis, then samples were fixed in 10% formalin
for histological and morphometric, and RPMI 1640 for performing flow cytometry. The
most frequent clinical findings were skin lesions (76.9%) and lymphadenopathy (65.38%).
Histopathologic analysis revealed changes in the spleen as inflammatory neutrophilic
infiltration in the capsule, granuloma, hyperplasia of follicles and depletion of T cells.
Follicle hyperplasia was more frequent in the group of animals asymptomatic compared with
oligosymptomatic and polysymptomatic (P = 0.000117). Hypercellularity was higher for
asymptomatic compared to other groups (P = 0.0000145). In polysymptomatic, there was a
greater depletion of periarteriolar sheath cells with the intensity ranging from normal to
moderate (P = 0.000191). Hyperplasia of T cells was higher in asymptomatic (P =
0.00000103). Granuloma of medium intensity was observed in greater quantity in the group
of asymptomatic animals (P = 0.000580). In this study, TCD4 + cells were stained using
antibody anti-canine CD4+ (clone YKI1X302.9) and Foxp3, antibody anti-mouse (clone FIK-
16s) and analyzed by flow cytometry. The quantification of TCD4 + and TCD4 * Foxp3 °,
showed no significant difference between groups of dogs examined, however, there was a
tendency numerically higher TCD4 + cells in control animals, compared to infected and
cells TCD4" Foxp3™ in animal polysymptomatic. The results show that theclinical
manifestations of canine visceral leishmaniasis in progressing with the intensity of the
changes in the spleen, as well as the amount of T reg cells tend to be higher in animal with
much clinical manifestations. In animals oligosymptomatics there are low number of T reg
cells.

Keywords: Leishmania, T reg cells, spleen, dog



1.0 INTRODUCAO

1.1 Etiologia, vetores e reservatorios das Leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios do género Leishménia. S&o
taxondmicamente classificados na Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae,
pertencentes aos Subgéneros Leishmania e Viannia (REY, 2001; NEVES, 2005). Acometem
principalmente 6rgdos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) (SANTOS-
GOMES, CAMPINO, ABRANCHES, 2000; SILVA, 2007).

As leishménias sdo protozoarios digenéticos, unicelulares, encontradas nas formas
promastigota e paramastigota, que sdo formas flageladas livres do trato digestivo dos insetos
vetores, e na forma amastigota, sem flagelo, encontrada no interior de células, principalmente
do sistema fagocitico mononuclear (SFM) de hospedeiros vertebrados. (Figura 1 A e B)
(BRASIL, 2000; REY, 2001; NEVES, 2005)

>

Figura 1. Formas de leishmanias observadas ao microscopio. (A) forma amastigota (B) forma promastigota.
Fontes: (A) Setor de Patologia Animal- CCA/ UFPI

A leishmaniose visceral (LV) estd presente em quatro dos seis continentes e é causada
pela Leishmania (L.) donovani na india e no leste da Africa; Leishmania (L.) infantum na China,
Asia Central e nos paises mediterraneos da Europa e Africa, Leishmania (L.) chagasi (Sinonimia
= L. infantum) nas Américas (LAISON e SHAW, 1987; MAURICIO, STOTHARD, MILES,
2000).



Na natureza todas as espécies de leishmanias existentes sdo transmitidas ao homem e a
outros mamiferos por meio da picada de fémeas de flebotomineos hemat6fagos (Ordem Diptera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae), especialmente a Lutzomyia longipalpis no
Novo Mundo, incluindo o Brasil, e o género Phlebotomus, no Velho Mundo (Figura 2).
Recentemente a Lutzomyia cruzi foi considerada como vetor em foco no estado de Mato Grosso
do Sul (SANTOS et al., 1998; MISSAWA, 2006). Pode haver ainda transmissao por transfusao
de sangue e compartilhamento de agulhas.

No vetor, os parasitos sdo extracelulares. No organismo humano e de outros animais
vertebrados, sdo intracelulares e na maior parte das vezes, as células parasitadas sdo macrofagos
e monocitos (MARZOCHI et al,1981).

Figura 2. Lutzomyia sp. Vetor de
Leishmaniose no novo mundo.

Fonte:Setor de Patologia Animal- CCA/
UFPI

No Brasil, os mais importantes reservatorios da LV sdo o cdo (Canis familiaris) no
ambiente doméstico, e a raposa (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis
albiventris) no ambiente silvestre (Figura 3 A e B). Os marsupiais didelfideos (Figura 4) foram
encontrados infectados no Brasil e na Colémbia (COSTA et al., 1990; COSTA, 1997; COSTA et
al., 2000; BRASIL, 2006).



Figura 3. Reservatorios da Leishmania (L) chagasi. No ambiente doméstico (A) Canis familiaris e no
ambiente silvestre (B) a raposa.

Fontes: (A) Canis familiaris- http. www.bp0.blogger.com/.../6PrPeAdTYVU/s320/1819.jpg e (B) raposa.
BRASIL, 2006.

Figura 4. Marsupial delfideo. Reservatorio da
Leishmania (L) chagasi no ambiente silvestre.
Fonte: BRASIL, 2006.

1.2 Aspectos epidemioldgicos

As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises, e atualmente tém sido relatadas também
em areas ndo endémicas. E um grande problema de satde publica, com uma prevaléncia mundial
de 12 milhGes de casos/ano e uma incidéncia de 1,5 milhdes de casos de leishmaniose cuténea e
500.000 casos de leishmaniose visceral (WHO, 2010)

No Brasil, na década de 90, noventa por cento (90%) dos casos notificados de LV

ocorreram na Regido Nordeste. A medida que a doenca vem se expandindo para as outras


http://www.bp0.blogger.com/.../6PrPeAdTYVU/s320/1819.jpg

regides, novas areas urbanas e periurbanas vém sendo atingidas e, no periodo de 2000 a 2002, a
Regido Nordeste ja apresentava uma reducao para 77% dos casos do Pais (BRASIL, 2006).

No Piaui no ano de 2008 foram confirmados 350 casos da doenca no homem, dos quais
18 vieram a 6bito (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE DO PIAUI, 2008). O cio tem um
papel importante no ciclo infeccioso da doenca, devido ao intenso parasitismo cutaneo,
facilitando a infeccdo do vetor. Ele é o elo mais importante na manutencéao do ciclo infeccioso da
doenca, também por fazer parte do convivio humano. (LAINSON, SHAW, 1987; DANTAS-
TORRES, BRANDAO-FILHO, 2006). Contudo, a eliminacao de cées soropositivos para LV nio
tem contribuido para diminuigdo da incidéncia da doenca. (BRAGA et al., 1998).

No Estado do Piaui, no ano de 2007, foram registrados 1027 casos de cdes positivos para
LV (BRASIL, 2007; GEZOON, 2007).

1.3 Ciclo Biolégico

O ciclo bioldgico da Leishmania envolve o flebotomineo e o hospedeiro (humano ou
animal). A infeccdo do vetor ocorre quando a fémea do flebotomineo ingere macréfagos
parasitados durante o repasto sanglineo. No trato digestivo anterior do inseto, 0 macréfago se
rompe liberando formas amastigotas, essas se diferenciam em promastigotas, que se dividem por
divisdo binaria. As formas promastigotas transformam-se em paramastigotas as quais colonizam
o0 es6fago e a faringe do vetor, permanecendo aderidas ao epitélio pelo flagelo, e se diferenciam
em formas promastigotas metaciclicas (fomas infectantes) (SANTOS-GOMES, CAMPINO,
ABRANCHES, 2000; TAFURI et al., 2001; FEITOSA, 2006).

A transmissdo do parasito ocorre durante novo repasto sangiiineo da fémea infectante; ao
picar o hospedeiro, liberam as formas promastigotas metaciclicas. No hospedeiro, estas formas
sdo fagocitadas por macréfagos, diferenciam-se em amastigotas, e multiplicam-se intensamente,
no vacuolo parasitéforo. Os macrofagos, repletos de formas amastigotas, rompem-se liberando
essas formas, que serdo, num processo continuo, fagocitadas por novos macréfagos. Ocorre
entdo a disseminacdo hematdgena para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitario (LAINSON,SHAW, 1987; NEVES, 2005) (Figura 5).

1.4 Formas clinicas de leishmanioses



As leishmanioses apresentam-se sob trés formas clinicas: cutanea (incluindo uma
forma cuténea difusa), cutaneo-mucosa e visceral. No primeiro caso as lesdes produzidas
restringem-se, na maior parte das vezes, apenas a pele. As formas cutdneo-mucosas sao
caracterizadas por lesdes ulcerativas e destrutivas das mucosas. A forma visceral caracteriza-
se pelo parasitismo intenso e disseminado das células do sistema fagocitico mononuclear
(REY, 2001).

Figura 5. Ciclo evolutivo e formas de transmisséo das leishmanioses.

