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PINHO, Flaviane A.; MAGALHAES, Nilton A.; SILVA, Kleverton R.; OLIVEIRA,
Fernando, L. L.; CARVALHO, Aline A.; SANCHEZ, Eduardo M. R.; GOTO, Hiro;
COSTA, Francisco A. L. Quantificacdo de mRNA de IGF-1 em pele, figado, baco e
linfonodo popliteo de cdes naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)
chagasi [Quantification of MRNA of IGF-I in skin, liver, spleen and popliteal lymph
nodes of dogs infected naturally with Leishmania (Leishmania) chagasi] Veterinary
Immunology and Immunopatology.

A leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade infecciosa generalizada, cronica, que
acomete preferencialmente 6rgéos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear.
O protozoério causador da LV nas Ameéricas é Leishmania (Leishmania) chagasi. O céo
domeéstico é considerado o principal reservatorio da LV. Durante a infeccéo, o fator de
crescimento insulina simile-I (“insulin-like growth factor-1” = IGF-I) por exercer papel
modulador na resposta imune, sobretudo por sua acdo direta sobre a leishmania, tem-se
destacado como um fator importante no desenvolvimento da LV. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a participacdo de IGF-I no desenvolvimento da infeccdo e na
patogenia da LV em cées naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi
e em cées ndo infectados, analisando a sua expressdo em pele, figado, baco e linfonodo
popliteo. Foram utilizados seis cdes infectados com manifestacdo clinica para LV e seis
caes ndo infectados controle. Os animais foram examinados clinicamente e foram
realizados exames hematol6gicos e bioquimicos. Foram coletados fragmentos da orelha,
regido ungueal anterior, figado, baco e linfonodo popliteo. Foram preparados imprints
dos drgdos em laminas para analise citoldgica e em seguida fragmentos foram fixados
em formol a 10% para analise histopatoldgica, e em meio RPMI 1640 com glicerol a
10% para RT-PCR e PCR em tempo real. Os achados clinicos mais freqlientes foram
lesbes de pele (100%) e linfadenopatia (66,67%). Os exames laboratoriais revelaram
anemia normocitica normocrémica, aumento de transaminase glutdmica piravica (TGP),
aumento de proteinas totais com hiperglobulinemia e hipoalbuminemia em 80% dos
cées infectados. Na andlise citoldgica observou-se uma correlacdo positiva entre o
parasitismo na pele e linfonodo popliteo (r=0,99). A analise histopatoldgica em pele
revelou, dentre outras alteragbes, infiltrado inflamatério difuso efou focal
predominantemente linfohistioplasmocitario. Havia correlacdo entre as alteracOes
inflamatorias presentes na orelha e regido ungueal (r= 0,85). O figado apresentou como
lesdo mais severa, metamorfose gordurosa. Havia hipertrofia e hiperplasia de células de
Kupffer em intensidade maior no grupo de animais infectados quando comparado ao
grupo controle (P= 0,0476). No baco, foi encontrado deplecdo de células da bainha
periarteriolar e granulomas. No linfonodo popliteo observou-se infiltrado inflamatério
linfohistioplasmocitario na capsula e hiperplasia de foliculos em intensidade maior do
que no grupo controle (P=0,0274). Além disso, havia deplecdo de foliculos e de células
da regido paracortical. Ao analisar os niveis séricos de IGF-1, observou-se que o0s
animais infectados apresentavam niveis diminuidos quando comparado ao grupo
controle, mas sem diferenca significante. A andlise da expressdo de mRNA de IGF-I
permitiu observar que em pele, baco e figado, ocorreram valores maiores de IGF-1 nos
cdes infectados quando comparados aos animais controles. Em contrapartida, em
linfonodo popliteo os animais infectados apresentaram expressdo de IGF-I menor
guando comparados aos animais controles. De um modo geral, figado de cées
apresentava uma maior expressao de mMRNA de IGF-I quando comparados aos demais
6rgdos. Nos animais com um quadro clinico mais avangado para LV, observou-se uma
notavel queda na expressao de IGF-1 em pele, baco e linfonodo, exceto no figado.
Conclui-se que animais com LV apresentaram uma maior



expressao de IGF-1 em pele, baco e figado, sugerindo que a expressdo de IGF-I pode
estar associada com o estabelecimento da infec¢do leishmanidtica.

Palavras-chave: leishmaniose visceral, cdo, insulin-like growth factor I, pele



PINHO, Flaviane A.; MAGALHAES, Nilton A.; SILVA, Kleverton R.; OLIVEIRA,
Fernando, L. L.; CARVALHO, Aline A.; SANCHEZ, Eduardo M. R.; GOTO, Hiro;
COSTA, Francisco A. L. Quantification of mMRNA of IGF-I in skin, liver, spleen and
popliteal lymph nodes of dogs infected naturally with Leishmania (Leishmania) chagasi
[Quantificacdo de mRNA de IGF-I em pele, figado, baco e linfonodo popliteo de cées
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi] Veterinary Immunology
and Immunopatology.

Visceral leishmaniasis (VL) is a widespread chronic infectious disease where that
parasite occurs mainly in organs rich in cells of the mononuclear phagocyte system. The
protozoan that causes VL in the Americas is Leishmania (Leishmania) chagasi. The
domestic dog is considered the main reservoir of VL. During infection, the insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) plays a role in the modulation of the immune response in the
leishmaniasis, particularly acting directly on Leishmania. The aim of this study was to
evaluate the participation of IGF-1 in the development of the infection and the
pathogenesis of LV in six dogs naturally infected with Leishmania (Leishmania)
chagasi. Skin, liver, spleen and popliteal lymph node were examined. Following
autopsy, ear, ungueal region, liver, spleen and popliteal lymph nodes were obtained for
touch imprint cytology. Fragments of these organs were fixed in 10% formalin for
histopathological analysis, and in RPMI 1640 medium with 10% glycerol for RT-PCR
and real-time PCR. The most frequent clinical findings were skin lesions (100%) and
lymphadenopathy (66.67%). Laboratory tests revealed normochromic normocytic
anemia, increase of glutamic pyruvic transaminase (TGP), hypoalbuminemia and
hyperglobulinemia in 80% of infected dogs. The cytological analysis showed a positive
correlation between the parasitism in the skin and popliteal lymph node (r = 0.99). The
histopathologic analysis of skin showed a diffuse and/or focal infiltrate predominantly
lymphobhistioplasmocitary. There was correlation between the inflammatory changes
present in the ear and ungueal region (r = 0.85). In the liver the more severe alteration
was fatty changes. There was hypertrophy and hyperplasia of Kupffer cells that were
more intense in the group of infected animals when compared to the control group (P =
0.0476). In the spleen, there was depletion of periarteriolar sheath cells and granuloma.
In the popliteal lymph node inflammatory infiltrate lymphohistioplasmocitary in the
capsule was observed. Hyperplasia of follicles was observed in greater proportions than
in the control group (P = 0.0274). Moreover, there was depletion of follicles and cells of
the paracortical area. The serum levels of IGF-I, in the infected animals were reduced
compared to the control group. Analysis of MRNA expression of IGF-I observed in the
skin, spleen and liver, revealed higher levels in the infected dogs when compared to
control animals. In contrast, popliteal lymph node in the infected animals showed
expression of IGF-1 was lower when compared to control animals. In general, the liver
of dogs showed a higher mMRNA expression of IGF-1 when compared to other organs. In
animals with a more advanced clinical feature of VL, there was a notable decrease in the
expression of IGF-1 in the skin, spleen and lymph node, except the liver. In conclusion
the animals with VL had a higher expression of IGF-I in skin, spleen and liver which
suggests that the expression of IGF-I is related to the the establishment of leishmanial
infection.

Keywords: visceral leishmaniasis, dog, insulin-like growth factor I, skin
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1 INTRODUCAO GERAL

As leishmanioses sdo doencas endémicas com altos indices de morbidade e
mortalidade. Mais de trezentos e cinquenta milhdes de pessoas (adultos e criangas), em
diferentes partes do mundo, estdo em risco de contrair leishmaniose e estima-se que cerca de
60.000 mortes por ano ocorram devido a essa enfermidade. As leishmanioses sdo
consideradas um dos principais problemas de sade publica, com uma prevaléncia mundial de
12 milhdes de casos/ano e uma incidéncia de 1,5 milhGes de casos de leishmaniose cutanea e
500.000 casos de leishmaniose visceral (LV). Atualmente, as leishmanioses tém uma larga
distribuicdo geogréfica e sdo agora relatadas em areas ndo endémicas (WHO, 2010).

O protozoario causador da LV nas Américas é um parasita intracelular obrigatério, da
familia Trypnosomatidae, género e subgénero Leishmania e espécie Leishmania (Leishmania)
chagasi (Sinonimia = L. infantum) (MAURICIO; STOTHARD, MILES, 2000). A principal
forma de transmisséo do parasita para 0 homem e outros hospedeiros mamiferos é pela picada
de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae, conhecidos
genericamente por flebotomineos. A Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis é a principal espécie
transmissora da L. chagasi no Brasil, mas outra espécie, a L. cruzi, foi considerada vetor em
foco da doenca no estado de Mato Grosso do Sul (SANTOS et al., 1998).

O complexo das leishmanioses, quanto as caracteristicas clinicas e a relacdo parasito-
hospedeiro, pode ser dividido em duas doengas distintas: leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV). A LT é considerada uma enfermidade polimorfica e espectral da
pele e das mucosas, que pode se manifestar por meio de diferentes formas clinicas: cutanea,
cutaneomucosa e disseminada (LAINSON; SHAW, 1998). A LV ou calazar ¢ uma
enfermidade infecciosa generalizada cronica, que acomete preferencialmente 6rgdos ricos em
células do sistema fagocitico mononuclear, podendo ser fatal ao hospedeiro (SANTOS-
GOMES; CAMPINO; ARRANCHES, 2000; SILVA, 2007).

