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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar os niveis séricos @ado nitrico
(NO), a expressdo esplénica da enzima Oxido NitrRimtase induzivel
(iNOS) por método imuno-histoquimico (IHQ) em céaesaturalmente
infectados (Cl) comLeishmania (L.) chagascomparativamente a cées
nao infectados (CNl)pois o baco € um o6rgéo linféide relacionado com a
defesa inata e adaptativa frequentemente acomepidio esta parasitose.
Os animais foram agrupados de acordo com a formiamich em céaes
assintomaticos (CA), oligossintomaticos (CO) e ®im@ticos (CS) e de
acordo com a carga parasitaria em animais com bg&B), médio (MP)
e alto parasitismo (AP). Além disso, foram realiasdcorrelacdes dos
resultados de NO e iNOS com a expressao esplénesaatocinas IL-10,
IFN-y e TNF-« e com imunoglobulinas séricas 1gG1, 1gG2 e IgG atlot
anti-Leishmania.Observou-se maior carga parasitaria em CS em redacéa
a CA (p<0,01). A mediana dos niveis séricos de N®@sdCl foi
significativamente maior quando comparada a medidona niveis séricos
de NO em CNI (p<0,05). Quando subdivididos de aardom a forma
clinica, a mediana de NO em CS foi significativamenmaior que a
mediana de NO em CNI (p<0,01). Observou-se tambémaucorrelacao
positiva das medianas do NO sérico com a densidgasitaria
esplénica (p<0,0001, r=0,6444). A analise de coagé&lo mostrou-se
positiva entre niveis séricos de NO e expressadolésiga de TNFe
(p=0,005, r=0,589), com IgG2 (p=0,019, r=0,466) &Gl total (p=0,047,
r=0,400). Foram observadas fortes marcacbdes damneaziNOS em CIl e
auséncia dessa marcacdo em CNI. Os tipos de mapcagauno-
histoquimica foram categorizados como difusa, focal pontual. Na
avaliacdo semi-quantitativa, as marcacdes foram smiiequentemente
observadas em CS, seguida por CO e CA. Quantitatiemate, o0s
resultados da IHQ demonstram que a mediana da egi&@ de INOS foi
maior em CS (p<0,01) e CO (p<0,05) comparada a rmapdi em CNI.
Estes resultados sugerem que o agravamento cliresta associado a
maior expressédo de iNOS. A associacdo entre a esqgde da iINOS com a
carga parasitaria esplénica ndao apresentou valgnisicativo (p=0,055),
mas observou-se um predominio de maior expressaoN®@S em céaes
com alto parasitismo, embora isto ndo tenha se dadm uma regra.
Analises de correlacdes entre iINOS e citocinas éspdas TNFe, IFN-y
e IL-10 ou com IgG1l, IgG2 e IgG total ndo foram sifjcativas
(p>0,05). Através deste estudo foi possivel sugeque ocorre um
aumento dos niveis de NO com o agravamento clinecoom o aumento
da densidade parasitaria em Leishmaniose VisceraniGa (LVC).
Conclui-se haver expressao esplénica da enzima id@Scaes com LVC
e sugere-se gque a expressao estd aumentada conravagento clinico.
Além disso, os resultados permitem inferir que o MN@rico pode ser
usado como ferramenta progndéstica em LVC.

Palavras chave: Leishmaniose Visceral Canina. Oxididrico. Oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS). Citocinas. Imunofulinas



ABSTRACT

This study aimed to evaluate seric levels of nitroxide (NO),
spleen expression of the enzyme inducible nitricidex synthase (iNOS)
by immunohistochemistry in dogs naturally infectemdith Leishmania
(L.) chagasi(ID) compared to non-infected dogs (NID) becaugdegn is
an organ lymphoid related to innate and adaptivéedse affected by the
parasite. The animals were grouped according toniclal form in
asymptomatic (AD), oligosyntomatic (OD) and symptatic dogs (SD)
and in accordance with the parasite load in animalgh low (LP),
medium (MP) and high parasitism (HP). Additionallgata from NO and
INOS expression were correlated with the splenic pesssion of
cytokines IL-10, IFNy, TNF-a and with sera immunoglobulins 1gG1,
IgG2 and IgG total anti-eishmania In SD there was higher parasite load
in relation to AD (p<0,01). The median sera leved§ NO in ID was
significantly higher than the median found in NIDp<0,05). When
assessed according to clinical form, the medianSd&¥ was significantly
higher than the median found in NID (p<0,01). Thewas also a positive
correlation between of median seric NO with splenparasite density
(p<0,0001, r=0,6444). The analysis of correlatiomoswed a positive
correlation between seric levels of NO and splericpression of TNFa
(p=0,005, r=0,589) and IgG2 (p=0,019, r=0,466) amdal 1gG (p=0,047,
r= 0,400). Semiquantitatively analysis of the IHChoswved higher
expression of the enzyme INOS in ID and lack of exgsion in NID. The
INOS labeling were categorized as diffuse, focaldapunctual. From
qualitative point of view, the strongest and proraint labeling was
observed in SD, followed by OD and AD. Quantitatiyeanalysis showed
expression of INOS was higher in SD (p<0.01) and QIp<0.05)
compared to NID (p=0,001). These results suggesattithe clinical
deterioration is associated with increased expressiof INOS. The
association between the expression of INOS with th@lenic parasite
load was not significant (p=0,055), but there wagemdency of higher
expression of iNOS in dogs with high parasitismthedugh this was not a
rule. Analysis of correlation between iINOS and eepsion splenic
cytokines IL-10, TNFe, IFN-y or with immunoglobulins IgG1, 1gG2 and
IgG total was not significant (p>0.05). These retsukuggest that seric
NO may be associated with the clinical worseningdamcreased splenic
parasite load in Canine Visceral Leishmaniasis (QVLn conclusion, it
was observed the expression of the enzyme iNOShe $pleen in CVL
and suggests this expression increase with theicdhworsening of the
disease. Also, the results suggest that levels efic NO may be used as
prognostic tool in CVL.

Key words: Canine Visceral Leishmaniasis. Nitricide. Inducible nitric
oxide synthase (iNOS). Cytokines. Immunoglobulins.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

As Leishmanioses sdao um conjunto de doencas em maaoria
zoonoses causadas por protozoarios da ordkimetoplastidg familia
Trypanosomatidaee géneroLeishmania (LAINSON et al., 1987). O
género Leishmania foi descrito pela primeira vez por Ross em 1903,
agrupando espécies de protozoarios wunicelularesgendéticos que
habitam o trato digestivo de hospedeiros invertelora em suas formas
flageladas (promastigota e paramastigota). Estesapiaos também
infectam células do sistema fagocitico mononucled6FM) de
vertebrados em sua forma sem flagelos exteriorizadamastigota). A
transmissdo ocorre pela picada da fémea do flebdbem Lutzomya
longipalpis, que tem sido registrada em ambientes rurais eanols,
proximos a animais domeésticos e habitacdes humafMARZOCHI et
al., 1985; LAINSON et al.,, 1987; LAINSON & RANGEL, 2005; SILVA
et al.,, 2007).

A forma infectante, promastigota metaciclica, prete no inseto
vetor é a inoculada na derme junto a saliva duramteepasto sanguineo.
Com base no desenvolvimento das formas promastigotreo tubo
digestivo do inseto vetor, LAINSON & SHAW (1988) @puseram um
agrupamento das espécies do géndreishmaniaem dois subgéneros:
parasitos que tém seu desenvolvimento limitado a®tdmago do vetor
(suprapilaria) pertencem ao subgéndreishmania,enquanto os parasitos
gue se aderem as paredes do piloro ou ileo atradés flagelo
(Peripilaria) pertencem ao subgénevVoannia.

As leishmanioses podem ser dividas em dois grupodinicos:
Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Vistdia/).

As diferentes manifestacdes clinicas das leishmaaso estdo
envolvidas com a espécie do parasito, espécie dorve estado imune do
hospedeiro dentre outros aspectos (MARZOCdtlal., 1985).
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A LT pode se manifestar em diversas formas clinidass como:
cutanea, cutanea mucosa, e cutanea difusa (GONT&QIQCARVALHO,
2003).

A LV humana, também chamada de calazar, também fhesba-se
em diferentes formas clinicas, variando desde a mfar clinica
assintoméatica ou sub-clinica, até as formas clisiqaguda e crénica)
(BADARO et al. 1986).

A LV é uma doenca de carater crénico que atingedasyinternos,
principalmente o figado, baco, medula O6ssea e Imofddos. A infeccao
pode ser assintomatica ou pode evoluir apresentbalire recorrente e
mal-estar seguido de progressiva piora, anemia pah@-esplenomegalia,
linfadenopatia, leucopenia, perda de apetite, fadigg estado de
debilidade progressivo. Se nédo tratada leva a madatro de 2 a 3 anos
(MALLA & MAHAJAN, 2006).

O agente etiolégico da LV no velho mundo (india este da
Africa) é aLeishmania (L.) donovanina China, Asia Central, sudeste da
Europa e Mediterraneo é keishmania (L.) infantume no Novo Mundo
(América Latina) é alLeishmania (L.) chagasi(LAINSON, 1970;
LAINSON & SHAW, 1972).

Correntemente as leishmanioses afetam 12 milhdedndieviduos
em todo mundo com ocorréncia aproximada de 500.0000s casos de
LV por ano. Cinco paises lideram a prevaléncia daemca: india,
Bangladesh, Nepal, Sudédo e Brasil (ENGWERA al., 2004). Com a
expansdo da AIDS, pacientes co-infectados clbenshmaniae HIV ja sao
notificados, o que ocasiona aumento nos disturbimainolégicos, uma
vez que a infeccdo pelo HIV leva a deplegdo de ta#duT CD4,
favorecendo o desenvolvimento de formas graves éishhmanioses, ou
por outro lado levam ao aumento da replicacdo dousi(DESJEUX &
ALVAR, 2003; SINHA et al,, 2005; KUMAR et al.,, 2007).

Nos ultimos anos a LV, que era tipicamente circunmisc a zona
rural, vem urbanizando-se e atualmente a LV estaspnte em 19 dos 27
estados brasileiros. Nos anos 90 as regibes NoBedeste e Centro-
Oeste passaram a contribuir elevando a incidénadalL® no Brasil. Nos

Galtimos cinco anos ocorreram 3500 casos novos, aoma na regiao
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Nordeste. Este processo de expansdo e urbanizacsida é¢igado a
proximidade entre as habita¢cdes, alta densidade upogonal e a
suscetibilidade da populacdo (GONTIJO & MELO, 2004)

Dados da literatura relatam que o aparecimento deos humanos
de leishmaniose ¢€é antecedido pelo achado de céaes$eciados
(PALATNIK-DE-SOUZA et al, 2001). No entanto, ainda existem
controvérsias sobre esta questdo, que justificaealizacdo de novos
estudos, pois a eliminacdo dos caes soropositivas aAreas endémicas
ndo tem impedido o aparecimento de casos humanoshoea baixem a
prevaléncia da Leishmaniose Visceral Canina (LVGBRAGA et al,
1998). Outros pesquisadores demonstraram a possidbdle de infeccao
do inseto vetor pelo homem, sugerindo a possibitidadeste funcionar
como reservatdorio da leishmaniose (COST&& al., 2000). Entretanto,
este mecanismo é pouco aceito e contradiz todo magi@ma descrito na
literatura durante a década de 50, quando foramirddbs os papeis do
homem, da raposa e do cédo no ciclo epidemiolégi@ L&/ no Brasil
(DEANE & DEANE, 1954).