FONTE: BRASIL, 2006

Inicialmente a infeccdo leishmanidtica no cdo ndo apresenta sinais clinicos, mas
posteriormente pode progredir para a forma plenamente manifesta da doenca, a menos que a
replicacdo das amastigotas seja cessada pelo mecanismo imunoldgico (LITTLE, 2006). Assim,
produz um amplo espectro de manifestacdo, variando de formas assintomaticas,
oligossintomatica até a forma classica (POZIO et al., 1981). A infeccdo isoladamente néo
significa necessariamente doenca ativa (MORENO, ALVAR, 2002).

As manifestacdes clinicas da LV no cdo sdo inespecificas, caracterizando-se por febre
irregular por longos periodos, anemia, perda progressiva de peso e cagquexia em seu estagio final.
Apos a infecgdo muitos cdes apresentam doenca cronica progressiva com alopecia, esfoliacéo
cutdnea, Uulceras na pele, linfadenopatia, emagrecimento, alteragbes hematoldgicas e

bioquimicas, como anemia, trombocitopenia, leucocitose, hiperproteinemia, hiperglobulinemia,



com inversdo do indice albumina/globulina, aumento sérico da atividade das enzimas hepaticas e
elevacdo da ureéia e creatinina (CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999; LIMA et al., 2004;
LANGONI et al., 2005; LINHARES et al., 2005; FEITOSA, 2006; KRAUSPENHAR et al.,
2007). Muitos cdes sdo assintomaticos (POZIO et al., 1981) e outros apresentam sintomas que
sd80 comuns a outras doencas, o que dificulta o reconhecimento da enfermidade em &reas
endémicas (FERRER,1999).

Os sinais clinicos, quando presentes, manifestam-se por linfadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, alopecia, onicogrifose, despigmentacdo da pele do focinho, conjuntivite,
nddulos ou ulceragdes (mais freqlientes nos bordos das orelhas), hemorragias intestinais,
paralisia de membros posteriores, ceratite com cegueira e caquexia (FEITOSA, 2006).

O reconhecimento das manifestacGes clinicas dos reservatdrios € importante para adocao
de medidas de controle da doenca. Contudo, Cerca de 60-80% dos cées que tém contato com o
parasito, ndo apresentam manifestacdes clinicas da enfermidade, tornando-se dificil o
diagnostico clinico (BERRAHAL et al., 1996; CABRAL et al., 1998; SOLANO-GALLEGO et
al., 2001).

1.5 Aspectos anatomo-histopatologicos da leishmaniose visceral

A LV atinge com maior intensidade orgaos ricos em células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM): figado, baco, medula o6ssea e linfonodos. O baco aumenta
consideravelmente de volume devido e hipertrofia e hiperplasia das células do SFM, com alto
grau de parasitismo e com grande diferenciacdo plasmocitaria (MARZOCHI et al., 1981). As
alteracOes patoldgicas apresentam graus variados de intensidade e o aspecto macroscopico das
lesbes estd relacionado com a evolucdo da doenca. Sendo assim, a fibrose da cépsula,
acompanhada por periesplenite e hiperplasia da polpa branca, normalmente ocorre nos casos
sintomaéticos e de evolucédo cronica, nos quais 0 bago apresenta uma consisténcia firme, capsula
espessa e rugosa, parénquima granular grosseiro. Em outros casos, o 0rgdo estd aumentado de
volume, céapsula tensa, deixando transparecer a hiperplasia da polpa branca (pontos brancacentos
difusamente distribuidos e identificados na superficie de corte do 6rgdo) (KRAUSPENHAR et
al., 2007).

As lesbes histopatoldgicas classicas da LV sdo mais observadas em 0rgaos do sistema
fagocitario mononuclear como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea, mas outros 6rgdos como

rins, trato gastrintestinal e pele, também, sdo acometidos (COUTINHO, 2005). Na maioria dos



0rgdos, os macrofagos parasitados podem ser encontrados tanto de forma difusa quanto podem
constituir granulomas e, as vezes, podem estar associados a grandes quantidades de plasmacitos
(RIDLEY, 1987). No figado, sdo observadas inflamacdes granulomatosas, hiperplasia e
hipertrofia das células de Kupffer, as quais podem estar intensamente parasitadas. (XAVIER et
al.,2006). Krauspenhar et al (2007) observaram reacdo linfohistioplasmocitaria marcante e
imunomarcacao positiva para leishmania. Na medula 0ssea, os histidcitos parasitados véo
gradativamente substituindo o tecido hematopoiético (REY, 2001).

Os linfonodos podem conter lesdes hipertroficas nas regides corticais e medulares com
amastigotas dentro de macréfagos medulares (LIMA et al., 2004). Na medula 6ssea, como em
outros 6rgdos linfoides, € caracteristica a hipertrofia e a hiperplasia das células (TAFURI et al.,
2001; KRAUSPENHAR et al., 2007).

Nos rins, a deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos pode acarretar em
glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite intersticial com comprometimento da funcao
renal (LOPEZ et al., 1996), muitas vezes sendo a principal causa da morte de cdes com
leishmaniose. Mas, a nefropatia pode ser causada pelo infiltrado de células T CD4+ detectadas
na regido glomerular e intersticial dos rins de cdes naturalmente infectados com L. chagasi
(COSTA et al., 2000; COSTA et al., 2010). A insuficiéncia renal pode estar presente em cées
sem os sinais clinicos sistémicos de leishmaniose (CIARAMELLA et al., 1997).

No pulmé&o observa-se pneumonia intersticial, multifocal, caracterizada por espessamento
dos septos alveolares por macrofagos, linfocitos, plasmoécitos e células intersticiais com
inclusbes lipidicas e congestdo de capilares septais e edema discreto (SLAPPENDEL, 1988;
KOUTINAS et al., 1999; TORRENT et al., 2005). Outros trabalhos mostram a presenca de
fibrose, exsudato bronquiolar e ainda descamacdo do epitélio, com perda de cilios, presenca de
hemossiderina e hiperplasia de células caliciformes. (MAGALHAES, 2009)

O baco é um o6rgdo de especial importancia na LV canina, uma vez que € um dos
primeiros a ser ativado na interacdo parasito hospedeiro, culminando com a inducdo da resposta
imunologica. Dependendo do tipo de resposta, as lesGes variam quanto a intensidade,
determinando as alteracbes morfologicas nesse 6rgdo (ABBAS, 1997). De um modo geral
observa-se esplenomegalia acentuada decorrente da reatividade do sistema fagocitico
mononuclear e da congestdo dos sinusoOides. Microscopicamente sobressai 0 espessamento da
capsula, hipotrofia da polpa branca ou intensa hipertrofia e hiperplasia do sistema fagocitico

mononuclear com muitos macréfagos densamente parasitados por amastigotas. Verificam-se



diminuicdo dos linfocitos dos foliculos linféides, reducdo dos linfocitos T e infiltracdo de
plasmdcitos e macrofagos, estes densamente parasitados por amastigotas. Eventualmente ha
focos de amiloidose na polpa branca ou nos sinusoides (DUARTE, 2000, REY, 2002). Pode
haver ainda reacdo inflamatoria crénica e difusa, com macrofagos organizados em granulomas e
repletos de amastigotas (XAVIER et al., 2006)

1.6 Aspectos imunoldgicos da leishmaniose

Ao penetrar no hospedeiro vertebrado, a leishmania ativa o sistema imune, o qual passa a
reagir contra a infeccdo por meio das respostas imune inata envolvendo fagocitos, células “
natural killer” (NK), sistema complemento e fatores de crescimento. Séo esses elementos que
formam a primeira barreira a infeccdo, dificultando a sua instalacdo e que, a0 mesmo tempo,
constituem elementos que auxiliam a evasdo do parasito da resposta protetora do hospedeiro
(GOTO, 2004). A resposta adaptativa caracteriza-se pela producdo de citocinas e anticorpos
(CASTELLANO, 2005) cuja abordagem mais aprofundada sera descrita a seguir.

As formas promastigotas sdo fagocitadas pelos neutréfilos, que sdo as primeiras células a
migrarem para o local da infeccdo (WOODMAN et al, 1998) e podem ser destruidas pela acdo
de produtos do metabolismo oxidativo, como o perdxido de hidrogénio (H.0,), atividade
enzimatica e producdo de oOxido nitrico (PEARSON, STEIGBIGEL, 1981; MURRAY et al,
1983). Oxido nitrico produzidos por macréfagos ativados por interferon-gama (IFN-y) ou pelo
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) estdo relacionados com resisténcia a infecgdo. A atividade
leishmanicida do macrofago estd também na dependéncia da producdo do fator de crescimento
de transformacdo beta (TGF-B). Essa citocina esta relacionada a inativacdo de macrofagos,
favorecendo a replicacdo do parasita além de inibir a acdo do IFN-y e reduzir a expressao de
moléculas MHC classe Il (DING et al, 1990; GANTT et al, 2003).

