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RESUMO

A Leishmaniose é uma zoonose, transmitida por vetor (género Lutzomyia),
pertencente ao grupo de doencas tropicais negligenciadas. A Leishmaniose
Visceral (LV) é considerada a forma mais perigosa da doenca, apresentando
risco de morte quando nédo tratada. A LV acomete humanos e outras
espécies de mamiferos, sendo o céo infectado considerado o principal
reservatorio domeéstico do parasito. No Brasil, a leishmaniose visceral canina
(LVC) é em geral causada pela espécie L. infantum e manifesta-se num
amplo espectro clinico, desde a forma assintomética até a forma sintomatica
da doenca, com intenso comprometimento de 6rgaos internos. Para o curso
clinico da doenca, a resposta imune celular tem um importante papel, porém,
ha poucos estudos caracterizando detalhadamente a expressdo de
moléculas de superficie em leucdcitos caninos diferenciando sintomaticos de
assintomaticos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressédo de
marcadores celulares fenotipicos em leucécitos de caes infectados,
sintomaticos e assintométicos. Neste trabalho, 15 cdes do DF foram
distribuidos em trés grupos: cdes nédo infectados (NI), caes infectados
assintomaticos (IAS) e caes infectados sintomaticos (IS). Foram analisados
em contexto ex vivo, os fenétipos celulares de mondcitos (CD14 MHC-II™),
linfocitos T (CD3", CD4", CD25%, CD8"), linfocitos B (CD19°CD25") e a
viabilidade celular, em PBMCs. Adicionalmente, foi realizada a analise, in
vitro, empregando-se antigenos de L. infantum, solGvel e recombinante
(ADF/Cofilina e RAB1-GTPase), como tratamentos para as células citadas
acima. Os resultados indicam menor freqiiéncia de mondcitos (CD14"MHC-
II") circulantes, assim como baixa expressdo de CD44 no grupo IS,
sugerindo comprometimento da funcdo de apresentacdo de antigenos em
monaocitos desse grupo. Ainda, a maior expressdo de CD4 em linfocitos de cdes
IS em relagdo aos cdes IAS é um resultado que deve ser melhor estudado para
compreensdo de seu impacto na resposta imune celular dos individuos IS. Na
avaliacdo de morte celular demonstrou-se a modulacéo desta pelo parasito
em cées com LVC, sugerindo sua utilizacdo como estratégia de evasao do
parasito ao sistema imune. Alguns biomarcadores baseados na expressao
de moléculas e porcentagem de mondcitos e linfocitos, descritos nesse
estudo, podem ser utilizados para identificar o perfil de suceptibilidade ou
resisténcia do hospedeiro. As proteinas recombinantes utilizadas neste
trabalho demandam estudos complementares para avaliacdo do seu
potencial imunogénico e possivel utilizagdo em métodos diagnoésticos.

Palavras chave: Leishmaniose visceral canina, leucécitos caninos,
moléculas de superficie



ABSTRACT

Leishmaniasis is a vector-borne zoonosis, belonging to the group of
neglected tropical diseases. Visceral Leishmaniasis (VL) is considered the
most dangerous form of the disease, presenting a risk of death when left
untreated. VL affects humans and other mammal species, being the infected
dogs considered the main domestic reservoir of the parasite. In Brazil,
Canine Visceral Leishmaniasis (LVC) is generally caused by the species L.
infantum, and manifests a broad clinical spectrum, from asymptomatic to
symptomatic form of the disease, with intense involvement of internal organs.
For the clinical course of the disease, the cellular immune response has an
important role, however, there are few studies characterizing in detail the
expression of surface molecules in canine leukocytes, mainly differentiating
symptomatic from asymptomatic. Therefore, the aim of this study was to
characterize the percentage and phenotype of monocytes and lymphocytes
of dogs with LVC, symptomatic and asymptomatic. In this study, 15 dogs
from the Distrito Federal (Brazil), naturally infected, were distributed in three
groups: uninfected dogs (NI), asymptomatic infected dogs (IAS) and
symptomatic infected dogs (IS). Cellular phenotypes of monocytes (CD14 +
MHC-1l +) T lymphocytes (CD3 +, CD4 +, CD25 +, CD8 +), B lymphocytes
(CD19 + CD25 +) and the induction of cell death by the parasite in PBMCs
were analyzed, in an Ex vivo context. Additionally, the analysis In vitro was
performed using antigens from L. infantum, soluble and recombinant
(ADF/Cofilina and RAB1-GTPase), as treatments for the cells mentioned
above. The results indicate a lower frequency of circulating monocytes
(CD14 + MHC-II +), as well as low expression of CD44, in the IS group,
suggesting that the function of antigen presentation in monocyte was
compromised. Also, the higher expression of CD4 in lymphocytes of IS dogs
compared to IAS dogs is a result that should be better studied to understand
its impact on the cellular immune response of IS. In the evaluation of cell
death, its modulation by the parasite was demonstrated in dogs with LVC,
this strategy was used as to evade the immune system. Some biomarkers
based on the expression of molecules and percentage of monocytes and
lymphocytes, described in this study, can be used to identify the host's
susceptibility or resistance profile. The recombinant proteins used in the
study need to be better understood to identify their immunogenic potential
and possible use in diagnostic methods.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis, canine leucocytes, surface
molecules
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas tropicais negligenciadas

O conceito de doencas tropicais negligenciadas (DTNs) foi cunhado
h&a mais de uma década e se dispbe, de forma valida, a categorizar um
grupo de doencas infecciosas que estdo predominantemente associadas
as populacdes mais pobres em ambientes tropicais e subtropicais *?. Em
2003, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) iniciou 0 movimento com o
objetivo de controlar e eliminar as DTNs. As discussdes se estenderam até
0 ano de 2007, quando entéo foi redigido o Plano global para o combate
de doencas tropicais negligenciadas de 2008-2015 da OMS ©. Esses
processos de identificacdo e categorizagdo aumentaram a visibilidade de
tais doencas infecciosas e possibilitaram a implementacdo de diversos
programas @.

As DTNs variam em relacdo as caracteristicas biolégicas e de
transmissdo e afetam mais de um bilhdo de pessoas em 149 paises © e
sdo, predominantemente, reportadas em paises mais pobres em que a
populacdo tem acesso limitado a servicos de satde ©®. A OMS reconhece
17 DTNs ©7, sendo que 13 delas s&o causadas por infeccdes parasitarias
(protozoarios e helmintos) e por infeccbes bacterianas, representando as
DTNs de maior relevancia, com a maior quantidade de pessoas infectadas
no mundo. As demais DTNs sdo causadas por virus, algumas espécies de
fungos e ectoparasitos. Ha de se notar que doencas transmitidas por
vetores, tais como arboviroses, leishmanioses, doenca de Chagas e
tripanossomiases podem resultar em alta mortalidade e morbidade nas
regides acometidas pelas mesmas ©.

Em maio de 2013, por conta da crescente expansdao das DTNSs,
organizou-se a 66% Assembléia Mundial de Saude, em que os paises

membros da OMS concordaram em adotar a resolucdo WHAG66.12,
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relacionada ao investimento em ac¢des em saude para as DTNs e com
projecbes até 2030. Foram definidas entdo estratégias com objetivos
claros para as 17 DTNs, conectando-as aos objetivos da OMS e incluindo-
as na cobertura universal em saude ®. As cinco estratégias
recomendadas pela OMS sédo: quimioterapia preventiva, melhoria da 4gua
e saneamento, intensificacdo do tratamento de doencas e controle de
vetores e medidas veterinarias de saude publica para doencas zoondticas
negligenciadas ©®9. Tais estratégias estdo atreladas ao conceito de
saude unificada, a qual propde uma mudanca cultural no que diz respeito
ao reconhecimento da conexao entre animais, humanos e o ecossistema,
evidenciando a importancia dessa abordagem no controle de doencas
zoonoéticas e na melhoria em termos de equilibrio ambiental .

A movimentacdo no sentido de lidar com as DTNs foi impulsionada
por empresas farmacéuticas, que se comprometeram em doar 0S
medicamentos que estdo na lista da OMS como essenciais e avaliados no
valor de bilhdes de ddélares. Assim como pelo apoio de ONGs na
implementacdo de programas relacionados ao tratamento e prevencao de
DTNs em paises endémicos; apoio de paises como os EUA e os do Reino
Unido e aumento do comprometimento dos préprios paises endémicos em
investir em melhorias em termos de satde publica ©.

Apesar do investimento em DTNs estar entre os maiores na area de
saude, apenas 0,6% deles sao efetivamente empregados no
desenvolvimento da assisténcia em saude para as DTNs, o que afeta mais
de um bilhdo de pessoas " e evidencia a ma distribuicdo do dinheiro
investido. Ainda assim, muitos avancos foram alcancados em 10 das 17
DTNs em direcdo aos objetivos acordados, entre elas destacam-se a
filariose, hanseniase e esquistossomose ®. No ano de 2015, as DTNs
foram adicionadas aos alvos em saude dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS)*? e o Fundo Global se comprometeu a financiar
iniciativas e priorizar acdes para o combate das DTNs™". Essa conquista é
positiva e pode impactar as popula¢des mais expostas as DTNs.

7

A leishmaniose € uma das doengas tropicais negligenciadas,
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mencionadas anteriormente, considerada uma zoonose de importancia na
saude publica no Brasil. Tal doenca se desenvolve em uma dinamica
complexa que relaciona fatores ambientais, bioldgicos e ecoldgicos que
permitem a interagcdo entre o vetor e o hospedeiro além de fatores
socioecondmicos, como a pobreza e a falta de recursos em satde 2.

A leishmaniose estd associada a desigualdade populacional, em
termos econdmicos e culturais, a ma nutricdo da populacédo, ao sistema
imune comprometido ou ndo competente, residéncias e areas peri

12 Ha ainda de se contar os

domiciliares precarias e falta de recursos
fendmenos naturais e condi¢cdes ambientais criadas pelos seres humanos
gue facilitam a propagacao da doenca e dificultam os esforcos para conté-
la . A situacdo desta doenca ainda apresenta pouca melhora no contexto
mundial e requer ainda estudos e investimento, tanto em prevencéo

guanto em diagndsticos e tratamento.
1.2 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas, que apresentam
diferentes manifestacdes, desenvolvimento e sintomatologia, e que sao
causadas por protozoarios pertencentes ao género Leishmania 9.

As doencas se dividem em duas formas principais: leishmaniose
tegumentar americana (LTA), a qual subdivide-se em leishmaniose cutanea
localizada (LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutanea

difusa (LCD), e leishmaniose visceral (LV) @34

, a depender da espécie
envolvida na infeccdo e a patogénese da doenca.

As leishmanioses séo causadas por um grupo de protozoarios
pertencentes a mais de 20 espécies de Leishmania. Tais protozoarios sao
transmitidos aos seres humanos e a outros mamiferos por meio do repasto
sanguineo de uma das 90 espécies de flebotomineos mundialmente

relacionadas a transmiss&o desses protozoarios .
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1.3 Epidemiologia

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a
leishmaniose, em humanos, apresenta ampla distribuicdo mundial,
ocorrendo na Asia, Africa, Oriente Médio, Europa e nas Américas. Estima-
se a incidéncia de aproximadamente 900.000 a 1,3 milhdes de novos
casos e 30.000 mortes pela doenca anualmente. A OMS relata que dos
200 paises que se reportaram a ela no ano de 2018, 97 paises foram
considerados endémicos, sendo 68 deles endémicos para ambos LV e
LCL, 21 séo endémicos somente para LCL (Figura 1) e 8 somente para LV
(Figura 2) 2.

Numero de novos casos de LC, 2018

Bl 5000
Bl 1.000-4999

I 100-999 [ ] Sem casos reportados i

[_J <100 D Sem dados
Bl o [ Sem aplicacées

Figura 1. Status de endemicidade da Leishmaniose Cutanea Localizada no mundo em
2016 (Adaptado de WHO, 2019).
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Namero de novos casos de LV, 2018

Bl > 1.000
B 500-999

I 100 - 499 [[7] Sem casos reportados

[ <100 [[7] Sem dados
B o [] Sem aplicagdes

Figura 2. Status de endemicidade da Leishmaniose Visceral no mundo em 2016
(Adaptado de WHO, 2019).

Em dezembro de 2019 foram apresentados a OMS dados
epidemiologicos de alguns paises a respeito do ano de 2018. Apenas 52
paises endémicos para LV, correspondendo a 68% do total, e 59 paises
endémicos para LCL, correspondendo a 66% do total enviaram os dados
de 2018 a OMS. Um total de 11 paises reportou mais de 5.000 casos de
LCL no ano de 2018, representando 88% da incidéncia global da doenca,
sdo eles: Argélia, Coldombia, Iraque, Peru, Paquistdo, Afeganistédo, Brasil,
Bolivia, Republica Islamica do Iran, Republica Arabe da Siria e Tunisia.
Foram ainda reportados 1.039 casos de LCL importados. Ainda neste ano,
90% dos casos de LV, foram reportados somente em sete paises, sao
eles: Brasil, india, Somalia, Etiopia, Quénia, Suddo e Sud&do do Sul. Foram
reportados 140 casos de LV globalmente, sendo que Uganda reportou
quase 50% deles *2.

A forma visceral da leishmaniose € conhecida por causar uma alta
taxa de letalidade se nao tratada no decorrer de aproximadamente dois
anos ©, e ainda que tratada de forma adequada, ela pode apresentar taxa

(16)

de letalidade de aproximadamente 5% Nas Ameéricas, 12 paises
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apresentam casos de LV em humanos, sendo 11 deles endémicos para a
doenca. No periodo compreendido entre os anos de 2001 a 2015, foram
reportados 52.176 casos de LV em humanos nas Américas e, dentro da
classificacdo do cenério epidemiolégico, o Brasil se encaixa no grupo dos
paises com a transmissdo em expansdo *”). As Américas reportaram ainda
15% de todos os novos casos de LV em 2015, totalizando 3.559 casos *®.
Na Ameérica Latina, aproximadamente, 97% dos casos relatados de LV em
humanos acontecem no Brasil, nas ultimas trés décadas foram registrados
mais de 70.000 casos da doenca, desses mais de 3.800 pessoas morreram
@9 e a incidéncia de novos casos de LV aumenta anualmente, com sua
letalidade chegando a 10% @9,

No Brasil, a leishmaniose visceral vem sendo relatada desde 1913 *V
e atualmente é descrita em varios municipios brasileiros, sendo que
aproximadamente 1.600 destes apresentam transmissdo autéctone. A
doenca se distribuiu em todas as regifes brasileiras, inclusive na regido sul
® e o nimero de casos da doenca cresceu significativamente nas Gltimas
trés décadas 2.

Inicialmente, a doenca estava relacionada a ambientes rurais e
periferias de grandes cidades, onde o nivel socioeconémico era baixo e as
condi¢cBes sanitarias precéarias. A migracao para os grandes centros urbanos
foi recente, principalmente em estados das regides Centro-Oeste e Sudeste,
em que a leishmaniose visceral encontra-se urbanizada “® sendo sua
consolidacdo em areas urbanas datada da década de 1980 ®». O nimero de
casos de leishmaniose visceral em humanos no Brasil em 2017 foi de 4.511.
Mas os casos se distribuiram diferentemente em cada regido do pais, sendo
2.266 casos na regidao nordeste, 853 casos na regiao norte, 272 casos ha
regido centro-oeste, 1.100 casos na regido sudeste e 20 casos na regiao sul
(25).

Em Brasilia (DF), a LV foi descrita como endémica no ano de 2010,
com casos autéctones confirmados entre humanos “®. No Distrito Federal,
foram reportados 23 casos de leishmaniose visceral humana no ano de 2017

distribuidos em seu territorio @7,
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A leishmaniose visceral pode ainda manifestar-se em outras espécies
de mamiferos, classificada como uma zoonose, sendo os cdes domésticos
considerados 0s principais reservatorios naturais da doenca no ciclo
doméstico ®®. Além disso, os cdes sdo reconhecidos como a causa mais
importante da rapida distribuicdo da doenca entre humanos e outros cées
nas areas endémicas .

A infeccdo canina tem precedido, entdo, a ocorréncia de casos
humanos e a prevaléncia da doenca tem sido maior em cdes do que em
humanos e, nesse caso, é chamada de leishmaniose visceral canina (LVC)
(9 Ha ainda os reservatérios selvagens que dificultam a eliminacdo da
doenca ®. Por ser uma doenca transmitida por vetores, os desequilibrios
ambientais, a estrutura precaria das cidades e ajuntamentos e o
aguecimento global dificultam o controle do vetor e promovem a
disseminac&o e persisténcia da leishmaniose “=3%.

Por consequéncia dos grandes deslocamentos populacionais recentes
e das mudancas climéticas, surtos de LV e LCL em humanos tém sido
relatados. Exemplos recentes dessa situagdo ocorreram no Sudao do Sul e
no Oriente Médio ®*3¥. |sso acontece porque a populacdo que ainda nao foi
exposta entra em contato com os vetores infectados ou quando individuos
infectados entram em contato com vetores competentes que ainda néo
estavam infectados . Os casos autéctones também cresceram em paises

34-36) & em novos locais na América Latina ©"3®).

como Austria e Alemanha ¢
Por isso, a LVC é considerada uma doenca de importancia veterinaria,
ambiental e também de sadde publica *°.

Dessa forma é necessario pensar em resolucbes em termos de saude
segundo o conceito de Saude Unificada (One Health). O conceito de Saude
Unificada é definido como um esforgo integrado de cooperacdo entre
profissionais especializados em salde humana, em saude animal e em
saude ambiental, em niveis locais e globais, de modo a assegurar saude
para os trés grupos e encorajar parcerias, politicas publicas, programas e
pesquisas ©%. Tais profissionais devem trabalhar em ramos variados, como:

saude publica, medicina humana, medicina veterindria, planejamento urbano
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e ciéncias ambientais. O objetivo é que o foco seja em abordagens holisticas
integradas que possam englobar questées de saude humana, saude animal
e saude ambiental e criar acesso ao entendimento dos impactos em saude e
suas solucdes “0).

O conceito de Saude Unificada comecou com base no conceito de
medicina comparada, na qual entendia-se ndo haver uma linha que
separava a medicina animal da medicina humana “Y. Um dos estudos
pioneiros em medicina comparativa foi feito por Vicq d’Azyr, que relacionou
em seus estudos sobre a peste bovina, no século XVIIl, a epidemia em
humanos e em animais as condicdes geogréficas e climaticas locais “?.
Posteriormente, ela passou a ser chamada de Medicina Unica e, ap6s a
inclusdo da saude ambiental, chamou para uma abordagem interdisciplinar e
foi nomeada como Satde Unificada “Y. Atualmente, aproximadamente 61%
dos organismos que infectam humanos sd&o zoonéticos “®, sendo a
leishmaniose uma delas.

Com a identificacdo da leishmaniose e de varias outras doencas
zoonGticas, € necessario que todo o sistema de salde seja pensado em
torno do conceito de Saude Unificada “?, o que nos remete ao estudo da
LVC com o intuito de diminuir os casos de infec¢do tanto em caes quanto em
humanos.

A LVC esta distribuida em mais de 50 paises da Africa, Asia, Europa
e das Américas “Y. Em areas endémicas, estima-se que 90 a 95% dos cées
estdo clinicamente saudaveis e apenas 5 a 10% apresentam 0s sinais
clinicos da doenca. Mas, dentre os cdes clinicamente saudaveis, 2/3 estédo
infectados e 1/3 ndo estdo infectados “®. Segundo dados do Ministério da
Saude, o Brasil responde por 90% dos casos de LVC na América Latina. Ha
relatos de casos de LVC em todas as regides do Brasil, inclusive na regiao
sul “®47 No estado de Goias, os casos de LVC foram reportados no periodo
de 2007 a 2015, em véarios municipios “®.

Em Brasilia (DF), um estudo realizado entre Janeiro e Outubro de
2013 apresentou um levantamento de dados do Centro de Controle de

Zoonoses (CCZ) da cidade no qual 6.413 caes foram testados. Destes,
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foram confirmados 590 caes infectados, o que corresponde a 9,2% de todos
os cdes examinados “9. Esse estudo ainda reportou casos de LVC
confirmados nas seguintes regides: Aguas Claras, Lago Norte, Lago Sul,
Paranoa, Santa Maria, Sobradinho | e Il, Taguatinga, Vicente Pires, Vila
Planalto, Varjdo, Fercal, Guard | e IlI, Riacho Fundo | e Il, Brasilia,
Brazlandia, Candangolandia, Estrutural, Gama, Itapod, Ceilandia, Recanto
das Emas, Planaltina, Samambaia, Jardim Botéanico, Sdo Sebastido, Nucleo

Bandeirante e Park Way “9

. H& ainda uma alta prevaléncia de LVC nas
regides peri urbanas do DF 9,

Tendo em vista que h&d uma relacdo diretamente proporcional de
casos de LVC e infeccdo por L. infantum em humanos, jA bem descrita na
literatura ®34451%2) & de suma importancia o estudo da LVC com o intuito de

diminuir os casos de infeccao tanto em caes quanto em humanos no Brasil.

1.4 Agentes etiologicos

A leishmaniose € uma doenca antiga, os primeiros relatos em
humanos foram encontrados em escritos antigos que datam de 2.500 a. c.
e, posteriormente, foram corroborados apos andlises, por métodos

moleculares, de materiais arqueolégicos .

Achados arqueoldgicos
sugerem que a primeira espécie de Leishmania deve ter se originado no
Mesozébico (251- 65,5 milhGes de anos), ainda antes da separacdo da
Gondwana ®2. O primeiro féssil encontrado, no interior do intestino do
flebotominio da espécie P. burmis preservado em ambar, data do Cretaceo

(100 milhdes de anos), sendo da espécie Paleoleishmania proterus ©¥.

A Leishmania é geralmente transmitida por vetores, e ha indicios da
transmissdo desses parasitos para vertebrados mesmo antes do
surgimento dos mamiferos, que ocorreu no Paleoceno. Dessa forma é
possivel perceber que os atuais vetores da Leishmania ja haviam surgido

e ja interagiam com ela, mesmo antes do surgimento dos mamiferos.
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Porém, achados fésseis sugerem que a leishmaniose se estabeleceu de
fato durante o Paleoceno (60 a 31 milhdes de anos), quando entdo ja
existia o parasito, o vetor e o reservatério interagindo entre si ‘. Tais
fatos demonstram a longa co-evolucdo desses grupos e suas respectivas
espécies, a depender do local.