1.2 FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A LVC assume grande importancia no estudo das Imigshioses,
pois o cédo tem sido responsabilizado como o primtipeservatoério
doméstico da LV, encontrando-se nos inquéritos emdologicos de
regibes endémicas, alta incidéncia de cédes infeeasadEstes achados
ocorrem provavelmente devido a sua susceptibilidadleinfeccdo e
principalmente pelo elevado parasitismo cutaneo sorante encontrado,
possibilitando a manutencdo do ciclo bioldégico darasito ao infectar o
inseto vetor no ambiente doméstico (DEANE & DEANE954; KEENAN
et al.,, 1984a; ABRANCHESet al,, 1991b; BRAGAet al, 1998; COSTA
et al.,, 1999; REISet al.,, 2006b).

Além disto, o intenso parasitismo cutdneo mesmo e@@es

assintométicos fortalece sua importancia como fonte infeccdo para
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flebotomineos (MOLINAet al., 1994). Outro importante aspecto que se
deve ressaltar € o fato de que o cdo é um excelenddelo experimental
para o entendimento da LV humana bem como paraeteste drogas e
vacinas (MORENO & ALVAR, 2002; ALVARet al. 2004).

A LVC pode ser categorizada em trés distintas fosntéinicas:

Cades Assintomaticos (CA - Céaes gque apresentam apenas
sorologia positiva, sem sinais clinicos.

Cades Oligossintomaticos (CO)- Observam-se no maximo trés
sinais clinicos, podendo aparecer isoladamente omlinados de forma
branda e inespecifica: alopecia localizada, moderasimagrecimento,
adenopatia, esplenomegalia leve, olhos opacos.

Cdes Sintomaticos (CS) — Os animais apresentam uma
combinacdo de mais de trés sintomas associados.efo@presentar
alopecia local ou generalizada, despigmentacao,oléa¢do, nodulos,
formacado de pustulas, lesbes cutaneas ulceradasgslmente no focinho,
orelha e extremidades, conjuntivite, irite e uveiteerato-conjuntivite,
onicogrifose, aumento dos linfonodos, hepatomegakaplenomegalia e
debilidade geral. Outros sinais também podem ocorcemo diarréia,
apatia geral, hemorragia intestinal, paresia domrgosterior, bem como
emagrecimento progressivo evoluindo para caquexiabeto (POZIO et
al., 1981; TRYPHONAS et al., 1977; MANCIANTI et al., 1988;
BARROUIN-MELO et al,, 2006; REISet al.,, 2006a).

1.3 ASPECTOS IMUNOPATOLOGICOS DA LVC

A historia natural da LVC é um tépico amplamenteveéstigado por
diversos autores ocorrendo uma série de manifestacd
imunopatolégicas, sendo o acumulo de células fagoas mononucleares
nos tecidos linféoides uma caracteristica fundamént®&lém disto,
observa-se hiperplasia celular nos 6rgédos afetadogado, baco, medula
0ssea, mucosa do intestino delgado e linfonodos KORI et al.,, 2001;
ENGWERDA et al.,, 2004).
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No contexto histopatolégico observa-se no figadoe dcéaes
naturalmente ou experimentalmente infectados (CdjncLeishmania (L.)
chagasireacbes granulomatosas, hiperplasia e hipertrafas células de
Kupffer, das quais muitas se apresentam parasitagas formas
amastigotas. Relata-se também a presenca de iaddr
linfohistioplasmocitario acentuado no compartimentepatico. No bacgo
diversos trabalhos na literatura descrevem a reaigdmamatoria crénica
e difusa, podendo ocorrer também a presenca deuwpamas circundando
macréfagos repletos de parasitos (OLIVEIRet al., 1993; TAFURI et
al., 1996) e em modelo murino cita-se a perda da macgaitetura
esplénica com o agravamento da LV (ENGWERRAal., 2004).

Os linfonodos apresentam aumento no tamanho e mamdos
foliculos linféides, com marcada hiperplasia, hipefia medular e
macréfagos medulares parasitados, fendbmeno esteimamente
relacionado com a linfadenopatia frequentemente estdada na LVC
(LIMA et al., 2004).

Na medula 6ssea observam-se formas amastigotasnherior dos
macréfagos, podendo ocorrer anemia e trombocitopemios animais
infectados (TAFURIet al.,, 2001).

A intensidade do parasitismo no baco, figado e nladossea
encontra-se associada a forma clinica da doencacredita-se que a
disseminacdo na pele do animal ocorra ap6s a vislceacdo do parasito
principalmente apdés sua chegada a medula 6ssea NGHETTI et al,
2006; REISet al., 2006a; GIUNCHETTIet al., 2008).

Diversos estudos considerando as diferentes formHsicas da
LVC demonstraram gque CA apresentam parasitismo geba sendo,
portanto, fonte de infeccdo aos flebotomineos, emboCO e CS
apresentem maior infectividade (MOLINAt al., 1994; GUARGAet al,,
2000; TRAVI et al,, 2001).

O quadro bioquimico classico na LVC avaliado pell®teoforese
de proteinas séricas mostra inversdo das taxas ldenmana/globulina,
levando a hipergamaglobulinemia em aproximadamen®& dos casos.
Este quadro € marcante e explica a intensa ativedgbliclonal de

células B, com elevada producdo de imunoglobulifbg) originando os
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guadros mais graves com desenvolvimento de lesOesais com
glomerulonefrite mesangioproliferativa devido a d@epcdo de
imunocomplexos no glomérulo de Malpighi (TRYPHONAS al.,, 1977;
TAFURI et al.,, 1989; POLIlet al.,, 1991).

Esta intensa atividade policlonal na LVC leva a ¢ugédo de
diversas classes e subclasses de Ig produzidasndera evolugcdo da
doenca. Alguns autores admitem que a IgGl esta cieleada com
progressdo enquanto outros mostram o contrario (BAKABRERA et
al., 2004; REISet al.,, 2006c; RODRIGUEZ-CORTEt al., 2007).

REIS et al. (2006c) demonstraram que cdes naturalmente
infectados classificados como oligo e sintomaticg8o capazes de
produzir altos niveis de anticorpos de diversassesks (IgG, IgM, IgA,
IgE), e mostraram uma associacdo de altos titules IgG2 com alta
carga parasitaria, principalmente na pele e baceteE autores também
mostraram que o parasitismo de medula 6ssea e le&¢td positivamente
correlacionado com a gravidade da doenca.

Os mecanismos relacionados com a resisténcia &cigdo porlL.
chagasi ainda ndo estdo claros na infec¢cdo natural caniAa.LVC
sintomética tem sido associada com mudancas imugiel@ds envolvendo
células T (PINELLIet al.,, 1995), estando relacionada com depressado da
imunidade celular, consequentemente com perda deaci@lade de defesa
imune, com queda na producdo de citocinas do Tipofadvorecendo a
disseminacédo e reproducédo dos parasitos (ABRANCHESI., 1998).

Alguns trabalhos mostram associacdo entre ativagbo células
produtoras de IFNy, IL-12, IL-2 e TNFo e a forma assintomética da
LVC. Por outro lado, observa-se que parasitismo |éspxo estéa
associado com maiores niveis de expressdo de IL{i4-&0 (PINELLI et
al., 1995; LAGEet al.,, 2007) indicando uma provavel relagcdo entre esta

citocina e a forma clinica da doenca.
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1.4 BACO: ESTRUTURA E FUNCAO

O baco é um o6rgéo linféide secundario complexo encaiversas e
importantes fun¢gdes para o organismo, atuando anie@te no
metabolismo do ferro, destruicdo de heméacias velljasitrofagocitose
esplénica), além de ser um reservatdorio de sanguoe stuacdes de
esforco. Na fase embrionaria o baco tem a funcamdt@poiética, que é
parcialmente perdida ap6s o nascimento. Possui @egicompostas por
células de defesa responsaveis por fagocitose dmmismos estranhos,
apresentacao de antigenos, producédo de anticorpoé&lielas de memaoria.
Sua origem embriolégica sdo as células progenitomagsodermais
(BRENDOLAN et al., 2007).

O baco é circundado por uma espessa capsula deddeci
conjuntivo, que € revestida por epitélio pavimendosimples. Os septos
de tecido conjuntivo penetram no parénquima destgdd, conduzindo os
vasos sanguineos para o interior. E constituidoapgdlpa branca (PB) e
polpa vermelha (PV). A PB tem um arranjo de bainké@indrica
circulando a artéria central, composta por trés -swmpartimentos: A
bainha linfoide peri-arteriolar (PALM), a zona mangl (ZM) e os
foliculos. A céapsula compde-se de tecido conectiviehroso, fibras
elasticas e musculatura lisa. A camada externa dpsala esplénica é
composta de células mesoteliais, que podem ndoex@dentes no corte
histolégico. Da parte interna da capsula originaen-srabéculas de
musculatura lisa e tecido fibro-elastico em direcdadm parénquima
esplénico, contendo também vasos sanguineos, lioddte nervos, sendo
os vasos linfaticos do tipo eferentes, através daais linfécitos migram
para os nodos linfaticos esplénicos (CESTA, 2006).

O sangue chega ao baco através da artéria espléafieente, que
se divide em artérias trabeculares que penetram pagénquima, se
ramifica em pequenas arteriolas que entram na P¥Ydeo se tornam
arteriolas centrais. Outras arteriolas menores im@ag capilares da PB.
As arteriolas sé@o circundadas por tecido linféidermando as PALMS,

composta por células T, células dendriticas e ca#dulestromais. Os
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foliculos sdo formados por células B folicularesélelas dendriticas e
células estromais, podendo ocorrer expansao clareakélulas B, quando
ativadas, levando a hipertrofia folicular (ENGWERD&A al., 2004).

A ZM situa-se entre a PB e PV, consistindo num seeévestido
por células endoteliais que permite um fluxo rapig@oum ponto de
entrada de leucoOcitos na PB. Esta regido esplénécaomposta por
macrofagos metalofinicos marginais, macrofagos dana marginal,
células B e T, sendo especializada em fagocitosegdsgiculas estranhas
ao organismo, como protozoarios, bactérias e Vvi(@LIVER et al,
1997; MARTIN & KEARNEY, 2002; PILLAlet al.,, 2005).