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina produzida por macréfagos que também
contribui para a sobrevivéncia da leishménia nessas células. Ela inibe a sintese de outras
citocinas como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-o. (DE WAAL MALEFYT et al, 1991a) ¢ inibe a fungio
das células apresentadoras de antigeno, pela diminuigdo da expressdo de moléculas do complexo
MHC de classe Il (DE WAAL MALEFYT et al, 1991b). Na infec¢do crbnica, quantidades
semelhantes de IL-10 sdo produzidas tanto em linhagens resistentes quanto susceptiveis de
camundongos . Entretanto, no inicio da infecgéo, a producdo de IL-10 é significativamente maior
nos animais susceptiveis (CHATELAIN et al, 1992).



Importante papel na mediacdo imune da LV tem as células T CD4+. Elas podem ser
subdivididas em subpopulacfes baseadas na producédo de citocinas apds estimulacdo in vitro. As
células T “helper” tipo 1 (Thl) produzem IFN-y e interleucina-2 (IL-2), fator estimulador de
colbnias de macrdfagos e granuldcitos (GM-CSF), interleucina-3 (IL-3) e linfotoxina (TNF-a), e
sdo responsaveis pela imunidade mediada por células, pelas reacGes inflamatorias, além de
estimular, também, a producdo de anticorpos da classe IgG2a. Células T “helper” tipo 2 (Th2)
produzem interleucina- 4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13
(IL-13), e mediam a imunidade humoral e as reacdes alérgicas. A IL-4 esta relacionada com a
producdo de anticorpos da classe IgE, 1gG1 e IgG4; e a IL-5 é importante para diferenciacao,
multiplicacdo e ativagdo de eosinofilos (MOSMANN et al., 1986). Camundongos BALB/c,
geneticamente susceptiveis a infeccdo com L. major possuem alta expressdo de RNA mensageiro
para IL-4 nas células dos linfonodos que drenam a lesdo. Em contraste, camundongos C57BL/6,
geneticamente resistentes a infecgdo por L. major, expressam RNA mensageiro para IFN-y e ndo
para IL-4. (HEINZEL etal., 1991) .

Por ser um parasita intracelular, a resposta imune celular é considerada a mais importante
tanto na resisténcia quanto na suscetibilidade a infeccdo por leishmanias (SACKS, NOBEN-
TRAUTH, 2002). Uma citocina importante na resposta imune a leishmania é o IFN-y, produzida
principalmente por células T CD4+ do tipo Thl, e por células NK, estimuladas por IL-12. Em
camundongos resistentes, células TCD4+ do tipo Thl produzem IFN-y, 0 que ativa 6xido nitrico
sintetase (NOS ), levando ao estimulo da a¢do microbicida mediada pelo 6xido nitrico (NO). A
liberacdo de NO leva a morte do parasita em macr6fagos humanos, que podem também ser
estimulado pela acdo de quimiocinas como MCP-1 e MCP-la (BOGDAN et al, 2000;
BRANDONISIO et al, 2002).

A interleucina-12 (IL-12) tem sido apontada como um dos mais importantes componentes
da fase inicial da infeccdo pela leishmania. E produzida primariamente por células
apresentadoras de antigeno (mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células B) e sua
principal atividade biologica é sobre células T e células NK, nas quais ela estimula a producéo de
citocinas, principalmente IFN-y, proliferacao celular e citotoxicidade (TRINCHIERI et al, 1996).
Também desempenha um papel importante na diferenciacio e expansdo de células T CD4" do
tipo Thl e é importante para o padrdo de resisténcia do camundongo (SCHARTON-KERSTEN
et al, 1995)
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A susceptibilidade do hospedeiro a infecgdes por leishmanias esta correlacionada

com altos niveis de anticorpos e a resposta mediada por células, T CD4+ do tipo Th2 produzindo
principalmente IL-4 (ABRANCHES et al.,, 1991; MURRAY, 1998; PINELLE et al.,1994;
SACKS, NOBEN-TRAUTH, 2002). Na LV humana e murina, a ativacdo de células Th2 pode
estar envolvida na progresséo da doenga (ATTA et al, 1998; ROGERS et. al., 2002).

No modelo de LV, a resisténcia envolve tanto células T CD4+ quanto T CD8+ e IL-2,
IFN- v e IL-12, esta Ultima num mecanismo independente de IFN- y e ligada a produgao de TGF
B) (SACKS, NOBEN-TRAUTH, 2002).

A resposta imune em cées parece seguir, em parte, 0 que ocorre no modelo de
camundongo susceptivel. Observam-se altos niveis de IL-2 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) em sobrenadante de células de cdes assintomaticos, comparado com os sintomaticos,
sugerindo um papel dessas citocinas na resisténcia a Leishmania infantum. Os animais
sintomaticos apresentam reducao no nimero de linfocitos T e de linfécitos B (PINELLI, 1994).
A reducdo no nuimero de linfocitos T também foi correlacionada com a maior probabilidade
destes animais infectarem o vetor (GUARGA et al., 2000).

A leishmaniose visceral canina (LVC) induz supressao de células T, ativacao policlonal
de células B com formacdo de anticorpos especificos e inespecificos, culminando com altos
niveis de anticorpos anti-Leishmania, presenca de auto-anticorpos, quadro de hiperglobulinemia
e complexos imunes circulantes que podem ficar ligados ou adsorvidos as hemacias e
conseqiientemente contribuirem para a menor sobrevida das heméacias e a anemia observada na
LV (BACELAR; CARVALHO, 2005). Atualmente tem sido demonstrada a participacdo de
linfoitos B como fator de susceptibilidade a infecgdo (KIMA et al., 2000).

Quando ndo tratada a LV pode ser fatal, uma vez que o hospedeiro pode ndo apresentar
uma resposta protetora eficiente contra o parasita (GONTIJO,MELO, 2004). No hospedeiro
mamifero, a resposta imune pode levar a cura espontdanea ou a progressdo da doenca
(GRIMALDI JR, TESH, 1993; RIVAS et al., 2004). O aparecimento dos sintomas vai depender
da imunocompeténcia do animal (MAGILL et al, 1993). A imunossupressdo € uma consequéncia
em parte da diminuicdo de células T CD4+. O grande nimero de parasitos observados nos
orgdos do sistema mononuclear fagocitario pode ser uma consequéncia das alteracoes
imunoldgicas, permitindo a multiplicacdo e dispersdo do parasito para outros sitios, incluindo

estomago, intestino e pulméo (SILVA, 2007).
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Do exposto, observa-se que as células t sdo fundamentais no controle da infeccdo. Para
evitar lesdes teciduais durante a infec¢do por patdgenos persistentes, o sistema imune desenvolve
mecanismos regulatorios (JI et al, 2005; CAVASSANI, et al., 2006).

1.5.1 Células T reguladoras

Células T reguladoras (Treg) sdo um subgrupo de células T CD4+ com funcéo
supressora. Os primeiros estudos sobre estas células foram realizadas no inicio dos anos 70
(GERSHON, KONDO, 1970), contudo, a denominacdo de células T reg surgiu no final dos anos
90, em substituicdo ao termo células T supressoras (SHEVACH et al.,1998; NAGLER et al,
2004). Essas células se diferenciam no timo e sdo encontradas em 6rgédos linfoides secundarios
(TAAMS, 2002) e representam 5-10% do total de linfocitos TCD4" periféricos de humanos e
camundongos, onde atuam tanto no controle da resposta imune inata quanto adquirida (ITOH,
1999; SHEVACH, 2002). Tém sido descritas como as Unicas células capazes de prevenir
doencas auto-imunes suprimindo a ativacdo e expansdo de reacGes proprias dos linfdcitos.
Também tém sido definidas por sua capacidade de controlar o efeito de respostas imunes
excessivas ou mal orientadas contra outros agentes patogénicos (MENDEZ et al,2004).

As células T reg podem apresentar os subgrupos T reguladoras tipo 1 (Trl) e Th3, que
sdo induzidas pelo antigeno a secretar 1L-10 e TGF-B, respectivamente, € o subgrupo T CD4 *
CD25", que além da elevada expressio de CD25+, também expressam CTLA-4 (antigeno 4
intracelular de linfocitos T citotoxico), GITR (receptor de glicocorticéide induzido por TNF) e
Foxp3 (forkhead box p3) (READ, et al, 2000; RONCAROLO, et al,2001; WEINER, 2001;
LEVINGS, et al, 2002; SHIMIZU, et al, 2002, FONTENOT et al., 2003; KEMPER, et al, 2003).

As células TCD4'CD25" exercem seus efeitos supressores por meio do contato célula
célula (SHEVACH, 2002; SAKAGUCHI, 2004). Também sdo capazes de suprimir respostas de
células T CD4*, T CD8", NK , células dendriticas (RUDENSKY, 2006) e linfocitos B (D’
AMBROSIO, 2006).

O Foxp3 é um gene que codifica um fator de transcricdo e que ocorre naturalmente em
células T reg sendo especifico deste tipo de célula e fundamental para seu desenvolvimento e
funcgéo efetora (SAKAGUCHI, 2004), sendo considerado o marcador mais especifico das células
T reg (FONTENOT, 2003).