No Brasil, a LV inicialmente tinha um carater eminentemente rural e, mais
recentemente, vem se expandindo para areas urbanas de médio e grande porte. Na década de
90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos notificados de LV ocorreram na
Regido Nordeste. A medida que a doenca se expande para outras regides e atinge areas
urbanas e periurbanas, a prevaléncia da doenca vem se modificando, de modo que a Regido
Nordeste, no periodo de 2000 a 2002, ja apresentou uma reducdo para 77% dos casos
registrados no pais (BRASIL, 2006).
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No ano de 2000, foram registrados 3.779 novos casos de LV em humanos em 18
estados brasileiros. Estima-se que para cada caso humano, ocorra uma média de pelo menos
200 cdes infectados. As infeccdes dos cdes precedem sempre o0 surgimento de casos humanos,
pois 0 cdo é considerado o principal reservatério da doenca para o0 homem (MONTEIRO;
LACERDA; ARIAS, 1994; DESJEUX, 2003).

A doenca tem apresentado mudancas importantes no padrdo de transmisséo,
inicialmente predominado pelas caracteristicas de ambientes rurais e periurbanas e, mais
recentemente, em centros urbanos como S&o Luis (MA), Fortaleza (CE), Natal (RN), Aracaju
(SE), Belo Horizonte (MG), Santarém (PA), Corumba (MS), Campo Grande (MS), Palmas
(TO), Aracatuba (SP) com registro de casos autdctones (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994;
TESH, 1995).

Dentre os estados do Nordeste, o Piaui foi palco da primeira epidemia de LV humana
ha quase trés décadas. Em Teresina, foram notificados os primeiros casos humanos a partir de
1971, mantendo seis casos/ano até 1980. No periodo de 1971 a 1979 a LV apresentava-se
como uma endemia no Estado e, a maioria dos casos, era notificada como procedente de
Teresina. A epidemia teve inicio em 1981, com o registro de 55 casos, ocorrendo dentro de
periodos bem definidos compreendidos entre os anos de 1981-1986 e 1989-1995 (COSTA,;
PEREIRA; ARAUJO, 1990; ARAUJO, 1995). Desde entdo, a cidade de Teresina, sofreu
muitas transformacdes socio-econdmicas e ambientais, que contribuiram, ainda mais, para o
aumento da prevaléncia e incidéncia da LV humana e canina (WERNEK et al., 2008).

A doenca canina, do ponto de vista epidemioldgico, é considerada mais importante
gue a doenca humana, pois além de ser mais prevalente, os animais infectados apresentam
elevado parasitismo cutaneo, tornando-os a principal fonte de infeccdo para os insetos vetores
(RIBEIRO et al, 1999). Os cdes preenchem as condicdes necessarias para serem
reservatorios, por serem altamente susceptiveis a infeccdo, por apresentarem intenso
parasitismo cutaneo e também pelo seu convivio junto ao homem (DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2006). No entanto, mais de dois milhdes de cdes participaram de uma
triagem e mais de 160.000 cées soropositivos foram eliminados, mas a incidéncia da LV
humana néo foi reduzida em niveis aceitaveis (BRAGA et al., 1998).

Comparando-se a infec¢do canina e o percentual de eliminacdo de cées soropositivos
nos periodo de 1995 a 2006 em Teresina-Pl, foi observado que apesar da taxa de eliminagédo
ser relativamente alta, com média de 62,97%, a mesma ndo parece ter exercido influéncia
sobre a infeccdo canina de forma regular, pois a eliminacéo elevada de cées soropositivos em

um ano ndo conseguiu reduzir a infeccdo canina no ano seguinte. Além disso, nesse mesmo
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periodo ndo foi possivel verificar a influéncia significante da infeccdo canina sobre a
incidéncia humana (ARAGAO; DOURADO; PACHECO, 2008).

De acordo com a Geréncia de Zoonoses de Teresina — Pl (dados ndo publicados), o
inquérito soroldgico realizado em 23.918 amostras de cdes oriundos de todas as regides da
cidade, no periodo de janeiro a dezembro de 2008, apresentou resultados positivos em 3.115
cdes (13,02%). No posto permanente da Geréncia de Zoonoses de Teresina-Pl1 (GEZOON), no
mesmo periodo, foram realizados 2.339 exames soroldgicos apresentando resultados positivos
em 458 (19,58%) dos animais.

O cdo doméstico desempenha grande importancia na epidemiologia da LV em éareas
endémicas por albergar o parasita na derme, atuando, desse modo, como fonte de infeccdo
para flebotomineos durante o repasto sanguineo (LAINSON; SHAW, 1987; MATTOS JR et
al., 2004). No entanto, ndo somente o céo é reservatorio da L. chagasi em éreas urbanas, mas,
também, animais da fauna sinantrépica e, inclusive, 0 homem, sdo considerados reservatorios
do parasita no Brasil (COSTA, 1997; COSTA et al., 2000).

Nos arredores de Teresina ja foram observadas raposas (Cerdocyon thous)
naturalmente infectadas por L. chagasi (MENDONCA et al., 2003; ANTUNES et al., 2006).
Esses animais favorecem a possibilidade de comunicagdo reciproca com cées e seres humanos
das proximidades (ANTUNES et al., 2006). O soro de raposas (Cerdocyon thous) foi testado
para verificar a presenca de anticorpos contra as proteinas da saliva de L. longipalpis, tendo
sido observado que esses animais apresentaram altos titulos de anticorpos, sugerindo contato
entre raposas e o0 vetor de LV em Teresina. Amostras de soro de humanos e cédes que viviam
na mesma area apresentaram menor reatividade contra a saliva do vetor quando comparado as
raposas. Esses achados sugerem que o foco de transmissdo natural de L. chagasi existe
independentemente da transmisséo entre cées e humanos (GOMES et al., 2007).

Os cdes sdo considerados a parte mais vulneravel no ciclo de transmissdo de L.
chagasi. No entanto, a infeccdo ndo significa necessariamente doenca ativa (MORENO;
ALVAR, 2002). Cerca de 60-80% dos animais que tém contato com o parasito, como
demonstrado pela presenca de anticorpos anti-leishméania ou por resposta imune mediada por
célula especifica ou pela deteccdo de DNA de leishménia pela Reacdo em Cadeia de
Polimerase, ndo apresentaram manifestagdes clinicas da enfermidade (BERRAHAL et al.,
1996; CABRAL et al., 1998; SOLANO-GALLEGO et al., 2001), tornando impossivel o
diagndstico puramente clinico. Dessa forma, o diagndstico da doenca é complexo e deve se

fundamentar em informacdes relativas ao estado clinico do animal, epidemiologia da area de
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ocorréncia da doenca, achados parasitoldgicos, sorolégicos e moleculares, sendo que todos 0s
dados devem ser considerados em conjunto (ALVAR et al., 2004).

A importancia do cdo assintomatico na cadeia epidemioldgica tem gerado varios
questionamentos a respeito do seu papel como reservatorio potencial na transmissdo da LV.
Parte dos animais infectados, mesmo na auséncia de manifestagcdes clinicas da doenca,
apresenta parasitismo cutaneo, sendo potencialmente infectantes para o vetor (TRAVI et al.,
2001; MORENO; ALVAR, 2002; LARANJEIRA, 2008; REIS et al., 2009). Em
contrapartida, outros estudos demonstram que a carga parasitaria esta correlacionada com o
estado clinico. Os cdes assintométicos apresentam baixo parasitismo em Orgdos do sistema
fagocitico mononuclear e, mesmo, auséncia de parasitas na pele (SOLANO-GALLEGO et al.,
2001; VERCOSA et al., 2008). Portanto, animais que apresentam manifestacdes clinicas
possuem maior probabilidade de infectar os vetores flebotomineos que cdes sem
manifestacdes clinicas (VERCOSA et al., 2008). A infeccdo em cdes por espécies de
Leishmania é clinicamente semelhante a infeccdo humana, embora no céo sintomatico, além
do acometimento das visceras, sejam freqlentemente encontradas lesdes de pele e anexos,
destacando-se dermatite esfoliativa, alopecia, ulceragfes cutaneas, sobretudo nas orelhas,
focinho e ponta da cauda, onicogrifose e hiperceratose nasal e digital (CIARAMELLA et al.,
1997; ALVAR et al., 2004; KRAUSPENHAR et al., 2007).

Os principais sinais clinicos na leishmaniose visceral canina (LVC) sdo caquexia,
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia, linfadenopatia e lesbes de pele
(CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999; BRITO et al., 2004; LIMA et al., 2004;
LANGONI et al., 2005; LINHARES et al., 2005; KRAUSPENHAR et al., 2007). Apesar do
viscerotropismo natural da L. chagasi, lesbes de pele sdo as manifestacbes mais frequentes
(FERRER et al., 1988).

As leishmanias quando sdo inoculadas na pele do hospedeiro pelos flebotomineos,
invadem os macrofagos e neles se multiplicam. Cerca de trés horas ap6s a inoculacao,
leishmanias sdo observadas em varios neutréfilos e alguns macréfagos, dependendo da
resposta do hospedeiro, de onde podem se disseminar para outros érgdos ricos em células do
sistema fagocitico mononuclear como bago, medula 0ssea, figado e trato gastrointestinal
(SANTOS-GOMES; CAMPINO; ARRANCHES, 2000; TAFURI et al., 2001).

Histologicamente, na maioria dos Orgdos, os macréfagos parasitados podem ser
encontrados tanto de forma difusa quanto podem constituir granulomas e, as vezes, podem
estar associados a grandes quantidades de plasmocitos (RIDLEY, 1987). No figado, €
observada hipertrofia das células de Kupffer, as quais podem estar intensamente parasitadas.
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Na medula 6ssea, os histidcitos parasitados vdo gradativamente substituindo o tecido
hematopoiético. O baco pode apresentar capsula espessa, intenso parasitismo e hipotrofia da
polpa branca (REY, 2002).