Somente em 1901, Leishman identificou organismos que ele
reconheceu serem similares a tripanossomas, em amostras do figado de
um paciente diagnosticado com a febre dum-dum, na india. No mesmo
ano, Donovan confirmou a presenca do que foi chamado de corpos de
Leishman-Donovan em pacientes indiano e, entdo, foi feita a primeira
conexdo dos corpos de Leishman-Donovan a casos de kala azar (como
era nomeada a leishmaniose visceral). Em 1903, Ross sugeriu que tais
corpos de Leishman-Donovan fossem chamados de Leishmania donovani,
dando origem ao primeiro nome de uma espécie de Leishmania. Ja em
1905, foi feita a primeira identificacdo de leishmaniose transmitida por
flebotomineos do género Phlebotomus por Sargent e colaboradores. Em
1908, de uma crianga com leishmaniose visceral foi coletada uma espécie
de Leishmania que foi, posteriormente, nomeada de Leishmania infantum
por Nicolle, sendo identificada uma segunda espécie causadora de
leishmaniose visceral, ou kala azar. No mesmo ano, Nicolle e Comple

identificaram parasitos de Leishmania em cées infectados .

Em 1977, j& havia um consenso sobre o género Leishmania, mas
ndo sobre os demais niveis de classificacéo filogenética, entdo, Garderner
sugeriu que fosse feita a taxonomia do género Leishmania que incluisse
nomenclatura, classificagdo e sinbnimos das principais espécies. Entéo,
em 1987, Lainson e Shaw dividiram o género Leishmania em dois
subgéneros. O primeiro seria Leishmania, para aquelas espécies que
apresentam o0 desenvolvimento completo no interior do piloro do
flebotomineo, e Viannia para aquelas espécies que se desenvolvem parte
do tempo no intestino médio e parte no piloro. Mais recentemente,

achados moleculares sugeriram a criacdo de suas secbfes que
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categorizam 0s subgéneros e suas espécies. A primeira se¢do seria
Euleishmania, compreendendo o0s subgéneros Leishmania, Viannia,
Sauroleishmania e complexo L. emietti, sendo que apenas as especies
dos dois primeiros sdo patogénicas para humanos. A segunda secao seria
Paraleishmania, compreendendo L. hertigi, L. deanei, L. herreri, L.
equatorensis, L. colombensis e o subgénero Endotrypanum. Apenas a L.
colombiensis é patogénica para humanos. No total, sdo 53 espécies de
Leishmania, sendo que 20 delas sdo patogénicas para humanos ™.

Os agentes etiolégicos causadores da Leishmaniose Visceral sao
protozoarios tripanossomatideos, pertencentes ao reino Protista, classe
Kinetoplastida, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae,
subfamilia Leishmaniinae e género Leishmania ™39 pertencentes ao
complexo de espécies Leishmania donovani (L. donovani, L. archibaldi e L.
infantum) ©®®. A espécie L. donovani costuma ser encontrada no Velho
Mundo, enquanto que a espécie L. infantum, no Novo e no Velho Mundo
®9_Inicialmente, a L. infantum no Novo Mundo era chamada de L. chagasi
e considerada uma espécie a parte, posteriormente, verificou-se que a L.
infantum e a L. chagasi sao indistinguiveis, e entdo manteve-se a
nomenclatura L. infantum tanto para a do Novo Mundo quanto para a do
Velho Mundo ©9),

No Brasil, essa doenca é uma zoonose comumente causada pela
espécie Leishmania infantum e é transmitida principalmente por fémeas de
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis. Mais recentemente, as
espécies Lutzomyia evansi e a Lutzomyia cruzi foram também
identificadas como vetores da LV ©®"°® Os estudos de Galvis-Ovallos e
colaboradores demonstram que a alta taxa de sobrevivéncia e a possivel
baixa disperséao dos vetores estdo relacionadas as condi¢cdes locais ideais
para o estabelecimento do vetor nas areas peri domiciliares, tanto urbanas

quanto rurais @,

Sdo conhecidas atualmente mais de 800 espécies de
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flebotomineos, sendo 375 encontradas no Novo Mundo e 464 no Velho
Mundo ®. Eles pertencem a ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae 2. A classificacdo mais
atualizada de flebotomineos apresenta seis géneros, sédo eles: Lutzomyia,
Brumptomyia, Warileya, Phlebotomus, Chinus e Sargentomuia. As trés
primeiras sdo encontradas no Novo Mundo e as trés ultimas no Velho
Mundo ®. No Velho Mundo, o género Phlebotomus compreende todas as

espécies de flebotomineos que transmitem LV e LC ®2).

No Novo mundo, o maio género € o Lutzomyia, compreendendo
aproximadamente 434 espécies e varios subgéneros. As espécies
consideradas vetores de leishmaniose pertencem a trés subgéneros, sao
eles: Nyssomyia, Psychodopygus e Lutzomyia. O género que apresenta
maior diversidade, maior dispersdo e maior importancia médica na
Ameérica do Sul e em zonas tropicais € o Lutzomyia. Os flebotomineos
surgiram antes dos hospedeiros mamiferos da Leishmania, sua origem
data entre as eras Paleozbica e Mesozéica (250 milhdes de anos) ©9,
entdo sua histéria evolutiva com Leishmania e, posteriormente, com
mamiferos é longa. Compreender tais relagbes evolutivas entre os trés
grupos é de suma importancia para tracar estratégias de controle da

doenca ™.

1.5 Ciclo da doenca

A transmissdo da doenca é descrita em dois ciclos distintos do
parasito L. infantum. O ciclo silvestre é mantido por duas espécies de
raposas selvagens (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous), duas espécies de
marsupias (Didelphis albiventris e Didelphis marsupialis) e cinco espécies de
roedores (Rattus rattus, Nectomys squamipes, Trichomys apereoides,

Proechimys canicollis, Coendu prehensilis) ©®?. J& no ciclo doméstico, no
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qual o reservatério da doenca é o cdo (Canis familiaris) (Figura 3) ¢*%9).
Segundo Laison e Rangel ®® em ambos os ciclos, 0 homem é considerado
um hospedeiro acidental pelo fato da infecgcdo humana ainda ndo apresentar
a capacidade de manter o ciclo de transmisséo do parasita. Foram ainda
identificadas outras formas de infec¢do, sao elas: por injecdo de drogas com
materiais contaminados transfusdo de sangue, infeccdo congénita e
transmissdo sexual %9 As dltimas duas foram reportadas na india e no

leste africano, apresentando transmissao entre humanos ©®.

Cies \\N
® O
1o

Flebotomineo Flebotomineo

Canideos, roedores e
marsupiais

'

CICLO DOMESTICO CICLO SILVESTRE

Figura 3. Ciclo epidemiol6gico geral da Leishmaniose Visceral Canina. O ciclo
doméstico esta representado a esquerda e compreende o reservatorio doméstico mais
comum, os cdes. Estes podem transmitir o parasito aos humanos em casos raros. Durante
0 repasto sanguineo, o parasito é transmitido do hospedeiro mamifero para flebotomineo,
que por sua vez pode transmitir o parasito ao humano e outros caes, sendo essa a
principal forma de infec¢do em humanos. O ciclo silvestre, representado a direita,

compreende o0s reservatérios silvestres: canideos, roedores e marsupiais. Estes
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reservatérios podem transmitir o parasito para o flebotominio, que se torna um vetor apto a
transmitir o parasito ao humano e a outros mamiferos reservatdrios. No entanto este ciclo
nao é a via mais bem descrita de transmissao da Leishmania a humanos. Infec¢des dentro
dos ciclos (setas vermelhas) e infeccbes de humanos (setas verdes) (Adaptado de Gharbi,
2015).

O ciclo da doenca se inicia quando a fémea se alimenta, sugando o
sangue de mamiferos infectados e ingerindo a forma amastigota da
Leishmania em macréfagos parasitados. No trato digestivo, o parasito

diferencia-se rapidamente em promastigota, que € sua forma flagelada
(30,44)

Posteriormente, as promastigotas se transformam em
paramastigotas, migram e se fixam no esbéfago e na garganta do vetor,
guando se diferenciam em promastigotas metaciclicas, sua forma mais
infectante. Quando as fémeas sugam novamente o0 sangue de um
hospedeiro vertebrado, o vetor regurgita saliva durante o repasto
sanguineo e libera por meio dela os parasitos em sua fase mais infectiva.
J& na epiderme do hospedeiro as células mononucleares fagocitarias do
sistema imune inato fagocitam os parasitos. No interior dos macro6fagos ou
das células dendriticas (DC), os parasitos se diferenciam em amastigotas
novamente e iniciam a reproducdo até que rompam essas células e
infectem novas DCs e macrofagos. O que ocorre em seguida € a
disseminacdo via circulacdo sanguinea principalmente para tecidos e
orgdos ricos em macréfagos e DCs, como medula 6ssea, figado,

linfonodos, baco e na derme, dando continuidade ao ciclo (Figura 4) (30.44)
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Estagio de migracdo

Periodo de incubacio Phlebotominae
extrinseca: 19 dias
Promastigotas Formas curtas Promastigotas
<« D —
Estagio de Intestino
maturagao proximal
Promastigotas ) Fiasiing .
metaciclicas ~ "@ringe médio R
2
Promastigotas Derme
‘L T Estagio de

. : . multiplicacdo
Amastigotas em diferentes localidades plicag

no sistema fagocitario mononuclear
Cao

Figura 4. Ciclo de vida da Leishmania infantum. A Leishmania infantum infecta o vetor
apos o repasto sanguineo em um mamifero infectado, ingerindo macréfagos infectados.
No interior do intestino médio, as amastigotas se transformam em promastigotas e iniciam
0 estagio de migragdo. Migram iniciamente para o intestino proximal na sua forma curta e,
posteriormente, para a faringe onde transformam-se em promastigotas metaciclicas,
durante o estadgio de maturagdo. Posteriormente, apdés o0 respasto sanguineo em um
hospedeiro mamifero, é feita a inoculacdo do parasito na derme do novo hospedeiro,
reiniciando o ciclo (Adaptado de Gharbi, 2015).

1.6 Sinais clinicos de LVC

A infeccdo pode resultar em animais assintométicos que aparentam
ser saudaveis e agueles sintomaticos em estagios mais graves da doenca
(22 Estima-se até que o nimero de cées infectados seja muito maior que o
ndmero de casos clinicos reportados “Y. E, em geral, a LVC é uma
doenca crbnica e multissistémica, pois a L. infantum é capaz de infectar
praticamente todos os tecidos e 6rgdos do hospedeiro “¥. Os sinais
clinicos de LVC comecam com uma lesdo no local da inoculagdo do

parasito, sendo uma lesao ulcerativa que regride em um nuamero variavel
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de dias e se inicia, entdo, o periodo silencioso da infeccdo “. A
expressdo clinica da doenca comeca com progressao lenta e,
posteriormente, pode ganhar severidade. Os sinais clinicos iniciais da
doenca sao: dermatite nasal e periorbital, linfoadenomegalia, poliartrite,
perda de peso, hemorragias intestinais, diarreias, apatia, febre,
hepatoesplenomegalia, Ulceras cutaneas, hiperqueratose e
ceratoconjuntivite ©®Y. Posteriormente, com o agravamento da doenca,
podem aparecer 0s sinais mais caracteristicos, como neuralgia, paresia,
aplasia da medula 6ssea, ornicogrifose, alopecia generalizada, sinais de
insuficiéncia renal (poliduria, polidipsia e vomito), ou alteracdes renais com
azotemia e glomerulonefrite, ulceracdo por todo o corpo, inanicdo e

caquexia ©¢1%%.

Ha indicios de que cdes domésticos representem 0 maior
reservatério em é&reas urbanas ©®®) mesmo aqueles infectados
assintomaticos sao considerados reservatorios e tém papel ativo na
perpetuacdo da transmissdo de L. infantum ©. De acordo com Belo e
colaboradores, ainda ha discussdes a esse respeito, mas, a0 menos nas
Américas, uma meta-analise sugere que proprietarios de caes infectados,
sintométicos e assintomaticos, devem estar sob alto risco de infeccéo ©®.
Gharbi e colaboradores discutem que gatos também podem apresentar
sinais clinicos de LV, mas seu papel como reservatério ainda nao foi muito

bem compreendido “¥.

1.7 Imunopatogeniada LV e LVC

Os parasitos do género Leishmania desencadeiam respostas
imunes distintas no hospedeiro, o que influencia na patogénese da
doenca. Acredita-se que as diferentes manifestacbes da doenca sejam

decorrentes de mecanismos multifatoriais que relacionam aspectos
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referentes ao parasito e ao hospedeiro vertebrado. O principal fator
relacionado ao hospedeiro € o perfil de resposta imune desenvolvido por
este quando infectado. No decorrer da infeccdo por L. infantum, o
individuo fica exposto a uma variedade complexa de antigenos derivados
do protozoario e, assim, sdo estimulados diferentes mecanismos de
resposta imune celular e humoral. Para que se compreenda melhor a
patogénese da doenca e sua variacdo entre individuos, € preciso
relacionar fatores ligados ao padrdo dos mecanismos imunopatolégicos e
de protecdo, com o desenvolvimento e a manutencéo das formas clinicas
variadas da leishmaniose visceral. Ainda, pouco se sabe sobre tais

mecanismos e sobre os fatores relacionados a eles ©”.

Apbés a inoculacdo do parasito, alguns cenarios podem ser
observados. No primeiro, os parasitos podem ser eliminados localmente,
levando a uma infeccdo autolimitada. Os parasitos também podem se
manter restritos aos linfonodos regionais, causando uma infecgao
localizada, podendo ou ndo apresentar sintomas. Por ultimo, os parasitos
podem se disseminar por todo o organismo, inclusive nos 6rgaos internos,
podendo ou ndo serem observados os sinais clinicos (Figura 5). Na LVC, a
espécie comumente causadora da infeccdo no Brasil € a Leishmania
infantum, que costuma apresentar o Ultimo cenario em hospedeiros
caninos. Tais cenarios variam a depender da espécie de Leishmania e de
suas caracteristicas especificas, como fatores de viruléncia e tropismo.
Além disso, podem variar de acordo com o hospedeiro, dependendo de
sua composi¢do genética, resposta imune mediada por célula, resposta
humoral, citocinas presentes no local da infeccado e doengas

concomitantes ©®.
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Infeccdo

Eliminagdo local do parasito
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Figura 5: Patogénese apods infeccdo por Leishmania infantum em caes (adaptado de
Saridomichelakis, 2009). Apds a infeccdo, se houver eliminacdo local do parasito, a
infeccdo sera autolimitada. No caso do parasito ndo ser eliminado, pode nao haver
disseminacgdo do parasito, causando uma infeccéo localizada. Se houver disseminacgdo do
parasito, este causara a infeccdo disseminada que pode levar a uma infeccao
assintomética ou a LVC, sintomética. O perfil de resisténcia esta relacionado a capacidade
de eliminar ou controlar a infeccdo, enquanto o perfil de susceptibilidade, a incapacidade

de controlar a infeccao.

Por serem parasitos intracelulares obrigatorios, a Leishmania pode
infectar diversas células de varios tecidos e 6rgaos de cées, incluindo
tecidos do Sistema Nervoso Central. Algumas células descritas por serem
infectadas pelo parasito s&o fagocitos mononucleares, hepatoécitos células
endoteliais, eosindfilos e neutrofilos. Porém, a Leishmania infecta, se
multiplica e sobrevive preferencialmente em células fagocitarias

mononucleares, ou seja, mondcitos, macrofagos e ceélulas dendriticas,
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consideradas células hospedeiras ©®.

Ap6s a infeccdo, os neutréfilos sdo as primeiras células
imunoldgicas a migrarem para o local da infeccdo. Elas tém a capacidade
de fagocitar e eliminar os parasitos, porém alguns estudos relatam a
capacidade do parasito de modular a resposta do neutrofilo e de
sobreviver em compartimentos nao liticos destes, atrasando a morte

celular programada dessas células e prolongando seu tempo de vida ©°79.

Este fendbmeno pode favorecer a infeccdo das células
apresentadoras de antigenos (APCs), principalmente macréfagos de
células dendriticas (DCs), pois ha mais tempo para que as APCs cheguem
ao local da infeccdo em numero suficiente. Além disso, os neutrdéfilos
apoptéticos sdo capazes de secretar substancias quimiotaticas que
recrutam macrofagos e DCs, que por sua vez fagocitam os neutrofilos
infectados. Apés a fagocitose, os macrofagos infectados comecam a
secretar citocinas antiinflamatérias como o fator de crescimento tumoral
(TGF-B), que juntamente com as interleucinas (IL) IL-10 e concentracao
baixa de IL-12 no local da infeccdo, podem causar uma infec¢éo silenciosa

de DCs e macréfagos 472,

Essa estratégia de infeccdo silenciosa é
chamada de “Cavalo de Troia” e impede o inicio efetivo da resposta imune

adaptativa Y. O mesmo processo foi identificado em cées ap6s a infecgéo
(73)

Apés a internalizacdo (Figura 6A), as amastigotas residem no
interior dos fagolisossomos da célula hospedeira (Figura 6B), pois sao
adaptadas a sobreviverem a esse ambiente, resistindo a digestdo e se
multiplicando por meio de fissdo binaria. Durante essa etapa, 0s parasitos
sdo capazes de inibir a apoptose de DCs e macrofagos até que eles
possam se multiplicar o suficiente para lisar a célula e continuar a infec¢ao
de células adjacentes, permitindo a disseminacdo do parasito no

organismo do individuo hospedeiro V),

Por ser um parasito intracelular, a resposta imune ideal seria a
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mediada por células, permitindo a resisténcia do hospedeiro a infecgdo. A
ativacdo dos macrofagos e DCs representa um dos primeiros eventos na
ativacdo da resposta inata a infeccdo intracelular Y. As DCs e
macréfagos tém a funcdo de processar e apresentar os antigenos do
parasito para as células T efetoras por meio das moléculas do complexo
de histocompatibilidade maior (MHC) que apresenta duas classes, sendo
chamadas de MHC de classe | (MHC-I) e MHC de classe Il (MHC-II) ©®.
Esse processo marca o inicio da resposta imune adaptativa do hospedeiro.
A imunidade inata apresenta um papel importante, tanto na protecéo
contra o parasito quanto na iniciagdo da resposta imune adaptativa, que
pode controlar a infeccdo por Leishmania, ainda que ndo haja uma

resposta pré existente especifica para o antigeno .

A resposta imune adaptativa contra a Leishmania spp. é
dependente de linfocitos T e B, principalmente dos linfocitos T auxiliares
do tipo | (Thl), referentes a ativagcdo da resposta imune protetora
inflamatoria, perfil de resisténcia ). Ainda assim, os linfécitos T CD8+ sédo
essenciais, pois sdo capazes de lisar as células infectadas e proporcionar
a diminuicdo da carga parasitaria ®®. O controle e resisténcia a infeccdo
por L. infantum, com o desenvolvimento da resposta Thl, € caracterizado
pela ativagdo de linfocitos T CD4+ (ativando as funcdes efetoras e de
memaria) por APCs. Além disso, hd uma alta producéo de citocinas do
perfil Thl, como o interferon gama (IFN-y) e IL-2, produzidos pelos
linfécitos T CD4+, IL-12 e TNF-a que ativam a resposta leshmanicida em
APCs infectadas, aumentam a eficiéncia fagocitica de linfocitos citotoxicos

e levam a eliminagéo do parasito (Figura 6D) %%,

Estudos relatam que a resolugdo efetiva da infecgdo por
Leishmania, perfil de resisténcia, depende que a imunidade do hospedeiro
seja capaz de construir uma resposta com uma quantidade ideal de
linfécitos T, seguida por ativacdo de macrofagos mediada por citocinas
derivadas de células T "®. Porém, a resposta imune protetora exacerbada

pode causar lesdes teciduais, 0 que constitui o paradoxo caracteristico da
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doenca e contribui para a patogénese desta ”.

A resposta imune que caracteriza a suscetibilidade a infeccao é
realizada por células e citocinas pertencentes ao perfil Th2, um perfil
antiinflamatorio. Nesse cenario, ha a ativacdo de linfocitos T auxiliares do
tipo 2 (Th2) e ha maior expressdo de citocinas antiinflamatérias, como
TGF-B, IL-4, IL-10, IL-5, IL-13 (Figura 6E) '®. Desse modo, a ineficacia na
ativacdo da imunidade mediada por células, permite a reproducdo do
parasito e disseminacdo pelo corpo do hospedeiro de forma
descontrolada. Mas, ambos os perfis Thl e Th2 estdo, em geral, presentes
no hospedeiro. O balanco entre os dois perfis depende de cada
hospedeiro e de sua carga genética, mas os que respondem com o perfil
Thl estdo mais aptos a resistir a infeccdo que os que apresentam o perfil
Th2 majoritariamente ©®),

Ant:geno /\

TGF-B

S B IL'4
\\\ /'/ / ™ Amastigota IFN-y IL-10
N (W ) IL-2 IL-5
il TNF-a IL-13

RESISTENCIA SUSCEPTIBILIDADE

Figura 6. Resposta imune com direcionamento ao perfil de resisténcia ou de
susceptibilidade a infeccdo por Leishmania. (A) A célula apresentadora de antigeno
(APC) fagocita a Leishmania na forma promastigota, (B) que transforma-se na forma

amastigota no fagolisossomo da APC, (C) que por sua vez faz a apresentacao do antigeno
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da Leishmania ao linfécito. Apés a apresentacdo, a resposta imune pode seguir com a
liberacdo de IL-12 polarizando a resposta para um perfil Thl (D), com a expressdo das
citocinas IL-2, IFN-y e TNF, promovendo a resisténcia a infecgdo. Podendo ainda seguir
com a liberacdo de TGF-B, polarizando a resposta para um perfil Th2 (E), com a secrecao
de IL-4, IL-10, IL-5 e IL-3, promovendo a susceptibilidade a infeccdo (Adaptado de Trajano-
Silva, 2017).

O perfil Th17, por sua vez, vem sendo bastante relacionado a
resposta imune apds infeccdo com Leishmania mexicana e outras
espécies 9. As células Th17 produzem citocinas pré-inflamatérias (IL-
17F, IL-22 e IL-21), essa é uma resposta com perfil inflamatorio e
apresenta acdo efetora diferente, a depender do patégeno ©?. A citocina
IL-17 é uma potente ativadora de neutrofilos, relacionada a proliferacéo e
recrutamento dessas células Y. Desse modo, a quantidade de células
Th1l7 e neutrofilos crescem concomitantemente, e o alto nivel dessas
células estd relacionado as lesdes inflamatérias cronicas em
camundongos BALB/c apoés infecgdo com Leishmania mexicana, linhagem
suscetivel a infec¢do. Ja na fase mais tardia da infeccao, contribuem para
a suscetibilidade desse individuo, direcionando a um desenvolvimento
progressivo da doenca. Ja na linhagem de camundongos C57BL/6,
resistente a infeccdo, tal padrdo de resposta imune controla o
desenvolvimento do perfil Th17, de modo que esse controle pode estar
relacionado ao perfil de resisténcia dessa linhagem 9.