Os fatores que atuam na migracdo de linfocitos B, celulas
dendriticas no interior esplénico sado controladas gitocinas, como a
linfotoxina-a1lp2 (LT-alpf2) e fator de necrose tumoral (TNF-a), estes
por sua vez controlam a expressdao de gquimiocinaanig CXC13
(CXCL13), responsavel pela atracdo de linfécitos a®s foliculos de
células B. A guimiocina ligante CC19 (CCL19) e quouina ligante CC
21 (CCL21) atuam dirigindo células T a zona de Hoftos T,
consequentemente o perfeito funcionamento do baca manutencdo de
sua arquitetura é dependente da harmonia de diwerpamiocinas e do
TNF-a, que sofrem alteragcdes na sua producdo quando a@asptose
esplénica em modelo murino (ENGWERDet al., 2002).

As respostas adaptativas e inatas podem ser eftelaente
montadas no baco, fazendo deste um importante érgdohomeostase
imune. Enquanto a PV esta restrita a resposta aatapd, a ZM estéa
envolvida em ambos o0s tipos de resposta, atravésnteecréfagos e
linf6citos, esta €é uma regido crucial onde patégenda corrente
sanguinea sdo sequestrados. Células B e macrofatpsZM podem
formar uma interacdo entre imunidade inata e adapta(MEBIUS et al.,
2004).

A PV consiste de sinuséides que formam labirintotsaaés de
conjuntos celulares conhecidos como corddes esgl@niou de Bilroth,
estes, por sua vez, sao formados por fibras reticeld com células
reticulares, macré6fagos associados e hemacias. @@sideradas células
reticulares os miofibroblastos que tem a funcdo absmtracdo do oOrgéo.
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As fibras reticulares sdo compostas de colageno ilerak elasticas,
miofibrilas, lamina basal de células reticulares fébras nervosas
adrenérgicas ndo mielinizadas (MEBIUS & KRAAL, 2005

Alguns trabalhos mostram que no baco murino, césula CD4
aumentam suas percentagens apés a infeccdo cemhmania infantum
superando o niamero de células T CDE@GOMES-PEREIRAet al.,, 2004).

Outros experimentos revelaram que o numero de @slul CD4+ e
T CD8+ aumentavam no baco apés infeccdo cheishmania infantum
mostrando que estas participam em conjunto na respamune celular
contra o parasito (TSAGOZI®&t al., 2003).

1.5 BIOLOGIA DO OXIDO NITRICO: SUA PARTICIPACAO NA
RESPOSTA IMUNE

A eliminacdo de microorganismos intracitoplasmatcmcorre
através da producdo de espécies reativas do oxigénido nitrogénio,
sendo um destes produtos o 6xido nitrico (NO), ummaolécula
responsavel por numerosos fendmenos fisiol6gicosOGDAN 1997,
2001).

O NO é um gas incolor a temperatura ambiente, poschivel em
dgua, altamente reativo, com meia-vida de 5 a 3Quseos. E sintetizado
pela acdo da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) reob substrato L-
arginina, convertendo-a em L-citrulina e liberanddO. Este pode ser
excretado através do ar expirado em sua forma @alicou pelo suor,
saliva e fezes em sua forma oxidada nitrito ou aibr. A excrecgao
principal ocorre pela urina (BAYLIS & VALLANCE, 198; ELLIS et al.,
1998).

Muitos experimentos tém sido feitos para se avalaparticipacéo
do NO |ligada ao controle da pressadao arterial, neém®missao,
relaxamento muscular, peristaltismo intestinal, gobkacdo sanguinea,
adesdo e agregacao plagquetaria (ADAMS, 1996; JORHSal.,, 1992;
FAHEY et al., 1996; WALDECK et al.,, 1998; RADOMSKI et al., 1990;
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FAINT et al, 1991; LORENTEet al., 1996), bem como verificar sua
participacdo na biologia de tumores (AMBE& al.,1988; STUEHR &
NATHAN, 1989), reacbes inflamatdrias auto-imunesIN&H et al,
2000), no choque séptico (TRZECIAKet al., 2008) e em doencas
inflamatorias (GRABBE & SCHUWARZ, 1998) .

A literatura descreve trés isoenzimas de Oxido Nidr Sintases
(NOS) presentes no citosol, sendo duas constitidiyaNOS e nNOS) e
uma induzivel (iNOS) (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002),
estruturalmente semelhantes, mas reguladas de emntes formas. As
cNOS ocorrem em duas isoformas, neuronal (hnNOSheo¢elial (eNOS),
a nNOS estd envolvida com processos homeostaticoemoc
neurotransmissdo, peristaltismo e a eNOS com cdetromediato da
presséo arterial e vasodilatacédo (FILHO & ZILBERSNE 2000).

As cNOS tém peso molecular de 133 kDa apresentaselonas
formas monoméricas, sdo reguladas por um mecani€ad/calmodulina
gque ativa e inativa as enzimas, estas tém sinteasalb e produzem
concentragdes picomolares de NO. Ao contrario, Qxiditrico Sintase
induzivel (iNOS) necessita da €%calmodulina apenas para sua
ativacao, ndo ocorrendo inativagcdo quando a conmay@io de calcio cai.
A INOS é expressa quando h& inducdo da sintese dWAMR por
endotoxinas bacterianas, lipopolisacarides (LPS),u ocitocinas
relacionadas com resposta do Tipo 1, como IFNTNF-a, IL-1p. Esta
enzima tem peso molecular de 130 kDa e apresenta-se sdbrma de
mondmero e tetrameroA ativacdo da INOS leva a concentracdes
nanomolares de NO (1000 vezes maior que as cNOS) acdo dessa
enzima requer nicotinamida adenina dinucleotideosfédo (NADPH),
tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinuotédeo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN), ©e heme como cofatores (IGNARRO, 1996; LI
& POULOS, 2005; TEIXEIRAet al., 2002).

A localizacdo imuno-histoquimica de iINOS no baco datos,
induzida por Propionibacterium acnese LPS foi demonstrada em
macréfagos, alguns linfécitos, neutréfilos e eodsfim@ds, sugerindo assim
a expressdo da enzima em varios tipos celulares REOERMANN &
DUN, 1996).
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A geracdo de NO é caracteristica de células doesnst imune tais
como: células dendriticas, NK, mondcitos, macréfagomicréglia,
células de Kupffer, eosinodfilos e neutréfilos. Alédisto, outros tipos
celulares como: células endoteliais, epiteliais,lJudéds da musculatura
lisa, fibroblastos, condrécitos, hepatdcitos, ca@siimesangiais e células
de Schwann também sao potenciais produtoras de MONCADA et al,,
1991).

O produto da oxidacdo do NO gerado pelas célulagioa nitritos
e nitratos (MARLETTA, 1988; MARLETTAet al.,, 1988; MAYER et al,
1989) e sua atividade antimicrobiana tem sido destoada por uma série
de experimentos, sendo que ha evidéncias demondtraque a producéao
de NO ¢é parte integrante da resposta do hospedearoinfeccao
(MACMICKING et al.,1997).

Alta producdo de NO por macrofagos depende de LHamp
extracelular em quantidades adequadas (HEVEL & MARDOA, 1992).
Na maioria dos tipos celulares, o transporte daiminmga ocorre via
sistema cationico independente do pH e *Na&nquanto a atividade ¢é
mediada por uma familia de proteinas transportadoda® aminoacidos
catiébnicos (CAT1, CAT2A, CAT2B) (NICHOLSONet al., 2001). O
perfeito funcionamento desse sistema é entdo neoesspara que O
sistema de defesa intracelular atue.

A NADPH oxidase e a INOS s&o enzimas envolvidaspraducao
de intermediarios do oxigénio e espécies reativae ditrogénio
respectivamente. A fusdo dessas moléculas altameaa¢ivas pode gerar
peroxinitrito (OONO-), S-nitrotiois (RSNO), o6xido ed nitrogénio Ill
(N203), tetréxido de dinitrogénio IV (hO4) e complexos dinitrosil-ferro
(CDNF) (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002; PACHERet al., 2007),
levando a formacédo de varias moléculas com poddrnmaicrobiano.

O NO pode estar relacionado tanto na defesa do &adepo
(BRANDONISIO et al., 2001; PANAROet al.,, 2001) e com a viruléncia
de protozoarios (HERTZ & MANSFIELD, 1999; GENESTRAt al,,
2006a).

Pesquisadores relatam a presenca de moléculas EEe

presentes na membrana celular destes parasitos, damo: glicolipides,
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glicoinositolfosfolipides e lipofosfoglicano (LPG),0s Uultimos com

potencial capacidade inibidora de sintese de NOampo macréfagos

ainda ndo foram ativados pelo IFN- Estes estudos relatam que LPG
podem inibir a sintese de IL-12 e entdo bloqueadifetamente a inducgao
da iINOS (LIEWet al., 1997).

A producdo de NO e atividade antieishmaniafoi detectada em
linhagem de macrofagos caninos infectados apés bacé@o com IFNy,
TNF-o e IL-2 (PINELLI et al, 2000). Outros pesquisadores
demonstraram a importancia da geracdo de NO comarabicida, em
LVC, usando cultura de células mononucleares dogs@nperiférico de
caes experimentalmente infectados com (L.) chagasj nas quais o
inibidor especifico da iINOS, aminoguanidina (AMGlevou ao aumento
da carga parasitaria e diminuicdo dos niveis de &® sobrenadante de
cultura (RODRIGUESet al., 2007).

A importancia leishmanicida do NO via INOS em culau de
macrofagos murinos, também usando inibidores esfpees da enzima
mostraram que a atividade da iINOS ¢é crucial parantcole da
persisténcia daLeishmania em hospedeiros imunocompetentes apo6s a
resolugcdo da infecgcdo primaria. Diversos trabalhdesmonstram que a
falha em manter iINOS ativa pode levar a uma reatéum de infeccéao
latente causada por organismos sensiveis ao NO,amter a fase de
imunossupressao (LIEVt al.,, 1990a; STENGERet al., 1996).

O NO e a sua capacidade leishmanicida em macréfagescaes
vacinados com promastigotas deishmania (L.) infantumapresentaram
associacado entre a producdo de NO induzido por WMNBACELLAR et
al., 2000; PANAROet al.,, 2001). Reforcando a importancia do NO como
microbicida, demonstrou-se um aumento da expressi@ INOS em
cultura de macrofagos caninos infectados chemishmania (L.) infantum
estimulados com IFN~ Naquele estudo, a maior expressao de iINOS
levou ao aumento na producédo de NO (SIS&0Dal. 2001).