Estudos em cdes experimentalmente infectados por L. chagasi, demonstraram que as
principais alteracdes histoldgicas ocorrem em 6rgéos linfoides e tecido cutaneo. A maior delas
foi a reducdo da populacéo de linfdcitos nas regides paracorticais dos linfonodos e tonsilas, e
na bainha linfocitaria periarteriolar do baco. Outra caracteristica morfologica importante
observada foi a hiperplasia nodular e aumento de células plasmaticas nos foliculos linfoides
dos linfonodos, tonsilas, baco e placas de Peyer; todas essas areas sao predominantemente B-
dependentes, indicando que a infeccdo experimental de LV canina apresenta lesdes
semelhantes as observadas aos casos humanos. Os cées desenvolveram lesdes cuténeas
progressivas e evidéncias de supressao da imunidade mediada por células (KEENAN et al.,
1984).

A LV é uma doenca infecciosa grave que pode ser fatal se ndo tratada, pois o
hospedeiro susceptivel falha em desencadear uma resposta protetora eficiente contra o
parasita (GONTIJO; MELO, 2004). Mesmo conhecendo as caracteristicas dos agentes
causadores das leishmanioses e 0 modo como esses infectam um hospedeiro vertebrado,
entende-se hoje que a resposta imune do hospedeiro mamifero pode levar a cura espontanea
ou a progressdo da doenca (GRIMALDI JR; TESH, 1993; RIVAS et al., 2004).

Sabe-se que nas leishmanioses a resposta imune celular é considerada a mais
importante tanto na resisténcia quanto na suscetibilidade a infeccdo (SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002). No entanto, na fase inicial, fatores inespecificos estdo sendo considerados
fundamentais na determinacdo do curso da doenca (REINER; LOCKSLEY, 1995;
SHANKAR; TITUS, 1995). Além do sistema complemento, neutréfilos e eosindfilos
(SACKS; LOUIS; WIRTH, 1993; LAURENTI et al., 1996), outros fatores estdo sendo
considerados nessa fase, dentre eles, o fator de crescimento insulina-simile I (“insulin-like
growth factor”-1GF-1).

IGF-1 estd despertando grande interesse no estudo da imunidade nas leishmanioses,
pois supostamente corresponde a um dos primeiros fatores encontrados pelas formas
promastigotas de leishmania na pele do hospedeiro e, possivelmente, como amastigotas, apos
a internalizacdo por macrogafos (GOTO et al., 1998).

Os fatores de crescimento insulina-simile (Insulin-like growth factor — IGF) sdo
polipeptideos filogeneticamente bem preservados, com massa molecular de 7,5 kDa, sendo
conhecidas duas formas principais: IGF-I e —II, que apresentam 60% de similaridade na
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seqliéncia de residuos de aminoécidos. Estdo presentes na circulagdo e na maioria dos tecidos;
sdo sintetizados pela maioria das células, mas, principalmente, pelos hepatécitos. No soro e
nos tecidos a maior parte desses fatores encontram-se ligados as proteinas ligantes de IGF
(“IGF-binding proteins” = IGF-BPs). IGF-1 e —IlI interagem com receptores de superficie
(IGF-IR e IGF-IIR), presentes nas células da maioria dos tecidos. O IGF-IR é o que apresenta
funcBes mais definidas e importantes no processo biolégico (HUMBEL, 1990; RECHELER;
NISSLEY, 1990; JONES; CLEMONS, 1995).

Os IGFs participam do crescimento e da funcdo de quase todos os 6rgdos (LE ROITH,
1997), além disso, sdo importantes na inducdo da resposta inflamatoria, ativagdo imune e cura
de feridas (JONES; CLEMONS, 1995; KRATZ et al., 1992; KRATZ; GIDLUND, 1994). O
IGF-I exerce efeitos metabolicos similares a insulina e esta envolvido na homeostase tecidual
por meio da regulacdo da proliferacdo celular e morte programada das células (apoptose).
Evidéncias sugerem que IGF-lI afeta a homeostasia do sistema imune por aumentar
linfopoiese, granulopoiese, proliferacdo celular e sobrevivéncia celular (KOOIJIMAN;
HOOGHE-PETERS; HOOGHE, 1996; CLARK, 1997).

Nas leishmanioses, o IGF-I mostrou-se relevante por induzir in vitro um aumento na
proliferacdo de formas promastigotas de L. (L.) mexicana, L. (V.) panamensis, L. (L.)
amazonensis e em formas amastigotas axénicas de L. (L.) mexicana, induzindo a fosforilacédo
de moléculas intracelulares. O mesmo ndo acontece quando leishmanias sdo estimuladas com
IGF-I1. In vivo, estudos demonstraram que ha aumento da lesdo em camundongos BALB/c
infectados com Leishmania (V.) panamensis pré-incubada com IGF-I, com nimero maior de
parasitas viaveis no sitio da lesdo acompanhado de maior infiltrado inflamatério, com
propor¢cdo maior de parasitos/célula no tecido, mostrando que IGF-1 na interacdo
parasito/hospedeiro favorece o crescimento do parasita no interior da célula hospedeira. Além
disso, dados in vitro mostraram que IGF-I também pode afetar estagios tardios da infeccéo,
por estimular formas amastigotas dentro do macré6fago e/ou atingir o vactolo parasitoforo. No
entanto, 0s mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo estdo claros (GOMES et al.,
1997; GOMES et al., 1998; GOTO et al., 1998).

Como o efeito leishmanicida de macrofagos € exercido por 6xido nitrico (“nitric
oxide” = NO) e peroxido de hidrogénio (H,O,) e como o efeito de IGF-I, observado na
exarcebacdo da lesdo, pode ser por interferéncia no mecanismo de agdo do NO e H,0,, foi
estudado o seu efeito na interacdo L. (L.) amazonensis e macrofago peritoneal de camundongo
in vitro. Foi observado que o parasitismo de macrofagos estava aumentado sob efeito de IGF-
I. Ao mesmo tempo, a producdo de H,O, ndo apresentava alteracdo, porém, NO apresentava-
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se reduzido em culturas de macréfagos de camundongo BALB/c infectados com Leishmania
(L.) amazonensis estimuladas com IGF-I em relacéo a culturas ndo estimuladas. Na sequéncia,
foi observado que o efeito de IGF-I seria na ativacdo de arginase do parasita e,
provavelmente, também do macréfago, com geragdo de poliaminas que s&o nutrientes para o
parasita e, reciprocamente, com reducdo da produgdo de NO (VENDRAME et al., 2007).

Assim, foi observado que IGF-1 é um fator que tem efeito no curso da doenca
leishmanidtica, exercendo um papel modulador da resposta imune, destacando-se, sobretudo,
a sua acédo direta sobre a leishménia, diferindo, portanto, dos demais fatores que agem
principalmente na célula hospedeira (GOMES et al., 2000). Os estudos sobre IGFs nas
leishmanioses sdo escassos, tanto como elemento inespecifico do hospedeiro, quanto no que
se refere a resposta imune especifica. Esta se torna mais complexa uma vez que o perfil Thle
Th2 ndo é bem definido em infecgdes por espécies de Leishmania como L. (L.) donovani, L.
(L.) chagasi (PINELLI et al, 1994; PINELLI et al, 1999) e L. (L.) amazonensis (QI et al,
2004).

A expressdo de IGF-I, principalmente por macrdéfagos, € desencadeada por um
conjunto especifico de citocinas que levam a um aumento do mesmo durante 0 processo
infeccioso. Wynes e Riches (2003) observaram in vitro em macrdfagos obtidos da medula
Ossea de camundongo, que citocinas do perfil Thl, principalmente IFN-y, diminuem a
expressao de IGF-1, enquanto que citocinas do perfil Th2, principalmente IL-4 e IL-13,
estimulam a expresséo de IGF-I.

O entendimento do perfil da expressdo de citocinas na leishmaniose visceral canina
ainda ndo esta claro. A resposta protetora em caes foi relatada em animais com auséncia de
sinais clinicos, baixos niveis de anticorpos e carga parasitaria reduzida, além de uma resposta
linfoproliferativa in vitro ou uma resposta tardia contra os antigenos na pele. Estudos prévios
descreveram que a ativagdo de células do perfil Thl produz IFN-y, IL-2 e TNF-a (PINELLI et
al., 1994; PINELLI et al. 1999). Por outro lado, a doenca ativa € caracterizada por uma
marcada resposta humoral, uma imunossupressao especifica contra o parasita que aparece em
animais com sinais clinicos avancados da doenca e com alta carga parasitaria nos diferentes
tecidos (REIS et al., 2006). O perfil de citocinas observado nessas condi¢cdes € um misto da
resposta Th1/Th2 (PINELLI et al., 1999; SANTOS-GOMES et al., 2002, CARRILLO;
MORENO, 2009).