A ativacdo da imunidade mediada por célula pode causar a ativacdo
de linfécitos B e a producdo exacerbada de imunoglobulinas. As
imunoglobulinas sé&o anticorpos que em geral ndo séo efetivos no combate
dos parasitos intracelulares, e ja sao produzidos antes mesmo do
aparecimento dos sinais clinicos da doenga. A principal classe de
imunoglobulina presente é a IgG, mas também séo encontradas IgE, IgM e
IgA, com menor concentracdo. Alta concentracdo de anticorpos na
circulacdo pode causar a formacao e deposicdo de imunocomplexos, e
esses estao associados a diminuicdo da atividade fagocitaria, causando a

inflamacédo local via ativacdo do sistema complemento. Ha ainda a
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producdo de anticorpos contra células musculares, sanguineas e alguns
componentes do nucleo celular levando a inflamacédo em alguns tecidos.
Em ambos os casos, ha uma associacao dessas respostas a presenca e
severidade dos sinais clinicos da doenca, como a poliartrite, alopecia,
dermatite nasal e periorbital e ulceragcdes no corpo. Os caes resistentes e
assintomaticos também produzem o0s anticorpos, porém em menor

proporcao ©8.

Ha alteracbes clinico-patolégicas comuns na doenga, como a
anemia, que pode ser uma consequéncia de infeccdo na medula éssea,
induzindo a inflamacéo, o que pode interferir na producéo de eritrocitos ©2.
Em cées assintomaticos, pode acontecer a linfocitose. Em casos mais
graves, pode haver linfopenia, eosinopenia, monocitopenia e
trombocitopenia “*%%. Altos niveis de creatinina sérica e uréia podem ser
identificados, em decorréncia da deposicdo de imunocomplexos nos
glomérulos que podem causar inflamacéo e, portanto, a glomerulonefrite
4 Ainda, ha o aumento dos niveis de proteinas plasmaticas, por conta do
aumento da producdo de imunoglobulinas, o que também é considerado

uma alteracdo comum na LVC “89,

Foram descritos biomarcadores relativos aos perfis de
susceptibilidade e resisténcia em cdes com LVC. Para o perfil de
susceptibilidade (sintomaticos), foi descrita a diminuicdo de parametros
hematoldgicos, com diminuicdo de heritrécitos, linfécitos, eosindfilos e
plaquetas. Ainda, o aumento de anticorpos circulantes, assim como
aumento na concentracdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10, entre
outras) e diminuicdo da concentracdo de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y,
entre outras) e de IL-2, relativas a proliferacdo de linfocitos T. Os
marcadores de ativacdo de metabolismo oxidativo, como o oxido nitrico
(ON) também costumam apresentar diminuicdo. Ha ainda alteracdes de
pardmetros bioquimicos em c&es com perfil de susceptibilidade
(sintométicos), como: hiperproteinemia, hipoalbuminemia, aumento da

aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,
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uréia, e niveis de creatinina. Esses biomarcadores apresentam alteracdes
diretamente relacionadas ao desenvolvimento dos sinais clinicos
observados em caes com perfil de susceptibilidade. Quanto aos caes com
perfil de resisténcia (assintomaticos), observa-se parametros
(hematoldgicos e bioquimicos) muito similares aos cdes nédo infectados,
assim como 0s niveis de citocinas pré0 e anti inflamatorias e IL-2,
concentracdo de anticorpos circulantes e niveis de NO, relacionados a
ativacdo do metabolismo oxidativo. Desse modo, cdes com perfil de
resisténcia tendem a nao desenvolver os sinais clinicos da doenca,
enquanto a resposta imune do individuo se mantiver efetiva no controle da

infeccao e eliminacéo do parasito ©®.
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Figura 7. Biomarcadores dos perfis de resisténcia ou de susceptibilidade a LVC. Os
biomarcadores da leishmaniose visceral canina estdo relacionados & suscetibilidade ou
resisténcia. As setas (1 e |) indicam a diminuigdo ou o aumento dos niveis de cada
biomarcadores; =: niveis aproximadamente normais; Parametros hematolégicos: diminuicdo
de heritrocitos, linfocitos, eosindfilos e plaquetas; Parametros bioquimicos alterados:
hiperproteinemia, hipoalbuminemia, aumento da aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, uréia, e niveis de creatinina (Adaptado de Maia-
Gongalves, 2019).
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Em casos de LV em humanos é possivel observar que,
diferentemente de casos de LC, apesar da presenca de antigenos de
Leishmania no organismo do hospedeiro, este ndo € capaz de montar uma
resposta imune celular anti-Leishmania adequada ©"#®). Observou-se uma
baixa sensibilidade em testes de hipersensibilidade na pele de pacientes
com LV, retomando a responsividade apés o tratamento ®9. Esse fato
também se evidencia em testes in vitro, mesmo estimulando as células
com antigeno solivel de Leishmania, observou-se a auséncia de
proliferacdo de linfécitos e baixa secrecdo de IL-12 e IFN-y em cultura &7,
Tais achados sugerem anergia especifica dos linfécitos T de pacientes
com LV. Tal anergia deve estar relacionada a polarizacdo para resposta

Th2 apods infeccdo, com baixa presenca de IFN-y e alta presenca de IL-10
(90)

A ativacdo da resposta imune eficiente em cées depende ainda de
células apresentadoras de antigenos, entre elas as células mononucleares
fagocitarias (mondcitos, DCs e macréfagos) e de linfocitos ¥, ou seja, dos
leucécitos. Portanto, € necessario que haja um somatério das moléculas
sinalizadoras, receptores de superficie celular de APCs e moléculas de
superficie de linfécitos T (CD4+ e CD8+) e B, para que haja a ativacao
eficiente da resposta imune em cées. Para analisar a resposta celular em
amostras de PBMC total em caes, alguns receptores de superficie celular
sdo comumente marcados para caracterizacdo de subpopulacdes

celulares.

Os linfécitos T séo células da imunidade que interagem com as
APCs e estdo ativamente envolvidos na fase efetora da resposta imune,
podendo ainda apresentar funcdes regulatorias. A atividade especifica de
cada linfocito é identificada por sua composicao de moléculas CD (grupos
de diferenciacdo) presentes em sua superficie. Em cées, os linfécitos
apresentam a molécula CD3, que € uma molécula relacionada a
transmissdo de sinais intracelulares de ativacdo ©®?, o que determina o

reconhecimento, pelos linfécitos, de antigenos apresentados por APCs 3.
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Nas células T CD4, as moléculas CD4 estao presentes, e séo relacionadas

a promocao e inducao da resposta imune celular e humoral ©2.

No caso da resposta imune celular, os linfocitos T CD4+ estdo
relacionados a inducéo de diferenciacdo e ativacao de linfécitos T CD8+,
gue apresentam a molécula de superficie CD8 com propriedades
citotéxicas ©®?. Ha ainda uma subpopulacdo de células T regulatérias
(Treg) que sado caracterizadas pela presenca de moléculas, entre elas,
CD4 e CD25, molécula relacionada a sinalizacéo de proliferacdo ¥, e

estdo associadas a funcdo de regular as respostas Thl e Th2 ©2,

As diferentes populacbes de linfécitos podem ainda ser
classificadas como de memaria ou efetoras. Na identificacdo de células T
de memédria observa-se a expressdo das moléculas CD44°" e CD45RO™",
ja para identificacdo de células T ativadas efetoras observam-se CD44""
e CD45RO"" 2 Além disso, alta expressdo de CD25 e MHC-II e baixa
expressdo da molécula CD62L, ligante de lectinas, indicam populacdes de
células T efetoras ou de memoria ©®. Ja a molécula CD44 é um receptor

de hialuronato, presente em linfocitos T maduros, em mondcitos e células
B 7,

Os linfécitos B sdo responsaveis pela producédo de imunoglobulinas
e esta producdo € indicadora de ativacdo da resposta humoral,
estabelecimento e manutencdo de tolerancia e meméria ©?. Células B
imaturas sdo em geral caracterizadas pela expressdo de moléculas CD109.
Essa molécula forma um complexo com a molécula CD21, que em
conjunto iniciam a cascata de reagfes que promove a transducao de sinais
no linfécito B. Ha indicios de que o complexo CD19-CD21 atua na
regulacéo da resposta que controla a resposta imune humoral de células
B. Ambas sdo usadas como marcadores de caracterizacdo fenotipica de

linfocitos B ©®,

Ja para monadcitos, as moléculas de caracterizacdo fenotipica sao
CD14, MHC-Il e CD11b expressas em alta quantidade "®%*%) A molécula
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CD14 é considerada como marcador comum de mondcitos em humanos e
em muitas outras espécies, incluindo caes Y. Além disso, um receptor
envolvido em vias de ativacdo celular, o MHC II, e a molécula CD4 séao
expressos na superficie dos mondécitos do sangue periférico de caes em

proporcoes variaveis %2

. H& indicios de heterogeneidade de subgrupos
de mondcitos caninos a depender da proporcdo de expressdo dessas
moléculas, sugerindo que a funcdo de cada subgrupo € diferente. Os
subgrupos categorizados de acordo com a variacdo da expressdo de
MHC-Il e de CD4 s&o: MHC-II"CD4  (Mol), MHC-II"CD4" (M02), MHC-II
CD4 (Mo3). Os subgrupos Mo2 e Mo3 apresentam menor porcentagem
destas moléculas que Mol, mas produzem mais espécies reativas de
oxigénio (ROS), que sdo compostos associados a fagocitose e eliminacao

de parasitos intracelulares %%,

Ha também receptores de vias de inibicdo celular, como o CD279
(Programmed Cell Death-1 — PD-1), uma molécula da familia B7-CD28,
em linfécitos e seus ligantes CD274 (PD-L1) e CD273 (PD-L2), expressa
em mondcitos, DCs, macréfagos e células B *°Y. Tais moléculas regulam
a ativacdo e proliferacdo de linfocitos, podendo causar a anergia de
linfocitos ®Y. Estudos com cées infectados com Li mostraram que apés a
infecgcdo tanto o receptor PD-1, em linfécitos T e B, quanto seus ligantes,
em monocitos, sdo mais expressos em caes com LVC que em cées

saudaveis (04199

. Observaram ainda que o bloqueio de PD-1 podia
restaurar a resposta proliferativa de linfocitos. Concluindo entdo que a
infeccdo com Li modula a expressdo dessas moléculas e

consequentemente a resposta de linfocitos & infeccao 4.

Ha ainda marcadores que podem detectar morte celular em
leucocitos, como a Anexina V, que €& uma proteina que se liga a
fosfatidilserina, que por sua vez é um residuo encontrado no interior da
membrana citoplasmatica de células saudaveis. Quando h& o processo de
apoptose dessas células, esse residuo € externalizado, ainda na fase

inicial da apoptose, sinalizando que a célula deve ser fagocitada %. A
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AnexinaV é utilizada entdo para caracterizacdo de apoptose inicial. J& o
lodeto de Propideo (PI), € um fluorocromo, que é capaz de se ligar e
marcar DNA, possibilitando a deteccdo da morte celular por conta da
fragmentacdo do DNA, liberacdo do conteludo nuclear e permeabilizacédo
da célula principalmente em fases mais avancadas da apoptose ou na
necrose ‘. A marcacdo somente com PI sinaliza morte por necrose e a
dupla marcacdo com Anexina V e PI sinaliza morte celular por apoptose na

fase tardia (06197,

A Leishmania é capaz de modular a morte celular de leucdcitos,
apos infeccdo. Em DCs humanas, a Leishmania infantum foi capaz de
inibir a morte por apoptose dessas células, utilizando esse prolongamento
da vida da DC como um mecanismo de evas&o da resposta imune ‘% O
mesmo foi descrito em macréfagos humanos, pois observou-se que as
promastigotas de Li, por meio do lipofosfoglicano (LPG) que esta forma
apresenta e libera no meio, inibem a apoptose de macrofagos, permitindo
a sobrevivéncia e replicacdo do parasito “°?. Em monécitos e linfécitos
humanos, de pacientes com LV aguda, foi observado um alto nivel de
apoptose, quando em comparacdo com pacientes saudaveis 9. J4 em
linfécitos de cdes com LVC, foi observado que a alta expressao das
moléculas PD-1 e seus ligantes, envolvidos na regulacdo da ativacdo de
linfécitos T, podendo causar anergia e até a apoptose de linfécitos T,

regulando ainda a producéo de TNF-a, IL-4 e 6xido nitrico (NO) %%,

A imunofenotipagem da membrana celular de cées infectados,
sintomaticos e assintomaticos ainda € pouco caracterizada. Sendo assim,
pouco se sabe sobre o padrao de resposta imune celular desenvolvida em
leucdcitos caninos de individuos naturalmente infectados que apresentam
manifestacbes clinicas e, daqueles que ndo as apresentam, e suas
diferencas. Em humanos, observa-se na forma sintomatica da doenca um
comprometimento funcional dos mondocitos, com baixa expressao de
moléculas de ativagcdo e diminuicdo da producdo de citocinas pro-

inflamatorias, estabelecendo um estado de anergia, com baixa ativagédo de
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linfécitos T CD4+, linfécitos B e ativacdo de linfocitos T CD8+, o que
favorece a manutencdo do parasito no organismo e potencial dano
tecidual. Ja na forma assintomatica da doenca, os individuos
apresentaram o perfil de resposta imune preservada, com o perfil

fenotipico celular similar ao observado em individuos n&o infectados ©”.

Dessa forma, € necessario que se compreenda as modulacdes
provocadas pelos antigenos, provenientes da infec¢éo por L. infantum, em
células caninas apresentadoras de antigeno e em linfécitos, com seus
respectivos marcadores fenotipicos. Além disso, compreender a ativacao
de leucdcitos estimulados por antigenos de L. infantum, sollveis e
recombinantes, pode contribuir com a escolha de abordagens terapéuticas
mais adequadas para o controle da infeccdo e com o desenvolvimento de
marcadores de progndsticos e métodos diagndsticos mais sensiveis e

especificos do que os atualmente utilizados.

1.8 Diagnastico

O diagnostico de LVC é complexo, pois ndo raramente, mesmo em
cdes sintomaticos, observa-se que 0s sinais clinicos sdo bastante
variaveis e comuns a outras doencas. Além disso, ha uma alta taxa de
cdes infectados assintomaticos ou com manifestacdes sub-clinicas. O
diagnastico clinico é de baixa sensibilidade na identificagdo em casos de
cades assintomaticos “>*112 Ainda, existem as comorbidades que podem
mascarar sinais clinicos. Por isso LVC é diagnosticada por meio de uma
combinacdo de achados clinicos, testes soroldgicos e parasitologicos
(0113 para tanto, é necessario o desenvolvimento de métodos
diagndsticos que sejam especificos, sensiveis, que sejam de facil acesso,
de simples execucdo e facil interpretacdo, que ndo requeiram grandes

estruturas e investimentos em equipamentos laboratoriais e profissionais,
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principalmente em locais mais precarios e distantes 4%,

Os métodos diagndsticos utilizados na identificagdo de LVC variam
desde uma avaliacdo clinica a diagnésticos laboratoriais até testes
parasitolégicos, moleculares e soroldgicos. Alguns deles séo classificados
como diagnaosticos diretos, nos quais ha a identificacdo direta do parasito
ou de seu material genético, outros séo classificados como indiretos, que
sdo testes imunoldgicos nos quais se identificam anticorpos ou antigenos

especificos de Leishmania spp (‘12116117

Porém, todos os métodos
diagndsticos possuem limitacdes importantes em termos praticos de
aplicacio ou em termos de acuracia. E importante observar entdo que
cada um possui valores diferentes de sensibilidade e de especificidade, e
gue a demanda de materiais e equipamentos varia de acordo com o

método diagndstico escolhido.

1.8.1 Métodos diretos

1.8.1.1 Microscopia

A microscopia é um teste parasitolégico no qual o material coletado
de medula éssea, pele, linfonodos, baco ou sangue periférico é fixado em
uma lamina, sendo entdo corados com diversos métodos de coloragao
como o kit Panético, com Giemsa ou Wright e analisados em microscopio
optico ®. Se forem identificadas amastigotas livres ou no interior de
células fagociticas, como macréfago, monacito, neutrofilo, célula dendritica

o resultado é considerado positivo e conclusivo 2.

O diagndstico
parasitoldgico é tido como o padrédo ouro e apresenta especificidade de até
100%, porém a sensibilidade é variavel por conta da imprevisibilidade da
distribuicdo do parasito nas amostras, podendo resultar em resultados
falsos negativos 2119 Além disso, a coleta de amostras costuma ser

bastante invasiva e pode ndo ser sensivel no caso de caes assintomaticos,



47

0 que sugere que seja um método pouco efetivo para o sistema de saude

publico do Brasil %19,

1.8.1.2 Histopatoldgico e Imuno-histoquimica

O método histopatoldgico é também parasitologico e pode ser feito
com o tecido dos Orgdos citados acima e com a coloracdo com
hematoxilina e eosina. A identificacdo de amastigotas torna o teste
conclusivo. Esse método apresenta a sensibilidade de aproximadamente
32,35%. A Imuno-histoquimica geralmente €& utilizada como método
confirmatorio, que aumenta a sensibilidade a 62%, e € principalmente

utilizada em tecidos com baixa carga parasitaria 2%,

1.8.1.3 Cultura In vitro

A cultura é um método que aumenta a sensibilidade, principalmente
guando feitas varias inoculacdes de tecidos, como linfonodos e baco, em
diferentes tubos, sendo os mesmos observados rotineiramente para
visualizacdo de promastigotas, derivadas de amastigotas, ap6s o
rompimento das células. Ela pode ser ainda usada para aumentar a
sensibilidade dos métodos parasitologicos. No entanto, os resultados
podem demorar até quatro semanas, pois as cepas podem crescer em
tempos diferentes e, ainda, a carga parasitaria de cada cao pode variar, de
modo que h& uma imprevisibilidade na duragdo do método tornando-o
demorado e oneroso em termos financeiros **?. A utilizagdo da imuno-
histoquimica como segundo método do protocolo pode aumentar ainda

mais a sensibilidade ®2Y,



48

1.8.2 Métodos indiretos

1.8.2.1 Molecular

Os métodos moleculares séo utilizados como alternativa para mitigar
as limitacbes ja4 bem conhecidas dos métodos parasitologicos e
sorolégicos. Novas abordagens baseadas na reacdo em Cadeia da
Polimerase foram desenvolvidas como alternativas para melhorar o
diagnéstico de LVC %Y. Os principais métodos utilizados ultimamente s&o:
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) e Ensaio Baseado em Sequéncia de Acido Nucléico
(NASBA).

O PCR se mostrou eficiente para a identificagdo do DNA da

Leishmania, apresentando alta sensibilidade e especificidade *?%12%,

e
provando ser um dos métodos mais informativos de diagndstico de
leishmaniose, por isso vem sendo um dos métodos moleculares mais

utilizados 24129,

Essa metodologia pode ser utilizada em diversas
amostras de tecidos diferente, como figado, baco, linfonodos, medula
Ossea e até mesmo coletando células epiteliais da conjuntiva com hastes

flexiveis, método inovador e nao invasivo 23126.127)

Além disso, utilizando essa técnica é possivel fazer a identificacao
da espécie presente na amostra ?®. Os protocolos comumente utilizados
apresentam sensibilidade que varia entre 72,2% e 98,7% e especificidade
entre 83,2% e 96,4% para cdes . A técnica de polimorfismo de
fragmentos de restricdo (RFLP) € um teste que pode ser feito apds a PCR.
E um método alternativo, rapido e que requer menos tempo e material que

(130) E paseado na digestdo do

0 sequenciamento dos produtos de PCR
produto do PCR de genes especificos com enzimas de restricAo que
produzem fragmentos diferenciados para cada espécie. Dessa forma,

sabendo o padréo de restricdo para cada espécie, é possivel comparar 0s
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fragmentos e identificar a espécie de Leishmania encontrada na amostra
infectada V. As desvantagens dessa técnica estdo no fato deste método
ser caro, nao diferenciar entre cdes sintomaticos e assintomaticos e requer

estrutura laboratorial para sua execucédo “%.

O método LAMP foi descrito no ano de 2000 por Notomi e
colaboradores **?. Esse método consiste na amplificacdo de moléculas de
DNA a temperatura constante, entre 60 e 65 ‘C. Para isso, utiliza-se a DNA
polimerase de Bacillus stearothermophilus e quatro primers especificos,
que sdo capazes de amplificar estruturas em forma de loop. E considerada
uma técnica répida, capaz de amplificar poucas cépias de DNA (até 10%) em
apenas uma hora e pode identificar Leishmania em tecidos de 6rgaos e
sangue de pacientes infectados ‘32%3%) As caracteristicas limitantes desta
técnica esta no fato de ndo diferenciar entre sintomaticos e assintomaticos

e ser uma técnica cara ¥,

O NASBA é um método que depende de primers e pode ser usado
para uma amplificacdo continua e rapida de acidos nucléicos, utilizando
uma composicdo Unica de materiais e em uma temperatura constante. Esse
método utiliza RNase, T7 RNA polimerase, transcriptase reversa de AMV
(avian myeloblastosis virus) e dois primers especificos. Essa técnica é
capaz de multiplicar em 10° a quantidade de cépias de DNA e em 10° as
copias de RNA em um periodo entre duas e quatro horas **”. Esta técnica
também ndo pode ser amplamente utilizada atualmente, por ser cara e

necessitar de estrutura laboratorial para sua execucdo 37,

1.8.2.2 Sorologico

Nos métodos soroldgicos o objetivo € detectar anticorpos ou mesmo
0os antigenos especificos da espécie de Leishmania de interesse. Os

métodos atualmente utilizados sdo: ELISA (Enzyme-linked Immunoorbent
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Assay) ou Ensaio imunoenzimatico (EIE) e Imunocromatografia *9.

O protocolo sorodiagnoéstico utilizado atualmente no Brasil é feito
com a aplicacdo do teste rgpido imunocromatografico DPP (Dual Path
Platform) seguido pelo teste laboratorial ELISA (EIE) como teste
confirmatorio dentro de duas semanas. Esse protocolo apresenta a
acuracia de 97% em animais infectados assintomaticos e de 91% em
animais infectados sintomaticos *®. Porém esses métodos apresentam
suas limitagBes, com altos niveis de falsos positivos relacionados a outras
doencas, como a hanseniase, tuberculose, malaria, tripanossomiase,
esquistossomose e outras leishmanioses 1% Uma preocupacéo extra
refere-se a implementacdo da vacinagdo contra LV no Brasil, pois os
testes sorolégicos atualmente utilizados no Brasil podem resultar em falso

positivo nos cées vacinados ©?.

O DPP, utilizado hoje no Brasil, € um método imunocromatografico
que consiste em uma plataforma com um filtro impregnado com o antigeno
recombinante rK28, uma quimera entre os antigenos K9, K26 e K39 de L.
infantum @Y. A avaliacdo mais recente identificou que o teste DPP
apresenta 75% de sensibilidade e 73% de especificidade para cées
assintomaticos e 94% de sensibilidade e 56% de especificidade para caes
sintomaticos **?. A vantagem nesse teste é que por ser rapido, exigir
pouca experiéncia do avaliador e por ser mais barato, pode ser aplicado

em campo e se encaixa melhor na realidade da saude publica no Brasil.