A INOS tem sido associada a resisténcia a infeccpor
Leishmania major em camundongos C57BL/6, nos quais tem sido

demonstrada a expressdo desta enzima desde o indaionfec¢cdo na
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pele. Contrariamente, macréfagos de camundongos B/&| susceptiveis
a infecgdo, apresentam niveis menores de expressAoNOS devido a
inibicdo causada por TGB- e diminuicdo da resposta ao IFN-
vy (STENGERet al,, 1994; BOGDAN, 1997; 2001).

GANTT et al, (2003) avaliando os mecanismos de defesa das
leishmanias “in vitro” mostraram que estas podenbeliar protease
catepsina B, capazes de ativar T@Hatente e assim ativar a arginase. O
TGF-B atuaria de forma a prolongar o parasitismo, inibono sistema de
defesa dos macrofagos e desta forma diminuindoadpcao de NO.

Relata-se que a polarizacdo da resposta Tipo 1 [Téleficiente
na geracdo de NO e estd associada com doencas mafkias e
eliminacdo de patdégenos intracelulares via iINOS. Eontraste, quando
predominam no meio extracelular citocinas como IL-A -5, IL-10 e
TGF-B ocorre inibicdo da producdo de NO (resposta Tipoo2 Th2)
(NAGELKERKEN et al,, 1993; BACELLAR et al,, 2000). Experimentos
demonstraram que o predominio de células do Tipoc@m aumentada
producdo de IL-4, caracterizam-se por ndo seremtetaras contra as
leishmanioses, ocorrendo exacerbacédo dos sintoma@HQOFF et al,
1997).

Os efetores celulares Thl e Th2 se originam a padi@ células
precursoras chamadas Thp. Estas quando sao estdaslaela IL-12 déao
origem a células Tipo 1 e quando estimuladas péladloriginam células
Tipo 2 (MOSMANN & COFFMAN, 1989). Entretanto, sao untos o0s
fatores que influenciam na polarizagdo para um dgsos de resposta
imune frente a parasitos do génete®ishmaniaspp. Recentemente foi
descrito que além das populacdes efetoras derivadl@asLT auxiliares
descritas acima, a existéncia de células T reguliad (T CD4CD25")
poderiam favorecer a infecgcdo levando uma modulagio imunidade
protetora ao parasito (LIt al.,, 2003; XU et al.,, 2003).

Estudos relataram que caes naturalmente infectadosm
Leishmania (L.) chagasisintomaticos, apresentaram maiores niveis de
citocinas IL-10 e TGF3 (BELKAID et al,, 2001; CORREAet al.,, 2007),

sugerindo que a existéncia de células regulatémpaseria influenciar a
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interacdo parasito-hospedeiro e desta forma faverex manifestacdo de
formas clinicas graves na LVC.

Além da sua participacdo na imunidade a infecc6esNO pode
estar envolvido em processos imunopatolégicos, pxuia alta reatividade
pode ocasionar danos celulares acarretando um @fgxico indesejavel
no compartimento celular. Ha consenso de que otefeitotéxico do NO
ocorre devido a sinergia com o0 ion superoéxido, prpalmente pelo
subproduto peroxinitrito (ISCHIROPOULOS, 2004; NORM & LIEW,
1995). Este produto do NO é também um forte oxicamt pode reagir
diretamente com ampla gama de moléculas presentesmeio celular,
principalmente os grupos ricos em elétrons, suaaneida é curta (~10 —
20 ms), mas suficiente para cruzar a membrana @elubdifundindo-se
uma a duas células de diametro (DENICOLAt al.,, 1998). Seus
principais alvos sdo proteinas, sendo inclusiveazape inativar a iNOS
por modificacdo oxidativa de seu grupo heme (HUHMER al., 1997),
aminoacidos, principalmente oxidacdo das cistei®HIBATA et al.,
1996) e por mecanismos indiretos de reacfes quimieaa a nitracao de
tirosinas, afetando a estrutura e fun¢cdo protéicasultando na geracéo
de epitopos antigénicos, mudanca na atividade deimas, alterada
organizacao do cito-esqueleto e alteracbes impadama transducado de
sinais (SCHOPFERet al.,, 2003). Ja se demonstrou seu potencial
oxidativo também sobre o0s aminoacidos triptofano,etibnina e
histidina, além de reagir com lipidios e acidos haiicos (PACHERet
al., 2007).

Evidéncias estdo se acumulando no sentido de adngtie o NO
contribua para algumas condi¢cdes patoldégicas com®ma artrite
reumatoide, lesdes ateroscleroticas, tuberculoseclexose mudltipla,
Alzheimeir e gastrite induzida poHelicobacter pylori (DUSSE et al.,
2003).

A avaliacao da expressao da enzima iINOS em tecisiplénico de
caes naturalmente infectadoseishmania (L.) chagasi bem como a
gquantificacdo sérica de NO é um tdOpico pouco invgatlo. Além disso, a
associacdo entre esses biomarcadores, as diferefotmsas clinicas, os

graus de parasitismo esplénico e suas correlacdesmn © perfil de
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citocinas e subclasses de anticorpos pode auxiharentendimento da
imunopatogénese da LVC. Neste sentido, o presemtbalho, buscou
fornecer informacdes adicionais a elucidacdo do pbamo mecanismo de
interacdo parasito-hospedeiro na LVC considerandocampartimento

esplénico como um importante 6érgao linféide atingipdelo parasito.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar niveis séricos de NO e a expressaecmaima iNOS
no baco com perfil de citocinas e subclasses dalégcdes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi,apresentando

diferentes formas clinicas e graus de parasitismplénico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinar a carga parasitaria no baco descéaturalmente
infectados comL. (L.) chagasiportadores de diferentes formas clinicas

de leishmaniose e definir os graus de parasitismpl@nico

2.2.2 Determinar o0s niveis do 6xido nitrico séricde caes
naturalmente infectados coim. (L.) chagasie associar os resultados com

as formas clinicas e graus de parasitismo esplénico

2.2.3 Avaliar a expressdo da enzima iINOS em baco d&es
naturalmente infectados coim. (L.) chagasie associar os resultados com

as formas clinicas e graus de parasitismo esplénico

2.2.4 Associar os perfis de expressdo de iINOS emoba os niveis de
NO séricos com a producado das citocin&d-y, TNF-a e IL-10.

2.2.5 Associar os perfis de expressdo de iINOS eunidi@ esplénico e
0s niveis séricos de NO com os niveis de IgG1l, 1g&2gG total anti-

Leishmania
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo é fruto de uma colaboracdo entre o Blacde
Pesquisa em Imunologia da UNIVALE e o Laboratdrie thunopatologia
do NUPEB/UFOP.

O banco de dados disponivel para citocinas e amrpos destes
animais possibilitou anéalises de correlagbes endse niveis séricos de
NO e expressédo esplénica de iINOS com a express@gpbtéreca de IL-10,
IFN-y, TNF-a € niveis séricos de IgGl, I1gG2 e 1gG total anti—

Leishmania.

3.1 ANIMAIS

Soro e fragmentos de baco de 35 cades sem raca idefi(SRD) de
ambos os sexos, com idade estimada entre 2 a 6 ,aposcedentes do
centro de controle de zoonoses (CCZ) de Belo Homteo—- MG, foram
selecionados para este estudo. O uso experimeneéslted foi aprovado
pelo comité de ética da UFMG (CETEA). Os animaisviaan sido
previamente tratados com anti-helminticos de largepectro (Endal
plus®) e imunizados contra parvovirose, leptospegpsarainfluenza e
hepatite (Pfizer®). Os cées inseridos neste estagoesentavam testes
sorolégicos pela Reacdo de Imunofluoréscencia latdar(RIFI) e ELISA
positivos (CI).

Dez caes com titulos inferiores a 1:40 (RIFIl), e)am
parasitoléogicos negativos e clinicamente sadiosaforconsiderados néao

infectados e incluidos no grupo controle (CNI).
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3.2 AVALIACAO CLINICA

Os caes soropositivos por RIFI foram clinicamentlassificados
de acordo com presencga ou auséncia de sinais adnem: Assintomatico
(CA, n=10), quando n&do havia sinais ou sintomas dl@aenca,
Oligossintomatico (CO, n=10), com no maximo trésnaiis clinicos
incluindo cornea opaca e/ou alopecia e/ou modergpkada de peso;
Sintomatico (CS, n=15), apresentando sinais clisicsbe leishmaniose
visceral, com cérneas opacas, severa perda de pesicwogrifose, lesdes
cutaneas, apatia e cerato-conjuntivite. A avaliagdimica fora realizada

por um meédico veterinario treinado em LVC.

3.3 ANALISE PARASITOLOGICA

ApO6s necropsia, amostras do baco dos cades sorojpositforam
submetidas a exames parasitoléogicos para pesquisa fdrmas
amastigotas deLeishmania por meio de esfregacos e classificados de
acordo com a carga parasitaria. Neste trabalho deado o indice de
carga parasitaria obtido pela analise do tecidolésiro.

Amostras do bacgo foram coletadas e impressdes foraalizadas
em duas laminas microscoOpicas que ap0s secas afmram fixadas em
metanol, coradas consiemsae examinadas ao microscéopio oOptico. Foi
contado o numero de formas amastigotas por 100Qlaél nucleadas e os
resultados expressos como “Leishman Donovan UnitsDU) de acordo
com STAUBER (1955) modificado por REI&t al. (2006 a,b,c).

O parasitismo esplénico foi categorizado como ba{(Bd), médio
(MP) e alto parasitismo (AP) conforme os valores deDU
estatisticamente categorizados em tercis da segufotma: BP (0 — 10),
MP (11- 250) e AP (251 — 2564) de acordo com LA@&tal. (2007).
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3.4 QUANTIFICACAO SERICA DE NO

A avaliacdo da concentracdo de NO sérico foi reatia pela medida
de nitritos (NQ") e nitratos (NQ"), de acordo com a reacédo de Griess
(GREEN et al., 1982; GUTMAN & HOLLYWOOD, 1992). Os soros dos
caes foram codificados antes da realizacdo da demsag decodificados
apos, com posterior analise dos dados obtidos.