Alguns trabalhos realizados com L. major tém demonstrado que a presenca de IL-10

secretadas por células T reg foram responsaveis pela persisténcia da infeccdo em camundongos
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C57BL/6, mesmo apo6s cura clinica (BELKAID et al., 2002). Além disso, células T reg, também,
foram mostradas suprimindo a diferenciacdo Thl e Th2 no inicio da infeccdo por L. major e
causando doenca ap0s infeccdo, por meio da secrecdo de varios fatores, incluindo 1L-10 (LIU et
al, 2003). Contudo, outros trabalhos realizados com L.major (ASEFFA et al., 2002) e com L.
amazonensis (JI et al., 2005) em camundongos C57BL/6, demonstraram que as células T reg

atuam protegendo contra a infec¢cdo por estes parasitas.

Estudos realizados com L. infantum detectaram producdo de IL-10 por células T
CD4'CD25FOXP3 induzidas por esses parasitos, sugerindo que diferentes células T reg se
desenvolvem em resposta a L. infantum e podem desempenhar um possivel papel na promocao
da persisténcia do parasito e estabelecimento da infeccdo (RODRIGUES, 2009).

Experimentos usando Foxp3 em camundongos C57BL/6 infectados com L. major,
mostraram que as células CD4'CD25 FOXP3™ foram responsaveis pela susceptibilidade mediada
por IL-10 (ANDERSON et al ,2007). Portanto, o papel das células T reg na susceptibilidade de
infeccOes causadas por L. major ainda ndo esta resolvido (NAGASE, 2007).

Desse modo, o estudo de células T reg e sua relagdo com as manifestacdes clinicas e
resposta do bagco em céaes naturalmente infectados pela Leishmania (L.) chagasi, pode evidenciar
aspectos de susceptibilidade em diferentes intensidades da infeccdo leishmaniédtica. O estudo
podera contribuir, ainda, para caracterizar melhor o quadro clinico, a identificacdo de animais
doentes em éareas endémicas e definir melhor o papel do cdo na cadeia epidemioldgica da
enfermidade.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: resumo, abstract seguido de uma
introducdo englobando revisdo de literatura e objetivos; um capitulo contendo artigo completo,
intitulado “Células T reguladoras (T reg) no bago de caes com diferentes manifestacoes
clinicas de leishmaniose visceral” a ser encaminhado para publicacdo na revista Veterinary
Immunology and Immunopatology, estruturados de acordo com as normas da revista e

referéncias bibliogréficas da introducéo geral.
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ABSTRACT

During infection by VL TCD4+Foxp3+ cells (T reg) act by inducing immunosuppression. In
this study in the spleen of dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi tried
to observein the involvement of T reg cells in modulating the response against leishmania
infection and correlate their presence with the intensity of clinical manifestations and organ.
We used 39 animals of both sexes and ages unknown. The diagnosis of leishmaniasis was
performed by serology (ELISA), parasitology (puncture of bone marrow and imprint of
spleen). The animals were divided into four groups: Infected by Leishmania (Leishmania)
chagasi and asymptomatic, oligosymptomatic, polysymptomatic and control group
(uninfected). We collected blood and fragments of spleen. Organ imprints were prepared on
slides for cytological analysis, then samples were fixed in 10% formalin for histological and
morphometric, and RPMI 1640 for performing flow cytometry. The most frequent clinical
findings were skin lesions (76.9%) and lymphadenopathy (65.38%). Histopathologic analysis
revealed changes in the spleen as inflammatory neutrophil infiltration in the capsule
granuloma, hyperplasia of follicles and depletion of T cells Follicle hyperplasia was more
frequent in the group of animals compared with asymptomatic and mildly symptomatic
polysymptomatic (P = 0.000117). Hypercellularity was higher for asymptomatic compared to
other groups (P = 0.0000145). In polysymptomatic, there was a greater depletion of
periarteriolar sheath cells with the intensity ranging from normal to moderate (P = 0.000191).
Hyperplasia of T cells was higher in asymptomatic (P = 0.00000103). Granuloma of medium
intensity was observed in greater quantity in the group of asymptomatic animals (P =
0.000580). In this study, TCD4 + cells were stained using antibody anti-canine CD4+ (clone
YKIX302.9) and Foxp3, antibody anti-mouse (clone FJK-16s) and analyzed by flow
cytometry. The quantification of TCD4 + and TCD4 + Foxp3 +, showed no significant
difference between groups of dogs examined, however, there was a tendency numerically
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higher TCD4 + cells in control animals, compared to infected and cells TCD4 + CD25 +
Foxp3 + in animal polysymptomatic. The results show that theclinical manifestations of
canine visceral leishmaniasis in progressing with the intensity of the changes in the spleen, as
well as the amount of T reg cells tend to be higher in animal with much clinical
manifestations. In animals oligosymptomatics there are low number of T reg cells.

Keywords: visceral leishmaniasis, dog, cells T reg, spleen

2.1 INTRODUCAO

Células T reguladoras (T reg) constituem uma linhagem distinta de linfocitos T que
compdem de 5-10% de todas as células TCD4" em roedores, gatos e seres humanos (Itoh et
al.,1999; Shevach, 2002; Vahlenkamp et al., 2004). Estas células atuam no controle da
resposta imune, suprimindo a funcdo efetora de linfocitos (Sojka et al, 2008; Vignali et al,
2008; Tang e Bluestone, 2008) e expressam em sua superficie a molécula CD25+, a
subunidade alfa do receptor de interleucina-2 (IL-2R) antes da ativacdo (Sakaguchi et al.,
1995), o CTLA-4 (antigeno 4 intracelular de linfocitos T citotoxico), GITR (receptor de
glicocorticéide induzido por TNF) (READ, et al, 2000; RONCAROLO, et al,2001; WEINER,
2001; LEVINGS, et al, 2002; SHIMIZU, et al, 2002 ; KEMPER, et al, 2003) e o fator
regulador transcricional (Foxp3) que € necessario para seu desenvolvimento e funcédo
(Brunkow et al., 2001; Hori et al., 2002; Fontenot et al, 2003; Khattri et al, 2003).

Existem varios tipos de células T reg; algumas sdo chamadas de induzidas, por agirem
em resposta a agentes infecciosos e outras sdo consideradas naturalmente reguladoras
(Bluestone e Abbas, 2003). As células T reg induzidas, tais como células Trl ou Th3, podem
desenvolver-se a partir de células T CD4+ que sdo expostas a condicdes especificas de
estimulagdo (Mills e McGuirk, 2004; O’Garra et al, 2004). As células T reg naturais, no
entanto, surgem durante o processo normal de maturacao no timo e expressam um conjunto de
marcadores da superficie celular, dentre eles, o mais especifico € o Foxp3 (Fontenot e
Rudensky, 2005).

Apesar das diferencas funcionais e fenotipicas entre subgrupos T reg, a populacdo
como um todo tem um papel critico na prevencdo de doenga auto-imune e manutencdo da
tolerancia periférica (Biller, 2007). Inicialmente foi descrito para estas células o papel de
impedir respostas auto-imune (Kim et al 2007; Sakaguchi et al, 2008), mas, posteriormente
foi observado que as mesmas podem, também, regular respostas auto imune contra agentes
infecciosos (Mills, 2004; Rouse e Suvas, 2004; Belkaid e Tarbell, 2009) e, ainda, limitar as
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respostas efetoras que resultam na incapacidade de controlar adequadamente a infecgédo
(Belkaid e Rouse, 2005).

Patdgenos persistentes, como as leishmanias estabelecem infecgdes cronicas com a
participacdo de células T reg CD4"CD25" (Belkaid et al., 2002; McKee e Pearce 2004;
Campanelli et al., 2006; Vigario et al.,, 2007) que, por sua vez, atuam induzindo a
imunossupressdo durante este tipo de infeccdo (Rodrigues et al, 2009). Em modelos
experimentais de leishmaniose tegumentar, células Treg tem sido associadas a sobrevivéncia
do parasita e reativacao da doenca (Belkaid et al., 2002).
Infeccdo experimental com Leishmania infantum em camundongos indicam que células T reg
se acumulam no baco (Rodrigues et al, 2009). A resisténcia a infeccdo esta associada a
expansio de um subgrupo de células T CD4"expressando o fenétipo Thl, produzindo IL-2 e
IFN-y. Em contraste a susceptibilidade a infec¢do é associada com a expressao de células T
CD4" expressando o fendtipo Th2 produzindo IL-4 (Peters e Sacks, 2006).

Mais recentemente, as células Treg, também, foram identificadas em células
mononucleares (PBMC) de sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutanea
infectados com Leishmania braziliensis (Salhi, 2008).

Estudos realizados em camundongos BALB/c com L. infantum detectaram producéo
de I1L-10 por células T CD4'CD25FOXP3™ induzidas por esses parasitos, sugerindo que
diferentes células T reg se desenvolvem em resposta a L. infantum e podem desempenhar um
possivel papel na promo¢do da persisténcia do parasito e estabelecimento da infeccdo
(RODRIGUES, 2009).