Quando o teste DPP tem resultado positivo ou indeterminado, é
feito o método ELISA, o qual funciona como teste confirmatério. ELISA é
um método imunoenzimatico que apresenta sensibilidade e especificidade
variaveis, a depender do antigeno analisado e do estado clinico do cdo. A
vantagem desse meétodo é que ele pode ser adaptado para avaliar
diferentes antigenos concomitantemente, como proteinas recombinantes,

antigenos citoplasmaticos, peptideos sintéticos e antigenos purificados
(112,115,143)
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1.9 Proteinas recombinantes

Proteinas recombinantes tém sido utilizadas em testes rapidos de
imunocromatografia, alguns exemplos sdo as proteinas recombinantes
K39 (121,144,145), K28 (141) e KLOS8 (114,146). Algumas moléculas de
Leishmania tém sido testadas como potenciais testes soroldgicos, algumas
ja foram testadas com pacientes que tinham o diagndstico de LV e LC. Por
exemplo, pacientes infectados apresentam alta titulacdo de anticorpos
para a proteina antioxidante TSA, proteina de membrana cinetoplastida
KMP11 e proteina A2 de amastigotas. Mas, os valores de sensibilidade e
especificidade de cada proteina utilizada em métodos diagndsticos sdo
variaveis e muitas vezes falham em termo de acuracia. Em um estudo
recente, identificou-se que ha uma alta porcentagem de cédes com
diagnéstico soronegativo com resultado positivo em anélise por PCR .
Sendo assim, a inovagdo no que diz respeito a testes diagndsticos e a
producdo de antigenos protéicos recombinantes apresenta-se como uma
possibilidade de melhoria em especificidade e sensibilidade para deteccéo
da leishmaniose. Duas proteinas de Leishmania infantum foram
identificadas como altamente imunogénicas no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), podendo ser entdo
potenciais alvos para diagndstico sorologico de LVC, sdo elas a
ADF/Cofilina e a Rab1-GTPase.

1.9.1 ADF/Cofilina

A proteina ADF/Cofilina € uma proteina presente em todos o0s
eucariotos, relacionada a regulacdo de montagem e desmontagem dos
filamentos de actina, extremamente importantes para oS processos de

endocitose, trafego intracelular, diviséo celular e mobilidade 4749, Sua
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funcdo principal € a despolimerizacdo de filamentos de actina comecando
de suas extremidades, permitindo dessa forma, a dinamica do filamento
(%0 Essa proteina foi encontrada em Toxoplasma, Achantamoeba,
Leishmania, entre outros ‘°V. A isoforma dessa proteina é importante para
a montagem e mobilidade do flagelo da Leishmania e é essencial na sua

divisdo celular 151152,

1.9.2 RAB 1 -GTPase

O trafego intracelular de vesiculas e substancias € um processo
complexo e que deve ser corretamente regulado. As principais reguladoras
do trafego intracelular sédo as proteinas RAB-GTPases, que sdo capazes
de interagir com proteinas efetoras, selecionam as cargas, promovem a

formacao e indicam o local correto de fusdo das vesiculas ®*2.

1.10 Controle e tratamento

O controle da LVC no Brasil € norteado por trés componentes
principais. O primeiro é o uso de inseticidas nas casas, nos panos dos
animais e nas coleiras, com o intuito de diminuir a densidade da populacao
local do vetor e, possivelmente, evitar o contato do vetor com os humanos
nas areas peri domiciliares. O segundo € o diagnostico com a utilizacao de
duas metodologias: o teste rapido (TR-DPP) e a ELISA, em conjunto com

7

o tratamento. O terceiro é a eutanasia de cdes soropositivos, o que

(48,57,154)

promove conflitos éticos , mas tem como objetivo diminuir a

transmissao do parasito para o vetor e consequente infeccdo de outros

cdes e humanos #551%6),

Entretanto, ha atualmente um projeto de lei 884/19, que esta em
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tramitacdo e j& foi aprovado pelas comissdes de Seguridade Social e
Agricultura, propondo o controle da eutanasia de cédes infectados, que
procura garantir o direito do proprietario de tratar seu céo infectado, desde
que arque com Os custos do tratamento e garanta que o cdo sera

acompanhado pelos 6rgdos de controle de zoonoses 7).

Ha ainda medidas preventivas como a vacinacdo de caes nao
infectados. Um estudo realizado com cdes saudaveis imunizados com
duas vacinas (LEISHVACIN e LEISHMUNE®) desenvolvidas com outras
espécies de Leishmania (L. amazonensis e L. donovani) demonstrou a
ativacao eficiente de mondcitos para ambas as vacinas, e ativacao seletiva
de linfécitos T e B a depender da vacina administrada. E ambas as
abordagens identificaram o desenvolvimento de uma resposta imune mais
proxima do ideal, diferente do que se observa em cé&es naturalmente
infectados e sintomaticos. Porém, € possivel que o desenvolvimento da
resposta imune de caes infectados assintomaticos e imunizados seja
similar, o que compromete a eficacia de alguns métodos diagnésticos e de
abordagens de controle e prevencéo da leishmaniose visceral **®. Apesar
de todas as medidas citadas acima, o resultado esperado pelo Ministério
da Saude nado esta sendo atingido e os casos de VL em humanos mais

que dobrou entre os anos de 1990 e 2016 9159,

Zuben e Donalisio @59

discorrem a respeito das possiveis
explicagbes para tal resultado no Brasil e iniciam relatando o reduzido
guantitativo de profissionais qualificados para a identificacdo, diagnéstico e
remocdo de cdes infectados. Existe uma variedade de sinais clinicos
semelhantes a outras doencas e as variagbes histopatoldgicas
inespecificas ©?. H4 ainda a falha dos atuais métodos diagnésticos, a falta
de um teste diagnodstico 100% especifico e sensivel, ainda mais quando
empregados para a identificacdo do que se estima ser uma grande
guantidade de cdes assintomaticos. Ainda quando identificados, pode
haver a recusa pela parte do dono em seguir 0os protocolos preconizados

pelo Ministério da Saude, com a utilizagcdo de tratamentos que ainda
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mostram baixa eficacia ®?. Por ultimo, a substituicdo de caes infectados
por novos cdes ndo infectados em areas endémicas, por conta de

migracdes, compra ou adocdo de cdes domésticos 9.

O tratamento da LVC é feito por quimioterapia. Os principais
farmacos utilizados atualmente no Brasil sdo a miltefosina, antimoniais
pentavalentes e anfotericina B. H4 ainda outras opcdes alternativas, séo
elas: isodionato de pentamidia, fluconazol, cetoconazol, antimoniato de

@0 No entanto, esses

meglumina, itraconazol, miconazol e alopurinol
tratamentos apresentam alta toxicidade celular, por conta principalmente
dos compostos antimoniais, e induz a remissdo temporaria dos sinais
clinicos ©®?. Os caes tratados apresentam ainda alta taxa de recidivas, por
volta de 74% durante o primeiro ano ®** e o efeito contra a infeccdo de

flebotomineos é limitada ©°.

O estudo de Yasur-Ladau e colaboradores indica ainda que
parasitos isolados de caes tratados adquirem resisténcia, sdo até cinco
vezes mais resistente aos medicamentos que os parasitos coletados de
cées nao infectados *®9. Esses sdo dados alarmantes, que nos remetem a
importancia do controle de LVC e monitoramento dos cées infectados,
ainda que estejam sendo tratados, para que haja diminuicdo na incidéncia

e prevaléncia da doenca entre cées e entre humanos %,

2. JUSTIFICATIVA

Leishmania infatum é a espécie etiologicamente responsavel pela
leishmaniose visceral, forma mais grave da doenca, que infecta milhares
de pessoas e cées ao redor do mundo todos os anos. Estudos sugerem
gue ha uma relacédo diretamente proporcional de casos de leishmaniose
visceral canina (LVC) e infeccdo por L. infantum em humanos. Dados
epidemiologicos reforcam que a leishmaniose visceral é uma questédo

importante de saude publica no Brasil e no Distrito Federal. Entdo, para
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compreensdo e combate a essa doencga, € preciso investimento no
reconhecimento do desenvolvimento da resposta celular apés a infecgéo
pelo protozoario.

Os leucocitos sao responsaveis pela resposta imune, inata e
adaptava, desenvolvida como protecdo a infec¢do por L. infantum. Para
cada tipo de antigeno, costuma-se observar diferencas na expressao de
moléculas de superficie em leucdcitos, decorrente de diversos fatores
envolvidos com a identificacdo, fagocitose, apresentacédo e ativacdo de
células responsaveis por eliminar o patégeno.

A compreensao da interacdo entre o parasito e o hospedeiro é de
suma importancia para a identificacdo dos mecanismos de infeccéo da L.
inffantum e a patogénese da doenca, destacando-se os fatores
relacionados ao direcionamento da resposta imune do hospedeiro que
delimitam o desenvolvimento das formas leves ou graves da doenca. Ha
poucos estudos caracterizando detalhadamente a expressdo de moléculas
de superficie em leucdcitos caninos diferenciando sintomaticos de
assintomaticos.

Portanto, o estudo de leucdcitos expostos a parasitos L. infantum é
essencial para produzir evidéncias que possam indicar as diferentes
respostas destas células quando expostos a diferentes antigenos oriundos
de L. infantum, soluvel e recombinantes, e a avaliacdo da inducdo da
morte das células infectadas pelo parasito. O estudo pode ser ainda de
suma importéncia para o desenvolvimento de novos marcadores de

diagndstico e prognéstico para a leishmaniose visceral canina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo de marcadores celulares fenotipicos em

leucocitos de cées infectados, com diagndstico sorologico de LVC positivo,

sintomaticos e assintomaticos.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar, em ex vivo, a expressado de marcadores fenotipicos da
superficie de leucécitos dos cées infectados, sintoméaticos e
assintomaticos;

Caracterizar a expressao dos marcadores, ap0s reestimulagéo in
vitro, com antigeno soluvel e recombinante de L.infantum em
leucocitos dos cées infectados, sintomaticos e assintomaticos;
Caracterizar o processo de morte celular de células mononucleares

provenientes desses animais, ex Vivo e in vitro
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4.1 Desenho experimental

Coleta de amostras de sangue periférico de caes:
ndo infectados (NI), infectados assintomaticos (IAS)

e infectados sintomaticos (IS)

Obtencéo de PBMC por
gradiente de densidade

/\

ex Vvivo

in vitro

l

Cultura e reestimulacdo com
SLA de Li, ADF/Cofilina, RAB1-
GTPase e LPS por 48 horas.

Andlise por citometria de fluxo
das moléculas: CD3, CD4,
CD8, CD19, CD25, CD14,

MHC-II E CD44.

|

Avaliacdo de morte celular com
AnexinaV/PI por citometria de

fluxo.

Andlise de dados por FlowJo™
e GraphPad Prism
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4.2 Cultura de Leishmania infatum

Amostras da espécie L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75), foram
utilizadas para a producdo do Antigeno Soluvel de Leishmania (SLA). Os
parasitos foram descongelados e ressuspensos em meio Schneider
completo, suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF), 1% de
antibiotico Penicilina-Estreptomicina 100X (Gibco®). Em seguida, foram
cultivadas em tubo falcon de 15 mL, com o meio NNN (Agar contendo 0,6%
de NaCl, 10% de sangue e 5% de glicose). As Leishmanias foram incubadas
a 25 °C por 72 horas, quando entdo a cultura foi transferida para uma
garrafa de cultura (Kasvi), e nela foi adicionado o meio Schneider
suplementado para a expansao dos parasitos e obtencdo de quantidade
suficiente para preparo do antigeno. As Leishmanias foram quantificadas em
camara de Neubauer periodicamente para que o crescimento da cultura
fosse monitorado e para a identificacdo da fase estacionaria. As
promastigotas foram obtidas de culturas em fase estacionaria (5-7 dias), com

menos de cinco passagens in vitro.

4.3 Obtencéo do antigeno soluvel (SLA) de Leishmania infatum

O volume total de cultura com as formas promastigotas de
Leishmania foram coletadas no volume total da cultura e centrifugadas a
4°C por 15 minutos a 750xg, por duas vezes, em solucdo salina PBS
(tampéo salina fosfato) 1 X estéril (0,8% de NaCl, 0,14% Na;HPO,,
0,02%KCI e 0,20%g KH,HPO,). O sedimento obtido de Leishmania foi

armazenado em freezer a -20° C até a finalizagéo do preparo do antigeno.

Apoés a obtencdo do estoque satisfatorio, as formas promastigotas
foram descongeladas a 4° C, centrifugadas a 750xg em centrifuga

refrigerada por 15 minutos e o sedimento foi ressuspendido com agua
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destilada esterilizada num volume igual a metade do volume desse
sedimento. As células foram rompidas por congelamento subito, em
freezer -80°C por 15 minutos alternando com o banho-maria a 37° C. O
processo foi repetido seis vezes. Mantendo os antigenos no gelo foi
aplicada a acdo de ultrassom 5.0 MHtz efetuando seis séries de 30
segundos com intervalos de 1 minuto. O produto resultante foi centrifugado
por 60 minutos em ultra centrifuga, a 4° C e 14.000 g. Recuperado o
sobrenadante, ele foi filtrado em sistema esterilizante (membrana 0,22u) e
apos a dosagem de proteinas, estas foram aliquotadas em volumes de
500uL e armazenadas a temperatura de - 20° C (161).

4.4 Dosagem de SLA de L.infantum—-Qubit™

A quantificacdo de SLA foi feita com o kit Qubit™ (Invitrogen). Para
iISSO preparou-se 0 reagente fluorescente a partir da solucdo contendo
fluoréforo e tampéo do kit, na proporgcéo de 1:200. Em seguida, aliquotas
de 5 ul de amostra de SLA diluidas em agua miliQ (1:3) foram adicionadas
ao reagente, atingindo o volume final de 200pul. A solucao foi incubada por
15 minutos e analisada no equipamento portatil Qubit 2.0™. Apdés a leitura
de cada amostra de SLA, a concentragao final foi obtida pela multiplicacéo
do valor da leitura pelo fator de diluicdo escolhido.

4.5 Obtencéo de antigenos recombinantes de L.infantum

As proteinas recombinantes Rab-1 GTPase e ADF/Cofilina foram
obtidas pela mestre Gisele Lorrana Silva Santos do laboratério do
Professor Doutor Vicente de Paulo Martins, do Departamento de Biologia
Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia
(162). Essas proteinas foram gentilmente cedidas para a realizagdo da
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analise in vitro do presente estudo.

4.6 Grupos de estudo

Os grupos de estudo foram selecionados de acordo com 0s seguintes

critérios:

A) Sintomaticos: cdes com historico epidemiolégico compativel, com
sinais clinicos aparentes e com testes diagndsticos soroldgicos DPP
e ELISA positivos. Ambos os testes realizados pelo CCZ de
Brasilia/DF.

B) Assintomaticos: cdes com histérico epidemiolégico compativel, sem
sinais clinicos e com testes diagndsticos sorolégicos DPP e ELISA
positivos. Ambos os testes realizados pelo CCZ de Brasilia/DF.

C) Nao infectado: caes com ou sem histérico epidemioldgico
compativel, sem sinais clinicos e com teste diagnéstico soroldgico
DPP negativo. O teste foi realizado pelo CCZ de Brasilia/DF.

4.7 Obtencéo de PBMCs

As amostras de sangue de cdes com o diagnéstico positivo e
negativo (por sorologia) foram obtidas no Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) de Brasilia/DF, em projeto aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de
Brasilia (UnBDoC n°106668/2014), juntamente com as fichas de dados
epidemiologicos dos animais, ja preenchidas. O sangue periférico foi
coletado anteriormente ao processo de eutanasia dos animais, em tubos
de coleta a vacuo com heparina sédica de 10mL (eBioscience), que foram
acondicionados a temperatura ambiente e enviados ao laboratorio para a
obtencdo de leucécitos. Foram utilizadas amostras de 11 cées
sintomaticos ou assintomaticos e de 4 cées nao infectados, grupo controle.
O tamanho da amostra foi escolhido baseado em dados da literatura, nos
trabalhos de Chiku (105), Araujo (158) e de Trajano-Silva (163).
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Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) das amostras
de sangue dos caes foram obtidas por gradiente de densidade em Ficoll
(GE Healthcare) segundo protocolo de Trajano-Silva (163). O sangue foi
diluido em PBS 1X estéril na proporcéo de 1:2 e lentamente vertido sobre
o Ficoll na proporcéo de 1:2, com o cuidado de ndo misturar as fases. Os
tubos foram centrifugados a 900g por 30 minutos a 25°C, sem
desaceleracdo. A nuvem de leucdcitos mononucleares (linfécitos e
monacitos) foi coletada apds a centrifugacdo, por aspiracdo com pipeta
graduada, e as células foram lavadas duas vezes em PBS 1X (pH=7,2) a
4°C. O pellet foi ressuspendido em RPMI para contagem. A quantificacao
foi feita por contagem em camara de Neubauer e utilizamos a exclusédo de
células inviaveis por azul de Tripan. Parte das células foi utilizada para as
analises ex vivo enquanto o restante seguiu para a cultura de células, para
0 experimento in vitro. As células do experimento ex vivo seguiram direto
para a marcacao, aquisicdo e andlise em citometria de fluxo, sem

estimulacéo.

4.8 Citocentrifugacao

Para avaliar a pureza de separacdo de células mononucleares
(PBMCs), fizemos o protocolo de citocentrifugacdo. Para cada lamina
calculamos o volume que correspondia & concentracdo de 5 x 10° células
e centrifugamos em centrifuga de eppendorfs com a rotacdo de 600g a 4°
C por 10 minutos. Posteriormente, adicionamos 200 uL de PBS 1X e foi
colocado na citocentrifuga para fixagdo das células nas laminas. Para
coloracéo das laminas foi feito o kit Instant-Prov (NEWPROV), conjunto de
corantes para coloracao diferencial rapida em hematologia. A avaliacdo foi
feita por microscopia oOptica e foi realizada com o microscopio da marca
Nikon.
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4.9 Cultura de células e estimulagéo - In vitro

As células foram ajustadas para 5x 10%/mL por poco e cultivadas em
RPMI 1640 suplementado com SBF 10%, antibiotico 1% (penicilina-
estreptomicina) e foram estimuladas com antigeno soluvel de Leishmania
infantum (10 ug/mL), com as proteinas recombinantes Rab-1 GTPase e
ADF/Cofilina (1 ug/mL) e LPS (100 ng/mL). As células foram cultivadas
em placas de 24 pocos (Greiner Bio-One) em estufa a 37 °C, com

atmosfera de 5% de CO? por 48 horas.

4.10 Marcagao para andlise por citometria de fluxo

As células mononucleares foram analisadas ex vivo e in vitro por
citometria de fluxo. Para tanto, as células foram coletadas em tubos
eppendorf de 1,5 mL, lavadas uma vez com PBS 1X e centrifugadas por
10 minutos a 500xg e a 4°C. Em seguida, foram ressuspendidas em 10uL
de tampéo FACS 1X (1% BSA, 0,01% azida s6dica e PBS 1X), com cada
tubo de eppendorf contendo aproximadamente 10° células, e foram
incubadas para blogueio por dez minutos no gelo para evitar ligacdes em
sitios inespecificos. Apos o blogueio, foi adicionado 200uL de tampéo
FACS 1X as células e elas foram entdo lavadas e centrifugadas a 500xg a
4°C por 5 minutos. Parte dessas células foi separada para a deteccao de
morte celular. Posteriormente, foram adicionados 20uL dos anticorpos, na
diluicdo de 1:20 e em tampéo FACs 1X e as células foram incubadas a
4°C, por 30 minutos ao abrigo da luz. Os anticorpos utilizados no estudo
foram: anti-CD3 (conjugado a FITC), anti-CD4 (conjugado a APC), anti-
CD8 (conjugado a PE), anti-CD14 (conjugado a PE), anti- CD19
(conjugado a FITC), anti- MHCII (conjugado a PerCP-Cy5.5), anti-CD44
(conjugado a FITC), anti-CD25 (conjugado a PE), todos anticorpos
reagentes a células caninas (Tabela 1). As diluicbes de cada anticorpo
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foram realizadas segundo as recomendacgOes do fabricante e os “MIX”,

combinacdo de anticorpos, foram preparados de acordo com a Tabela 2.

Apoés a incubacédo, foi feita uma lavagem para retirada dos anticorpos

livres, ndo ligados, para isso foram adicionado as células 200uL de tampéo

FACS 1X e estas foram centrifugadas a 500xg a 4°C por dez minutos. O

volume apds a centrifugacdo foi

descartado e as células foram

ressuspendidos em 300uL de tampédo FACS 1X e lavadas para a aquisicao

no citbmetro de fluxo.

Tabela 1: Anticorpos monoclonais utilizados no estudo.

Anticorpos Clone Espécie alvo Fendtipo Fabricante
celular
CD3/CD8 CA17.2A12/YCATES55.9 Caes Linfécitos T BIO-RAD
CD4 YKIX302.9 Caes Linfocitos T BIO-RAD
CD25 P4A10 Caes Linfécitos T BIO-RAD
MHC-II L243 Caes, Monécitos ABCAM
humanos e
primatas ndo
humanos
CD14 Tuk4 Caes, Monécitos ABCAM
humanos,
ovelhas,
porcos,
coelhos, gatos
CD19 MB19-1 Caes e Linfécitos B ABCAM
camundongos
Anti-CD44 MEM-263 Céaes, Leucdcitos ABCAM
humanos e

porcos
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Tabela 2: Composicdo dos “MIX”. Combinacbes de anticorpos utilizados nos
experimentos, apresentando as moléculas, sua diluicdo e a florescéncia conjugada ao
anticorpo de cada molécula. A Anexina V foi usada em algumas amostras conjugadas a
FITC e em outras & com APC.

MIX FITC PE APC PerCP — Cy5.5
1 CD44 CD14 - MHC-II
1:20 1:20 1:20
2 CD3 CD8 CD4 -
1:20 1:20 1:20
3 CD19 CD25 CD4 -
1:20 1:20 1:20
4 Anexina V' lodeto de Anexina V' -
Propideo
1:20 1:20

* As 13 primeiras amostras foram marcadas com AnexinaV - FITC e as duas uUltimas com
Anexina V-APC.