Por fim, pesquisas foram desenvolvidas na leishmaniose experimental murina no
intuito de desvendar a importancia de IGF-1 na doenca, abrindo portas para uma intervencéo

terapéutica mais eficiente. Neste contexto, cabe destacar que o cdo é considerado um modelo
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experimental bastante relevante por desenvolver a doenca na sua forma plena, a semelhanca
da manifestacdo da doenca no homem, portanto, revelando caracteristicas imunolégicas e
patoldgicas importantes para o estudo dos fatores intrinsecos envolvidos no curso da
enfermidade (DEPLAZES et al, 1995, HOMMEL et al.,1995; SANTOS-GOMES;
CAMPINO; ARRANCHES, 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a participacdo de IGF-I no desenvolvimento da
infeccdo e na patogenia da LV em cées naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)
chagasi, analisando a sua expressao em pele, figado, baco e linfonodo popliteo.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: resumo, summary seguido de
uma introducdo englobando revisdo de literatura e objetivos; um capitulo contendo artigo
completo, intitulado “Expressdo de IGF-1 em pele, figado, baco e linfonodo popliteo de
cées naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi”, a ser encaminhado
para publicacdo na Veterinary Immunology and Immunopatology, estruturados de acordo com

as normas da revista.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic infectious disease caused by protozoa Leishmania
(Leishmania) chagasi. The domestic dog is considered the main reservoir of VL. During
infection, the insulin-like growth factor-1 (IGF-1) plays a role in the modulation of the
immune response in the leishmaniasis, particularly acting directly on Leishmania. To evaluate
the participation of IGF-I in the development of the infection and the pathogenesis of VL, the
expression of IGF-I in skin, liver, spleen and lymph nodes was evaluated in six symptomatic
dogs naturally infected by Leishmania chagasi and six uninfected dogs. The most frequent
clinical findings were skin lesions (100%) and lymphadenopathy (66.67%). Laboratory tests
revealed normochromic normocytic anemia, increase of glutamic pyruvic transaminase

(TGP), hypoalbuminemia and hyperglobulinemia in 80% of infected dogs. The cytological
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analysis showed a positive correlation between the parasitism in the skin and popliteal lymph
node (r = 0.99). The histopathologic analysis of skin showed a diffuse and/or focal infiltrate
predominantly lymphohistioplasmocitary. There was correlation between the inflammatory
changes present in the ear and ungueal region (r = 0.85). In the liver the more severe
alteration was fatty changes. There was hypertrophy and hyperplasia of Kupffer cells more
intense in the group of infected animals when compared to the control group (P = 0.0476). In
the spleen, there was depletion of periarteriolar sheath cells and granuloma. In the popliteal
lymph node was observed inflammatory infiltrate lymphohistioplasmocitary in the capsule.
Hyperplasia of follicles was observed in greater proportions than in the control group (P =
0.0274). Moreover, there was depletion of follicles and cells of the paracortical area. The
serum levels of IGF-I, in the infected animals were reduced compared to the control group.
Analysis of mMRNA expression of IGF-I observed in the skin, spleen and liver, revealed higher
values in infected dogs when compared to control animals. In contrast, popliteal lymph node
in the infected animals showed expression of IGF-1 was lower when compared to control
animals. In general, the liver of dogs showed a higher mRNA expression of IGF-1 when
compared to other organs. In animals with a clinical picture more advanced of LV, there was
a notable decrease in the expression of IGF-I in skin, spleen and lymph node, except the liver.
In conclusion the animals with VL had a higher expression of IGF-1 in skin, spleen and liver
which suggests that the expression of IGF-I is related to the establishment of leishmanial

infection.

Keywords: visceral leishmaniasis, dog, insulin-like growth factor I, skin

2.1  INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca sistémica, causada pela
Leishmania (Leishmania) chagasi (Syn= L. infantum) (Mauricio et al., 2000) no continente
americano, caracterizada por um comprometimento severo de 6rgdos do sistema fagocitico
mononuclear com intensa proliferagdo de células (Brandonisio et al., 1990).

A LVC tem um grande impacto na salde publica brasileira porque o cdo é o mais
importante reservatorio de leishmaniose visceral no ambiente urbano e periurbano (Reithinger
e Davies, 1999; Palatnik-de-Sousa et al., 2001), por ser altamente susceptivel a infeccéo, por
apresentar intenso parasitismo cutaneo e, também, pelo seu convivio junto ao homem
(Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006).
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A LVC é uma doenga infecciosa grave que, quando clinicamente manifesta, € fatal
para o0 cdo (Silva, 2007) e quando ndo tratada traz consequéncias sérias para 0 homem
(Gontijo e Melo, 2004). O controle ou a progressao da doenca envolve fatores especificos e
inespecificos da resposta imune do hospedeiro e a capacidade de evasdo do parasita. O fator
de crescimento insulina-simile | (IGF-I) corresponde a um dos primeiros fatores encontrados
pelas formas promastigotas de leishméania na pele do hospedeiro e, possivelmente, pelas
formas amastigotas, ap0s a internalizacéo por macréfagos (Goto et al., 1998).

O IGF-I tem se mostrado relevante por induzir in vitro um aumento na proliferacdo de
formas promastigotas de Leishmania L. (L.) mexicana, L. (V.) panamensis, L. (L.)
amazonensis e em formas amastigotas axénicas de L. (L.) mexicana, induzindo a fosforilagédo
de moléculas intracelulares. In vivo, estudos demonstraram que ha aumento da lesdo em
camundongos BALB/c infectados com Leishmania (V.) panamensis pré-ativada com IGF-I,
com numero maior de parasitas viaveis no sitio da lesdo acompanhado de maior infiltrado
inflamatdrio, com proporcdo maior de parasitos/célula no tecido, mostrando que IGF-I na
interacdo parasito/hospedeiro favorece o crescimento do parasita no interior da célula
hospedeira. Além disso, IGF-I também pode afetar estagios tardios da infeccdo, por estimular
formas amastigotas dentro do macréfago e/ou atingir o vacuolo parasitéforo. No entanto, os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo estdo claros (Gomes et al., 1997; Gomes et
al., 1998; Goto et al., 1998).

Como o efeito leishmanicida de macrofagos ¢ exercido por o6xido nitrico (“nitric
oxide” = NO) e peroxido de hidrogénio (H,O,) e como o efeito de IGF-I, observado na
exarcebacdo da lesdo, pode ser por interferéncia no mecanismo de acdo do NO e H,0,, foi
estudado o seu efeito na interacdo L. (L.) amazonensis e macrofago peritoneal de camundongo
in vitro. Foi observado que o parasitismo de macrofagos estava aumentado sob efeito de IGF-
I. Ao mesmo tempo, a producdo de H,O, ndo apresentava alteracdo, porém, NO apresentava-
se reduzido em culturas de macrofagos de camundongo BALB/c infectados com Leishmania
(L.) amazonensis estimuladas com IGF-I em relacdo a culturas ndo estimuladas. Na sequéncia,
foi observado que o efeito de IGF-I seria na ativacdo de arginase do parasita e,
provavelmente, também do macrofago, com geragdo de poliaminas que s@o nutrientes para o
parasita e, reciprocamente, com reducdo a producdo de NO (Vendrame et al., 2007).

Assim, IGF-1 é um fator que tem efeito no curso da doenca leishmaniotica exercendo
um papel modulador da resposta imune, destacando-se, sobretudo, a sua agéo direta sobre a
leishmania, diferindo, portanto, dos demais fatores que agem principalmente na célula

hospedeira (Gomes et al., 2000). Os estudos sobre IGF-I nas leishmanioses séo escassos,
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tanto como elemento inespecifico do hospedeiro, quanto no que se refere a sua participacéo na
resposta imune especifica. Esta se torna mais complexa uma vez que o perfil Thl e Th2 nédo é
bem definido em infec¢des por espécies de Leishmania como L. (L.) donovani, L. (L.) chagasi
(Pinelli et al., 1994; Pinelli et al., 1999) e L. (L.) amazonensis (Qi et al., 2004).

Por fim, pesquisas foram desenvolvidas na leishmaniose experimental murina no
intuito de desvendar a importancia de IGF-1 na doenca, abrindo portas para uma intervencao
terapéutica mais eficiente no combate a infeccdo leishmanidtica. Neste contexto, cabe
destacar que o cédo € considerado um modelo experimental bastante relevante por desenvolver
a doenca na sua forma plena, a semelhanca da manifestacdo da doenca no homem, portanto,
revelando caracteristicas imunologicas e patoldgicas importantes para o estudo dos fatores
intrinsecos envolvidos no curso da enfermidade (Deplazes et al., 1995; Hommel et al.,1995;
Santos-Gomes et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a participacdo de IGF-I no desenvolvimento da
infeccdo e na patogenia da LV em cées naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)

chagasi, analisando a sua expressdo em pele, figado, baco e linfonodo popliteo.

2.2  MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste estudo 12 cdes provenientes de area endémica para LV da
cidade de Teresina-Piaui, recolhidos pela Geréncia de Zoonoses. Cées adultos, machos e
fémeas, de idade desconhecida foram examinados aleatoriamente para leishmaniose em
levantamento epidemioldgico realizado pela Geréncia de Zoonoses, com base na deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania, pelos métodos de ELISA (Ensaio imunoenzimatico) e/ou
imunofluorescéncia indireta (IFI). Como teste padréo para confirmacdo da doenca realizou-se
exame direto para deteccdo de Leishmania, por meio de esfregacos, corados com Giemsa, de
medula 6ssea esternal, aspirado de linfonodo popliteo e/ou sangue periférico de orelha. Os
animais foram divididos em dois grupos: seis cdes naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi com manifestacfes clinicas da doenga e seis animais controles néo
infectados.

Os animais foram examinados quanto aos parametros clinicos conforme ficha de
avaliacdo anexa (apéndice 1). Foi realizado exame hematimétrico do sangue de todos 0s
animais, utilizando-se técnica automatizada em equipamento VetABC, além da contagem

diferencial de leucocitos em esfregaco sanguineo. Com o uso do “kit” LABTEST (Labteste
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Diagnostico S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) foram avaliadas as concentracdes de creatinina
(catalogo n° 35) e uréia (catdlogo n° 27) no sangue.

Foram realizadas dosagens bioquimicas no soro utilizando kits do LABTEST
(Labteste Diagndstico S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil): AST/TGO (catdlogo n° 109),
ALT/TGP (catdlogo n® 198), albumina (catadlogo n° 19), proteinas totais (catdlogo n° 99) e
fosfatase alcalina (catdlogo n° 40). Os niveis séricos de IGF-1 foram avaliados pelo
Laboratorio de Hormonios do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo por ensaio quimioluminescente IGF-I Immulite 2000 (DPC —
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA).