Para avaliacdo dos niveis séricos de NO, a 100de soro de cada
cado diluido 1:4 em agua destilada foram adicionaddsulL de nitrato
redutase (1U/mL) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, M@,SA), 10 uL de
NADPH (6mM) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USAg 10 uL de
FAD (200 mM) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA Este
procedimento foi necessario para reduzir nitratdOgN em nitrito (NG).
Apdés um periodo de incubacdo por 12 horas #C37as amostras foram
submetidas ao tratamento com 1/20 de sulfato de@i(B300g/L) (Sigma-
Aldrich Co., St Louis, MO, USA). Subsequentemente, amostras foram
centrifugadas a 10000g por 15 minutos. Apo0s cemntgdcao, 100uL de
cada amostra foram adicionadas em duplicata em gdade 96 pocos de
fundo plano. Posteriormente, foram adicionados 1,00 de reagente de
Griess (0.1% naphthylethylendiamine dihydrochloride 1%
sulphanylamide, 5% phosphoric acid) (Sigma-Aldri€lw., St Louis, MO,
USA) as amostras processadas de soro. ApOs incuba€@d camara
escura por 10 minutos, as amostras foram submetides leitor
automatico de microplacas e a absorbancia foi aa@di no comprimento
de onda de 570 nm. A concentracdo de nitrito dasostmas foi
determinada pela extrapolacdo da curva-padrao deigdo da solucao de
nitrito de so6dio (com variagcado linear de 0,78-10Mol/L) possibilitando
a identificacdo de valores de cada amostra. Os Itasws (emuM) foram

expressos como meédia da concentracdo de NO sérico.
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3.5 REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE INOS

Cortes histolégicos processados e parafinizadosaifo submetidos a
microtomia para a obtencdo de 2 cortes com espessier 4um e estes
foram fixados em laminas gelatinizadas. A seguirs cortes foram
desparafinizados em xilol (dois banhos de 15 mimsutmda), hidratados
em concentracdes decrescentes de alcool (100, 90e §0%) em banhos
de 5 minutos cada. Em seguida, os cortes foram dagsaem agua
corrente por 5 minutos e entdo se procedeu ao béomula peroxidase
endégena (180ml de alcool metilico/20mL de perdxide hidrogénio
30%) por 30 minutos a temperatura ambiente. Segigua lavagem em
PBS com trés banhos de 5 minutos cada.

Para a recuperacédo antigénica foi utilizado o tampatrato pH
6.0 em forno de microondas por 10 minutos. Depoésrdtiradas do forno
de microondas, os cortes foram deixados a tempesatambiente para
ocorrer um resfriamento progressivo dos mesmos ainighersos no
tampdo citrato pH 6.0. S6 entdo foram lavados emSPBm trés banhos
de 5 minutos cada.

Apb6és a secagem das bordas dos cortes com papel rabste,
aplicou-se o soro normal de cavalo (R.T.U. Vectast&dniversal Elite
ABC; Vector Laboratories, Inc.) por 30 minutos enancara Umida a
37°C, com o0 objetivo de bloquear sitios inespecéc Em seguida,
secou-se 0 excesso de soro normal de cavalo e oesdoram incubados
por 18 horas em camara umida a 4°C com o anticoppticlonal IGG de
coelho anti-iNOS (Rabbit anti-Mouse IiINOS, SC-651,an%a Cruz
Biotechnology, INC.) diluido 1:200 em solucdo dihnte de anticorpo
com componentes redutores dbackground” (DakoCytomation, USA).

Posteriormente, os cortes foram lavados em PBS albados com
o0 anticorpo secundério biotinilado (R.T.U. VectaistaUniversal Elite
ABC; Vector Laboratories, Inc.) por 30 minutos enancara Umida a
37°C. Seguiram-se trés banhos de 5 minutos cada,P&%. Os cortes
foram entdo incubados com o complexo ABC (R.T.U. cYastain

Universal Elite ABC; Vector Laboratories, Inc.) po30 minutos em
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camara Umida a 37°C. Seguiu-se a lavagem em PB&s tranhos de 5
minutos cada. A revelacdo da reacdo da peroxidaseobtida através da
incubacdo em solucdo de DAB (50mg de diaminobenzadem 250 mL de
PBS e 500uL de Perdoxido de Hidrogénio 30%) durante 5 minutdso
intuito de interromper a revelacdo, os cortes fordavados em &agua
corrente por cinco minutos.

Para realizar a contra-coloracédo, foi utilizado Hsetmxilina de
Harris por 10 segundos a temperatura ambiente skagpiela lavagem dos
cortes por 5 minutos em agua corrente. O material desidratado em
alcool 100% e seco em estufa 56°C. Ap6s a secagsemaaminas foram
montadas com resina (Pro-Cito) e laminula.

Como controle da reacao foram incluidos cortes @ééepobtidos de
cdo inoculado com antigeno deeishmania (Viannia) brasiliensise
saponina, que ja havia mostrado alta expressdaoN@Si, durante a fase
de padronizacdo da reacdo imuno-histoquimica. Campntrole negativo,
omitiu-se o anticorpo anti-iNOS, que foi substiteidoor PBS em uma
l[Amina. Os tecidos assim obtidos foram utilizadosrg analisar a
expressao de iNOS no bacgo. Este experimento folizaao em duplicata
em dias diferentes e em cada bateria havia 1 cdetrpositivo e 1
controle negativo. As laminas foram submetidas aalase qualitativa
usando-se microscopio Optico e posteriormente aliseadquantitativa da
expressao de INOS através de microscépio Leica DoD&®Leica CTR
5000, processadas com o auxilio do software LeicavirQ Plus,
analisando-se 20 campos aleatorios de cada laminaseresultados
expressos enum?. Seqiencialmente os diferentes grupos clinicosafor
associados aos resultados de expressao de iNOS.

Foram utilizados diferentes parametros na observacda
expressao da iNOS, a saber: difusa (quando a ma@acorria em toda
extensdo do campo microscOpio analisado), focalafgo os focos de
marcacao ficavam delimitados em areas bem definjdas pontual

(quando células marcadas isoladamente eram obsams)ad
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3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Realizaram-se analises estatisticas utilizandoexds especificos
para comparar os resultados das dosagens de NOogm e expressao de
INOS esplénica com o apoio instrumental do softwaPRkRISM 4.0
adotando-se nivel de significancia a 5%. Os dadosafm submetidos aos
testes ndo paramétricos. Para analise da cargaspt@raa por grupos
clinicos, dos niveis séricos de NO por grupos cdios, niveis séricos de
NO por carga parasitaria, avaliacdo quantitativa itNNOS por grupos
clinicos e avaliacdo quantitativa de iNOS por capgrasitaria foi usado
o teste de Kruskal Wallis. Os diferentes graus dagsitismo esplénico
foram estimados por tercis. Para analise dos niwvdsNO entre animais
infectados e nao infectados usou-se o0 teste de MWinmtney. Para
analises de correlacdo entre niveis séricos de Ne#fil sérico de Ig,
correlacdo entre niveis séricos de NO e densidadeagpitaria esplénica,
correlacdo entre niveis séricos de NO e perfil deocinas esplénicas,
correlacdo entre expressdo esplénica de INOS eipedrico de Ig e
correlacao entre expressao esplénica de INOS e ipedé citocinas

esplénicas usou-se correlacdo de Spearman.
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA CARGA PARASITARIA

4.1.1 Carga parasitaria por forma clinica

A carga parasitaria esplénica dos diferentes grugobisiicos de
caes categorizados em CA, CO e CS apresentou meaddenLDU iguais a
2, 20 e 298 respectivamente, havendo diferenca igigativa entre os
grupos (p<0,01). Verificou-se aumento da carga patd@ria associada a
maior gravidade da LVC, como demonstrado na Figlira
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Figura 1- Densidade parasitaria esplénica (LDU - ef&éhmania

Donovan Units”) por forma clinica de leishmanioseseeral canina.
Cédes assintoméaticos (CA; n= 10), caes oligossintbim@as (CO; n= 10)
e cdes sintomaticos (CS; n= 15). Diferenca signafiva representada
por p< 0,01; Teste de Kruskal Wallis e pds-teste Renn.
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4.1.2 Categorizacao por graus de parasitismo esplém

O parasitismo esplénico foi categorizado como ba{(Bd®), médio
(MP) e alto parasitismo (AP) conforme os valores deDU
estatisticamente categorizados em tercis da segufotma: BP (0 — 10),
MP (11- 250) e AP (251 — 2564). Esta classificagéarmitiu estimar o
percentual de grau parasitismo por grupo clinicmi Bbservado que o
grupo CS apresentava 53,3% de AP, 33,3% de MP emape 3,3% de BP;
O grupo CO apresentava 20% de AP, 50% de MP e 3@¥BR; Enquanto
o grupo CA apresentava 30% de MP e 70% de BP (Talgl

Tabela 1- Frequéncia de graus de parasitismo esigliémssociado a formas clinicas
em caes naturalmente infectados camishmania (L.) chagasi

GRAU DE
PARASITISMO

FORMAS CLIiNICAS

CA% CO% CS%
BP (n=12) 70 30 13,3
MP (n=13) 30 50 33,3
AP (n=10) 0 20 53,3
Total % 100 100 100

CA — Cées assintomaticos; CO — Cées oligossintom@atsi CS — Cédes sintoméaticos;
BP — Baixo parasitismo; MP- Médio parasitismo; APA}tto parasitismo. (n=35).

4.2 NIVEIS SERICOS DE OXIDO NITRICO

A determinacdo dos niveis séricos de oOxido nitrifoo realizada
de acordo com a reducdo de nitratos a nitritos,esstevelados pela
reacdo de Griess e os resultados associados asafmhinicas dos caes,

bem como ao grau de parasitismo esplénico.
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4.2.1 Dosagem de NO sérico em cdes nédo infectadosmparados a
caes infectados

Os niveis séricos de NO (NOe NO;) foram determinados em
CNI e CI apresentando diferentes formas clinicas ldeshmaniose ClI
apresentaram maiores niveis séricos de NO quandopasados a CNI,
apresentando medianas 14,92 e 4,4M respectivamente (p<0,05)
(Figura 2). Entretanto, quando os valores de NOGQleforam separados
de acordo com a forma clinica observou-diéerenca significativa apenas
entre CS e CNI, sendo as medianas de CA, CO e Csheetivamente
5,42; 3,95 e 23,7mM (p<0,01) (Figura 3).

P<0.05
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Figura 2- Niveis séricos de NO (NO e NO;) em cées
ndo infectados (CNI; n=10), comparados a caes
naturalmente infectados corh. (L.) chagasi(Cl; n=35).
Diferencas significativas representadas por (p<0,05
Teste de Mann Whitney.
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Figura 3 - Niveis séricos de NO (N e NO;) de caes nédo infectados
(CNI; n= 10), comparados a cdes assintomaticos (C#®s10), caes
oligossintomaticos (CO; n=10) e cades sintomatico<S( n=15).

Diferengas significativas representadas por (p<0,0Teste de Kruskal
Wallis e p6s-teste de Dunn.