4.11 Deteccédo de morte celular em leucocitos

Para deteccéo do processo de apoptose foram utilizadas marcagdes
gue permitem a deteccdo da apoptose inicial e da apoptose tardia. A
marcacao de Anexina V permite a identificacdo do processo de apoptose
inicial por citometria de fluxo, e quando em conjunto com a marcacao por
lodeto de Propidio (PI), identifica células em apoptose tardia (164). A
morte celular foi analisada tanto nos experimentos ex vivo quanto nos in
vitro. Para tanto, as células foram marcadas com o Kit Annexin V-FITC
Apoptosis Detection (eBioscience). O processo se inicia com a preparacao
do tampéo de ligacdo para a concentracdo 1X. As células separadas, em

tubo eppendorf de 1,5 mL, foram centriftugadas com 200uL de tampao
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FACS a 500xg, a 4°C por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 195uL de
tampdo de ligacdo 1X por tubo e para cada 5x10° células. Foram
adicionados ainda 5uL de Anexina V por tubo e as células foram
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacao, as
células foram lavadas com PBS 1x e centrifugadas a 500xg a 4°C por 5
minutos. Foram entdo ressuspendidas em 190uL de tampéo de ligacdo e
10uL de lodeto de Propideo por tubo. As células foram adquiridas em

seguida no citbmetro de fluxo.

4.12 Aquisicéo e andlise dos dados da citometria de fluxo

As células foram adquiridas no citbmetro do modelo FACS Verse
(BD Biosciences), utilizando-se o Software FACS SUITE. Os graficos
gerados por citometria de fluxo foram analisados no Software FlowJo
(Flowjo® versédo 10), para identificacdo das porcentagens de expressao
dos marcadores, quantidades e proporcdes de células marcadas bem
como da intensidade média de fluorescéncia (MFI), caracterizando assim,
as amostras analisadas. Foram adquiridas em média 30.000 células de
cada amostra, de acordo com o doador, grupo de estudo ao qual pertencia

e abordagem, ex vivo ou in vitro, com suas condi¢des.

4.13 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas no software GraphPad-Prism
10.0 (GraphPad Software Inc). Os valores das proporcdes de células
marcadas e de intensidade média de fluorescéncia, identificados na
analise anterior, foram testados com o teste de normalidade de Shapiro—
Wilk. Como todas as amostras apresentam distribuicdo ndo normal (ndo
paramétrica), para as comparacdes, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado,

pois esse teste compreende a analise de comparac¢des multiplas. Os trés
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grupos (infectados sintomaticos, infectados assintométicos e néo
infectados) foram comparados e analisados, com a posterior aplicacdo do
pos-teste de Dunnet. Os valores de mediana e desvio padrdo foram
informados para cada grupo apos andlise dos dados. Os valores de
p<0,05 foram considerados significantes.

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da amostra

Para realizacdo do estudo, foram coletas amostras do sangue
periférico de cédes, sintomaticos e assintomaticos, e ndo infectados. As fichas
de identificacdo de cada animal, contendo dados epidemiolégicos e clinicos
dos caes participantes do estudo, foram preenchidas com o auxilio de um
veterinario. Ao todo, foram coletadas amostras de 15 cédes, no periodo de
Junho a Setembro de 2019, que foram alocados em trés grupos, de acordo
com a sintomatologia e o resultado da sorologia, realizada pelo Centro de
Zoonoses. Assim, quatro caes foram alocados no grupo dos néo infectados,
seis do grupo dos infectados assintomaticos e cinco do grupo de infectados

sintomaticos (Tabela 3).

Tabela 3: Grupos do estudo e frequéncia.

Grupos Frequéncia
Nao infectados 4 (26,7%)
Infectados assintomaticos 6 (40%)

Infectados sintomaticos 5 (33,3%)
Total 15 (100%)

Em seguida, foram elencados os sinais clinicos apresentados pelos
cées do grupo sintomatico e calculadas as frequéncias de cada sinal clinico
dentro desse grupo. A ornicogrifose e a alopecia foram identificadas nos

cinco caes pertencentes ao grupo, apresentando 100% de frequéncia. As
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lesbes dermatoldgicas, em varias partes do corpo, estiveram presentes em
60% dos cdaes sintomaticos. Ja as lesfes oculares e caquexia foram

apresentadas por 40% dos cées pertencentes ao grupo (Tabela 4).

Tabela 4: Sinais clinicos em 5 cées infectados sintomaticos do Distrito Federal (DF),

naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Sinais clinicos Frequéncia
Lesdes dermatoldgicas 3 (60%)
Ornicogrifose 5 (100%)
Lesdes oculares 2 (40%)
Alopécia 5 (100%)
Cagquexia 2 (40%)

Os dados epidemiolégicos dos cédes infectados, pertencentes ao
grupo de cdes infectados sintomaticos e assintomaticos, foram
categorizados por faixa etaria, sexo, porte, raca e pelagem. A faixa etéria
dos caes participantes do estudo variou apresentando 27,3% pertencentes a
faixa etaria entre 0 a 2 anos; 18,2% estavam entre 2 e 4 anos; 18,2%
apresentavam idades entre 4 e 6 anos; 9,1% entre 6 e 8 anos e a mesma
porcentagem para a faixa entre 8 e 10 anos. Do total, 18,2% tinham a idade
desconhecida. Quanto ao sexo, 72,7% eram fémeas e 27,3% eram machos.
A maioria dos cées era de porte pequeno, compreendendo 54,5% do total,
os de porte médio e grande representando 18,2% cada e 9,1% nao tinham
informacBes sobre o porte. A raca da maioria (72,2%) dos cdes era
indeterminada e apenas duas racas foram identificadas, sendo que 18,2%
eram da raga Pastor Aleméo e 9,10% Pinscher. Por ultimo, o comprimento
da pelagem também foi observado, sendo 81,8% de pelagem curta, 9,1%
tinham pelagem média e a mesma porcentagem nao tinham informacdes a

respeito da pelagem (Tabela 5).
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Tabela 5: Caracteristicas fenotipicas e faixa etaria de 11 cdes infectados, sintomaticos e

assintomaticos, do Distrito Federal (DF), naturalmente acometidos por leishmaniose

visceral.
Caracteristicas Frequéncia
Idade 0-2 3 (27,3%)
2-4 2 (18,2%)
4-6 2 (18,2%)
6-8 1 (9,10%)
8-10 1 (9,10%)
N&o Determinada 2 (18,2%)
Sexo Fémea 8 (72,7%)
Macho 3 (27,3%)
Porte Pequeno 6 (54,5%)
Médio 2 (18,2%)
Grande 2 (18,2%)
N&o informado 1 (9,10%)
Raca Pastor Aleméao 2 (18,2%)
Pinscher 1 (9,10%)
N&o Determinada 8 (72,7%)
Pelagem Curta 9 (81,8%)
Média 1 (9,10%)
N&o informada 1 (9,10%)

7

A maioria dos cdes € oriunda das regides administrativas mais
proximas a DIVAL, uma vez que 18,2% deles moravam na Fercal, 36,3% em
Sobradinho e 27,3% eram moradores do Lago Norte. A origem era

desconhecida em 18,2% dos casos (Tabela 6).

Tabela 6: Regides administrativas de origem de 11 caes infectados do Distrito Federal (DF),

naturalmente acometidos por leishmaniose visceral.

Regides Administrativas Frequéncia
Fercal 2 (18,2%)
Sobradinho 4 (36,3%)
Lago Norte 3 (27,3%)

N&o informada 2 (18,2%)
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5.2 Obtencao de PBMCs

Apos obtencdo de amostras de sangue, as mesmas foram
submetidas a separacao por gradiente de densidade de Ficoll, os leucécitos
foram coletados, fixados em laminas de microscopia e corados. Quando
analisadas em microscopia Optica, foi observada a presenca de mondcitos,
linfécitos e células de nucleo segmentado, que pela morfologia sugerem ser

células polimorfonucleares (PNMs), ou neutrofilos (Figura 8).

Figura 8. Imagem representativa das células coletas ap6s separacédo por gradiente de

densidade com Ficoll. A lamina com amostra das células coletadas ap0s a realizagcdo do
protocolo de separacdo de PBMCs foi analisada em microscopia Optica (100x),
evidenciando alta quantidade de células com nlcleo segmentado, PMN (seta vermelha),

mondcito (seta verde) e linfdcito (seta amarela).
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5.3 Estratégia de anélise - ex vivo

AplOs a obtencdo das PBMCs, as mesmas foram marcadas para
analise das moléculas de superficie Ex vivo, no mesmo dia, e analisadas por
citometria de fluxo. As marcacdes foram feitas para a caracterizagao
fenotipica de linfocitos T, linfécitos B e mondcitos caninos. Para isso, foi feita
a seguinte estratégia de analise: as populacdes de linfécitos e mondcitos
foram selecionadas por um gate, de acordo com as informacdes de
granulosidade (SSC) e tamanho (FSC) relatados em literatura. Selecionada
a populacao de interesse, analisou-se a porcentagem de expressao e MFI
das moléculas alvo.

Primeiro foram identificadas e selecionadas as células expressando
as moléculas CD14. Em seguida, foram selecionandas as células CD14",
dentre as células CD14" foram selecionadas as células MHC-II",
identificando entdo a porcentagem da populagdo de monécitos CD14"MHC-
II". A porcentagem de mondcitos correspondeu a 15,9%, os mondcitos
CD14" corresponderam a 48,2% e o0s monocitos CD14"MHC-II
corresponderam a 99,8% (Figura 9).
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Figura 9. Imagem representativa da estratégia de analise para caracterizacéo
fenotipica de mondécitos na etapa Ex vivo. Representa a estratégia de andlise para a
caracterizagdo de mondcitos, apresentando 15,9% de mondcitos, por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), posteriormente, células CD14" (48,2%) e células CD14"MHC-II
(99,8%). Cada ponto representa uma célula adquirida (pseudocolor).

Inicialmente foram selecionados os linfocitos por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), correspondendo a 35,2 %. Essa populagdo foi
analisada quanto a expressdo da molécula CD3 e foram selecionas as
células CD3" (87%). Em seguida, foram selecionadas as células CD4"

(43,4%). Posteriormente, foram selecionadas dentro do gate de células
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CD3", as células CD8" (27,5%). A mesma estratégia foi utilizada para os

demais marcadores de linfocitos (Figura 10).
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Figura 10. Imagem representativa da estratégia de andlise para caracterizacéo
fenotipica de linfocitos na etapa Ex vivo. Representa a estratégia de andlise utilizada
para a identificacdo e caracterizacdo de linfécitos por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC)
(35,2%), assim como o grupo de células com marcagdo das moléculas CD3 dentro desta
populacdo (87%), seguida pela a marcacdo das moléculas CD4 (43,4%) e CD8 (27,5%)
expressas dentro do grupo de células CD3+.
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5.4 Estratégia de anélise —in vitro

ApoOs a coleta e separacdo das PBMCs, as células foram cultivadas
em diferentes condi¢des por. Parte delas foi cultivada apenas com o meio de
cultura, sendo entdo o controle negativo. As outras foram reestimuladas com
SLA ou com as proteinas recombinantes ADF/Cofilina e RAB1-GTPase. As
células foram marcadas para caracterizacdo fenotipica de linfocitos T,
linfécitos B e mondcitos caninos. A estratégia de analise foi similar a descrita
anteriormente, com a marcacdo das mesmas moléculas para identificacdo
das populacfes celulares. Nessa etapa a andlise foi aplicada as células
submetidas a cada condicéo, iniciando com o MEIO e seguindo com SLA,
ADF/Cofilina por ultimo a RAB-GTPase. Para representacdo da estratégia de
andlise, a Figura 10 demonstra a estratégia utilizada na identificacdo de
mondcitos por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) em cada condicao:
MEIO (8,63%), SLA (11,3%), ADF/Cofilina (4,95%) e RAB1-GTPase (8%).
Ainda, foram identificadas as células CD14" dentro da populacdo de
mondcitos em cada condi¢do: MEIO (21,6%), SLA (37,4%), ADF/Cofilina
(29,5%) e RAB1-GTPase (24,4%) (Figura 11). A mesma estratégia foi
utilizada para as demais moléculas marcadoras mondcitos e de linfocitos na

analise in vitro.
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Figura 11. Imagem representativa da estratégia de andlise para caracterizagcdo de

mondécitos na etapa In vitro. Representacdo estratégia de analise para reconhecimento e

caracterizacdo de mondécitos por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) nas condigdes:
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MEIO (8,63%), SLA (11,3%), ADF/Cofilina (4,95%) e RAB1-GTPase (8%). Ainda, foram
marcadas as células CD14" dentro da populagdo de mondcitos em cada condigéo: MEIO
(21,6%), SLA (37,4%), ADF/Cofilina (29,5%) e RAB1-GTPase (24,4%).

5.5 Caracterizacao fenotipica de monadcitos - ex vivo

Para a caracterizagdo de mondcitos caninos, foram marcadas as
moléculas CD14, MHC-Il e CD44, moléculas altamente expressas em
monaocitos, e utilizadas em conjunto como marcadores fenotipicos dessa
populacdo leucocitaria. A molécula CD44, amplamente expressa em
leucécitos, foi detectada nos trés grupos, sendo que em NI (88,35%+/-2,582)
e IS (90,70%+/-9,225), a porcentagem de células positivas para essa
molécula foi similar. O grupo IAS, por sua vez, apresentou uma tendéncia a
diminuir a expressao CD44 em mondcitos (69,00%+/-13,47) (Figura 12A). A
populacdo CD14" estava presente em propor¢des similares nos trés grupos,
em NI (34,45%+/-11,36), IAS (39,00%+/-7,410) e IS (27,90%+/-7,048)
(Figura 12B). A porcentagem de células CD14" MHC-II" (mondcitos) foi maior
no grupo NI (88,95%+/-8,825), ndo havendo diferenca nos grupos IAS
(66,15%+/-3,968) e IS (58,70%+/-8,491), quando comparado ao grupo
controle (NI) (Figura 12C).

Foram ainda analisadas as Médias de Intensidade de Fluorescéncia
(MFIl) em cada grupo, para identificacdo da quantidade de moléculas
expressas na superficie das moléculas marcadas. A molécula CD44 foi mais
expressa em células dos cées pertencentes ao grupo NI (3209+/-367,2),
enquanto observamos uma tendéncia a diminuicdo do grupo IAS (1790+/-
267,5) em relagéo ao NI. Entretanto, o grupo IS (1454+/-284,0) demonstrou
uma diminuigé@o significante da expressao de CD44 em relagdo ao grupo NI
(Figura 12D). Quanto a expressdo de CD14, essa molécula foi mais
expressa no grupo NI (3388+/-954,2) e mostrou uma tendéncia de
diminuicdo da sua expressao nas células de caes dos grupos IAS (1628+/-
519,8) e IS (3094+/-527,8) (Figura 12E). Em relac&o a expressao de MHC-II

em células CD14" foram observadas expressdes similares entre 0s grupos
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NI (3347+/-1211) e IAS (3497+/-521,4), enquanto que a expressao do grupo

IS foi de 2492+/-364,9 (Figura 12F).
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Figura 12. Caracterizagdo ex vivo e Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de

monécitos de cdes néao

infectados,

sintomaticos e assintomatcos.

As figuras

representam a quantificagdo da porcentagem de células expressando CD44 (A), CD14 (B) e

a molécula MHC-Il em células CD14", nas amostras dos grupos NI, IAS e IS. Ainda

apresentam a quantificacéo da expressdo das moléculas CD44 (D), CD14 (E) e da molécula

MHC-Il expressa em células CD14" (F), nos grupos NI, IAS e IS. Cada ponto representa um

individuo analisado (mediana+/-erro padrao), *p<0,05.
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5.6 Caracterizacdo fenotipica de linfocitos - ex vivo

No processo de caracterizacao de linfécitos caninos, foram marcadas
as moléculas CD4, CD25 e CD19 para identificacdo da populacdo de
linfocitos T e de linfécitos B. A molécula CD19" caracteriza a populagdo de
linfécitos B, tanto imaturos quanto naive. Sendo assim, a populacdo de
linfécitos B circulantes apresentou uma tendéncia ao aumento no grupo IS
(17,60%+/- 6,796), quando em comparacédo aos grupos NI (10,80%+/- 4,435)
e IAS (9,355%+/-14,69) (Figura 13A). Ja as células CD19" e CD25,
linfécitos B, houve uma tendéncia de diminuigdo nos grupos IAS (24,90%+/-
7,952) e IS (27,30%+/- 11,75), quando em comparacdo do grupo NI
(40,70%+/-1,612) (Figura 13B). Ja a populagdo CD4'CD25" variou pouco
entre os grupos NI (20,85%+/- 5,341), IAS (13,30%+/- 2,994) e IS (10,10%+/-
6,723) (Figura 13C).

A MFI foi também quantificada para caracterizagdo fenotipica dos
linfécitos T e B. Para a molécula CD19, houve tendéncia de aumento na
expressao no grupo IS (3848+/- 242,6), expressao mediana no grupo IAS
(2430+/- 657,8), quando em comparacdo com o grupo NI (1214+/- 254,4)
(Figura 13D). Houve deteccao da intensidade de fluorescéncia da molécula
CD25 em células CD19+, com os valores maiores nos grupos NI (1313+/-
493,9) e IAS (1092+/-673,6), com tendéncia de diminuicdo no grupo IS
(1158+/- 89,85) (Figura 13E). A expressdo de CD25 no grupo de células
CD4" foi também mesurada e foi observado que NI (1775+/- 125,2), IAS
(2136+/- 174,3) e IS (1477+/- 1166) apresentaram expressées similares
(Figura 13F).
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Figura 13. Caracterizagdo Ex vivo e Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de
linfocitos T e B de cdes ndo infectados, sintomaticos e assintométicos. (A)
Representa a porcentagem de mondcitos expressando moléculas CD19" nos grupos NI, IAS
e IS. Ja a figura (B) apresenta a porcentagem de linfécitos B CD19°CD25" e (C) apresenta a
porcentagem de células linfécitos T com marcacéo CD4+ e CD25+, em cada grupo (NI, IAS
e IS). (D) Ainda, foi feita a quantificagdo de moléculas CD19 de linfocitos B pertencentes
aos grupos NI, IAS e IS. (F) Apresenta a porcentagem de linfécitos B CD19+ e CD25+,
enquanto a figura (E) apresenta a porcentagem de linfécitos T CD4+CD25+, nas amostras
de caes pertencentes aos grupos NI, IAS e IS. Cada ponto representa um individuo

analisado (mediana+/-erro padréo).
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Além disso, foram marcadas as moléculas CD3, CD4 e CD8, que,
quando utilizadas em conjunto, sdo marcadores fenotipicos de linfocitos
TCD4" e TCD8". Na marcacgio de células CD3" CD4", linfocitos TCD4", foi
observada porcentagens semelhantes de células marcadas nos trés grupos,
NI (39,10%+/- 8,197), IAS (37,75%+/- 5,340) IS (34,40%+/- 3,088) (Figura
14A). Ja para identificacdo de células TCD8", foram feitas as marcacdes
com TCD3 e TCD8, e observou-se uma tendéncia de diminuicdo na
porcentagem de células positivas nos grupos IAS (25,75%+/-3,370) e IS
(28,70%+/- 10,49), quando em comparagcdo com o grupo NI (47,50%+/-
9,221) (Figura 14B).

Para caracterizacdo da quantidade de moléculas expressas na
superficie celular de linfocitos TCD4" e TCD8", foi feito o MFI, quantificando
a expressédo de cada molécula. Dentro do grupo de células CD3" analisou-se
a expressao da molécula CD4, e foi observada tendéncia de aumento na
expressdo dessa molécula no grupo IS (8609+/- 1073), apresentando uma
diferenca significante em relacdo ao grupo IAS (5306+/- 882,5), enquanto o
grupo NI (5394+/- 34,82) apresentou expressao similar ao grupo IAS (Figura
14C). Ja a expressdo de moléculas CD8 na populacdo de células CD3"
apresentou-se muito similar entre os grupos NI (4320+/-1999), IAS (4020+/-
835,1) e IS (5506+/-455,4) (Figura 14D).
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Figura 14. Caracterizagdo ex vivo e Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de
linfécitos TCD4" e TCD8" de cédes néo infectados, sintométicos e assintomatcos. (A)
Representa a porcentagem de células CD3'CD4" e (B) a porcentagem de CD3'CD8" em
amostras de caes pertencentes aos grupos NI, IAS e IS. Ainda, foi feita a quantificac&do das
moléculas CD4 (C) e CD8 (D) expressas em células CD3", pertencentes a amostras de cdes
de cada um dos grupos NI, IAS e IS. Cada ponto representa um individuo analisado
(mediana +/- erro padrao), **p<0,001.