Apdbs o exame clinico, os cdes foram eutanasiados com overdose de tiopental sodico
(33%, da dose de 5 ml/kg, 1V). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o
guia brasileiro de cuidados e uso de animais de laboratério (Projeto numero 3.964/97 -
http://www.planalto.gov.br). Todos os protocolos experimentais foram previamente
analisados e aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui. Os animais
controles ndo infectados foram doados pela Geréncia de Zoonoses de Teresina-Pl, os quais
pertenciam ao grupo de animais errantes capturados para o controle da raiva urbana.

Logo apos a eutandsia, os animais foram submetidos & necropsia completa e coletados
fragmentos de pele da regido da orelha e ungueal anterior, figado, baco e linfonodo popliteo.
Imprints dos 6rgaos em laminas foram realizados, fixados com alcool metilico, corados com
Giemsa (Mikel, 1994) e examinados em microscopio de luz para a identificacdo de
amastigotas. A contagem de parasitos foi feita em 50 campos aleat6rios com objetiva de 100x.

Os fragmentos de pele, figado, baco e linfonodo popliteo foram fixados em formol
tamponado com fosfato 0,01M pH 7,4 para analise histopatoldgica. Os tecidos fixados foram
processados por técnica de rotina, cortados a 5 um, corados por H-E (Luna, 1968) e
analisados em microscépio de luz para classificacdo das lesGes e detec¢do de amastigotas.

Os resultados da analise histopatoldgica foram analisados de forma gquantitativa e
semi-quantitativa, mensurando-se a localizacdo, distribuicdo e intensidade da lesdo, numa
escala de 0 a 5 onde 0 = normal, 1 = minima ou duvidosa; 2 = média; 3 = moderada; 4 =
moderadamente severa; 5 = severa.

Para quantificacio de mRNA de IGF-I, pesou-se 30 mg de pele, figado, baco e
linfonodo popliteo colocando-os em criotubos com meio RPMI com glicerol a 10% em
nitrogénio liquido até seu processamento no Laboratério de Soroepidemiologia e

Imunobiologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo - USP.
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A extracdo do RNA total de figado, bago e linfonodo popliteo foi realizada com
reagente Trizol (Invitrogen, Estados Unidos) e da pele foi realizado com o kit Rneasy Fibrous
Tissue Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo instrucdes do fabricante. O RNA total
purificado foi estocado a -80 °C em 4&gua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) até o
momento de uso.

A concentracdo, integridade e pureza do RNA total extraido das amostras foram
verificadas por meio do espectofotdmetro (NanoDrop ND-1000 - Estados Unidos). Adotou-se
como valor ideal de pureza e integridade do RNA, uma razdo de 1.7 a 2.1 entre as
absorbancias de 260 e 280 nandmetros (nm). Todas as amostras foram normalizadas a uma
concentracdo de 70 ng/uL.

A transcricdo reversa (RT-PCR) para a sintese do cDNA a partir do mRNA foi
realizada nas seguintes condi¢des: 4 L das amostras de RNA total foram misturados com mix
1 contendo: random primers e oligoDT (12 — 18) (Invitrogen, Estados Unidos), e submetidas
inicialmente a dois ciclos: (1) 75 °C durante 5 minutos e (2) 25 °C por 5 minutos em
termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf (Alemanha). Apos os ciclos, acrescentou-se
em cada uma das amostras mix 2 contendo: 4,0 uL 5X First Strand Buffer (Invitrogen,
Estados Unidos); 2 uL de dNTP’s mix 10 mM (Invitrogen, Estados Unidos); 1 uL M-MLV
Reverse Transcriptase 200 U/uL (Invitrogen, Estados Unidos); 1 uL Ribolock™ Rnase
Inhibitor 40 u/uL (Fermentas, Unido Européia) e 2 uL de dithiothreitol (DTT) (Invitrogen,
Estados Unidos), ap6s adi¢do do mix 2 as amostras foram submetidas a dois novos ciclos no
termociclador: (1) 37 °C durante 50 minutos e (2) 70 °C por 15 minutos e foram estocadas a -
20 °C apbs o término dos ciclos da reacdo. Depois as concentracbes de cDNA foram
analisadas e normalizadas a uma concentracdo de 1000 ng/pLL.

Para determinacdo da expressdo do mRNA de IGF-I utilizou-se a técnica de PCR em
tempo real. Otimizou-se a reagdo em um volume final de 25 uL nas seguintes condigdes: 2 uL
de cDNA, 10 uL de Sybr Green (2x) (Applied Biosystems), primer a 150 nM e 11,5 uL de
agua ultra-pura estéril. A reacdo foi submetida a amplificacdo em termociclador Applied
Biosystem StepOne Real Time PCR System aos seguintes ciclos: 95° por 10 minutos; 95°C
por 15 segundos; 61°C por 1 minuto, 70°C por 1 minutos, submetidos a 44 ciclos.

Foram utilizados iniciadores (primers) de amplificacdo para deteccdo de IGF-1 e o
gene da B-actina, sendo que este foi usado como gene constitutivo para a quantificagdo
relativa do gene especifico (IGF-1). As sequéncias foram: IGF-1 Forward: 5> GGG TTC TAC
TTC AAC AAG CCC ACA, 3’Reward: 5’GGG GTG CAC AGT ACA TCT CTA GCC 3, B-
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actina Forward: 5'CGT GAC ATC AAG GAA GAA GCT CTG 3' e Reward: 5'CGG GTA
GTT CGT AGC TCT TCT CCA 3, construidos a partir de sequéncias do RNA mensageiro
de cées para esses genes, obtidas da pagina WEB do NCBI (gene bank), com numeros de
acesso L08254, AF021873, respectivamente. O produto da amplificacdo de IGF-I € de 127 pb
e p-actina 103 pb.

No desenho dos primers supradescritos foram utilizadas ferramentas online
disponibilizadas nos sites “Primer 3” (http://frodo.wi.mit.edu) e “Sci Tools” do site
“IDTDNA” (http://www.idtdna.com/Scitools).

Os valores de expressdo génica de IGF-I foram normalizados pela expressédo do gene
constitutivo , pB-actina. A expressao relativa de IGF-1 na pele, baco, figado e linfonodo
popliteo nos grupos dos animais infectados e controle foi quantificada pela seguinte equacéo
(PFAFFL et al., 2001):

Razio0= .(EM] Ctalvo
(E ref) Ctref

Eavo: € a eficiéncia do transcrito do gene alvo
Er. é a eficiéncia do transcrito gene referéncia
Ctano € valor Ct (cycle treshold)

Ct.€ valor de Ct

Nas andlises dos dados comparativos foram utilizados fundamentalmente testes
estatisticos ndo paramétricos pela natureza dos dados (Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis a
depender do nimero de grupos) e também foi utilizado teste ndo paramétrico na andlise da

correlacdo (Spearman).

2.3  RESULTADOS

Os achados clinicos encontrados no grupo dos animas infectados foram: lesdes na pele
(100%), linfadenopatia (66,67%); onicogrifose (50%); emagrecimento (33,33%); coriza
(33,33%); conjuntivite (16,67%); apatia (16,67%); febre (16,67%); mucosas palidas (16,67%)
e diarréia (16,67%) (Figura 1).
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Lesies napele | (00
Linfadenopatia _ 66,67%
Onicogrifose _ 50%
Coriza — 33,33%
Emagrecimento — 33,33%
Conjuntivite _ 16,67%
Apatia _ 16,67%
Febre _ 16,67%
Mucosas palidas _ 16,67%
Diarréia _ 16,67%

Figura 1. Ocorréncia de sinais clinicos de leishmaniose visceral no grupo de
cdes naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi.

Ap0s a triagem clinica, utilizou-se o exame parasitolégico como padrdo-ouro para 0
diagnostico de LV, sendo positivos os seis animais utilizados no grupo dos cées infectados.
Os testes de IFI e ELISA, realizados neste grupo de animais, revelaram apenas dois (33,33%)
e cinco animais soropositivos (83,33%), respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1- Resultados dos testes sorolégicos (ELISA e RIFI), parasitolégico (exame direto de medula 6ssea

esternal e/ou aspirado de linfonodo popliteo) e nimero de sinais clinicos de cdes naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi e de cdes controle ndo infectados.

NUMERO DE SINAIS

GRUPO CAO CLINICOS ELISA  RIFI PARASITOLOGICO

1 0 N N N

2 0 N N N

Cées controle 3 0 N N N
nao infectados 4 0 N N N
5 0 N N N

6 0 N N N

7 1 P N P

8 3 N N P

Cées infectados 9 4 P P P
10 4 P N P

11 6 P N P

12 8 P P P

RIFT: valores de titulos > 1:40 considerados positivos
ELISA: valores de titulos igual 1:100 considerados positivos
N=negativo; P=positivo
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As alteracdes hematologicas encontradas em cinco animais infectados foram: anemia
normocitica normocrémica em quatro (80%) animais, leucopenia em trés (60%), eosinopenia
absoluta e relativa em um (20%), eosinofilia em um (20%), neutrofilia relativa em trés (60%),
linfopenia em quatro (80%), monocitose em trés (60%) e trombocitopenia em trés (60%)
animais (Tabela 2).

A anélise das dosagens bioquimicas de cinco animais infectados revelou aumento de
fosfatase alcalina em um (20%) animal, de TGO em trés (60%), TGP em cinco (100%),
hipoalbuminemia em quatro (80%), aumento de proteinas totais em quatro (80%),
hiperglobulinemia em quatro (80%), diminuicdo de fosfatase alcalina em um (20%) (Tabela
2).

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos animais controles ndo infectados

estavam dentro da normalidade.