Em cées as informacdes sobre células T reg na patogénese da leishmaniose visceral
sdo ainda muito restritos, em parte devido a indisponibilidade de anticorpos adequados para a
deteccdo desta populacéo celular. Portanto, este trabalho propde-se a avaliar em bago de cées
a participacdo de células T reg na modulacdo da resposta frente a infeccdo por leishmania e

relacionar a sua presenca com a intensidade das manifestacGes clinicas e altera¢fes do 6rgao.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1. Animais.

Foram utilizados 39 cédes adultos, machos e fémeas de diferentes idades e racas,

provenientes de clinicas particulares e da Geréncia de Zoonoses — GEZOON-PI, incluindo
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animais de proprietarios e animais de rua da area endémica, para leishmaniose visceral, de

Teresina no estado do Piaui.
2.2.2 Exame clinico

Os animais foram submetidos a uma rigorosa avaliacao clinica quanto aos seguintes
aspectos: massa corporal, pelagem (brilho, ferimentos, presenca de parasitos ou
microorganismos), dimensdo dos linfonodos da cadeia superficial, frequéncia cardiaca e
respiratoria, grau de hidratacdo etc. (Apéndice 1). Apo6s andlise dos seguintes parametros
fisioldgicos (temperatura retal, freqiiéncia cardiaca, freqiiéncia respiratoria), os animais foram

submetidos a eutanasia sob anestesia geral.
2.2.3 Diagnostico de leishmaniose visceral

O diagnostico de leishmaniose visceral foi realizado por meio de teste soroldgico
(ELISA) e deteccdo do parasita em esfregaco de medula 6ssea esternal ou imprint de baco

corado por Giemsa.
2.2.4 Classificacgao clinica dos animais

Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) Animais negativos, sem
sintomatologia e sorologia e parasitoldgico negativos 2) Animais assintométicos, com
sorologia e parasitolégico positivo, sem manifestagdes clinicas, 3) Animais
oligossintomaticos com sorologia e parasitolégico positivo e até trés manifestacdes clinicas da
doenca e 4) Animais polissintoméaticos com sorologia e parasitologico positivo e quatro ou
mais manifestacdes clinicas da doenca.

Posteriormente ao exame clinico, os animais foram tranquilizados com acepromazina
0,5 mg/Kg (1 %) e cloridrato de meperidina 4 mg/Kg (50 mg/mL) por via intramuscular.
Apdbs 10 minutos, utilizou-se uma associacdo anestésica de ketamina (15mg/Kg), diazepan
(Img/Kg) e xilazina (0,5 mg/Kg) por via endovenosa. Apés 3 minutos foi injetado cloreto de
potassio a 10% (1mL/Kg) por via endovenosa. O 6bito foi confirmado pela auséncia de

batimentos cardiacos.

2.2.5 Aspectos éticos.

O método de eutanasia esta de acordo com artigo 3 da declaragdo universal dos

direitos dos animais e a resolu¢do n° 714, de 20 de junho de 2002, em concordancia com as
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orientacBes do Conselho Federal de Medicina Veterinaria e o comité de ética da Universidade

federal do Piaui, conforme parecer n® 0072/10.

2.2.6 Obtencao de tecido e células.

2.2.6.1 Obtencao de tecido para analise histopatoldgica e de células para citometria de

fluxo.

Imediatamente apos a eutanasia foram colhidos fragmentos de baco da regido média e
central do 6rgdo, com dimensdes de 0,5 cm de espessura, 1 cm de comprimento e 1 cm de
largura. Antes da fixacdo foi preparado imprint do O6rgdo em laminas para exame
parasitolégico. Apds esse procedimento o tecido foi fixado em formol a 10% tamponado com
fosfato 0,01M pH 7,4 (formol tamponado) para microscopia de luz convencional (MIKEL,
1994). Fragmentos de baco, também, foram colhidos em meio RPMI 1640 para obtencéo de

células para analise em citdmetro de fluxo.

2.2.6.2 Andlise citoldgica
Os imprints depois de fixados com metanol e corados com Giemsa (MIKEL, 1994),

foram examinados em microscopio de luz para a identificacdo de amastigotas nos tecidos.
2.2.6.3 Analise histopatoldgica

Os tecidos fixados em formol tamponado foram processados por técnica de rotina,
cortados a 5 um e corados com Hematoxilina-Eosina (H-E) e Acido Periodico de Schiff
(PAS) (LUNA, 1968), para exame em microscépio de luz com o objetivo de classificar as

lesGes e detectar amastigotas.

2.2.6.5 Anéalise morfométrica

O estudo morfométrico das laminas coradas por H-E e PAS foi realizado em sistema
de anélise de imagem computadorizada Leica Qwin D-1000, versdo 4.1* do Setor de Patologia
animal do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da UFPI. Foram capturados 20

campos aleatdrios de fragmentos de baco. Os parametros utilizados na analise morfométrica

! Leica Qwin D-1000, versdo 4.1: Cambridge, UK.
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foram: namero, didmetro e area de foliculos linfoides, a espessura da camada de células da

bainha periarteriolar e quantidade de arteriolas, e a quantidade de corpusculos de Russel.
2.2.7 Analise da expressdo de células T CD4" e FOXP3 * por citometria de fluxo.
2.2.7.1 Preparacao de suspensao de células esplénicas

Fragmentos de bago foram removidos, homogeneizados em placa de petri e deixados
por 10 minutos a 4°C para sedimentagao de fragmentos tissulares. Em seguida, o sobrenadante
transferido para um tubo de 15 mL e centrifugado a 300 g por 10 minutos a 4 ° C, sendo feita
a lise das hemécias com cloreto de ambnio a 0,1% em PBS frio por 2 minutos e
imediatamente equilibrada a osmolaridade com PBS [10X]. Apds trés lavagens com RPMI
1640 a concentracéo celular foi acertada para 2 x 10% mL e ressuspensa em meio RPMI
1640 com 20% de DMSO com 50% de soro fetal bovino e posteriormente criopreservadas em

nitrogénio liquido até o uso.
2.2.7.2 Descongelamento das células

Amostras selecionadas para realizacdo de citometria de fluxo foram retiradas do
nitrogénio liquido e deixadas em temperatura ambiente até o descongelamento. Em seguida
foram transferidas para um tubo contendo 5 mL de RPMI completo (RPMI 1640+ 1% de L-
glutamina, Hepes 10mM, 10 % de soro fetal). Apds duas lavagens a 300 g por 10 min, as
células foram ressuspensas em 1 mL de RPMI completo e acertada a concentracdo celular
para 2 x 10° células. Repetiu-se a lavagem e ressuspendeu-se as células em 100pL de DPBS
para marcacao de TCD4+ e Foxp3.

2.2.7.3 Deteccdo de células T CD4" e Foxp3™ por citometria

Células esplénicas, na concentracdo de 2x 10°, foram imunomarcadas para express&o
de células TCD4+, usando-se anticorpo anti-CD4+ canino conjugado com FITC (clone
YKIX302.9; Serotec, Raleigh, NC) seguindo-se a recomendacdo do fabricante.
Resumidamente, as células forma incubadas com 10 pL de anticorpo para 100 uL de células,
por 30 minutos a 4° C. Apds lavagens para remocdo dos anticorpos nao ligados, foi realizada
fixagdo com solucdo de fixagdo por 30 minutos a 4°C. Apds lavagem com solugdo de
permeabilizacdo [1X], foi realizada bloqueio das ligacdes inespecificas com 100 uL da
mesma solugdo, por 15 minutos a 4°C. Em seguida as células foram incubadas com 1pg/10°

células do anticorpo Foxp3 anti-mouse/rato conjugado com ficoeritrina (clone FJK-16s,
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eBioscence, San Diego, CA) por 30 minutos a 4°C. Apo6s trés lavagens com solucdo de
permebilizacdo [1X], as células foram ressupensas em DPBS e transferidas para tubo de 5 mL

para leitura em citémetro de fluxo (BD, USA) .
2.2.7.4 Citometria de fluxo

Para realizacao da citometria de fluxo foram utilizadas suspenséao de células esplénicas
de 20 animais. Os dados das amostras foram adquiridas utilizando-se citometro de fluxo
FACSCalibur do Laboratério de Oncologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (USP), usando o programa CellQuest, de acordo com parametros de tamanho
(FSC- Foward Scatter), granulosidade (SSC- Side Scatter) e intensidade de fluorescéncia dos
anticorpos marcados com ficoeritrina (PE) e isotiocianato de fluresceina( FITC). Foram
adquiridos 10.000 eventos por cada amostra. A analise dos dados obtidos foi realizada
utilizando-se o programa Summit V3.3.

2.2.8 Andlise estatistica

Os resultados dos exames histopatoldgicos e de morfometria foram analisados de
forma guantitativa e semi-quantitativa, neste caso, mensurando-se a localizagdo, distribuicéo
e intensidade da les&o, numa escala de 0 a 4* onde 0 = normal, 1 = minima ou duvidosa; 1* =
média; 2 = moderada; 3" = moderadamente severa; 4° = severa. Nas analises dos dados
comparativos utilizaram-se fundamentalmente testes estatisticos ndo paramétricos pela
natureza dos dados (Kruskal-Wallis e método Dunn) utilizando-se o programa Sigma Stat.