5.7 Caracterizagcdo de morte celular em anélise - ex vivo

Sabendo da relevancia da regulacdo da morte celular em doencgas
causadas por parasitos, analisou-se a morte celular na abordagem EXx vivo,
por citometria de fluxo da marcagcéao das células com Anexina V e com PI.
Inicialmente, foram analisadas as células positivamente marcadas apenas
com Anexina V e negativas para PIl, observando-se uma diminui¢ao
significante nos valores obtidos para os grupos IAS (3,935%+/-2,198) e IS
(2,890%+/-1,530) em relagcéo ao grupo NI (33,30%+/-4,916) (Figura 15A). Na
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caracterizacdo de células em necrose (células Pl+AnexinaV-), foi possivel
observar uma baixa porcentagem de marcacdo em todos 0s grupos, foi
possivel observar que os grupos IAS (0,6100%+/-0,4641) e IS (0,6400%+/-
0,4329) apresentam uma tendéncia de aumento de morte celular por
necrose, quando em comparacéo ao grupo NI (0,2050%+/-0,1392) (Figura
15B). As células em apoptose tardias séo identificadas pela marcacédo de
AnexinaV' e PI'. Assim, observou-se uma tendéncia de aumento na
porcentagem dessas células duplamente marcadas nos grupos IAS
(4,295%+/-15,77) e 1S (8,310%+/-6,834) em comparacdo ao grupo NI
(2,005%+/-0,3808) (Figura 15C).
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Figura 15. Caracterizacdo de morte celular de PBMCs em abordagem ex vivo. A figura
(A) representa as células em apoptose inicial pertencentes aos grupos NI, IAS e IS. (B)
Células em necrose, pertencentes aos trés grupos citados acima e (C) células em processo

de apoptose tardia nos trés grupos participantes do estudo. Cada ponto representa um
individuo (mediana +/-erro padrédo), *p<0,05.
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5.8 Resposta de mondcitos a reestimulagdo in vitro com antigenos

derivados de L. infantum

ApoOs separacdo das PBMCs, as ceélulas foram reestimuladas em
cultura com SLA e com as proteinas recombinantes ADF/Cofilina e RAB1-
GTPase, por 48 horas. Posteriormente foram feitas as analises por
citometria de fluxo com a as moléculas de caracterizacdo fenotipica de
monaocitos. A porcentagem de células apresentando marcacdo para a
molécula CD44 no grupo NI manteve-se baixa em todas as condigfes.
Enquanto que os grupos IAS e IS apresentaram tendéncia de aumento nas
expressdes de CD44, quando em comparacdo com o grupo NI. Os valores
de média e desvio padrdo de cada grupo sdo os seguintes: MEIO-NI
(41,40%+/-8,400), MEIO-IAS (91,10%+/-6,235), MEIO-IS (71,10%+/-9,106),
SLA-NI (61,35%+/-7,250), SLA-IAS (97,30%+/-2,400), SLA-IS (89,65%+/-
2,778), ADF/Cofilina-NI (28,45%+/-1,450), ADF/Cofilina-IAS (90,25%+/-
10,83), ADF/Cofilina-IS (65,25%+/-10,82), RAB1-GTPase-NI (33,35%+/-
3,850), RAB1-GTPase-IAS (91,25%+/-8,841), RAB1-GTPase-IS (68,80%+/-
9,162), LPS-NI (32,15%+/-3,550), LPS-IAS (93,00%+/-10,39) e LPS-IS
(74,45%+/-8,346) (Figura 16A). Observamos uma tendéncia de aumento de
células CD14" ap6s estimulo com SLA para os grupos SLA-NI, SLA-IAS e
SLA-IS, em relagédo aos grupos das demais condi¢des. Os valores referentes
a mediana e erro padrdo de cada grupo sdo: MEIO-NI (28,80%+/- 6,400),
MEIO-IAS (22,10%+/- 7,529), MEIO-IS (38,25%+/- 8,751), SLA-NI
(53,55%+/- 1,450), SLA-IAS (55,80%+/- 8,468), SLA-IS (67,95%+/-6,545),
ADF/Cofilina-NI  (17,45%+/-2,350), ADF/Cdfilina-IAS (24,90%+/-2,763),
ADF/Cofilina-IS (28,35%+/- 6,686), RAB1-GTPase-NI (23,45%+/-4,250),
RAB1-GTPase-IAS (21,20%+/- 4,220), RAB1-GTPase-IS (26,10%+/- 9,254),
LPS-NI (19,40%+/-0,500), LPS-IAS (28,00%+/-5,430) e LPS-IS (33,85%+/-
7,827) (Figura 16B). Observando ainda a porcentagem de células CD14" que
expressam MCH-II, foi identificado que a maioria das células sdo duplo
positivas apds os tratamentos. Os valores de cada grupo sdo 0s seguintes:
MEIO-NI  (78,05%+/-10,35), MEIO-IAS (93,15%+/-0,7977), MEIO-IS
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(96,55%+/- 2,936), SLA-NI (95,90%+/- 1,400), SLA-IAS (98,30%-+/- 0,6830),
SLA-IS (99,60%+/-0,1493), ADF/Cofilina-NI (84,10%+/-5,900), ADF/Cofilina-
IAS (95,85%+/-1,374), ADF/Cofilina-IS (97,10%+/- 0,6884), RAB1-GTPase-
NI (78,75%+/-10,15), RAB1-GTPase-IAS (96,45%+/- 2,060), RAB1-GTPase-
IS (96,80%+/-2,271), LPS-NI (84,00%+/- 2,000), LPS-IAS (95,65%+/-7,964)
e LPS-IS (98,20%+/-1,543) (Figura 16C).
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Figura 16. Caracterizacdo de mondcitos apdés estimulagdo In vitro. (A) Apresenta a

quantificacdo em porcentagem de mondcitos CD44+, assim como a figura (B) apresenta a
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expressdo de CD14 em mondcitos e a figura (C) apresenta a quantificagdo da populagdo
CD14"MHC-II", ap6s 48 horas sob estimulo In vitro com MEIO, SLA, ADF/Cofilina, RAB1-

GTPase, LPS. Cada ponto representa um individuo analisado (mediana +/- erro padrao).

Quanto a proporcdo de cada uma dessas moléculas na superficie
celular (MFI) dos mondcitos, apdés cada tratamento, foi possivel observar
tendéncia de diminuicdo na expressao de CD44 no grupo IS em comparacao
aos grupos NI e IAS. O mesmo padrao foi observado em todas as
condi¢cbes, iniciando com MEIO-NI (3798+/- 2414), MEIO-IAS (2639+/-
610,2), MEIO-IS (964,0+/- 544,0), SLA-NI (2185+/- 351,0), SLA-IAS (2602+/-
448,1), SLA-IS (1225+/- 258,1), ADF/Cofilina-NI  (2482+/-1093),
ADF/Cofilina-IAS (1722+/- 459,4), ADF/Cofilina-IS (887,5+/- 192,0), RAB1-
GTPase-NI (3023+/- 1713), RAB1-GTPase-IAS (2395+/- 417,6), RAB1-
GTPase-IS (776,0+/- 136,7), LPS-NI (2268+/-905,0), LPS-IAS (2781+/-532,4)
e LPS-IS (806,5+/-248,8) (Figura 17A). Entretanto, para a molécula CD14,
observou-se tendéncia a diminuicdo na expressao desta molécula no grupo
IS, em comparacdo com os grupos NI e IAS. O mesmo padréo foi observado
para todas as condi¢cdes: MEIO-NI (4358+/- 3194), MEIO-IAS (6278+/-
582,5), MEIO-IS (2874+/-630,8), SLA-NI (2103+/-798,0), SLA-IS (1942+/-
306,6), SLA-IAS (3847+/-519,3), ADF/Cofilina-NI ~ (5522+/-4093),
ADF/Cofilina-IAS (5689+/-1009), ADF/Cdfilina-IS (2900+/- 141,7), RAB1-
GTPase-NI (5172+/- 3738), RAB1-GTPase-IAS (5251+/- 735,5), GTPase-IS
(2736+/- 252,6), LPS-NI (4474+/-2956), LPS-IAS (4150+/-1048) e LPS-IS
(2078+/-671,0) (Figura 17B). A expressdo de MHC-Il em células CD14+ uma
tendéncia de aumento nos grupo IAS e manteve valores similares entre os
grupos NI e IS, em todas as condi¢cdes, como € possivel observar nos
seguintes valores: MEIO-NI (3189+/- 695,0), MEIO-IAS (9427+/-1407),
MEIO-IS (2967+/-406,0), SLA-NI (1539+/- 484,5), SLA-IAS (4648+/-845,2),
SLA-IS (2668+/-218,5), ADF/Cofilina-NI (3248+/- 652,0), ADF/Cofilina-IAS
(8538+/-1255), ADF/Cofilina-IS (4512+/-457,2), RAB1-GTPase-NI (4029+/-
432,5), RAB1-GTPase-IAS (8811+/-1323), RAB1-GTPase-IS (4163+/-428,8),
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LPS-NI (3138+/-791,5), LPS-IAS (9655+/-1424) e LPS-IS (3071+/-786,3).
(Figura 17C).
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Figura 17. Média de intensidade de Fluorescéncia (MFI) das moléculas expressas na
superficie celular de monodcitos, em abordagem In vitro. (A) Representacdo da
expressdo da molécula CD44 mensurada para os grupos NI, IAS e IS sob os tratamentos
com, MEIO, SLA, ADF/Cofilina, RAB1-GTPase e LPS. Da mesma maneira a figura (B)
apresenta a expressao da molécula CD14 e a figura (C) apresenta a expressao de MHC-II
em células CD14+, ambas sob as mesmas condic¢des citadas acima. Cada ponto representa

um individuo analisado (mediana +/- erro padrao).
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5.9 Resposta de linfécitos a reeestimulagdo In vitro com antigenos

derivados de L. infantum

ApoOs separacdo das PBMCs, as ceélulas foram reestimuladas em
cultura com SLA e com as proteinas recombinantes ADF/Cofilina e RAB1-
GTPase, por 48 horas. Posteriormente foram feitas as analises por
citometria de fluxo com a as moléculas de caracterizacdo fenotipica de
linfécitos T ativados e linfécitos B imaturos. Sobre a molécula CD19,
observou-se uma tendéncia ao aumento da expressdo desta molécula nos
grupos tratados que no grupo controle, sendo que o grupo IS apresentou
tendéncia de aumento mais pronunciado na quantidade de células marcadas
qgue o grupo IAS. Os valores referentes a cada grupo sdo: MEIO-NI (26,05+/-
0,2500), MEIO-IAS (24,70%+/- 3,925), MEIO-IS (33,40%+/-11,71), SLA-NI
(37,20%+/-4,800), SLA-IAS (43,25%+/-10,26), SLA-IS (73,65%+/-11,31),
ADF/Cofilina-NI  (27,05%+/-2,150), ADF/Cdfilina-IAS (28,40%+/-5,222),
ADF/Cofilina-IS  (56,80%+/-12,23), RAB1-GTPase-NI (26,25%+/-1,350),
RAB1-GTPase-IAS (24,80%+/- 6,638), RAB1-GTPase-IS (46,85%+/-12,31),
LPS-NI (23,95%+/-2,650), LPS-IAS (23,45%+/- 4,980) e LPS-IS (39,45%+/-
11,80) (Figura 18A). Ja a porcentagem da populacdo CD19*CD25", mostrou-
se similar nos grupos IAS e IS, e em todas as condi¢des, e apresentou uma
tendéncia a diminuicdo no grupo NI. Os valores de cada grupo sao: MEIO-NI
(34,95%+/- 9,250), MEIO-IAS (69,55%+/-5,775), MEIO-IS (74,35%+/-8,410),
SLA-NI (28,35%+/-10,55), SLA-IAS (73,60%+/-6,596), SLA-IS (86,15%+/-
5,365), ADF/Cofilina-NI (33,00%+/- 21,70), ADF/Cofilina-IAS (72,90%+/-
4,910), ADF/Cofilina-IS (79,50%+/-3,463), RAB1-GTPase-NI (28,35%+/-
19,35), RAB1-GTPase-IAS (76,05%+/- 4,675), RAB1-GTPase-IS (75,45%+-
4,720), LPS-NI (27,95%+/-14,75), LPS-IAS (77,20%+/-5,144) e LPS-IS
(86,45%+/-6,126) (Figura 18B). Os linfoécitos T, com marcacdo dupla
CD4'CD25", apresentaram tendéncia de aumento nas porcentagens dos
grupos IS que nos NI e IAS, em todas as condi¢cdes, com os valores: MEIO-
NI (48,30%+/- 8,800), MEIO-IAS (16,80%+/- 6,678) MEIO-IS (57,75%+/-
15,16), SLA-NI (29,45%+/-17,55), SLA-IAS (42,00%+/-13,41), SLA-IS
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(83,55%+/-16,12), ADF/Cofilina-NI  (22,86%+/-17,84), ADF/Cofilina-IAS
(25,40%+/-25,40), ADF/Cofilina-IAS (77,40%+/-13,40), RAB1-GTPase-NI
(23,24%+/-23,24), RAB1-GTPase-IAS (18,40%+/- 8,633), RAB1-GTPase-IS
(74,25%+/-14,51), LPS-NI (22,98%+/-17,93), LPS-IAS (19,20%+/-8,893) e
LPS-IS (79,65%-+/-14,22) (Figura 18C).
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Figura 18. Caracterizagao de linfécitos T e B apds estimulacdo In vitro. A figura (A)

representa a porcentagem de linfocitos B expressando as moléculas CD19, nos grupos IAS
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e IS nas condi¢des: MEIO, SLA, com as proteinas recombinantes ADF/Cofilina e RAB1-
GTPase e com LPS. Em (B) observa-se a porcentagem de linfécitos duplo positivos
expressando CD4 e CD25 e em (C) linfécitos B expressando CD19 CD25, nos grupos IAS e
IS nos tratamentos MEIO, SLA, ADF/Cdfilina, RAB1-GTPase e LPS. Cada ponto representa

um individuo (mediana +/-erro padréo).

Quanto a proporcdo de cada uma dessas moléculas na superficie
celular (MFI) dos linfécitos T e B, foi possivel observar, em todas as
condi¢cBes, uma tendéncia de aumento na expressdo de CD19 nos grupos
dos IAS, quando em comparagdo com os demais. Entretanto, nas primeiras
duas condi¢cdes (MEIO e SLA) os grupos NI e IS apresentaram valores
similares, enquanto que nas duas ultimas condi¢cées (ADF/Cofilina e RAB1-
GTPase), o grupo IS apresentou uma tendéncia de aumento na expressao
de CD19, quando em comparac&o com o grupo NI. E possivel identificar tais
diferencas observando os valores de cada grupo: MEIO-NI (2795 +/- 615,5),
MEIO-IAS (5330+/- 1203), MEIO-IS (2094+/- 368,4), SLA-NI (3946+/-942,5),
SLA-IAS (6112+/- 668,9), SLA-IS (3155+/- 225,8), ADF/Cofilina-NI (4918+/-
473,5), ADF/Cofilina-IAS (2607+/-986,2), ADF/Cofilina-IS (1835+/- 248,5),
RAB1-GTPase-NI (5495+/- 405,0), RAB1-GTPase-IAS (4147+/- 1910),
RAB1-GTPase-IS (1395+/- 160,5), LPS-NI (4567+/-273,0), LPS-IAS (5893+/-
1512) e LPS-IS (2171+/-394,3) (Figura 19A). Observou-se ainda que a
expressdo de CD25 na populacio de células CD19*, manteve-se baixa em
quase todos os grupos e condi¢cdes, exceto os grupos MEIO-NI, MEIO-IS e
RAB1-GTPase-NI, que apresentaram uma tendéncia de aumento em seus
valores, quando em comparacdo com os demais. Sendo observados 0s
seguintes valores: MEIO-NI (2877+/-1841), MEIO-IAS (1393+- 169,8), MEIO-
IS (1194+/- 1620), SLA-NI (1053+/-158,5), SLA-IAS (1799+/- 196,2), SLA-IS
(1680+/- 238,7), ADF/Cofilina-NI (1192+/-125,0), ADF/Cofilina-IAS (1352+/-
153,0), ADF/Cofilina-IS (1249+/- 236,1), RAB1-GTPase-NI (2598+/-1634),
RAB1-GTPase-IAS (1319+/- 146,6), RAB1-GTPase-IS (1337+/- 562,3), LPS-
NI (1152+/-97,50), LPS-IAS (1316+/-189,3) e LPS-IS (1485+/-242,0) (Figura
19B). A molécula CD25, expressa em células CD4", apresentou expressao

equivalente na maioria dos grupos, exceto dos grupos MEIO-NI e RABI1-
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GTPase-NI, que apresentaram uma tendéncia de aumento nos valores, em
comparacao com os demais grupos de seus respectivos tratamentos. Tais
diferencas observam-se nos valores a seguir. MEIO-NI (3842+/-2742),
MEIO-IAS (1438+/- 161,9), MEIO-IS (1289+/- 212,5), SLA-NI (927,0+/- 0,0),
SLA-IAS (1877+/- 411,6), SLA-IS (1660+/- 174,9), ADF/Cofilina-NI (1253+/-
131,5), ADF/Cdfilina-IAS (1346+/- 188,1), ADF/Cofilina-I1S (1442+/- 367,5),
RAB1-GTPase-NI (7000+/-5683), RAB1-GTPase-IAS (1732+/- 172,7),
RAB1-GTPase-IS (1525+/- 383,0), LPS-NI (1711+/-158,0), LPS-IAS (1602+/-
194,5) e LPS-IS (1011+/-335,8) (Figura 19C).
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Figura 19. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de moléculas expressas em
linfécitos T e B na abordagem In vitro. (A) Representa a expressdo da molécula CD19
em linfécitos B, de cdes dos grupos NI, IAS e IS, nas condi¢Bes tratadas com MEIO, com
SLA e com as proteinas recombinantes ADF-Cofilina, RAB1-GTPase e LPS. J& a figura (B)
representa a expressdo de CD25 em células T CD4" a (C) a expressdo de CD25 em células
CD25" dos grupos NI, IAS e IS nos mesmos tratamentos citados acima. Cada ponto

representa um individuo (mediana +/-erro padrao).

Ja para caracterizacdo e identificacdo das proporcdes de células nas

populagdes de linfécitos T CD4" e T CD8", foram marcadas as células CD3"
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e dentro dessa populacdo foram marcadas as células CD4" e CD8*. A
porcentagem de células CD3" CD4" mostrou-se com uma tendéncia de
aumento similar entre os grupos IAS e IS, em relacdo ao grupo NI. Os
valores refentes a cada grupo sdo os seguintes: MEIO-NI (22,30%+/-0,600),
MEIO-IAS (51,25%+/- 6,821), MEIO-IS (76,50%+/- 13,10), SLA-NI
(28,35%+/-0,350), SLA-IAS (54,60%+/- 8,906), SLA-IS (84,75%+/- 16,98),
ADF/Cofilina-NI (27,00%+/- 1,800), ADF/Cofilina-IAS (52,45%+/- 7,248),
ADF/Cofilina-I1S (74,05%+/- 15,63), RAB1-GTPase-NI (26,25%+/-4,650),
RAB1-GTPase-IAS (49,25%+/- 7,008), RAB1-GTPase-IS (76,70%+/- 15,02),
LPS-NI (23,40%+/-0,800), LPS-IAS (54,35%+/-6,284) e LPS-IS (77,65%+/-
6,049) (Figura 20A). Ja a porcentagem de células CD3" CD8", mostrou-se
com uma tendéncia ao aumento nos grupos dos IS em comparacao aos IAS,
e ambos apresentaram uma tendéncia de aumento em relacdo aos grupos
NI, em todas as condi¢cdes. Os grupos apresentaram 0s seguintes valores:
MEIO-NI  (34,51%+/-26,59), MEIO-IAS (35,85%+/- 8,266), MEIO-IS
(69,75%+/- 16,58), SLA-NI (41,50%+/- 27,40), SLA-IAS (49,90%+/- 10,81)
SLA-IS (90,60%+/- 14,64), ADF/Ccfilina-NI (36,70%-+/- 27,50), ADF/Cdfilina-
IAS (42,25%+/- 8,742), ADF/Cofilina-I1S (81,65%+/- 5,133), RAB1-GTPase-NI
(40,85%+/-24,55), RAB1-GTPase-IAS (54,55%+/- 10,72), RAB1-GTPase-IS
(86,65%+/- 4,440), LPS-NI (40,20%+/-26,00), LPS-IAS (35,35%+/-8,627),
LPS-IS (84,50%+/-14,04) (Figura 20B).
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Figura 20. Caracterizac@o das populagdes linfocitos TCD4+ e TCD8+ ap6s estimulo In
vitro. A figura (A) representa a porcentagem de linfécitos CD3+ CD4+, os linfécitos TCD4+,
e em (B) a porcentagem de linfécitos CD3+CD8+, linfocitos TCD8+, ambos nos grupos IAS
e IS apo6s os tratamentos com MEIO, SLA, ADF/Cofilina, RAB1-GTPase e LPS. Cada ponto
representa um individuo (mediana +/-desvio padrao).

Quanto a proporcao de moléculas CD4 na superficie celular dos
linfocitos T CD4", analisada por MFI, foi observada uma tendéncia ao
aumento da expressdo dessa molécula nos grupos IAS e uma tendéncia a
diminuicdo nos grupos IS, quando em comparacdo com o grupo NI. Os
grupos apresentaram os seguintes valores: MEIO-NI (3055+/- 1742), MEIO-
IAS (5652+/- 1250), MEIO-IS (1889+/- 1993), SLA-NI (2650+/- 1459), SLA-
IAS (4878+/- 1118) SLA-IS (733,5+/- 1243), ADF/Cofilina-NI (4012+/- 2525),
ADF/Cofilina-IAS (8392+/- 1266), ADF/Cdfilina-IS (2308+/- 1582), RAB1-
GTPase-NI (2931+/- 1696), RAB1-GTPase-IAS (7911+/- 1329), RAB1-
GTPase-IS (1406+/- 465,2), LPS-NI (3220+/- 1955), LPS-IAS (7605+/- 1462),
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LPS-IS (1706+/- 819,2) (Figura 21A). Ja quanto a propor¢cdo de moléculas
CD8 na superficie celular dos linfécitos T CD8", analisada por MFI, foi
observada uma tendéncia ao aumento da expressdo dessa molécula nos
grupos IAS e uma tendéncia a diminuicdo nos grupos IS, quando em
comparacdo com o grupo NI. Os grupos apresentaram 0s seguintes valores:
MEIO-NI (2449+/- 1339), MEIO-IAS (3498+/- 2552), MEIO-IS (1917+/-
696,4), SLA-NI (2495+/- 1731), SLA-IAS (2745+/- 2608) SLA-IS (1754+/-
473,2), ADF/Cofilina-NI (3471+/- 365,0), ADF/Cofilina-IAS (5372+/- 2597),
ADF/Cofilina-IS (1719+/- 152,1), RAB1-GTPase-NI (4573+/- 636,0), RAB1-
GTPase-IAS (5499+/- 2319), RAB1-GTPase-IS (1650+/- 310,1), LPS-NI
(3715+/- 436,0), LPS-IAS (8107+/- 2554), LPS-IS (2248+/- 208,8) (Figura
21B).
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Figura 21. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de moléculas expressas em
linfécitos T CD4" T CD8" na abordagem In vitro. (A) Representa a expressdo da molécula

CD4 em linfécitos T CD4", de cées dos grupos NI, IAS e IS, nas condi¢cées com MEIO, com
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SLA e com as proteinas recombinantes ADF-Cofilina, RAB1-GTPase e LPS. Ja a figura (B)
representa a expressdo de CD8 em células CD3"CD8" nos grupos NI, IAS e IS nas mesmas

condi¢Oes citadas acima. Cada ponto representa um individuo (mediana +/-erro padrao).

6. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral canina apresenta um grande espectro de
alteracdes clinico-patoldgicas, variando desde uma infeccdo assintomatica
até uma doenca grave que pode levar & morte %, O perfil de resisténcia a
infeccdo est4d associado ao desenvolvimento de uma resposta imune
mediada por células, principalmente linfécitos TCD4 e TCDS8, enquanto que
o perfil de suscetibilidade estd associado a producdo de altos niveis de
anticorpos “®®. No entanto, os mecanismos que controlam o equilibrio entre
suscetibilidade e resisténcia, sejam eles mecanismos patoldgicos ou imunes,
ainda sdo pouco conhecidos. A caracterizacdo das células envolvidas
nesses processos pode ser importante para a identificacdo de progndsticos
e monitoramento de cdaes infectados, e ainda para a melhoria no
desenvolvimento de imunoprofilaxias e abordagens terapéuticas.