Tabela 2. Alteragdes hematdlégicas e bioquimicas de cdes naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi

Exames laboratoriais Parametros alterados Animais com parametros alterados
Leucopenia 3(60%)
Eosinofilia 1(20%)
Linfopenia 4(80%)

Hematologico Anemia normocitica normocrémica 4(80%)
Trombocitopenia 2(40%)
Monocitose 3(60%)
Eosinopenia 1(20%)
Neutrofilia 3(60%)
Aumento de fosfatase alcalina 1(20%)
Diminuicéo de fosfatase alcalina 1(20%)

Bioquimico Aumento de TGO 3(60%)
Aumento de TGP 5(100%)
Hipoalbuminemia 4(80%)
Aumento de proteinas totais 4(80%)
Hiperglobulinemia 4(80%)

Na andlise citologica de pele, figado, baco e linfonodo popliteo foram encontradas
leishmanias com maior frequiéncia na orelha (4/6) (Figura 2) e no linfonodo popliteo (3/6) e
com menor freqiéncia na regido ungueal, figado e bagco (1/6) (Tabela 3). Além disso,
observou-se uma correlagdo positiva entre o parasitismo no linfonodo e pele (r=0.99) (Figura
3).
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Figura 2. Imprint de orelha de c@o naturalmente infectado por
Leishmania (Leishmania) chagasi. Presenca de formas amastigotas
(setas) de Leishmania. Coloragdo: Giemsa. Aumento: 100x.

Tabela 3. Freqiiéncia na deteccdo de leishmania em "imprint" de érgaos de
seis cdes naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi

Orgéo NUmero de animais
Orelha 4 (66,67%)
Ungueal 1(16,67%)
Figado 1(16,67%)

Baco 1(16,67%)

Popliteo 3 (50%)
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Figura 3. Correlacdo entre o nimero de parasitas na orelha
e linfonodo popliteo de cées naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi. Analisados 50 campos
aleatorios em objetivo de 100 x. p = 0,0001 (teste de
Sperman).

Na andlise histopatoldgica de pele (orelha e regido ungueal anterior) dos cées
infectados foram observados infiltrado inflamatério difuso e/ou focal predominantemente
linfohistioplasmocitario (Figura 4), variando de intensidade minima a severa, mas em alguns
casos, em menor intensidade, havia neutrofilos, eosinéfilos, plasmadcitos e fibroblastos. O
infiltrado localizava-se na regido periglandular, perifolicular e perivascular. Havia presenca
de glandulas sudoriparas dilatadas, paraceratose, dilatacdo do bulbo folicular, edema de
células epiteliais, vasculite e presenca de granulomas na regido sub-epidérmica. Vale ressaltar
que em um caso havia predominancia de neutréfilos quando o infiltrado apresentava-se difuso
e severo. Observou-se que 0s animais com mais de quatro sinais clinicos apresentavam maior
carga parasitaria (Figura 5) e lesdes mais severas que 0s animais com menos sinais clinicos.
Havia correlagdo entre as alteracdes inflamatdrias presentes na orelha e regido ungueal
(Figura 6).
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Figura 4. Pele da orelha de cdo naturalmente infectado por
Leishmania (Leishmania) chagasi. Infiltrado inflamatorio.
Coloragdo:. H-E. Aumento: 20x.

Figura 5. Pele da orelha de céo naturalmente infectado por
Leishmania (Leishmania) chagasi. Presenca de formas
amastigota s de Leishmania(setas). . Colora¢do: H-E.
Aumento: 100x.
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Figura 6. Correlagdo entre o infiltrado inflamatério na orelha e
regido ungueal de seis cdes naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi. p=0,033 (Teste de Spearman).

No figado as alteracBes histopatoldgicas caracterizaram-se por um agrupamento de
células mononucleares de localizagdo periportal, na zona 3 do Iébulo hepatico de Rappaport e
intralobular, de intensidade média a moderada, traduzidas como granulomas (Figura 7). Havia
hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer em intensidade maior no grupo de animais
infectados quando comparados ao grupo controle (p = 0,0476 teste de Mann-Whitney) (Figura
8). Metamorfose gordurosa foi a alteracdo que apresentou maior grau de severidade (Figura
9). Observou-se, ainda, infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario no espaco porta e na
zona 3 do l6bulo hepéatico de Rappaport, bem como infiltrado inflamat6rio subcapsular de

intensidade minima e congestdo dos sinuséides de intensidade média a moderada.



Figura 7. Figado de cdo naturalmente infectado por
Leishmania (Leishmania) chagasi. Granuloma. Coloragdo:
H-E. Aumento: 40x.

& =
*
N=6
3
2 -
1 -
N=3
0
L} L
Infectados controle

Figura 8. Analise semi-quantitativa da intensidade de
hiperplasia e hipertrofia de células de Kupffer (mediana de
escores e intervalo entre percentis 25 e 75) em cdes
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)
chagasi e cées controle ndo infectados. *P = 0.0476 (teste
de Mann-Whitney).
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Figura 9. Alteracdes histopatoldgicas observadas em
figado de cées naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi. Escores adotados para avaliacdo
da intensidade das lesdes: 0 = normal; 1= minimo; 2=
médio; 3= moderado; 4= moderadamente severo; 5=
severo.

No baco, foi encontrado infiltrado inflamatério na capsula de intensidade minima a
severa (Figura 10). Observou-se deplecdo de foliculos com grau de intensidade moderada a
severa, deplecdo de células da bainha periarteriolar e granulomas em intensidade moderada.
Congestao da polpa vermelha foi bastante frequente e a intensidade, em muitos casos, era
severa (Figura 11). Constatou-se, ainda, a presenca de megacariocitos. Apesar da evidéncia
destas alteragbes serem numericamente mais expressivas nos animais com manifestacoes
clinicas da doenca do que nos animais controles, ndo havia diferenca significante entre esses

dois grupos.



Figura 10. Bago de céo naturalmente infectado por Leishmania

(Leishmania) chagasi. Infiltrado inflamatério
capsula.Coloracdo: H-E. Aumento: 40x.

B
44 —_—
8 34
| . —
(o3
&
w 24
14
c T L) LJ
0\@ o{)% &0
o 5 &
A\ O [+)
\ b@ L&
&
Q
&

Figura 11. AlteracOes histopatoldgicas observadas
em baco de cdes naturalmente infectados por
Leishmania  (Leishmania) chagasi. Escores
adotados para avaliacdo da intensidade das lesdes:
0 = normal; 1= minimo; 2= médio; 3= moderado;
4= moderadamente severo; 5= severo.
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No linfonodo popliteo observou-se infiltrado inflamatério linfohistioplasmocitario na
capsula, na maioria dos casos, mas havia, também, a presenca de neutréfilos em menor
quantidade. Em quatro animais infectados havia hiperplasia de foliculos em intensidade maior
do que no grupo controle (Figura 12). Foi observado em apenas dois animais infectados
deplecdo de foliculos em intensidade moderada. Em cinco cdes infectados foi observado
deplecéo de células da regido paracortical (Figura 13) em intensidade média a moderadamente
severa. Além disso, observou-se infiltrado inflamatdrio no seio medular de intensidade média
a moderada constituido por linfdcitos, macréfagos, plasmaécitos e neutrofilos (Figura 14).

Congestao nos seios medulares foi observada em apenas um caso em intensidade moderada.

57 N=6

Eszcores
(]
|

infectados controles

Figura 12. Andlise semi-quantitativa da intensidade de
hiperplasia de foliculos em linfonodo popliteo de cées
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)
chagasi e cdes controle ndo infectados. *P=0.0274 (Teste

1).
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Figura 13. Linfonodo popliteo de cdo naturalmente infectado
por Leishmania (Leishmania) chagasi. Deplecéo de células da
regido paracortical. Coloracdo: H-E. Aumento: 40x.
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Figura 14. AlteracBes histopatolégicas observadas em
linfonodo popliteo de cdes naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi. Escores adotados para
avaliacdo da intensidade das lesGes: 0 = normal; 1=
minimo; 2= médio; 3= moderado; 4= moderadamente
severo; 5= severo.
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Ao analisar os niveis sericos de IGF-I, observou-se que os animais infectados
apresentavam niveis diminuidos quando comparado ao grupo controle (Figura 15), mas sem
diferenga significante.
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Figura 15. Dosagens séricas de IGF-l1 em cinco
cdes naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi e cdes controles ndo
infectados. Ensaio quimioluminescente IGF-I
Immulite 2000 (DPC - Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, USA). P = (Teste
Mann-Whitney).

A andlise da expressdo de mMRNA de IGF-I por PCR em tempo real permitiu observar
que tanto em pele (orelha e regido ungueal anterior) quanto em baco e figado, ocorreram
expressao maior de IGF-1 nos caes infectados quando comparados aos animais controles. Em
contrapartida, em linfonodo popliteo os animais infectados apresentaram expressdo de IGF-I
menor quando comparados aos animais controles. De um modo geral, figado de cées
apresentava uma maior expressdo de mRNA de IGF-I quando comparados aos demais 6rgaos
(Figura 16).
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Figura 16. Andlise quantitativa da expressdo de mRNA de IGF-1 em pele (orelha e regido ungueal
anterior), baco, figado e linfonodo popliteo em cées naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi e cées controles ndo infectados (A-E). Analise quantitativa da expressdao de mRNA
de IGF-I em pele, figado, baco e linfonodo popliteo de cdes naturalmente infectados por Leishmania
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Ao se analisar a expressdo de mRNA de IGF-1 nos diferentes drgdos de cées
infectados de forma isolada, observou-se que os cdes com apenas um sinal clinico e aqueles
com trés sinais clinicos apresentaram um padrdo de expressdo semelhante, mas com um
ligeiro aumento em figado e regido ungueal no animal com trés sinais clinicos. Ja nos animais
com quatro sinais clinicos, mesmo havendo um decréscimo de expressdo de mRNA de IGF-I
no figado, quando comparado aos cdes com menos sinais clinicos, observou-se um aumento
nos demais Orgaos, com um padrdo de expressao semelhante. Ja nos animais com um quadro

clinico mais avangado para LV, observou-se uma notavel queda na expressédo de IGF-1 em

pele, baco e linfonodo, exceto no figado (Figura 17).
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Figura 17. Expressdo de mRNA de IGF-l1 em pele (orelha e regido ungueal), baco,
figado e linfonodo popliteo de cdes naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi segundo a intensidade de sinais clinicos apresentados. SC=

sinais clinicos.