Para analise dos dados de citometria foi utilizado o programa Sigma Stat, pelo

método ANOVA ndo paramétrico Kruska-Wallis.

2.3 Resultados

Os 32 animais naturalmente infectados apresentavam anticorpos anti-Leishmania pelo
teste de ELISA. Na maioria dos animais foi dificil visualizar amastigotas em esfregaco de
medula dssea do esterno e bago e no exame histopatolégico do baco.

Nos animais infectados, os sinais clinicos mais frequentes foram: lesdes de pele
(76,9%) (Figura 2), linfadenopatia (65,38%); onicogrifose (57,69%) (Figura 3);
emagrecimento (50%) (Figura 4); conjuntivite (38,46%); apatia (26,9%); mucosas palidas
(19,23%); diarréia (3,84%) e febre (3,84%) (Figura 1).
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Figura 1. Ocorréncia de sinais clinicos de leishmaniose visceral no grupo de cdes
naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi.

A analise histopatologica do baco revelou alteracdes caracterizadas por infiltrado
inflamatorio neutrofilico na cépsula de intensidade minima (Figura 5), presenca de
granuloma, hiperplasia de foliculos e deple¢do de células T, que se acentuavam de acordo
com a progressdo das manifestagdes clinicas da doenca. Outras lesbes se manifestavam
inicialmente, por congestdo e hipercelularidade da polpa vermelha, com presenca de
linfocitos, macrdfagos e neutrofilos.

Na polpa branca observou-se que hiperplasia de foliculos era mais evidente no grupo
de animais assintomaticos comparado aos oligossintomaticos e polissintoméaticos (P =
0.000117, teste de Kruskal Wallis e Dunn) (Figura 6).
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Figura 2. Lesdo de pele. Cdo labrador naturalmente infectado por Leishmania (L.)
chagasi.

g

Figura 3. Onicogrifose. Cdo SRD naturalmente infectado por Leishmania (L.) chagasi.



Figura 4. Emagrecimento. Cdo SRD naturalmente infectado por Leishmania (L.) chagasi.

Figura 5. Baco de céo naturalmente infectado por Leishmania (L) chagasi. Infiltrado
inflamatério da capsula. Coloragéo: H-E. Aumento: 40x.
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Figura 6. Andlise semi-quantitativa da intensidade de
hiperplasia de foliculos no bago de cées naturalmente
infectados por Leishmania (L) chagasi e cdes controle nédo

infectados. N= nimero de animais por grupo. * P = 0.000117.
Teste Kruskal-Wallis e método Dunn.

Analisando a hipercelularidade no baco dos animais infectados, observou-se maior
evidéncia nos assintomaticos comparado aos controles e polissintomaticos e entre animais
oligossintomaticos e polissintomaticos (P = 0.0000145, teste de Kruskal Wallis e Dunn)
(Figura 7). No grupo de animais polissintométicos, observou-se deplecdo de células da
bainha periarteriolar em intensidade maior do que nos demais grupos (P = 0.000191) (Figura
8 e 9). Por sua vez, hiperplasia de células T foi mais evidente no grupo de animais
assintomaticos (P = 0.00000103, teste de Kruskal Wallis e Dunn) (Figura 10).
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Figura 7. Analise semi-quantitativa de intensidade da
hipercelularidade no bago de cées naturalmente infectados por
Leishmania (L) chagasi e cées controle ndo infectados. N=
nimero de animais. * P = 0.0000145. Teste Kruskal-Wallis e
método Dunn.
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Figura 8. Andlise semi-quantitativa de intensidade de
deplecdo de células T no bago de cdes naturalmente
infectados por Leishmania (L) chagasi e cdes controle ndo
infectados. N= nimero de animais. * P = 0.000191. Teste
Kruskal-Wallis e método Dunn.
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Figura 9. Baco de cdo naturalmente infectado por Leishmania (L) chagasi. (A) Bainha periarteriolar normal. (B) Deplegéo de
células da bainha periarteriolar. Coloragdo: H-E. Aumento: 40x.
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Figura 10. Analise semi-quantitativa de intensidade de hiperplasia
de células T no baco de cdes naturalmente infectados por
Leishmania (L) chagasi e cédes controle ndo infectados. N=
nimero de animais. * P = 0.00000103. Teste Kruskal-Wallis e
método Dunn.
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Granuloma de intensidade média foi observado no grupo de animais assintomaticos,
havendo diferenca em relacdo aos demais grupos (P = 0.000580, teste de Kruskal Wallis e
Dunn) (Figura 11). Congestéo da polpa vermelha foi bastante freqliente e a intensidade, em
muitos casos, era moderadamente severa. Apesar da evidéncia destas alteragbes serem
numericamente mais expressivas nos animais com manifestacdes clinicas da doenca do que
nos animais controles, ndo havia diferenca significante entre esses dois grupos (P = 0.750,
teste de Kruskal Wallis e Dunn) (Figura 12). Constatou-se, ainda, a presen¢a de
megacariocitos, que era maior nos assintomaticos e controles, em relacdo aos

polissintomaticos e oligossintomaticos (P = 0.0000202, teste de Kruskal Wallis e Dunn).

1,5~

1,0

Granuloma (Escores)

0,0-

I I I I
Controle Assintom Oligossintom Polissintom

Figura 11. Analise semi-quantitativa de intensidade de
granuloma no bago de cdes naturalmente infectados por
Leishmania (L) chagasi e cdes controle ndo infectados. N=

niimero de animais. * P = 0.000580. Teste Kruskal-Wallis e

Na analise morfométrica o nimero de foliculos era semelhante entre os grupos de
animais (P = 0.346, teste de Kruskal Wallis), mas constatou-se que havia uma tendéncia
numericamente superior nos animais oligossintomaticos. O mesmo foi observado para o
diametro folicular (P = 0.555, teste de Kruskal Wallis) e area folicular (P = 0.788, teste de
Kruskal Wallis), mas numericamente esses valores eram superiores nos animais

assintomaticos (Apéndice 2 e 3).
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A coloracdo com Acido Periddico de Schiff (PAS) revelou a presenca de células do
foliculo linféide com granulos protéicos arredondados e eosinofilicos (corpusculo de Russel)
(MAJNO & JORIS, 1996). A presenca dos mesmos era humericamente maior nos animais
polissintomaticos e oligossintomaticos, ndo havendo, contudo, diferenca significante entre os
grupos (P = 0. 898, teste de Kruskal Wallis) (Figura 13).

Figura 12. Bago de cdo naturalmente infectado por Leishmania (L) chagasi.
Congestdo. Coloragdo: H-E. Aumento: 10x.

Figura 13. Bago de cdo naturalmente infectado por Leishmania (L) chagasi.
Corpusculos de Russel. Coloragdo: PAS. Aumento: 10x.



28

O resultado da resposta de células TCD4+, por citometria de fluxo, revelou que havia
uma tendéncia numericamente maior de células nos animais controles, do que nos animais
infectados, ainda que ndo houvesse diferenca significante entre os grupos (P = 0.202, teste de
Kruskal Wallis) (Figura 14). Entre os animais infectados observou-se que essa tendéncia era
maior nos animais oligossintométicos. A analise das células TCD4+Foxp3+ também néo
mostrou diferenca significante entre os grupos (P=0.322, teste de Kruskal Wallis), contudo,
observou-se uma tendéncia numericamente maior destas células nos animais
polissintomaticos, vindo a seguir os animais controles, assintomaticos e oligossintomaticos
(Figuras 15 e 16).
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Figura 14. Analise quantitativa de células TCD4" no baco de cées
naturalmente infectados por Leishmania (L) chagasi e cdes controle ndo

infectados. N= niimero de animais. P = 0.202. Teste Kruskal-Wallis.
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Figura 15. Células TCD4'Foxp3* em animais (A) controle, (B) assintomatico, (C)
oligossintomatico e (D) polissintomatico. Estdo representados os Gates analisados e 0s

dad
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0s em parénteses representam o nimero absoluto de células.
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Figura 16. Analise quantitativa de células TCD4 Foxp3" no baco de
caes naturalmente infectados por Leishmania (L) chagasi e cdes
controle ndo infectados. N= nimero de animais. P = 0.322. Teste
Kruskal-Wallis.
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2.4 Discussao

Os estudos realizados sobre leishmanioses, em grande parte, sdo direcionados para o
entendimento dos processos imunoldgicos que envolvem a resposta especifica e inespecifica
em modelos murinos. A avaliacdo dos fatores relacionados a progressdo da doenca no cao
naturalmente infectado por Leishmania (Leishmania) chagasi abrange uma area que pode
contribuir para melhor elucidacdo da patologia e imunopatogenia da LV, pois o cdo é um
excelente modelo natural de estudo da doenca, visto que desenvolve a infec¢do em sua forma
plena, semelhante ao que acontece com o homem e é o principal reservatério urbano da
doenga (Moreno,2002).