4.2.2 Determinacdo dos niveis séricos de NO compaa por carga

parasitaria

Foram avaliados também os niveis séricos de NO deréo com o
grau de parasitismo esplénico. Observa-se que aianadde NO do grupo
com BP (1,49uM) é significativamente menor que a mediana dospgpwu
com MP (18,84 uM) e AP (26,37 uM) (p<0,05) (Figura 4A). Este
resultado foi reforcado pela analise de correlagidre estas variaveis
gque revelaram existir uma forte correlacdo entreaaga parasitaria e os
niveis séricos de NO (p<0,0001, r= 0,6444) (Figuym).
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Figura 4 - A) Niveis séricos de NO (N® e NO;) de cédes infectados com
Leishmania (L.) chagas{Cl; n=35) subdivididos em animais apresentandadxina

parasitismo (BP; LDU entre 0 e 10), médio parasmiocs (MP; LDU entre 11 e

250) e alto parasitismo (AP; LDU entre 251 e 2564)iferencas significativas
representadas por p<0,05 (entre BP e MP) e p<0,0&itre BP e AP). Teste de
Kruskal Wallis e p6s-teste de Dunn. B) Correlacad® S8pearman entre NO sérico
e densidade parasitaria esplénica de(k0001, r=0,6444, n=35)

4.3 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS NIVEIS SERICOSEDNO

COM EXP'RESSAO ESPLENICA DE IL-10, IFN-E TNF-a« E COM OS
NIVEIS SERICOS DE IgG1, 1gG2 E IgG TOTAL ANTLEISHMANIA

Foi realizada analise de correlacdo entre os niwEsicos de NO
com os dados obtidos por densitometria das bandafR@-PCR (método
semi-quantitativo) para IL-10, IFN-e TNF-o« e com niveis séricos de

IgG1, IgG2 e IgG total antl-eishmania
Observou-se correlacdo positiva entre os niveisicces de NO e

expressao esplénica de TNF-(p=0,005, r= 0,589), ndo se observando
correlagcdo (p>0,05) com IFN-e IL-10 (Figura 5). Também se observou
corregdo positiva entre NO sérico e niveis de Ig®@tal (p=0,047,
r=0,400) e 1gG2 (p=0,019, r=0,466), sendo que nawu\e correlacao
deste com IgG1 (p>0,05) (Figura 6).
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Figura 5—- Anéalises de correlagcdo dos niveis séricos de NO {N® NO;") em
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caes infectados comLeishmania (L.) chagasi(Cl, n=21) com expressao

esplénica de IL-10 (A; p=0,971)IFN-y (B; p=0,181) e TNFea (C; p=0,005,
r=0,589). Correlacdo de Spearman.
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Figura 6 - Analise de correlacdo dos niveis séricos de NO ¢(N® NO;) de
caes naturalmente infectados cobeishmania (L.) chagasi(Cl; n=24) com
niveis séricos de IgG total antieishmania(A; p=0,047, r=0,400), I1gG1l (B;
p=0,964) e IgG2 (C; p=0,019, r=0,466). Correlacé® Spearman
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4.4 EXPRESSAO ESPLENICA DE iNOS

4.4.1 Analise semi-quantitativa de iNOS

Cortes histologicos de fragmentos de baco dos cé@@turalmente
infectados com L. chagasi foram submetidos a reacdo imuno-
histoquimica investigando-se a expressao da enziM@S (Figura 7).
Foram utilizados diferentes parametros na observada expressado da
INOS, a saber: difusa (quando a marcacdo ocorriatetha extensao do
campo microscopio analisado), focal (quando os f®cde marcacéo
ficavam delimitados em areas bem definidas) e paht(quando células
marcadas isoladamente eram observadas) (Tabela @pservou-se
também marcacdo nas trabéculas e cépsulas, queirfoluida como

marcacao difusa.
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Figura 7 - Fotomicrografias de corte histol6gico esplénide cdes naturalmente
infectados comlLeishmania (L.) chagasisubmetido a reacdo imuno-histoquimica
anti-iNOS. A) Auséncia de marcagcdo no grupo conero(CNI); B) Expressao

discreta em cao assintomatico (CA); C) moderada @ oligossintoméatico (CO);

D) acentuada em cao sintomatico (CS). 600X.
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4.4.1.1 Marcacéao Difusa (MD)

No grupo CS, 53% dos animais apresentaram marcagéasa
acentuada (MDA), 30,8% marcacédo difusa moderada WD 16,2% nao
apresentaram MD. 45% dos CO apresentaram MDA, 18MBM, 18,2%
marcacao difusa leve (MDL) e 18,6% nao apresentardhb. CA
apresentaram MDL em 57,1% dos animais e 42,9% deledo

apresentaram MD (Tabela 2).

4.4.1.2 Marcacéao Focal (MF)

Apresentaram marcacao focal acentuada (MFA) 30,89 dnimais
do grupo CS, 7,7% marcacado focal moderada (MFM)5%, marcacao
focal leve (MFL) e 56% n&o apresentaram MF. 18,2% dO
apresentaram MFA, 18,2% MFM, 9,1% MFL e 54,5% né&mreessentavam
MF. 14,2% de CA apresentaram MFL e 85,8% nao apméseam MF
(Tabela 2).

4.4.1.3 Marcacao Pontual (MP)

No grupo CS 7,7% dos animais apresentaram marcagaotual
acentuada (MPA), 15,4% marcacdo pontual moderadaPN, 15,4%
marcacao pontual leve (MPL) e 61,5% nédo apresemabP. 9,1% de CO
apresentaram MPM, 18,2% MPL e 72,7% nao apresemiaWeP. 14,3% de
CA apresentaram MPM, 14,3% MPL e 71,4% nao apreaearh MP
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Média percentual de marcacdo da expres$é iNOS por grupo clinico
guanto ao tipo e intensidade nos fragmentos espdéside cdes infectados com
Leishmania (L.) chagasi

Forma L . .
. Marcacéo Difusa Marcacéo Focal Marcacéo Pontual
clinica

AUS. LEVE MOD. ACEN. AUS. LEVE MOD. ACEN. AUS. LEVE MOD. ACEN.
CA

429 57,1 0 0 85,8 14,2 0 0 71,4 143 14,3 0
(n=8)
CO

18,6 18,2 18,2 45 545 9,1 18,2 18,2 72,7 18,2 9,10
(n=8)
CS

16,2 0 30,8 53 56 5,5 7,7 30,8 615 154 154 7,7
(n=13)

CA — Cées assintomaticos; CO — cdes oligossintom@ati CS — Caes Sintomaticos.
AUS= ausente, MOD.= moderada; ACEN.= acentuada.

4.4.2 Analise quantitativa de iNOS

4.4.2.1 Expressao esplénica de iINOS comparadosfpona clinica

A analise quantitativa de INOS em fragmentos espdés de 8
CNI e 29 CI foi realizada usando o analisador deagans Leica Qwin
Plus fotografando-se aleatoriamente 20 campos nEcé@icos de cada
corte histoldégico calculando-se a média de dois exxmentos. CNI néo
apresentaram marcacdo detectavel, portanto ndopbmisivel quantificar
INOS neste grupo. A quantificacdo da expressdo dNOS$S em ClI
apresentou grande dispersdo dos dados, variand® @e1.051.769um?
com mediana 30.561um? (Figura 8). As analises entre as diferentes
formas clinicas de Cl com CNI mostraram diferenggnsficativa entre
CS e CNI (p<0,01) e entre CO e CNI (p<0,05) (Figwa
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Figura 9 — Avaliacdo quantitativa da expressdo de Oxido NitriSintase

induzivel (iNOS) no baco de cdes nédo infectados (CN=8) e naturalmente

infectados comLeishmania (L.) chagasiclassificados por formas clinicas de
LVC (CA; n=8,C0O; n=8e CS; n=13). Diferenca signititiva entre CNIl e CO

representada por p<0,05 e entre CNI e CS reprea@atpor p<0,01. Kruskal

Wallis e pés-teste de Dunn. Imuno-histoquimica amMiOS
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4.4.2.2 Expressédo esplénica de iNOS comparada poga parasitaria

Nado foram encontradas diferencas significativas mdia os
valores da expressdo de iNOS foram agrupados pomgaaparasitaria
(p=0,055). As medianas de iINOS em cdes com BP, M&RPeforam 4302,
21523, e 171524um?® respectivamente. Os resultados demonstram que
50% dos cdes com BP nao expressam niveis detecsagai enzima, no

entanto, em 100% dos cdes com AP a expressao oddigura 10).
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Figura 10 — Avaliacdo quantitativa da expressdo de Oxido Nitric
Sintase induzivel (iINOS) no baco de cdes né&do inaeots (CNI, n=8) e
naturalmente infectados comeishmania (L.) chagasiclassificados por
densidade parasitaria esplénica (Baixo parasitisth®U entre 0 e 10),

médio parasitismo: LDU entre 11 e 250 e alto patessno: LDU entre

251 e 2564). p>0,05. Teste de Kruskal Wallis e péste de Dunn.

4.4.2.3 Analise de correlacdo entre a expressaoi@S com niveis
esplénicos de IL-10, IFN-e TNF-oc.e com niveis de IgG1l, 1gG2 e IgG
total antiLeishmania

Foram realizadas analises de correlacdo de Spearmmme 0S

dados quantitativos da expressdo de iNOS em Cl| osmiveis de IL-10,
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IFN-y e TNF-o, ndo sendo encontrados resultados significativos (p>
0,05) (Figura 11). As anéalises de correlagcbes entre o0s odad
guantitativos da expressdao de iNOS em CIl com osedvde IgG Total
anti — Leishmania 1gG1 e IgG2 também ndo apresentaram resultados

significativos (p>0,05)Figura 12).

A B

= 150 = 150
= P=0110 - P = 0,697
Z w0 W w 100 ¥
= =
g =
g (] = .
EREVE £ 50 o
g 5
5 n = I |
T, u = -

0] ¥ < a iy

L] T
1000 20000 3000 10 20 30

-
=

IL-10 INE- y

LA
(=]

x 10

P=10.205

.

Area marcada para iNOS (um

o L L L]
0 100 200 300 400

TNF-

Figura 11 — Correlacdo de Spearman da expressdo esplénica deSidm cées
naturalmente infectados comeishmania (L.) chagas{Cl; n=21) com a expressao
esplénica de IL-10 (A; p=0,110), IFN{B; p=0,697 e TNF-o (C; p=0,205).
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5 DISCUSSAO

A LV apresenta ampla distribuicdo epidemioldégica eareas
tropicais e subtropicais do globo (TESH, 1995). Hnau das mais
relevantes e emergentes doencas parasitarias de bochundo, podendo
levar a 98% de mortalidade se nao trataddo Brasil, a importancia da
LV esta no fato da sua alta incidéncia e ampla daticdo geografica,
seu processo de expanséo, urbanizacdo e na posbabié de atingir
formas graves associadas a desnutricdo e infecofmscomitantes. Na
maioria das areas endémicas 80% dos casos regigsramcorrem em
criancas com menos de 10 anos, sendo notificadosoxamadamente
1980 casos por ano. Destes, 90% situam-se na regoddeste (GONTIJO
& MELO, 2004; SILVA et al., 2001).