De um modo geral, ao compararmos o0s parametros clinicos, laboratoriais e
histopatoldgicos, com a expressdo de IGF-1 em pele, o local de primeiro contato do parasita

com o organismo do hospedeiro, observou-se que ndo houve correlacdo entre 0s mesmos.
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Mas, cabe destacar que os cdes infectados com maior nimero de amastigotas (cdes 4, 5 e 6)
apresentavam maior numero de sinais clinicos e infiltrado inflamatorio mais severo, e, a

excecao do animal 4, uma menor expressao de IGF-I (Tabela 4).

Tabela 4. Exame hematol6gico, bioquimico, citologico, histopatolégico e PCR em tempo real de cdes com LV

S Sinais H 6ai Bioquimi (?uin_titlicagé_o _Ifrllfiltrac,iq Expressdo
irﬁcgértr;?gs clinicos Egnua;gc?g;:o Albuming Bioduimico . -, deLeishmania inflamatério

() totais* Globulina* (Citologia) (orelha) |GF-|
1 1 4,8 2,31 6,31 48 49 0 + 7,30
2 3 59 - - - - 0 + 3,70
3 4 10,2 2 7 13 53 1 ++ 21,00
4 4 13,7 2 5,6 190 95 2 ++++ 11,10
5 6 - 1,67 4,63 95 70 520 +++++ 1,40
6 8 7,1 1,69 8,31 19 43 1 +++ 1,20

*Valores normais tabela em anexo

Citologia= nimero de amastigotas de Leishmania contadas em 50 campos aleat6rios

Intensidade do infiltrado inflamatorio (escores) 0= normal; + = minimo; ++ = médio; +++ = moderado; ++++ = moderadamente
Severo; +++++ = severo

Expressdo de IGF-1: razdo mRNA de IGF/mRNA de B-actina

2.4  DISCUSSAO

Muitos estudos realizados sobre leishmanioses sdo direcionados para o entendimento
dos processos imunoldgicos que envolvem a resposta especifica e inespecifica, em modelos
murinos. No entanto, poucas pesquisas abordam a interacdo entre os fatores intrinsecos do
hospedeiro e o parasita na infeccdo natural. Assim, a avaliacdo dos fatores relacionados ao
curso da doenca no cdo naturalmente infectado assume grande importancia, pois o cdo
desenvolve a infeccdo em sua forma plena, semelhante ao que acontece com o homem.

Para melhor compreender o papel da imunidade humoral e celular, recentemente
estudos buscaram relacionar a resposta imune sisttmica a resposta imune
compartimentalizada, pois o entendimento desses eventos em conjunto podem esclarecer, de
forma mais concreta, quais sdo os fatores determinantes na cura ou progressao da infecgédo
leishmanidtica. Desse modo, levando-se em consideracdo a importancia de fatores de
crescimento nas leishmanioses murina, nosso trabalho buscou analisar a relagéo entre os
niveis de IGF-I sistémico e compartimentalizado em cdes naturalmente infectados por
Leishmania (Leishmania) chagasi na tentativa de entender melhor o que esse fator pode esta

contribuindo para o desenvolvimento da doenca.
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Dos seis animais infectados, as manifestagdes clinicas mais freqiientes foram lesbes de
pele e linfadenopatia. Estes resultados estdo de acordo com relatos de muitos autores (Costa-
Val et al., 2007; Ribeiro, 2007; Reis et al., 2006; Baneth, 2006; Alvar et al., 2004,
Amusatequi et al., 2003), muito embora outros estudos apontem para uma linfadenopatia
generalizada (Amusatequi et al., 2003; Ribeiro, 2007; Costa-Val et al., 2007; Alvar et al.,
2004), diferindo, assim, dos nossos resultados, em que foi observado, na maioria dos casos,
uma linfadenopatia limitada ao linfonodo popliteo.

Considerando as formas clinicas da LVC, foi possivel definir diversos biomarcadores
estreitamente relacionados com os resultados parasitologico, bioquimico e hematoldgico,
como ja foi observado em outros estudos (Reis et al., 2009). Dentre eles destacaram-se 0
aumento nos niveis de TGP, aumento de proteinas totais sérico e anemia normocitica
normocrémica. As alteracdes bioquimicas, provavelmente, estdo ligadas a lesdes em 6rgédos
alvo como o figado, a uma resposta imune humoral policlonal, que leva a um aumento dos
niveis de proteinas no soro (Marzochi et al., 1985; Reis et al., 2006), caracterizadas por
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia (Cardoso e Cabral, 1998; Almeida et al., 2005; Strauss-
Ayali et al., 2007). As alteracbes hematoldgicas estdo associadas com aspectos clinicos
severos da LVC que afetam Orgdos hematopoiéticos importantes como a medula 6ssea
levando ndo somente a anemia, mas, também, a leucopenia decorrente de linfopenia,
eosinopenia e monocitopenia (Reis et al., 2006), as mesmas alteracdes encontradas nos
animais infectados neste estudo.

Avaliando as lesGes histopatoldgicas de pele dos cdes com LV observou-se um padrao
inflamatdrio predominantemente linfohistioplasmocitario. O infiltrado inflamatorio era difuso
e/lou focal peri-anexial. Havia presenca de glandulas sudoriparas dilatadas, paraceratose,
dilatagdo do bulbo folicular, edema de celulas epiteliais, vasculite e presenca de granulomas
na regido sub-epidérmica. De um modo geral, com poucas varia¢fes na natureza, distribuicdo
e extensdo das lesdes, tais alteracdes histopatologicas sdo decorrentes da acdo direta do
parasita na derme ou da deposi¢do de complexo imune, comumente observadas no curso da
LVC (Santos et al., 2004; Solano-Gallego et al., 2004; Giunchetti et al., 2006).

No figado, os achados de hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer e infiltrado
linfohistioplasmocitéario, bem como a presenca de granulomas intralobular, na zona 3 do
I6bulo hepatico e periportal, caracterizam a hepatopatia determinada pela LVC, como tem
sido descrito por outros autores (Genaro, 1993; Tafuri et al., 1996; Tafuri et al., 2001,

Sant’Ana; 2007). Cabe destacar que a hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer parecem
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ser bons marcadores da lesdo hepatica na LVC, pois tais lesdes eram significantemente mais
acentuadas nos animais infectados do que nos controles.

O baco quando afetado pela Leishmania, mantém a infeccdo durante todo o curso da
LV, sendo, portanto, um 6rgdo que pode fornecer informacfes importantes nas investigacdes
sobre as alteracbes morfologicas e imunoldgicas decorrentes dessa afeccdo (Carrion et al.,
2006; Wilson et al., 1996; Reis et al., 2009). No presente estudo, deplecdo de foliculos,
infiltrado inflamatério da cépsula e congestdo, foram as alteracbes mais severas. Tais
alteracdes estdo contempladas no contexto das alteragdes mais encontradas na LVC (Reis et
al., 2009; Santana et al., 2008). Uma lesdo muito frequentemente relatada, é a presenca de
granuloma, que no baco, pelo menos em modelo experimental, parece ndo estd associada ao
controle da infeccdo (Lemos et al., 2000). Nos animais infectados deste estudo, granulomas
foram pouco encontrados, 0 que esta de acordo com os resultados encontrados pelo autor
acima referenciado, pois os animais apresentavam diferentes estagios clinicos de evolugdo da
doenca.

A linfadenopatia encontrada na LVC é determinada por alteracfes histoldgicas como
hiperplasia folicular e uma marcante hipertrofia e hiperplasia de macréfagos medulares
(cordbes e seios) associados a linfadenite capsular e inflamacéo dos seios subcapsulares
(Lima et al., 2004). A analise dos linfonodos dos animais infectados, a linfadenopatia era
decorrente dessas alteracbes. Os autores relataram que as principais alteracbes foram
encontradas nos linfonodos axilares, devido a sua posicdo anatdmica drenar as regides
cuténeas e subcutaneas da cabeca e orelha. Muito embora ndo tenhamos feito uma anélise
histopatolégica de todos os linfonodos superficiais dos nossos animais infectados,
clinicamente foi observado que a linfadenopatia foi mais frequente nos linfonodos popliteos.
Estes linfonodos, pelo facil acesso, podem ser considerados como um parametro importante
no diagndstico clinico da LV.

Ao analisar o parasitismo em pele, figado, baco e linfonodo popliteo, encontramos um
maior numero de leishmanias no linfonodo popliteo, sendo que a maior frequéncia de
amastigotas encontradas foi na pele da orelha. O parasitismo nesses dois 6rgéos apresentou
uma correlacdo positiva. Estes achados evidenciam que o linfonodo € um 6rgao importante no
diagnostico da LVC e sugere que 0 mesmo pode ser tomado como parametro para estimar a
capacidade de transmissdo de leishmania para o vetor, muito embora pesquisas mais
aprofundadas neste sentido devam ser realizadas. Em outros estudos, pele e bago sdo os
principais sitios de uma alta densidade parasitaria durante a evolugdo da LVC (Reis et al.,
2006), entretanto a carga parasitaria em medula 0ssea e bago estd mais relacionada com o
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quadro clinico da LVC (Reis et al., 2009), o que difere, de algum modo, dos resultados
apresentados neste trabalho, pois esses 6rgdos nao foram os mais parasitados.