Os resultados deste estudo mostraram que os sinais clinicos mais frequentes nos 32
animais infectados foram lesdes de pele e linfadenopatia. Estas manifestaces parecem ser as
mais importantes na LVC, pois, as mesmas ja foram confirmadas em outros estudos
realizados em outras regides do Brasil e, mesmo, em outros paises (Costa-Val et al., 2007;
Ribeiro, 2007; Reis et al., 2006; Baneth, 2006; Alvar et al., 2004; Amusatequi et al., 2003).
Desse modo, tendo em vista que o diagndstico clinico da LVC em areas endémicas ¢ dificil,
uma vez que as manifestacdes se confundem com os de outras doencas (Gradoni, 2002;
Bryden et al 2005), tais parametros clinicos podem possibilitar uma identificacdo precoce
inicial a ser confirmada posteriormente por exames mais especificos. Vale ressaltar que, no
presente estudo, o linfonodo popliteo foi o mais afetado.

O ensaio metodologico empregado, com a andlise de animais em diferentes fases de
progressao da doenca, permitiu observar que as manifestacdes clinicas da leishmaniose
visceral canina progridem com a intensidade das alteracdes no bago, pois, foram analisados
grupos de animais sem a doenca, animais infectados sem manifestacdes clinicas, infectados
com até trés manifestacGes clinicas e infectados com mais de trés manifestacdes clinicas.

Todos os animais infectados eram parasitologicamente positivos, muito embora a
pesquisa de parasitas no baco tenha sido dificil pelas técnicas de citologia e histopatologia.

O baco quando afetado pela Leishmania, mantém-se parasitado durante todo o curso
da LV, sendo, portanto, um 0rgdo que pode fornecer informagfes importantes nas
investigacOes sobre as alteraces morfolégicas e imunoldgicas decorrentes dessa doenca
(Carrion et al., 2006; Reis et al., 2009). Avaliando-se as lesdes histopatoldgicas do bacgo
observou-se que hiperplasia de foliculos, deplecdo de células da bainha periarteriolar,

hipercelularidade da polpa vermelha e congestdo, foram as alteragcdes mais severas. Tais
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alteracdes perecem ser as que ocorrem com maior frequéncia no bago, como observado em
outros estudos (Tasca, 2009). No nosso estudo ndo foi observado deplecédo de foliculos, o que
difere de outros trabalhos (Reis et al., 2009; Santana et al., 2008). Considerando que 0s
foliculos linféides constituem um dos locais de producdo de células B, é compreensivel que a
hiperplasia de foliculos nos animais assintomaticos deste estudo, esteja contribuindo para o
controle da doenca, desde que a proliferacdo de células B esteja levando a uma maior
producdo de 1Gg2 (Mosmann et al, 1986)

A hiperplasia de células T, encontrada nos animais assintomaticos e a deplegdo de
células da bainha periarteriolar, encontrada nos animais polissintomaticos, parecem refletir a
evolucdo clinica da doenca, visto que varios estudos vém demonstrando que resisténcia e
susceptibilidade do cdo a LV, estd relacionada com a resposta imune celular (Scharton-
Kersten et al, 1995).

Uma lesdo muito freqlientemente relatada em animais infectados é a presenca de
granuloma (Santana et al., 2008), que é especifico para cada érgdo (Murray, 2001), e parece
ndo esta associada ao controle da infec¢do (Lemos et al., 2000). Nos animais infectados deste
estudo, granulomas foram encontrados em pequena quantidade, a semelhanca do que foi
observado em outros estudos (Lemos et al., 2000; Santana et al., 2008), contudo, aqui sugere
haver alguma rela¢do com o controle da infec¢do, uma vez que s6 foi encontrado em animais
assintomaticos. Em outros trabalhos observou-se que granulomas parecem refletir a
persisténcia da inflamacdo crbnica em resposta ao descontrole da infec¢do, ao invés de
protecdo contra a doenca. Os componentes celulares do granuloma, podem secretar
interleucina 10 e outras citocinas que podem favorecer a sobrevivéncia da Leishmania
(Wilson et al., 1996).

A analise de células T CD4+ tem sido motivo de varios estudos na LV, visto que essas
células estdo envolvidas na mediacdo imune da LV no cdo (Shanchez, 2004). No final dos
anos 90, um subgrupo de células TCD4+ foi caracterizado como células T reguladoras,
anteriormente conhecidas como células T supressoras (Shevach et al., 1998; Nagler et al.,
2004). Esses estudos possibilitaram verificar que células T reg contribuem para a inducdo de
imunossupressao e, desse modo, para a manutencdo da infeccdo (Rodrigues et al., 2009).

Em camundongos e no homem, células Treg podem ser identificadas baseadas na
expressao de moléculas de superficie como a cadeia alfa do receptor de I1L-2 (CD25), pela
expressao do receptor de TNF induzido por glicocorticdide (GITR), CD103, proteina 4
associada a linfocito T citotoxico (CTLA-4) (Dieckmann et al 2001; Jonuleit, et al,2001) e,
ainda, CD127 (Liu, et al, 2006). Mas, estudos recentes mostraram que a deteccdo intracelular
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do fator de transcricdo Foxp3 €é inequivocamente caracteristico de células T reg em roedores
(Ramsdell, F., 2003). Contudo varios pesquisadores tem demonstrado a inducdo da expressao
de Foxp3 em células TCD4+ ativadas que ndo possuem atividade supressora (Walker, et al,
2003; Allan, et al, 2005; Morgan, et al, 2005).

Em cdo, tem sido sugerido que a expressdo de Foxp3 ocorre predominantemente
dentro da populacéo de células T reg, portanto, permitindo o uso da expressao desse fator de
transcricdo como um marcador de células T reg (Biller et al, 2007).

A questdo se Foxp3 é adequado para a identificacdo de células T reg é conflitante.
Alguns estudos tem demonstrado que a expressdo de Foxp3 € aumentada em células T néo
reguladoras (Walker, et al, 2003; Allan, et al, 2005; Morgan, et al, 2005). Por isso a avaliacao
de células Treg deve ser feita pela expressao de multiplos marcadores de superficie associados
a células Treg. Entretanto a auséncia de reagentes para avaliar a expressdo dessas moléculas
no cdo, atualmente impede a analise de células Treg utilizando multiplos marcadores de
superficie. Desse modo, a avaliacdo da expressdo de Foxp3 constitui 0 melhor método
disponivel para identificar células Treg no cdo (Biller et al, 2007).

Em face dos resultados, foi possivel identificar, por citometria de fluxo, leucdcitos no
baco de todos os cdes examinados expressando Foxp3, variando de poucas células, como
observado nos caes oligossintomaticos, para um alta percentagem de células, como observado
nos cées polissintomaticos. De acordo com estudos prévios (Bluestone; Abbas, 2003), esses
resultados sugerem fortemente que essas células no bago séo células Treg naturais.

A avaliacgdo de células Treg em cdes associadas a processos patoldgicos ainda é pouco
conhecida (Biller et al., 2007; Kim et al, 2007; Keppel et al, 2008;). A quantificacdo de
células TCD4+ e TCD4+Foxp3+, ndo revelou diferenca significante entre os grupos de cées
examinados. Contudo observou-se uma tendéncia numérica da presenca de maior nimero de
células TCD4+ nos animais controles, do que nos animais assintomaticos e sintomaticos, o
que difere dos resultados encontrados em trabalhos similares (Sanchez et al., 2004). Mas, esse
resultado indica a importancia de células TCD4+ na mediacdo imune de animais susceptiveis
a LV (Pinelle et al.,1994), visto que haviam mais células nos animais sadios. Por outro lado,
ao analisar apenas os animais infectados, observou-se uma tendéncia da presenga de maior
namero de células TCD4+ nos animais sintomaticos comparados aos assintomaticos. Esses
resultados se contrapdem a analise morfométrica da bainha periarteriolar, que revelou uma
presenca maior de células TCD4+ nos animais assintomaticos. Isto, possivelmente, possa ter
sido influenciado pela colheita de material de baco e o seu processamento, como no preparo
da suspenséo de células, onde pode ter havido perda de células para analise por citometria de
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fluxo, pois era visivel a diferenca na quantidade de pellet formado entre os animais. Mesmo
que a concentracdo de células tenha sido acertada para 2x10° em cémara de Newbauer,
sempre ha algum erro na contagem e, mesmo, em alguns animais ndo havia células suficientes
para chegar a essa concentracdo. Nesse caso 0 calculo de concentragdo era feito com o pellet
total, o que pode ter influenciado nos resultados. Além disso, sabe-se que na modulagdo da
resposta imune de cdes com LV, ocorre uma resposta mista Th1/Th2 (Baneth et al., 2008).
Assim, qualquer desequilibrio nesse padrdo dicotdmico, que influencie a ativacdo celular e a
expressao de citocinas, pode favorecer a progressdo ou o controle da doenca. Ainda podemos
inferir que muitas células T CD4+ nos animais assintomaticos, poderiam néo estar ativadas e,
consequentemente, ndo estariam expressando marcadores de superficie capazes de serem
reconhecidas na citometria de fluxo. Outra possibilidade € a de que os niveis maiores de
celulas TCD4+ nos animais sintomaticos,visto na citometria de fluxo, seriam devido a uma
maior ativacdo dessas celulas na tentativa do controle da infecgao.