Do ponto de vista epidemiologico a LVC é apontadamo mais
importante que a doenca humana devido a sua marevgéncia e pelo
fato de CA e CS serem infecciosos ao inseto vetoprencipalmente
devido a infeccdo canina anteceder o aparecimenéocdsos humanos
(DEANE & DEANE, 1954; KEENANet al.,, 1984b; ABRANCHESet al,
1991a; MOLINA et al.,, 1994).

A susceptibilidade canina a infec¢cdo e @tatus clinico
desenvolvido estdo relacionados com diversos mexapns de interacao
parasito-hospedeiro. Para contribuir com os avangaselucidacao destes
mecanismos em LVC foram realizados neste estudayaliacdo da carga
parasitaria esplénica, quantificacdo dos niveisic®s de NO e a
expressao da enzima iNOS, associando os resultaxbdedos com niveis
da expressdo de IFN; TNF-a, IL-10, IgG1l, IgG2 e IgG total anti-
Leishmania.

Os resultados na Figura 1 e Tabela 1 mostram aumela carga
parasitaria em caes sintomaticos, ou seja, com mai@mprometimento
clinico. Estes resultados se aproximam do exposbts plguns autores
que relataram haver correlacdo entre a carga paaesi do baco e
linfonodos e o agravamento clinico da LVC (SANCHExA al., 2004;
GIUNCHETTI et al.,, 2006). Os resultados estdo também de acordo com o
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exposto por REISt al. (2006a) que apresentaram uma correlagao entre o
status clinico na LVC e grau de parasitismo mostradm escala
decrescente, refletido pela ordem: medula 6ssegpbéinfonodos, pele e
figado.

A quantificagcdo de NO tem sido realizada por varios
pesquisadores, devido ao seu potencial citotéxicmlacionado com
mecanismos de defesa inata em varias doencas indsas (MACHADO
et al., 2004). Na Leishmaniose, PANAR®t al., (1999) demonstraram o
potencial microbicida do NO em macrdéfagos humanogectados comL.
infantum estimulados com IFN- e LPS bacteriano. Anteriormente,
VOULDOUKIS et al, (1996) haviam demonstrado a capacidade
microbicida do NO ao relatar o aumento sérico deitrulina, metabdlito
da L-arginase, ao sofrer acdo da INOS, em caes citafédos com
Leishmania infantum submetidos a tratamento com antimonial
pentavalente (glucantime).

Enfatizando a importancia do NO como agente leishmeda
pesquisadores demonstraram que macrofagos caninasteriormente
vacinados com promastigotas mortas déeishmania infantum,
apresentam maior capacidade de producdo de NO asdaca maior
capacidade de matar o parasito (PANAR® al., 2001). PINELLI et al,
(2000) apresentaram aumento dos niveis de NO emresoddante de
cultura de macréfagos caninos infectados cdmishmania infantum
ativados com IFNy, TNF-a e IL-2 e LPS. Outros trabalhos mostraram a
importancia dessas citocinas na ativacdo da ex@essle iNOS e
consequentemente da producao de NO (LIEWal., 1990a,b).

PANARO et al. (2008), em experimentos “in vitro”, sugeriram que
a producadao de NO estad envolvida na protecdo e nmgpéstico de céaes
naturalmente infectados pok. infantum, mostrando que a adocdo de
linfocitos autdlogos reduzia a producdo de NO poracmbfagos de
animais sintomaticos e assintoméaticos a medida cueinfeccdo se
tornava mais cronica.

Neste trabalho, os resultados demonstram que Cls@ntaram a
mediana dos niveis séricos de NO significativamemi@iores que a
mediana do grupo de CNI (p<0,05) (Figura 2). Entre Cl, 0s niveis de



53

NO em CS foram significativamente maiores quandomearados aos
niveis obtidos em CNI (p<0,01) (Figura 3). Quandwabados os niveis
séricos de NO em relagcdo a carga parasitaria emagatn-se niveis
significantemente menores de NO em cdes com BP emac@do a MP
(p<0,05) e AP (p<0,001). Reforcando estes resulsada analise de
correlacdo entre NO sérico e carga parasitaria reweuma forte
correlacao positiva (p=0,0001, r= 0,6444) (FigurA & B).

O aumento da producdo de NO em cédes naturalmentectados
com alto parasitismo e sintoméaticos poderia seruinido por moléculas
do parasito como o LPG (LIEWet al.,1997). Naquele trabalho, os
autores relataram que fosfoglicanos (PG) liberadoslo parasito séao
capazes de inibir ou induzir a sintese de NO porcnmddagos murinos
estimulados com |IFN- e LPS. No entanto, estes s&do aspectos
controversos, pois experimentos realizados revelargue moléculas
presentes ndeishmaniacomo LPG podem inibir a producdo de IL-12,
gue é o principal indutor de resposta do Tipo 1 (RFRODFOOT et al.,
1996; LIEWet al.,1997).

Foi encontrada uma associagcdo entre os niveis sé8rike NO e a
expressao esplénica da citocina TNF(p=0,005)e entre a producao de
lgG2 (p=0,019) e IgG total (p=0,047) (Figuras 5 & @& sabido que o
TNF-a € uma das citocinas indutoras da ativacdo da expde de iNOS
(LIEW et al. 1990b) e esta citocina pode ser produzida por mhéagos,
células Thl, Th2 e mastocitos (BEUTLER & CERAMI, 49).

A correlagdo positiva com os isotipos de IgG sugeuena
polarizacdo da resposta para o perfil Th2. Animasssceptiveis
desenvolvem uma resposta tipicamente Th2 e uma aetsp humoral
exuberante (HONOREt al., 1998; ROLAOet al., 2007). Niveis maiores
de 1gG2 tém sido registrados relacionados a mau gpobstico
(BOURDOISEAU et al, 1997; REIS et al., 2006c) bem como a bom
prognostico na LV (DEPLAZESet al., 1995; NIETO et al, 1999),
havendo controvérsias entre os autores, necessoaed investigacdes

adicionais.
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Deve-se considerar também o fato deste estudo téo sealizado
com cdaes naturalmente infectados. A producdo de pdde ter sido
importante na fase aguda da doenca, definindo quealia o progndstico
dos cdes. MANNAet al., (2006) relataram em estudo de “coorte” que
caes assintomaticos naturalmente infectados cdminfantum que
apresentaram expressdo de IFN-no tempo inicial do estudo
permaneceram assintomaticos ou evoluiram com pousimdomas, mas
animais que nao apresentaram esta expressdo ewhuipara forma
clinica sintomatica. A expressao de INOS em modehoarino, na fase
aguda, tem demonstrado que o NO gerado promove aotrobe de
infecgbes porL. major, sendo expressa na pele e linfonodos drenantes da
lesdo em camundongos resistentes C57BL/6 levanddirinuicdo no
numero de parasitos. JA em camundongos susceptigeis ndo se curam
espontaneamente (BALB/c), esexpressao é&ignificativamente menor e
nado ocorre reducdo da carga parasitaria (STENGERI., 1994).

Outro importante aspecto que pode explicar em patpresenca
de maiores niveis de NO em cédes apresentando aHpagitismo €é a
possibilidade de parte da producdo do NO ter sidontetizada pelas
proprias leishmanias. Alguns autores demonstraramcagpacidade de
leishmanias produzirem NO e relacionaram este atpetiretamente a
capacidade infecciosa do parasito. A producdo de NOr formas
promastigotas e amastigotas axénicas dle. amazonensis foi
demonstrada, ocorrendo diminuicdo quando se empregauso de
inibidores de NOS como o L-NAME (NG-nitro-L-arginanmetil ester).
Estes autores sugeriram ainda que o NO gerado pedoasito possa
diminuir a resposta microbicida dos macrofagos reishdo a atividade da
iINOS, possivelmente por atuar em mecanismos poésdcaicionais da
enzima, inibindo a producdo de NO ou retardandopaptose da célula
parasitada. Também demonstraram que a capacidadgra@uzir NO esta
presente em varias espécies corho amazonensis, L. brasiliensis e L.
chagasi em mecanismos dependentes do’G&ENESTRA et al., 2006
a,b; 2003). Os mecanismos de regulacdo da sinteseN® tém sido

amplamente investigados e sua producdo pode sebidai por um
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mecanismo de “feedback” negativo, onde o NO regwaa proépria
producédo (LIEW, 1994).

Os resultados sugerem que maiores niveis de NOfas& crdnica
da LVC, estdo associados a mau prognéstico, relaadms com alto
parasitismo, podendo-se inferir que o NO pode sesado como
biomarcador da progressdo clinica da doenca. Noaetda, seriam
necessarios trabalhos adicionais para se estabelema afirmacao, pois
existem limitacdes metodoldgicas que devem ser coeradas na
dosagem sérica do NO pelo método de Griess cujssiitados podem néo
refletir apenas os aspectos relacionados com a daemmas também
interferéncia pela dieta ou producao de nitritoslgpdlora intestinal
(MARZINZIG et al., 1997). E importante ressaltar que a validade da
determinacdo das concentragdes de nitrito e nitraoono verdadeiro
indice da producdo de NO enddégeno poderia geranrooersias devido a
fatores como: interagcdes quimicas in vivo (KNOWLES MONCADA,
1994; BENJAMIN & VALLANCE, 1994). No entanto, o méto de Griess
tem sido validado por diversos autores que mostrague as
concentracdes de nitrito e nitrato alteram-se comeultado de diversas
doencas (FARRELet al., 1992; MIDDLETON et al., 1993; BALDEWEG
et al., 1996).

A analise qualitativa da expressdo da IiNOS é apmnéaseéa na
Figura 7 e Tabela 2. Podem ser observados diferenntgos de marcacéo
imuno-histoquimica. O grupo de CNI ndo apresentouarcacao
detectavel. Quando os animais foram avaliados derde com a forma
clinica verificou-se que a marcacdo em CA variou lédge a moderada e
ndo se encontrou nestes animais marcacao acentweadanenhum dos
critérios adotados. Por sua vez, 0os grupos CO e apf%esentaram uma
maior frequéncia e intensidade da expressdo de iING@8ndo mais
proeminente no ultimo. Esta marcacdo pode estamai®nada com os
eventos inflamatdorios observados na LVC. O tipo ma&rcacdo difusa
pode estar relacionado com a intensa hiperplasianderdéfagos no bacgo
de cdes com LV (TAFURIet al.,, 2001). A marcacao focal pode estar
relacionada com a marcacdo principalmente nas PALMZM ou

foliculos, pois macrofagos e células dendriticagdespresentes nessas
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estruturas e podem estar ativadas e produzir iINQ&. a marcacao
pontual relaciona-se com marcacdo em ceélulas isasadQuanto a
marcacao nos vasos esplénicos, MONCADA al. (1991) citam varias
células capazes de expressar iNOS, entre elas asla endoteliais que
sdo possivelmente as marcadas neste experimento.