Neste trabalho, foram utilizadas amostras de cédes com LVC,
naturalmente infectados, sintomaticos (IS) e assintomaticos (IAS), e caes
nao infectados (NI) do DF. Foram avaliadas as caracteristicas de linfocitos T
(TCD8" e TCD4"), linfécitos B e mondcitos, ex vivo, de acordo com 0s grupos
de estudo (NI, IAS e IS) para avaliacdo da proporcao dessas células em
cada grupo e da expressao de algumas moléculas de superficie. Portanto, o
intuito foi observar se ha padrées entre os cdes do mesmo grupo de estudo
e quais sao as diferencas entre os grupos. Essa abordagem visa auxiliar na
identificacdo de biomarcadores que indiquem suscetibilidade ou resisténcia
em caes com LVC. Além disso, foram feitas analises, In vitro, para observar
se as proteinas recombinantes escolhidas para o estudo poderiam ser boas
candidatas para o desenvolvimento de um teste imunocromatografico rapido
(DPP) com melhor acuracia, quando em comparacdo com o0s atualmente

disponiveis.
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A porcentagem de cées infectados sintomaticos neste estudo foi de
33,3% (Tabela 3). Os sinais clinicos observados neste grupo foram
elencados na Tabela 4. Em outros estudos, foi detectado um perfil de
resposta celular que promove a secrecdo de TGF- e IL-4, citocinas anti-
inflamatdrias que promovem o perfil Th2 e a manutengdo de uma resposta
humoral importante, que por sua vez esta relacionada aos sinais clinicos da

doenca (51,167,168)

. A deposicdo de imunocomplexos € um dos principais
causadores dos sinais clinicos de LVC. Os linfocitos Treg estéo relacionados
ao desenvolvimento do perfil Th2 em cées infectados sintomaticos, pois sao
também produtoras de IL-10 e TGF-B. A produgdo destas citocinas
antiinflamatdrias inibe ainda a ativacdo do metabolismo oxidativo de
macrofagos e a diferenciacdo de células T no perfil Thl, inibindo entdo a
resposta imune protetora e auxiliando na manutencéo e proliferacdo do

parasito no hospedeiro %9,

Em concordancia com esses dados, foi
demonstrada uma maior carga parasitaria em caes sintomaticos que em
cédes assintomaticos, principalmente nos tecidos do baco, da pele e da
medula 6ssea ©Y.

No presente estudo, 40% das amostras de cées infectados eram
assintomaticos (Tabela 3). Segundo Reis e colaboradores, céaes
assintomaticos apresentam altos niveis de IFN-y, relacionado a manutencao
de uma resposta protetora, do perfil Thl, que evita o desenvolvimento dos
sinais clinicos Y. Além disso, ha proliferacdo de linfécitos T CD4" e ativacdo
de linfocitos T CD8" em cées assintomaticos infectados por L. infantum, o
gue gera a resposta protetora nesses individuos (51,170). Desse modo, a
proporcao de citocinas e células envolvidas nos perfil Thl e Th2 diferencia
os cdes assintomaticos dos sintomaticos 'Y, e fatores como a variacdo
genética, caracteristicas fenotipicas e ambientais, podem influenciar o
desenvolvimento da resposta imune do individuo em relacdo a doenca
(61,169).

As caracteristicas fenotipicas, de raca, sexo e idade dos caes podem
estar relacionadas a variacdo dos leucocitos e suas propor¢cdes em cada

individuo. O trabalho de Faldyna e colaboradores evidencia tais diferencas



96

em estudo, no qual descreveram que a distribuicdo de linfécitos no sangue
periférico de cées varia de acordo com a idade. Observaram também que a
porcentagem de linfécitos B, em caes saudaveis, diminuiu de acordo com o
avanco da idade, enquanto que linfocitos T CD8" aumentaram no decorrer
da idade dos cdes, ao passo que linfocitos TCD4" n&do apresentaram
mudancas significantes. Porém, os autores observaram diferencas
significantes nas porcentagens de linfocitos entre as diferentes racas
observadas, que foram Beagle, Pastor Aleméao, Dalmata e Dachshunds. Por
fim, demonstraram diferentes propor¢des de neutrofilos no sangue periférico
entre esses individuos. Entretanto, na comparacdo entre 0S sexos nao
encontraram diferencas significantes em relacdo a porcentagem de cada
populacdo de linfécitos T e B ®®. Contudo, as amostras do presente estudo
apresentam individuos pertencentes a faixas etarias distintas, e na sua
grande maioria, ndo possuem raca definida (72,7%) (Tabela 5). Esse fato é
relevante, pois a variabilidade genética e a diversidade de fendtipos
encontradas nessa amostra podem estar relacionadas ao padrdo de
resposta imune diferente entre individuos. Dessa forma, é provavel que as
diferengas observadas nas caracteristicas dos leucocitos entre individuos,
mesmo 0S pertencentes a0 mesmo grupo, estejam relacionadas também as
caracteristicas especificas de idade, raca e sexo.

O local de origem do céo também é uma caracteristica importante,
pois sendo a LVC uma doenca parasitaria transmitida por vetor, questdes
ambientais podem aumentar a probabilidade dos cédes serem infectados. A
maioria dos caes pertencentes ao grupo infectado de nossa amostra sao
oriundos das trés regides administrativas do DF com as maiores quantidades
de casos confirmados de LVC “7?. Tal resultado pode estar relacionado &
alta incidéncia dessa doenca nessas regides, como observado em um
levantamento feito por Herénio e colaboradores dos dados do CCZ de
Brasilia, no periodo de Janeiro a Outubro de 2013 com o total de 6.422 cées,
foram identificados 114 casos confirmados em Sobradinho, 108 no Lago
Norte e 102 na Fercal ", As regides administrativas de Sobradinho e Lago

Norte apresentaram as maiores incidéncias da doenca no DF, sendo 19,3 e
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18,3%, respectivamente ‘2. Neste estudo, 36,3% da amostra de cées
infectados, sintomaticos e assintomaticos, foram provenientes de
Sobradinho, 23,3% do Lago Norte e 18,2% da Fercal (Tabela 6). Tais
resultados condizem com a alta quantidade de casos confirmados de LVC
no trabalho de Herénio e colaboradores *?. Os autores identificaram que
essas regibes administrativas possuem ainda muita vegetacdo, sdo locais
umidos, com sombreamento e matéria organica, caracteristicas que
beneficam o aumento da populacdo do vetor Lutzomyia longipalpis,
principalmente nos periodos de chuva. Isso pode explicar a maior incidéncia
de LVC nesses locais, com Sobradinho apresentando o maior nimero de

(172 'Um estudo, de Carvalho e

casos confirmados de LVC no DF
colaboradores, corrobora essa informacao, apontando maior incidéncia de
Lutzomyia longipalpis em Sobradinho, concomitantemente com a maior
incidéncia de casos LV em humanos ®"®. Além disso, estudos defendem
gue a maioria dos cdes em areas endémicas estdo infectados e que a
prevaléncia da infeccdo € bem maior que o niamero de casos relatados da
doenca ©®®'"). Todavia, uma limitacdo do presente estudo deve-se ao fato
de que, nas andlises dos prontudrios, faltavam informacdes a respeito da
regido administrativa de origem dos animais da amostra.

Na tentativa de obtencdo de PBMCs, ap0s a separacao por gradiente
de densidade com apenas uma fase de Ficoll, observou-se que ndo houve
pureza de células mononucleares com essa metodologia, pois identificou-se
uma alta propor¢cdo de células polimorfonucleares (PNMs) que, pela
morfologia, sugere-se que sejam neutrofilos (Figura 8). O protocolo utilizado
foi descrito por Trajano-Silva ®® e foi adotado ainda em outros estudos com
cies (410175176 Byyrman e colaboradores, no entanto, descreveram a
similaridade na densidade de neutrofilos e linfocitos caninos, caracteristica
essa que nao permite a separacdo dessas populagbes por gradiente de

177)

densidade de uma fase Essa técnica € comumente utilizada na

obtencdo de PBMCs humanos e de outros animais, como ruminantes,

g (178-180)

roedores e porcino No entanto, para cdes pode haver uma

contaminac&o significante de PNMs com a utilizacdo desta técnica 8. Além
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disso, os neutréfilos compreendem a maior propor¢éo de leucécitos caninos,
chegando a mais de 60% ™9, o que intensifica a dificuldade na separacdo
dessa populacédo celular.

Na abordagem ex vivo, foi analisada a expressdao de moléculas de
superficie de mondcitos e linfécitos dos trés grupos de estudo (NI, IAS e IS),
sem tratamentos, para caracterizacdo fenotipica dessas populacdes
celulares. A primeira molécula analisada, o CD44, apresentou uma
porcentagem de células CD44" similar entre os grupos, sendo que apenas o
IAS apresentou uma tendéncia a diminuicdo de células positivas, ainda
assim, apresentando 69% de positividade (Figura 12A). A molécula CD44 é
altamente conservada em leucécitos de mamiferos e pertence a familia de
moléculas de adesdo da superficie celular, envolvidas em interacdes entre
células e entre uma célula e uma matriz ‘®?. Assim, é esperado que a
maioria dos mondcitos caninos apresente marcacdo da molécula CD44,
como observado nos resultados, ainda que em individuos de grupos
diferentes. No entanto, as células CD44" em cées IS mostraram menor MFI
dessa molécula que os demais grupos, apresentando diminuicdo significante
do grupo IS em relacdo ao NI (Figura 12D). A expressdo dessa molécula
parece ser obrigatéria para a migracdo de DCs dos sitios de infeccéo para o
linfonodo, permitindo que haja a apresentacdo de antigenos aos linfocitos
(183) Dessa forma, a menor presenca dessa molécula em mondcitos de caes
IS pode indicar funcdo de apresentacdo de antigenos comprometida neste
grupo, quando em comparagédo ao grupo NI.

A alta expressdo da molécula CD44 também em linfécitos T €
caracteristica de ativacdo dessas células apds o encontro com o0 antigeno
cognato ®. A expressdo dessa molécula na superficie celular de linfcitos
T estd associada a sua capacidade de aderir ao endotélio vascular
permitindo que haja a diapedese e entrada do linfécito T ativado no sitio de
infeccdo, em humanos ®¥ e camundongos ®®®. Uma limitacdo do presente
estudo foi a impossibilidade de marcar a molécula CD44 em linfécitos, em
decorréncia da sobreposicado de fluorescéncias devido a limitada gama de

fluorescéncias disponiveis.
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Em seguida, foi feita a identificacdo de mondcitos circulantes, uma
vez que esta populacdo desempenha um importante papel quando nos focos
inflamatorios, ja diferenciados em macrofagos ativados, que sao capazes de
fagocitar e eliminar os parasitos por meio da ativacdo do metabolismo
oxidativo destas células. Tais células foram analisadas por meio da
marcacado da molécula CD14, ja que A molécula CD14 é em geral utilizada

s 9 Foi observada nos resultados uma

na identificacdo de mondcito
tendéncia & diminuicdo da porcentagem de células CD14" no grupo IS
(27,90%) em relacdo aos outros dois grupos, IAS (39%) e NI (34,45%)
(Figura 12B). Porém, o MFI da molécula CD14 apresentou uma tendéncia a
diminuicdo nos grupos IAS e IS em comparacdo com o grupo NI (Figura
12E). Esses resultados apresentam-se em concordancia com o estudo de
Reis e colaboradores, que observaram menor porcentagem de mondcitos
CD14" circulantes em sangue periférico no grupo IS que no grupo NI ®V. A
reducdo da porcentagem de mondcitos CD14" circulantes, em cées IS,
sugere que os mondcitos migram para os sitios de infec¢do, onde eles
atuam como APC, o que evidencia seu papel fundamental no controle da
infeccdo ©11%). Entretanto, neste trabalho, a tendéncia & baixa porcentagem
de mondcitos no gate selecionado (Figuras 9 e 12B) pode ser devido a
contaminacdo da separacdo de PBMCs observada, de modo que uma
porcentagem da populacdo considerada neste gate pode ser composta por
neutréfilos, ja que ambos apresentam granulosidade similares %%,

Ainda na populacdo CD14", observou-se uma tendéncia a diminui¢éo
na proporcdo de células MHC-II" nos grupos IAS e IS quando em
comparacao com o grupo NI (Figura 12C), além disso, houve uma tendéncia
de diminuicdo da MFI dessa molécula no grupo IS em relagéo aos grupos NI
e IAS (Figura 12F). Essa caracteristica nos grupos NI e IAS poderia facilitar
a apresentacdo de antigenos aos linfocitos, nos grupos que apresentam a
resposta imune polarizada para o perfil Thl. Resultados similares foram
apresentados em outro estudo, com maior expressao de molécula MHC-II
em cées NI e IAS que em cées IS, o qual apresenta menor expressao dessa

molécula ©Y, fato que poderia comprometer a funcdo de apresentacao de
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antigenos no grupo IS.

Reis e colaboradores observaram uma baixa frequiéncia de mondcitos
circulantes em cédes com LVC, apresentando-se como uma caracteristica
marcante da doenga, o que corrobora com os resultados encontrados na
Figura 12F ©Y. No entanto, algumas células ndo apresentaram marcacdo
duplo positiva, o que também foi observado em outros estudos, que
descreveram entdo trés subgrupos de mondcitos, sdo eles: CD14'MHC",
CD14"MHC" e CD14*"MHC™ %2109 sequndo Gibbons e colaboradores, os
mondcitos CD14'MHC" seriam os equivalentes aos mondcitos humanos nao
classicos, os CD14"MHC" aos intermediarios e CD14"MHC™ aos mondcitos

classicos 402

. Entretanto, por conta das diferencas entre espécies e a
presenca de marcadores distintos, a comparacdo entre mondécitos humanos
e caninos pode ser incerta %,

Neste estudo, os resultados relativos a porcentagem de linfécitos B
CD19", ex vivo, mostraram mediana baixa em todos os grupos (Figura 13A).
No entanto, os grupos infectados apresentaram tendéncia de aumento na
porcentagem de células CD19", quando em comparagdo com o grupo NI
(Figura 13A), assim como tendéncia de aumento na expressédo desta
molécula, ja que na analise de MFI o grupo IS apresentou a tendéncia de
aumento na expressdo da molécula CD19 em compara¢do com os demais
grupos (Figura 13D). Um padrdo oposto foi observado nas células
CD19°CD25", tanto em relacdo a porcentagem de células como ao MFI
(Figuras 13B e 13E). Tais resultados poderiam ser utilizados como
marcadores de progndstico, tendo em vista que a tendéncia de aumento dos
niveis de linfécitos B poderiam indicar ativagéo, proliferacéo dessas células e
alta producdo de anticorpos. Entretanto, esses resultados apresentam-se
contrastantes aos estudos de Reis e colaboradores, que observaram uma
diminuicdo de linfocitos B circulantes em cées IS em comparacdo com 0sS
IAS e NI. Ao mesmo tempo, observaram maior producédo de anticorpos: IgG,
1gG2, IgM, IgE e IgA ®Y. Essa diminuicdo de linfécitos B circulantes e alta
producdo de anticorpos podem ser explicadas pela diferenciacdo dessas

células em plasmécitos e migragdo para 6rgdos como a medula Ossea,
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quando entdo déo inicio & atividade policlonal dos linfécitos B 89,
Uma resposta humoral pronunciada contra a Leishmania causa uma

(187,188)

producdo de altos niveis de anticorpos nao protetores e até

anticorpos autoimunes ®®, como antiactina, antitubulina °? e antinuclear
(191 Esses dados caracterizam a resposta policlonal de linfécitos B como
uma caracteristica de susceptibilidade a LVC e ao desenvolvimento dos
sinais clinicos caracteristicos da doenca %9,

A populacido CD4'CD25%, por sua vez, apresentou baixa
porcentagem, chegando até a 20% nos NI, e menores porcentagens nos
demais grupos (Figura 13C). Porém, o MFI apresentou expressao similar da
molécula CD25, nas células CD4", em todos os grupos (Figura 13F). Em
humanos e camundongos as células CD4'CD25", sdo em geral identificadas
como linfocitos T regulatérios (Treg), geralmente marcados ainda com Foxp3
(CD4* CD25"" Foxp3™) 192199 que apresentam a funcdo de regular ambas
as respostas Thl e Th2 ©®?. No entanto, uma alta expressdo de CD25 pode
ainda indicar linfécitos T ativados, quando em conjunto com outras
marcacdes, como CD44"" e CD45RO™" que caracterizariam por completo
essas células. A falta desses marcadores especificos no estudo e a
dificuldade de encontrar tais marcadores para cades apresentaram-se como
uma limitacao deste trabalho.

Nos resultados relativos a populacdo de linfécitos T CD4", verificou-se
porcentagens similares de células CD3"CD4" nos trés grupos: 39% no NI,
37% no IAS e 34% no IS (Figura 14A). No estudo do grupo de pesquisa de
Reis, observaram uma diminuicdo de células T CD4" no grupo dos IS em
relacdo aos demais grupos ©V observando-se entdo uma deplecdo de
linfocitos T CD4". Tal deplegdo pode estar associada a resposta protetora
ndo efetiva contra o parasito, apesar da presenca de linfocitos T CD8" em
cdes infectados, pois a auséncia de linfécitos T CD4" impede o
desenvolvimento da acgdo efetora de células T CD8", que parece ser
dependente de IFN-y, possibilitando a progressdo da doenca "% Dessa
forma, a linfopenia esta relacionada ao perfil imunossupressor em céaes

infectados por L. infantum *?%1%%_ Essa e outras leucopenias podem estar
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associadas ainda ao bloqueio de maturacdo das linhas leucocitérias, por
conta da alta carga parasitaria e subseqiente recrutamento dessas células
para os sitios da inflamacdo com o objetivo de controlar a infec¢do local,
causando uma diminuic&o dos leucdcitos circulantes .

No entanto, a expressdo de moléculas CD4, na andlise de MFI,
apresentou um aumento significante desta molécula no grupo IS em relacao
ao grupo IAS (Figura 14C). A funcdo da molécula CD4 durante a infeccéo
estd relacionada a ativacdo de linfocitos, entretanto, essa molécula é
amplamente expressa em outros leucdcitos caninos, como mondcitos e
neutrdfilos, e sua funcdo parece ainda ser pouco conhecida e subestimada

nestes leucocitos 0%,

Nos resultados relativos a populagdo de linfocitos TCD8", foi
verificada tendéncia de aumento na porcentagem de células CD3*CD8" no
grupo IS em comparagdao ao grupo IAS (Figura 14B). Tal resultado
contradiz os dados descritos no trabalho de Reis e colaboradores, no qual
foi observada uma maior porcentagem de células TCD8" em cées IAS que
em caes IS, sugerindo entdo que altos niveis de células TCD8+ podem ser

uma caracteristica dos cies assintomaticos V.

J4 em humanos, identifica-se uma deplecdo, causada por anergia
ou exaustdo, dos linfécitos TCD8+ circulantes em casos de VL, fato que
deve afetar a capacidade protetora da resposta imune dos individuos,
talvez podendo ser utilizado como um marcador de susceptibilidade ?*®. O
mesmo padréo foi observado em murinos poés-infecgdo por L. donovani
(198) A linfopenia também foi observada em cées infectados por L.

infantum, estando associada a um perfil imunossupressor 29169,

Em contraponto, foi realizada uma analise semi-quantitativa de
macrofagos e de linfécitos T (CD4", CD8" e Treg) na parede intestinal,
linfécitos ndo circulantes, de cées, estabelecendo uma comparacao entre
trés grupos: caes com LVC (apresentando alta carga parasitaria de

amastigotas intestinais), um segundo grupo de cdes com LVC que nao
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apresentavam amastigotas intestinais e caes néo infectados. Apds andlise,
foi entdo observado que havia um alto nimero de células T CD8" e de
macrofagos no intestino dos cdes com LVC (presenca de alta carga de
amastigotas no intestino), quando em comparagdo com 0S outros dois
grupos. Os autores observaram ainda que o nimero de células T CD4" e
Treg eram similares entre os trés grupos ®°”. Tais resultados sugerem
migracgéo de células T CD8" para os sitios de infecgéo, o que deve diminuir
a proporcédo dessas células em sangue periférico.

O mesmo padrao foi identificado em camundongos BALB/c quando
infectados com Leishmania major, e ambos os trabalhos sugerem que a
deplecdo de linfécitos TCD4+ impede o desenvolvimento da acdo efetora
das células TCD8" mas que as células TCD4" sozinhas também ndo s&o
capazes de induzir a diminuicdo da carga parasitaria. Por fim, foi sugerido
que a interacdo entre as células TCD4" e TCD8" é importante para a
ativacdo de toxicidade e que provavelmente esta ativacdo € dependente de
IFN-y @719 Os resultados de MFI, por sua vez, demonstraram
uniformidade entre os grupos no que diz respeito a expressdo de moléculas
CD8 (Figura 14D). Essa molécula esté relacionada a ativagdo de linfdcitos,
em conjunto com o TCR, e pelo resultado, sugere-se que a expressao dessa
molécula ndo varia apesar da infeccéo e dos sinais clinicos.

A analise de morte celular de PBMCs, em abordagem ex vivo, pode
evidenciar se ha diferenca na viabilidade destas células em cédes com LVC,
sintomaticos e assintomaticos, quando em compara¢do com caes saudaveis.
Dessa forma, os grupos de estudo (NI, IAS e IS) foram avaliados quanto ao
efeito da infecgdo na morte celular de PBMCs, observando se ha modulagéo
da mesma e as diferencas entre os grupos. Para tanto, a marcacédo de morte
celular por apoptose inicial foi analisada pela marcacdo com Anexina V,
identificando entdo as células Anexina V' como aquelas que entraram a
pouco no processo de apoptose. Nessa analise observou-se que houve uma
diminuicao significante na porcentagem de células, que estdo no processo
de apoptose tardia, nos grupos IAS e IS quando em comparagao com os NI

(Figura 15A). Tal resultado sugere que a Leishmania esta modulando o
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processo de apoptose em PBMCs nos cées infectados pertencentes ao
presente estudo.

O processo de inibicdo da apoptose ja foi descrito para macrofagos e
DCs caninos, de modo que o parasito € capaz de se multiplicar e manter a
infeccdo, sendo essa uma das estratégias de evasdo da Leishmania a
imunidade ”. Foi ainda observado em neutréfilos, no qual a Leishmania é
capaz de sobreviver em compartimentos nao liticos, escapando da acéo
oxidativa e podendo até modular a producédo de NO, o que prolonga a vida
dessas células para que possam infectar APCs pela estratégia de infeccao

silenciosa conhecida como “Cavalo de Tréia” ™

. Como a separacao de
PBMCs obtida no presente estudo apresenta as populacdes citadas acima, €
possivel que as mesmas modulacdes estejam acontecendo nas amostras
dos cées infectados, participantes neste estudo.

A caracterizagdo de morte celular por necrose foi realizada com
lodeto de Propideo (PI), de modo que a populacdo PI* deve estar em
necrose. O resultado desta andlise mostrou porcentagens inferiores a 1%
para os trés grupos (Figura 15B). O que sugere que poucas células morrem
por necrose tanto em cées nao infectados quanto em caes infectados.