A resposta de células TCD4+Foxp3+ nao apresentou diferenca significante entre os
grupos de animais. Nos animais ndo infectados e infectados assintomaticos, essas células
estavam presentes em baixa quantidade. Guardando as devidas proporcoes, estes resultados
apresentam alguma similaridade com individuos saudéveis, nos quais células Treg
representam somente 5-10% de células T CD4+ (ltoh et al.,, 1999; Shevach, 2002;
Vahlenkamp et al., 2004). Mesmo sem qualquer controle de outras enfermidades que
pudessem estar acometendo 0s animais, pois se tratavam de animais recolhidos pela Geréncia
de Zoonozes de Teresina para o controle da LVC e da raiva urbana, esses resultados mostram
que células T reg participam dos eventos patoldgicos e imunolégicos da LV, sendo a sua
presenca em pequena quantidade, compativel com a auséncia ou com a presenca de poucas
manifestacdes clinicas de LV. Sabe-se que células T reg modulam a resposta imune Thl e
Th2 (Belkaid, et al, 2002) e, pelo menos, na leishmaniose tegumentar, células Foxp3
acumulam e suprimem a proliferacdo e producdo de citocinas (Ji et al, 2005), contribuindo
para a manutencédo da infecgcdo (Takahashi, et al. 2000). De modo similar, tem sido observado
que em modelo murino de infec¢do por Leishmania major, células T reg natural favorecem a
expansdo e sobrevivéncia do parasito em linhagem geneticamente resistente. Essas células
acumulam no local da infecgéo e controlam a expressdo de células T efetoras.

Nos animais assintomaticos, ndo havia correlagdo entre a presenca de células T pela
analise histopatoldgica, e a expressao de células T reg, por citometria de fluxo; enquanto
células T estavam presentes em maior quantidade, celulas T reg estavam presentes em menor

quantidade. Este resultado é altamente sugestivo de uma eficiente resposta celular contra o
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parasito, nesses animais, que envolve o recrutamento de células TCD4+ especificas (Sacks,
Noben-Trauth, 2002). J& a comparacao entre 0s animais com manifestacdes clinicas de LV,
incluindo oligossintomaticos e polissintomaticos, revelou uma tendéncia numericamente
maior de células TCD4+Foxp3+ do que nos animais sem manifestacbes clinicas, o que é
compativel com a supressdo da resposta imune determinada pela presenca de células Foxp3+
(Rouse; Suvas, 2004). A comparacdo da resposta de células TCD4+Foxp3+ com a forma
clinica da LVC revelou que os animais assintomaticos apresentavam um nimero menor de
células do que os sintomaticos (oligossintoméaticos e polissintomaticos), mas, era maior
quando comparado apenas aos oligossintomaticos.

A caracterizacdo clinica de cdes com LV ainda ndo estd bem estabelecida. Esta
caracterizacdo é feita basicamente pelo nimero de sinais clinicos que o animal apresenta
(Pozio et al, 1981). Levando em conta os resultados obtidos, parece que células
TCD4+Foxp3+ influencia a manifestagéo clinica da LVC; contudo a sua presenga em menor
guantidade nos animais oligossintomaticos, portanto, animais com até trés sinais clinicos, do

gue nos assintomaticos, decorre de alguma razéo por nos ainda desconhecida.

2.5 Conclusoes

Os sinais clinicos de LVC em éarea endémica se confundem com os de outras

enfermidades, mas os mais frequientes nos animais deste estudo foram lesdes de pele,

linfadenopatia, onicogrifose e emagrecimento;

e Os animais sintomaticos manifestam um quadro de imunossupressdo, caracterizado
por deplecdo de células da bainha periarteriolar que aumentou com a progressao da

doenga;

e Granuloma no bago sugere estar relacionado com o controle da LV, pois foi

encontrado apenas nos animais assintomaticos;

e Células TCD4"Foxp3™ (T reg) estdo presentes no bago de cées;
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e Células TCD4+ estdo presentes no bago de animais com LV, em maior quantidade nos

animais com manifestacées clinicas do que sem manifestacGes clinicas;

e Células T reg influenciam as manifestagdes clinicas da leishmaniose visceral canina
estando presente em menor quantidade nos animais assintomaticos do que nos

sintomaticos;

¢ Nos animais oligossintomaticos ocorre baixos niveis de células Treg.
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Apéndice 1
FICHA PARA EXAME CLINICO

Identificacdo
Animal n°

Sexo: Macho () Fémea ( ); Cor:

Peso: Kg; Idade:

Procedéncia:

Diagndstico: Sorolégico Parasitologico

Exame clinico
Emagrecimento: Sim ( ) N&o ( ) Alopecia: Sim ( ) Néo ( )
Descamacdo furfuracea na pele (seborréia): Sim () Néo ( ) Queratite: Sim ( ) N&o ()
Lesdes na pele: Sim ( ) N&o ()

- Localizacéo: Focinho ( ) Orelha ( ) Extremidades ( ) Outros

UlceracBes na pele: Sim () N&o ()

- Localizacdo: Focinho ( ) Orelha ( ) Extremidades ( ) Outros

Despigmentacdo no focinho: Sim () Néo ( )

No6dulos Subcutaneos: Sim ( ) N&do () Onicogrifose: Sim () Ndo ( ) Conjuntivite: Sim ( ) Néo ( )
Edema: Sim () Ndo ( ) Apatia: Sim ( ) Nao ( )

Febre: Sim ( ) N&o ( ) Mucosas palidas: Sim ( ) N&o ( )

Dispnéia: Sim ( ) Nao ( ) Incoordenacgéo motora: Sim ( ) Néo ( )

Hiperestesia: Sim ( ) N&o ()

Paresia do trem posterior: Sim () N&o ()

Fezes sanguinolentas: Sim () Nao ( ) Diarréia: Sim () Nao ( )

Linfonodos superficiais aumentados: Sim ( ) N&o ( ) Qual?

Exame de necropsia
Linfonodos mesentéricos aumentados: Sim ( ) N&o ( )
Bago aumentado: Sim ( ) N&o ( ) Figado aumentado: Sim () N&o ( )

Observacoes:




Apéndice 2

Anadlise morfométrica das alteragdes em bago de cdes naturalmente infectados com Leishmania (L) chagasi, coradas com H-E

Hematoxilina- eosina (Mediana)

Caes

Foliculos

Bainha Periarteriolar

N de foliculos

Area folicular (x 10° pm?)

Diametro folicular (x 103 um?2)

Numero de arteriolas

espessura ( um)

Controles
40 0 0 0 0 0
41 0 0 0 1 28,69
42 0 0 0 2 45,49
43 1 133,56 1,36 2 5,67
44 2 277,8 2,03 1 11,64
45 1 108,8 1,23 1 7,09
46 2 105,5 1,24 2 11,29
Assintomaticos
2 5 90,99 1,2 6 28,6
5 0 0 0 2 14,31
8 1 185,3 1,7 3 28,6
26 7 147,56 1,61 9 14,34
27 0 0 0 2 32,92
31 1 223,05 2,65 0 0
Oligossintomaticos
1 9 107,7 1,21 10 42,17
6 2 25,3 0,6 9 12,26
7 6 153,8 1,5 14 21,13
11 5 80,8 1,21 10 18,8
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13 0 0 0 3 14,29
15 1 186,9 1,8 1 19,24
16 1 120,56 1,4 10 16,22
17 1 114 1,3 1 21,96
18 1 16,1 1,5 2 9,56
19 1 127,4 1,4 6 11,9
21 0 0 0 5 17,05
25 2 247,15 1,89 2 10,13
28 3 240 1,91 4 21,45
30 8 138,3 1,43 14 15,73
33 5 104,1 1,56 6 19,76
Polissintomaticos

4 0 0 0 6 20,37

9 8 198,56 1,81 13 17,05
10 3 279,8 2,14 5 25,12
12 0 0 0 2 28,98
14 0 0 0 14 11,01
22 3 109,09 1,31 3 9,6
23 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0
29 3 220,57 1,86 0 0
20 5 78,06 1,09 1 7,53
34 1 122,34 1,39 3 25,1




Apéndice 3

Analise morfométrica das alteracbes em baco de cées naturalmente infectados com Leishmania (L)

chagasi, e cies ndo infectados, coradas com Acido periodico de Schiff (PAS)

PAS (média)
Animais Corpusculos de Russel

Controles —

40 0

41 0

42 4

43 17

44 60

45 52

46 27

Assintomaticos

39,5

87

8 21,5

26 0

27 0

31 0
Oligossintomitico |

1 63

6 71

7 0




11 95
13 31
15 15
16 48
17 0
18 0
19 29
21 20
25 0
28 7
30 6
33 8
Polissintométicos |

4 0

9 34
10 8
12 52
14 0
20 13,5
22 32
23 16
24 48
29 34
34 55