Uma possivel explicagcdo para a expressdao da iNOS fod
conforme a Figura 8 pode estar ocorrendo via reoeps do tipo Toll
(TRLs), uma importante familia de receptores pregsnem células
imunes de mamiferos que reconhecem motivos conskasale patégenos
(padrdao molecular associado a patégenos — PAMPs).TBLs presentes
nas membranas dos macrdfagos ou linfécitos de giedem estar sendo
ativados por PAMPs presentes nas leishmanias (LPBECKER et al,,
2003; LIESE et al., 2007). Esta ativacdo leva a producao de citocinas
pro-inflamatdrias dependente da ativacdo do fataclear kB (NFkB), o
qual dispara mecanismos efetores microbiostaticasfobicidas por
animais resistentes em infec¢cbes pbrypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei, Leishmaniasp., Toxoplasma gondie Plasmodiumsp. (TAKEDA
et al.,, 2003; GAZZINELLI et al.,, 2004).

Observou-se claramente que havia uma maior expressii INOS
associada a gravidade da doenca considerando-seliagd semi-
guantitativa (Tabela 2) e esta forte marcacdo eatassociada aos caes
apresentando alto parasitismo esplénico, emboraa eslbservacdo néao
tenha se tornado uma regra e tenham sido encontaxdfees com médio
ou baixo parasitismo com alta expressdo de iINOSmi®mo CS ou com
alto parasitismo com baixa expressao de iNOS.

O aumento da expressdao de INOS estar associado aoforma
clinica, considerando-se as analises semi-quantibatt quantitativa de
INOS, (mais intenso em CS e CO) pode estar relaatbm ao maior
numero de cades com AP nestes grupos (Tabela 2, rRigd). Quanto a
CNI ndo apresentar marcacao detectavel, estd dedamccom resultados
de LAGE et al. (2007) cujo trabalho revelou que este grupo nao
apresenta expressdao esplénica de IENgue por sua vez tem sido

demonstrado estar relacionado com a ativacdo daresqdo de iNOS
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(HEVEL & MARLETTA, 1992; HOLAN et al.,, 2006; NIEDBALA et al.,
2002; PINELLI et al. 2000).

Apesar de nao ter sido observado diferenca sigmifiica quanto a
expressao esplénica de INOS por densidade parasitésplénica, do
ponto de vista semi-quantitativo (Tabela 1 e 2) mesultados sugerem
gue a maior expressdao de iINOS nao estd necessantEméigada a
reducdo da carga parasitaria no tecido esplénicoqoe esta expressao
ultrapassa os niveis ideais para o clearence espbée torna-se toxico
ao hospedeiro possivelmente pela geracdo de pertia (PACHER et
al., 2007). ANDERSONet al.,, (2005) mostraram que camundongos
C57BL/6 geralmente resistentes, quando experimeneéalte infectados
por cepas virulentas de Lmajor, falharam em eliminar os parasitos
apesar de expressarem altos niveis de iINOS na lesd@dle apresentarem
uma resposta polarizada de Th1l.

Deve-se considerar ainda que a expressdo de iINCGSpeoducao
de NO sao apenas parte da resposta imune na LVASRE al., (2006b)
demonstraram que CIl apresentam diminuicdo nas tadascélulas T
CD4"/CD8" no sangue periférico comparados a CNI e que CAeapntam
significativamente maior quantidade células T CD8CD4 que CS, bem
como maior expressdo MHC classe Il por linfécitoscalantes. Assim, a
queda na taxa de células T CD€D8", bem como a queda de linfécitos
T CD8 e CD4, importantes fontes de IFN- poderiam levar os
macrofagos de CS e CO a estarem ineficientes emmprmerem a
eliminacdo dos parasitos, por uma ativagcdo incompledevido a
insuficiente producao de IFN: De forma semelhante CARRERAt al,
(1996) sugerem que a producdo de IL-12 é firmemeneégulada em
macrofagos murinos por promastigotas de Ileishmanidsrante a
infeccdo. Assim, o controle dessa importante citaciativadora de
resposta do Tipo 1 pode estar associada, de formdiréeta, as
insuficientes producbes de IFN-e expressdo de INOS que seriam
necessarios para promover a morte dos parasitosém

Ha& muitas evidéncias clinicas e experimentais imtido que a

resolucdo da infeccdo Ileishmanial & dependente dHulas T e
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macréfagos ativados por citocinas derivadas de k&uT, havendo
trabalhos demonstrando a importancia do IFNNo controle das
leishmanioses (CARVALHOet al.,, 1985; LIEW et al., 1982; SACKSet
al., 1987). Outros estudos relataram cées assintométicom LVC
apresentando aumento na producédo de IL-2, T&NE-IFN-y (CABRAL et
al., 1992; PINELLI et al, 1994a,b; PINELLI et al, 1995).
Contrariamente, a IL-10 tem sido associada a supdiesde producdo de
citocinas do Tipo 1 e a modulacdo da atividade hemsnicida de
macréfagos (BOGDANet al, 1991; MOSMANN & MOORE, 1991). A
expressdo de RNAmM do IFN-estd diminuida no inicio de infeccéo
experimental de cades infectados cdmishmania infantum Num periodo
pré-patente subsequente ocorre aumento do {Fé& posterior decréscimo
guando aparecem o0s sinais clinicos da doenca, hdwvernambém
expressdao de RNAmM para IL-10 em cultura de célufesnonucleares do
sangue periférico (SANTOS-GOME&t al., 2002). CORREAet al.,
(2007) demonstraram que cédes naturalmente infectagor Leishmania
(L.) chagasi apresentam maiores niveis de IL-10 e T@GF estas tem
sido associadas com forte inibicdo da capacidadecrahicida de
macrofagos. GAZZINELLIet al,, (1992) mostram que a IL-10 e TGF-
B também inibiram a morte de formas tripomastigostess Trypanosoma
cruzi por macrofagos murinos ativados por IRNem mecanismo
dependente de NO. Por sua vez, resultados obtidos ANDERSON et
al. (2005) mostraram que em camundongos C57BL/6 guaealte
resistentes a infec¢cdo polk. major quando inoculados com cepas do
parasito resistente ao tratamento n&o ocorria aacda lesdo na derme
mesmo com uma polarizacdo de resposta do Tipo ehdo aumento da
carga parasitaria, demonstrando que a producdo delOl estava
relacionada com o aumento da susceptibilidade.

Apesar de nao ter sido observada correlacao entridN@S e as
citocinas IL-10, IFNy, e TNF-«, e os anticorpos IgG1l, 1gG2 ou IgG
total anti-Leishmania(p>0,05) (Figuras 11 e 12), LAGEt al. (2007)

demonstraram uma correlacdo entre IL-10 statusclinico severo e alta
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carga parasitaria ao descrever que 100% dos Cl &dMmapresentavam
expressdao de RNAm de IL-10.

A susceptibilidade a infeccdo pode ser devido ababelecimento
de circuitos imunorregulatdérios, onde a maior indoc¢ de citocinas
regulatérias como o TGB- e IL-10 poderia render os macrofagos
ineficientes no clearence dos parasitos (BELKAE&D al., 2001; GANTT
et al, 2003, ANDERSONet al., 2005; CORREAet al., 2007).

Também podemos supor que em LVC possa ocorrer dai@@aacao
de células T regulatdorias (Treg) anteriormente estdas no modelo
murino (XU et al., 2003), como as células T CD@D25" que poderiam
estar elevando os niveis esplénicos de IL-10 impedi a polarizacédo
para resposta do Tipo 1, modulando a producdo dd-¥F iNOS, NO e
consequentemente protegendo o0 parasito contra oscamemos
microbicidas dos macréfagos (RONCAROL&X al.,, 2006; ANDERSONet
al., 2005). Resultados opostos foram apresentados WYLEN et al,,
(2007), que descartam estas células como princigaistes de IL-10 na
fase inicial da leishmaniose humana.

A importancia da participacdo da IL-10 na persistén do
parasito ¢é reforcada por alguns autores que denramam em
camundongos nocautes para IL-10 ou uso de anticerpboqueadores
anti-IL-10 levava a cura estéril quando infectadoem L. major. No
entanto, ocorria laténcia da leishmaniose quanduihaexpressado de IL-
10. Estes autores demonstraram ainda que a IL-1lddpzida por células
Treg ocorreria naturalmente, e era crucial paraspsténcia da infeccéo
por L. major em leishmaniose cutdanea em modelo murino (BELKAé¢D
al., 2002).

A suposta participacdo de células regulatorias rmere
investigacdo em futuros trabalhos, principalmentelacionando sua
presenca com a forma clinica, pois renderiam infaces que poderiam
elucidar aspectos ignorados da imunopatologia enCLV

A falha na eliminacdo dos parasitos mesmo quando @ob@anino
estd expressando altos niveis de INOS, pode esgadlb a mecanismo de
escape dos parasitos pela expressao de moléculadegishmanias como
as peroxidoxinas LcPxn-1 e LcPxn-2 ou superéxidosndiutase que
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conferem protegcdo aos parasitos contra 0s mecanssmocrobicidas
(OLIVIER et al., 2005).

Ainda entre 0s possiveis mecanismos de escape pteseno
géneroLeishmania relata-se a sua capacidade de liberar cathep&na
uma protease capaz de clivar TQ@F- latente a forma ativa
imunossupressora capaz de prolongar a sobrevivérdnaparasito em
macréfagos (WILSONet al., 2005).

Além dos mecanismos de escape dos protozoarios -Geve
considerar o fato de termos trabalhado com cédesimedinente infectados,
estes poderiam estar parasitados por diferenteasa®L. (L.) chagasie
estas poderiam apresentar maior ou menor patogdame e viruléncia
sendo mais ou menos resistentes ao NO gerado pela céhdsapedeira
(NATAMI et al., 2000).

A determinacédo da forma clinica que se estabeleeeamimal pode
estar relacionada com diferencas genéticas (HOWARD al., 1980;
FOWELL & LOCKSLEY, 1999; LIPOLDOVA et al, 2000, 2002),
infeccbes concomitantes (BARRAL-NETT®t al., 1995; HASSANet al,,
2006; RODRIGUEZ-SOSAet al., 2006), numero de picadas e efeito da
saliva de fleb6tomos infectados (MBOW al., 1998; DE MOURAet al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2008) e fatores nutricionais (HOLZMULLERt
al., 2006; ANSTEADet al. 2001; 2003).
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados sugerem que edesc
naturalmente infectados pdr. chagasia exacerbacédo das formas clinicas
estd associado ao aumento da carga parasitaria,eatomn do niveis
séricos de NO e da expressao esplénica de iINOS.st@belecimento de
circuitos imunorregulatorios com a producdo de citmas regulatorias
poderia tornar os macrofagos dos caes infectadosfeivos na
eliminacdo dos parasitos e a producdo de NO podesitar associada aos

mecanismos imunopatolégicos na LVC.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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