Sabendo que os fatores de crescimento também estdo relacionados a modulacdo da
infeccdo por leishmania e que IGF-1 promove aumento no parasitismo em camundongos
BALB/c com aumento do infiltrado inflamatério (Goto et al., 1998; Gomes et al., 2000) na
leishmaniose cutanea, buscamos ampliar esses estudos em nossos cdes naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi.

Observamos que nos animais com LV os niveis séricos de IGF-1 estavam diminuidos
em relacdo ao controle. A avaliagdo das concentracfes de IGF-1 em cdes com doenca hepatica
infecciosa e neoplasica revelou que os cdes que apresentavam hepatopatias tinham uma
diminuicdo significante de IGF-1 quando comparado aos animais saudaveis e animais com
doencas que ndo afetavam o figado (Neumann et al., 2007). Isso demonstra que 0s niveis
séricos de IGF-I circulantes sdo determinados primariamente pelo figado (Schimpff et al.,
1976; Han et al., 1988; Yakar et al., 2005). Sabe-se que na LVC o figado € um dos principais
orgdos afetados pela doenca, o que foi demonstrado nos resultados deste trabalho. O quadro
mais severo, encontrado nos animais com quadro clinico mais intenso, justifica os niveis
séricos diminuidos em relacdo ao grupo controle ndo infectado.

Comparando as concentracdes de IGF-I no soro de pacientes com as formas cutanea,
muco-cutanea e disseminada, foi observado que nesses individuos os niveis de IGF-I eram
significantemente menores em relacdo ao grupo controle. Além disso, foi verificado que os
casos com a forma cuténea apresentavam niveis de IGF-I significantemente maiores do que
aos outros tipos de leishmaniose cutanea (muco-cutanea e disseminada), sugerindo que a
participacdo desse fator de crescimento seja importante nessa forma de leishmaniose. De
modo semelhante, também, foi observado que pacientes com LV ativa apresentaram niveis
séricos de IGF-I significantemente diminuidos em relagdo a LV curada e ao grupo controle
(Vendrame et al, comunicacao pessoal).

Ao avaliar a expressdo de mRNA de IGF-1 em pele, figado, baco e linfonodo popliteo
pode-se constatar que tanto em pele (orelha e ungueal anterior) quanto em baco e figado,
havia uma maior expressdo de IGF-I nos cées infectados quando comparados aos controles.
Embora o IGF-I seja um fator que age diretamente sobre as formas promastigotas e
amastigotas de leishmania (Goto et al. 1998), existem outros fatores intrinsecos do hospedeiro
que podem influenciar a produgdo desse fator de crescimento, como as citocinas. Assim, a
expressdao de IGF-I, principalmente por macréfagos, € desencadeada por um conjunto

especifico de citocinas que levam a um aumento do mesmo durante o processo infeccioso.
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Citocinas de perfil Thi, principalmente IFN-y, diminuem a expressao de IGF-1, notadamente
em macrofagos. Enquanto que citocinas de perfil Th2, principalmente IL-4 e IL-13,
estimulam a expressdo de IGF-1 (Wynes e Riches, 2003). Os animais que apresentaram niveis
elevados de IGF-I apresentavam manifestacdes clinicas de LV, portanto expressavam,
provavelmente, perfil de citocinas do tipo Th2.

Estes resultados revelaram, também, que existe diferenca na expressdo de IGF-1 “in
situ” e sérico na LVC, provavelmente, pela predominancia das citocinas secretadas, como
resposta imunolégica geral do organismo do animal, que atuariam sobre os varios 6rgdos
aumentando a expressao de IGF-I, em relacdo a lesdo das células hepéticas que estariam
comprometendo a secrecdo de IGF-I.

Quando avaliamos o IGF-1 de forma isolada nos animais infectados, pelo nimero de
sinais clinicos, observamos que os niveis de IGF-1 estavam mais elevados nos animais com
menos sinais clinicos, provavelmente naqueles animais que estavam numa fase mais recente
da infeccdo, sugerindo que a participacdo desse fator de crescimento possa contribuir para o
estabelecimento da infec¢do. Ja nos animais com quadro clinico mais severo, observamos
uma queda significante de IGF-1 nos 6rgdos analisados, a excecao do figado. Esses resultados
talvez estejam relacionados ao estado nutricional desses animais, pois em estudos realizados
por Gomes et al. (2007) em pacientes com LV ativa, que apresentavam um estado nutricional
deficiente, os mesmos tinham uma reducdo significante nos niveis séricos de IGF-1. Assim,
nos nossos cdes infectados com seis e oito sinais clinicos, verificou-se uma marcada
deficiéncia nutricional, talvez sendo essa a causa dos niveis mais baixos de IGF-I.

A expressdo de IGF-I no linfonodo popliteo dos animais infectados foi menor do que
nos animais controles. Mas, como a linfadenopatia € uma das manifestacdes precoces da
LVC, IGF-I pode esta relacionado com a instalacdo da infec¢do, vindo a seguir um aumento
da carga parasitaria, exacerbacdo da lesdo, com doenca bem estabelecida, e diminuicdo
subsequente da secrecdo de IGF-I, indicando que IGF-1 ndo possui acdo tardia em linfonodo
de cdo com LV, como tem sido observado em outros estudos realizados (Gomes et al. 1997;
Gomes et al., 1998; Goto et al., 1998).

Na LVC o perfil de citocinas ainda ndo esta bem definido, principalmente nos animais
com a infeccdo ativa, onde esse perfil é caracterizado por uma resposta mista Th1/Th2 (Pinelli
et al., 1999; Santos-Gomes et al., 2002; Carrillo e Moreno, 2009). Portanto, 0S nossos
resultados em relacdo & expressdo de IGF-1 nos oOrgdos analisados demonstraram a
importancia desse fator, mesmo sem conhecimento prévio das citocinas presentes em cada

compartimento, pois IGF-1 foi detectado em niveis maiores nos animais infectados
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comparados ao grupo controle ndo infectado. Estes resultados encontram respaldo em
trabalho realizado com animais BALB/c infectados por formas amastigotas ou promastigotas
de L. (L.) major e de C57BL/6 infectados por promastigotas onde, mesmo na auséncia do
estimulo por citocinas, foi observado aumento na expressdo de RNA de IGF-1 em macrofagos
em comparagao ao controle ndo infectado (Assis, 2008). Cabe destacar, ainda, que mesmo em
uma amostra pequena de animais ja foi possivel detectar esse aumento na expressao de IGF-I
nos cdes infectados. Isso é interessante, pois esse fator de crescimento tem uma grande
variabilidade de expresséo em animais com idades, raca e sexo diferentes (Eigenmann et al.,
1984).

Nossos resultados sugerem que, observando-se expressdo maior de IGF-1 em 6rgdos
onde ha proliferacdo de parasitos e menor onde isto ndo ocorre (linfonodo), € um fator da
imunidade inata importante no desenvolvimento da LVC e que estudos mais aprofundados
poderdo contribuir para um entendimento maior da patogenia da LVC.
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2.5 CONCLUSOES

=>» Animais infectados apresentaram niveis séricos de IGF-1 menor em relacdo aos cées

controle ndo infectados;

=>» Animais com LV apresentam uma maior expressdo de IGF-1 em pele, baco e figado.

Neste ultimo 6rgdo pode esta associada a proliferacdo de células de Kupffer;

=>» Linfonodo popliteo de animais infectados tem uma expressao de IGF-1 menor quando

comparado aos animais controles ndo-infectados;

= A expressdo de IGF-1I pode estar associada ao estabelecimento da doenga;

= A expressdo de IGF-1 aumenta com a intensidade das manifestagcdes clinicas até o

estabelecimento da infeccéo;

> Na doenca avancada IGF-I tem sua expresséo reduzida;

=> Lesdes de pele e linfadenopatia foram os principais achados clinicos nos animais

infectados;

=>» Ha uma correlacdo positiva entre o parasitismo na pele e linfonodo popliteo de cées

infectados.
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Identificacdo
Animal n°

Sexo: Macho () Fémea ( ); Cor:

Peso: Kg; ldade:

Procedéncia:

Diagnéstico: Soroldgico Parasitolégico

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

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

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

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

Despigmentacdo no focinho: Sim () Néo ( )

No6dulos Subcutaneos: Sim ( ) N&o ( ) Onicogrifose: Sim () Nao ( ) Conjuntivite: Sim ( ) N&o ( )
Edema: Sim ( ) Né&o ( ) Apatia: Sim ( ) Néo ( )

Febre: Sim ( ) Ndo ( ) Mucosas palidas: Sim ( ) Ndo ( )

Coriza: Sim ( ) N&o () Tosse: Sim () Nao ( ) Epistaxe: Sim () Néo ( ) Espirro: Sim ( ) Nao ( )
Dispnéia: Sim ( ) Nao ( ) Incoordenacéo motora: Sim ( ) Néo ( )

Hiperestesia: Sim ( ) N&o ()

Paresia do trem posterior: Sim ( ) Nao ( )

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

Linfonodos superficiais aumentados: Sim () Nao ( ) Qual?

Exame de necropsia
Linfonodos mesentéricos aumentados: Sim ( ) N&do ( )
Baco aumentado: Sim () Nao ( ) Figado aumentado: Sim ( ) Néo ( )

Observagoes:




ANEXO

Valores hematoldgicos e bioquimicos de referéncia para
caes

Leucdcitos totais (mm3) 6-17 milhdes
Albumina (g/dl) 2,6-3,3 g/dl
Globulina (g/dl) 2,7-4,4 g/dI
TGO (U 10-30 U/I
TGP (U/l) 5-35 U/

Segundo Garcia-Navarro & Pachaly (1994) e Kaneko,
1989
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