Foi ainda observada uma tendéncia de aumento da porcentagem de
PBMCs em processo de apoptose tardia, Anexina V'PI*, no grupo IAS
quando em comparagcdo com o grupo NI (Figura 15C). Resultados
semelhantes foram encontrados em humanos de um estudo que descreveu
maior taxa de morte por apoptose tardia de mondcitos e linfocitos T em
pacientes com LV aguda. Observaram ainda maior porcentagem de linfocitos
T apoptoticos que mondcitos, principalmente os linfécitos de perfil Thl, fato
que pode ser responsavel pela depressdo imune caracteristica de casos
graves de LV 19,

A andlise de morte celular néo foi realizada em decorréncia da perda
de célula apds cultura, provavelmente por conta da contaminacdo na
separacdo de PBMCs e possivelmente por conta do kit e metodologia
utilizada para marcacéo de morte celular.

A abordagem in vitro tinha o objetivo de identificar se as proteinas
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recombinantes ADF/Cofilina e RAB1-GTPase eram imunogénicas de modo
gue pudessem ser consideradas candidatas para o desenvolvimento de um
novo teste soroldgico rapido, do tipo DPP, ou de uma nova vacina. O teste
imunocromatografico rapido (DPP) €& um teste qualitativo que detecta
anticorpos anti-Leishmania circulantes com a utilizacdo dos antigenos
recombinantes de L. infantum. Um grande numero de proteinas
recombinantes ja foram identificadas como efetivas no diagnéstico de LVC,
mas muitas delas ainda apresentam rea¢des cruzadas com outras doencas

19)  Dessa

parasitarias, como toxoplasmose, tuberculose, entre outros
forma, é preciso encontrar op¢des de proteinas recombinantes candidatas
gue possam melhorar a sensibilidade e especificidade desses testes rapidos
imunocromatogréaficos, motivo pelo qual foram testadas tais proteinas no
presente estudo.

Inicialmente, foi observada a expressdo da molécula CD44 em
monaocitos com o0 meio (controle negativo) e com a reestimulacdo com SLA e
os antigenos recombinantes de L. infantum (ADF/Cofilina e RAB1-GTPase).
Com base nos resultados, foi possivel observar que o padrdo de
porcentagem de mondcitos CD44+ dos grupos nao variou muito apds 0s
tratamentos, quando em comparacao com o controle negativo (Figura 16A).
O grupo IAS apresentou uma tendéncia ao aumento na porcentagem de
mondcitos CD44" que os demais, seguido pelos grupos IS com valores
medianos e os grupos NI, que apresentaram as menores porcentagens. A
analise de MFI sugeriu quantidades semelhantes dessa molécula nos grupos
entre as diferentes condicdes, todos com baixa média de intensidade de
fluorescéncia (Figura 17A). Tal resultado sugere que estas porcentagens de
mondcitos CD44" bem como a expressdo dessa molécula ndo variaram
apesar dos tratamentos. A fungdo da molécula CD44 ainda é pouco descrita
para cdes, no entanto, para humanos e camundongos, sua funcdo esta
relacionada com a migracdo das ceélulas para os linfonodos e entrada de
leucécitos nos sitios de infecgdo, por ser uma molécula de adesdo (837189,
Tal resultado apresentou-se em divergéncia com o observado na analise ex

vivo, mesmo no grupo controle sem estimulo, de modo que as condi¢des da
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cultura podem ter modificado a expressdo dessa molécula em mondcitos.

Para a identificacdo de mondcitos, em abordagem in vitro, foi feita a
marcacado da molécula CD14 e observou-se que 0S grupos pertencentes as
condicodes tratadas com as proteinas recombinantes (ADF/Cofilina e RAB1-
GTPase) apresentaram porcentagem de mondcitos CD14" similar ao MEIO
(controle negativo) (Figura 16B). No entanto, 0os grupos tratados com SLA
apresentaram um aumento na porcentagem de células CD14",
principalmente dos grupos IS (67,95%) e IAS (55,80%) em relacdo ao NI
(53,55%) (Figura 17B). Em um estudo, observou-se uma diminuigédo
significante da porcentagem de monécitos CD14" caninos no grupo IS em
comparacao ao NI, o que contrasta com o resultado encontrado no presente
trabalho ©V.

J4 na andlise do MFI, os grupos tratados com as proteinas
recombinantes apresentaram uma tendéncia de aumento na média de
intensidade de fluorescéncia dessa molécula, enquanto que o grupo tratado
com SLA apresentou uma tendéncia de diminuicdo do MFI (Figura 16B).
Tais resultados sugerem que o tratamento com SLA apresentou uma
tendéncia de aumento da porcentagem de mondcitos CD14", no entanto, a
expressdo dessas moléculas apresentou uma tendéncia de diminuicdo em
relacdo aos demais grupos. E possivel que o SLA tenha sido reconhecido e
promovido a ativacdo e proliferacdo dessas células. Esse evento seria o
oposto do que se observa em linfécitos humanos que, ap6s o estimulo com
SLA, ndo apresentam proliferacdo, sugerindo anergia dessas células em
humanos com LV @7,

Nos resultados relativos a populagdo de mondcitos CD14"MHC-II*, foi
observado que mais de 78% dos mondcitos CD14" apresentaram a
expressao de MHC-II, chegando a 97% no grupo ADF/Cofilina-IS (Figura
16C). Na analise de MFI, no entanto, observou-se uma tendéncia ao
aumento na expressao de MHC-II nos grupos IAS que nos IS, sendo que IS
manteve-se semelhante ao NI (Figura 17C). Este dado entra em
concordancia com o0 estudo de Reis e colaboradores, no qual eles

descrevem maior expressdo de moléculas MHC-Il e em cédes IAS que em
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cdes IS Y. Assim como o estudo de Viana, que identifica menor expresséo
de HLA-DR (MHC-II) em humanos nos mondcitos infectados com L. infantum
que com L. braziliensis (176). Nos resultados de MFI, por sua vez, as células
CD14"MHC-II" nos cdes assintomaticos apresentaram valores muito
variados, enquanto as do grupo IS apresentaram um perfil mais homogéneo.
No entanto, os tratamentos pareceram néo alterar a expressao de MHC-II.

Quanto a porcentagem de linfocito B, CD19", o grupo IS apresentou
uma tendéncia de aumento, quando em comparacdo com 0s outros dois
grupos em todas as condi¢cbes (Figura 18A). O mesmo foi observado na
populacdo de CD19°CD25" (Figura 18B). Esse resultado contrasta com
trabalhos que descrevem, como caracteristica comum de cées infectados
sintomaticos, o baixo nivel de linfécitos B em sangue periférico, contanto
com grandes quantidades de imunoglobulinas circulantes ©*'%® anti-
Leishmania e algumas autoimunes 9. Entretanto, a resposta humoral néo
€ efetiva no controle do parasito e € responsavel pelos sinais clinicos
observados, com alta deposicdo de imunocomplexos e dano tecidual por
conta da resposta humoral autoimune %%, No entanto, em camundongos
foram ainda identificadas linfécitos B reguladores, com perfil CD1d"9" CD5*
CD19"" que s&o produtoras de IL-10, citocina com acdo anti-inflamatéria,
sendo assim capazes de controlar a inflamacéo e autoimunidade, podendo
contribuir com o perfil de suscetibilidade & LV ®9.

A co-cultura com linfécitos B de cdes com LVC foram suficientes para
suprimir a acdo efetora de linfécitos do perfil Th1 ®°. Dessa forma, os altos
niveis de linfocitos B podem contar também com linfécitos B reguladores. A
analise de MFI demonstrou expressao similar de CD19 entre os grupos
(Figura 19A) assim como de CD25, entre as células CD19" (Figura 19B).
Sugerindo entdo que os tratamentos ndo modularam a expressao dessas
moléculas de superficie.

Com relagdo a porcentagem de linfécitos CD4*CD25", os grupos IAS
e IS tratados apresentaram tendéncia de aumento na porcentagem dessas
células, quando em comparagdo com o MEIO (Figura 18C). O grupo NI

apresentou uma diminuicdo na porcentagem de células CD4"CD25" ap6s os
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tratamentos (Figura 18C). No entanto a expressao da molécula CD25 em
células CD4+ manteve-se baixa em todos o0s grupos e em todos 0s
tratamentos (Figura 19C). As células Treg, CD4"CD25" (em conjunto com
outras moléculas marcadoras), podem estar relacionadas a progressédo da
doenca por serem produtoras de citocinas IL-10 e TGF- que participam na
polarizacdo da resposta imune pra Th2, que representa um perfil de
susceptibilidade %Y.

Em humanos e murinos foi descrito que a liberacdo, por Treg, das
citocinas citadas anteriormente também contribuem para a suscetibilidade e
patogénese da doenca nessas espécies 1°?. Essas células sdo capazes,
ainda, de suprimir a proliferacéo de células TCD4", por serem parcialmente
nao responsivas ao estimulo via TCR e acabam por suprimir a proliferacéo
de linfécitos TCD4" na mesma cultura. Essa supresséo é feita pelo contato
entre células ao invés da acédo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e
TGF-B 2209 Ha ainda indicios de que células CD4'CD25" expressem
TGF-B1 na superficie celular, de modo que a fungao supressora acontece
apés o contato da célula TCD4* com o TGF-B1 na superficie celular %%,
Essas células podem estar compondo a porcentagem de linfécitos T
observados neste estudo.

Com relacdo a distribuicdo linfocitos TCD4+ por grupo e por
tratamento, foi possivel observar que a porcentagem de linfécitos TCD4+
nos grupos IS em todas as condi¢cdes apresentou tendéncia ao aumento,
seguido pelos grupos IAS, quando em comparacao com o grupo NI (Figura
20A). Esse resultado difere em relacdo ao observado em outros estudos,
nos quais em geral, caes sintomaticos apresentam menor porcentagem de
linfécitos TCD4+ quando em comparagdo com 0S assintomaticos e nao

infectados (120169,

Entretanto, alguns pesquisadores n&do observaram
reducdo da populagdo TCD4" apesar das diferentes formas clinicas de LVC,
quando em comparacao com os ndo infectados ?°>%°®. 34 o MFI demonstrou
uma tendéncia de aumento para os grupos IAS e de diminuicdo para 0s
grupos IS, quando em comparacao ao grupo NI. Ainda, os grupos tratados

com ADF/Cofilina, RAB1-GTPase e LPS pareceram demonstrar uma
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tendéncia de aumento em relacdo as duas outras condi¢des (Figura 21A).
No entanto, as porcentagens (Figura 20A) ndo variaram significantemente
entre os tratamentos, assim como o MFI (Figura 21A) de modo que as
proteinas recombinantes, assim como o SLA, ndo parecem modular essas
células.

Ja os linfécitos TCD8+ apresentaram tendéncia ao aumento da
porcentagem desta célula no grupo IS que nos outros dois grupos e néo
variou significantemente entre as condi¢bes (Figura 20B), assim como foi
observado nos linfocitos TCD4+ (Figura 20A). Esse resultado difere do que
foi observado em outros estudos nos quais identificaram menor porcentagem
de células TCD8+ em sangue periférico de cdes IS que em cies IAS @7,
Ainda, na andlise de MFI, os grupos tratados com ADF/Cofilina, RAB1-
GTPase e LPS pareceram demonstrar uma tendéncia de aumento do MFI
em relacdo as duas outras condi¢des (Figura 21B). Esses dados indicam a
necessidade de aumentar a amostragem para identificar a intensidade de
modulacdo da imunidade celular causada por essas proteinas em
abordagem in vitro.

Os resultados observados, tanto para T CD4" quanto para T CD8",
contrasta com o que foi descrito no estudo de Pinelli e colaboradores, que
demonstrou maior proliferacdo de linfocitos, apdés estimulo com SLA, em
cées IAS e menor em caes IS, para ambos o0s grupos: cées infectados
naturalmente (de racas variadas) e cées infectados experimentalmente.
Dessa forma, Pinelli descreveu uma fraca proliferacao de linfocitos de cées
infectados sintomaticos quando foram estimulados com SLA, e observou
ainda que essa anergia € antigeno especifica. Para isso, os linfocitos de
cédes com LVC foram estimulados com Dohyvac, uma vacina utilizada como
controle positivo, que foi capaz de causar a proliferacdo de linfécitos dos
caes dos grupos citados acima, evidenciando a especificidade da anergia ao
SLA (168),

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que as proteinas
recombinantes utilizadas (ADF/Cofilina e RAB1-GTPase) ndo foram capazes

de modular de forma significante as populacdes de mondcitos e linfocitos e a
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expressdo das moléculas analisadas no estudo sob as metodologias
utilizadas neste trabalho. No entanto, os resultados da Figura 19 indicam
uma necessidade de desenvolvimento de estudos complementares para
identificacdo do impacto dessas proteinas em cultura. A analise in vitro ainda
apresentou algumas limitacdes com relacdo a falta de pureza na separacao
pelo método utilizado no estudo (Figura 8).

Na analise por citometria feita neste estudo, foi possivel identificar
uma populacédo densa, com granulosidade similar a populacdo de mondcitos
e tamanho, em geral, um pouco menor que esta (Figuras 9 e 10). Tal
populacdo apresentou alta marcacdo de moléculas CD4, o que condiz com 0
que Moore e colaboradores observaram, que os neutréfilos do sangue
periférico de cées apresentam uma abundancia de moléculas CDA4,
caracteristica especifica da espécie °”. De acordo com Rzepecka e
colaboradores, a identificacdo de mondcitos em cées, por citometria, pode
ser comprometida pela contaminacao, por neutrofilos, da regido referente a
populacdo de mondcitos no parametro granulosidade (SSC), de modo que a
identificacdo deve ser feita com anticorpos especificos para cada populacéo
(193) Esses achados corroboram o que se observou em microscopia (Figura
8), sugerindo que o protocolo de separacdo utilizado neste estudo, e
amplamente utilizado em outros trabalhos, ndo é eficiente no que diz
respeito a separacao das populacdes de leucécitos caninos com alta pureza
de mononucleares. Uma limitacdo do presente trabalho esta no fato de nao
ter tido acesso a um marcador especifico de neutrofilo para identificacao
dessa populacéo.

A contaminacdo da populacdo de células mononucleares por
neutrofilos apresentou um impacto importante na cultura para a realizacéo
das andlises in vitro. Foi observada a perda da populagéo que sugere-se que
compreenda a populagédo de neutréfilos, como citado anteriormente, apos a
cultura em analise in vitro, em todas as condi¢bes, 0 que indica a morte
dessas células (Figura 11). Segundo Almeida e colaboradores, a
Leishmania causa alteracbes no metabolismo oxidativo de neutrofilos

caninos, a depender do estagio da doenca, e ainda podem apresentar
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resisténcia aos compostos oxidativos (ROS e NO). Quando a producao de
ROS excede a capacidade antioxidante da célula, isso pode causar o inicio
do processo de apoptose da mesma, comprometendo sua viabilidade e
funcdo, permitindo a persisténcia da infeccdo. Cdes em estagio inicial da
doenca apresentam ainda 0 metabolismo oxidativo ativo, sem
comprometimento da viabilidade dos neutréfilos. No entanto, quando em
estagios mais avancados, os neutréfilos apresentam uma diminuicdo do
metabolismo oxidativo e um aumento na taxa de apoptose dessas células e
multiplicacdo dos parasitos **®. Dessa forma, a alta taxa de apoptose em
neutroéfilos caninos pdés-infeccdo deve impactar negativamente a cultura In
vitro.

De acordo com Bruin e colaboradores, um pré-requisito para o
desenvolvimento de uma analise In vitro adequada € obter populacdes
relativamente puras de PBMCs do sangue perférico total *®Y. Em culturas de
PBMCs de ruminantes, observou-se que a contaminacao por PMNs afetou o
resultado da analise de proliferacdo de linfocitos, inibindo-a e causando
variacdes de acordo com o grau de contaminacdo das amostras ?°®. Em
humanos, ja é bem descrito que neutréfilos interagem, em contato direto
com as células ou por secrecdo de produtos, com DCs, macréfagos,
monacitos e linfécitos T e B, podendo direcionar respostas inflamatérias no
meio, quando em cultura, e nos tecidos ?°. Eles ainda apresentam um curto
periodo de vida e continuamente morrem por apoptose, ainda que nao
estejam infectados 1%,

Neutroéfilos apoptoéticos sdo removidos por macréfagos, que apos a
fagocitose, produzem mediadores antiinflamatorios, como TGF-B, que
polarizam a resposta para o perfil Th2 ?*%212_Em contrapartida, neutréfilos
em necrose induzem a ativacdo do metabolismo oxidativo de macréfagos,
com a liberagcdo de mediadores pré inflamatérios, como TNF-a ¥, Um
estudo de Leal e colaboradores identificou que neutrofilos de cdes infectados
por L. infantum, quando estimulados com SLA, apresentaram maior sintese
de IFN-y, uma citocina pré inflamatéria "® que polariza a resposta imune

para o perfil Thl. Tais estudos evidenciam a necessidade de obter
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populacfes puras para que seja possivel observar a acao real do tratamento
aplicado a cada condicdo de uma anadlise In vitro, sem a influéncia da
interacdo e dos produtos sintetizados por neutrofilos na cultura. Dessa
forma, a presenca de neutrdfilos na cultura pode ter modulado o nimero de
células e a expressdo de moléculas de superficie de linfécitos e monécitos e
influenciando no resultado encontrado nos testes in vitro.

Portanto, neste estudo, buscou-se a padronizacdo de um novo
protocolo de separacdo por gradiente descontinuo, utilizando o Percoll em
duas fases com concentragOes diferentes, no intuito de propor uma nova
metodologia que seja eficiente e simplificada, processo esse que continua

em andamento.
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7. CONCLUSAO

Os dados sugerem que € possivel que a Leishmania seja capaz de
modular a morte celular, se utilizando provavelmente essa estratégia com
mecanismo de escape da resposta imune na LVC. A menor expressao da
molécula CD44 em cées IS, com relacéo ao controle NI, pode indicar menor
capacidade de apresentacdo de antigenos em mondcitos desse grupo de
cées. Ainda, a maior expressao de CD4 em linfécitos de cées IS em relacéo
aos cades IAS é um resultado que deve ser melhor estudado para
compreensao de seu impacto na resposta imune celular dos individuos IS.

Os resultados encontrados sugerem que o tratamento com proteinas
recombinantes ndo apresentou modulacéo significante das populacdes de
mondcitos, linfécitos e das moléculas de superficie analisadas no estudo,
sob as metodologias utilizadas neste trabalho. No entanto, alguns
resultados sugerem que sejam realizados estudos complementares, com
aumento da amostragem, a fim de identificar o potencial imunogénico e
verificar se ha possibilidade utilizacdo dessas em métodos diagnésticos.

Alguns biomarcadores baseados na expressdo de moléculas e
porcentagem de mondcitos e linfécitos, descritos nesse estudo, podem ser
utilizados para identificar o perfil de suceptibilidade ou resisténcia do
hospedeiro. Esses dados podem ser uteis para futuros estudos

relacionados a tratamento, diagnostico e imunoprofilaxia.
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in ex vivo
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Abstract
Introduction: Canine Visceral Leishmaniasis (LVC) is a vector-borne zoonosis caused by Leishmania infantum, in Brazil. LVC
presents a broad clinical spectrum, from the asymptomatic to the symptomatic form. However, there are few studies
characterizing the expression of cell surface molecules in canine leukocytes, mainly differentiating symptomatic from
asymptomatic dogs. Objective: To characterize the percentage and phenotype of monocytes and lymphocytes of dogs with
LVC, symptomatic and asymptomatic. Methodology: Samples of 15 dogs from the Distrito Federal (Brazil), naturally infected,
were distributed in three groups: uninfected dogs (NI), asymptomatic infected dogs (IAS) and symptomatic infected dogs (IS).
Cellular phenotypes of monocytes (CD14 + MHC-II +) T lymphocytes (CD3 +, CD4 +, CD25 +, CD8 +), B lymphocytes
(CD19 + CD25 +) and the induction of cell death by the parasite in PBMCs were analyzed, in an Ex vivo context. Additionally,
the analysis In vitro was performed using antigens from L. infantum, soluble and recombinant (ADF/Cofilina and RAB1-
GTPase), as treatments for the cells mentioned above Results: Lower frequency of circulating monocytes (CD14 + MHC-II +),
as well as low expression of CD44, in the IS group, suggesting that the function of antigen presentation in monocyte was
compromised. Depletion of TCD4 + cells, in the IS group, in the IS and IAS groups, and lymphocyte anergy after treatment
with SLA, seems to be characteristics of the LVVC susceptibility profile. The recombinant proteins used in the study need to be
better understood to identify their immunogenic potential and possible use in diagnostic methods. In the evaluation of cell
death, its modulation by the parasite was demonstrated in dogs with LVC, this strategy was used as to evade the immune
system. Conclusion: There are some biomarkers, based on molecules expression and percentage of monocytes and
lymphocytes, described in this study that can be used to identify the prognostic and the susceptibility or resistance profile in
each host. It may be useful for futures studies regarding treatments, diagnosis and prophylaxis.
Keywords: SLA, leukocytes, Leishmania infantum, cell surface molecules.
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INTRODUCTION

Neglected  Tropical  Diseases
(NTDs) form a group 17 of infectious
diseases that affect more than one billion
people worldwide and are predominantly
associated with the poorest populations in
tropical and subtropical environments (1-
3). Visceral Leishmaniasis (VL) is a
zoonosis of the NTD group, which affects
internal organs, presenting a risk of death
when untreated. This NTD has a wide
worldwide distribution and Brazil is one of
the 11 countries that concentrate 88% of
the global incidence of the disease in
humans and fits in the group of countries
with  expanding transmission,  with

emphasis on the visceral form of the

pathology (4,5).

Visceral Leishmaniasis manifests
itself in other species of mammals,
domestic dogs being considered the main
natural reservoirs of the disease in the
domestic cycle (6) and are recognized as
the most important cause of the rapid
distribution of the disease between humans
and other dogs in endemic areas (7).
Canine infection has preceded, then, the
occurrence of human cases and the
prevalence of the disease has been higher
in dogs than in humans and, in this case, it
is called Canine Visceral Leishmaniasis
(LVC) (8).

LVC is distributed in more than 50

countries in Africa, Asia, Europe and the




Americas (9). In endemic areas, it is
estimated that 90 to 95% of dogs are
clinically healthy and only 5 to 10% have
clinical signs of the disease. According to
data from the Ministry of Health, Brazil
accounts for 90% of LVC cases in Latin
America. We have reports of cases of CVL
in all regions of Brazil, including the
southern region (10,11). In Brasilia (DF), a
study carried out between January and
October 2013 presented a survey of data
from the city's Zoonosis Control Center
(CC2), in which 6,413 dogs were tested
and confirmed 590 infected dogs, which
corresponds to 9.2% of all dogs examined
(12).

The etiological agents that cause
Visceral Leishmaniasis are
trypanosomatous protozoa. In Brazil, this
disease is a zoonosis commonly caused by
the species Leishmania infantum and is
transmitted mainly by female sand flies of
the species Lutzomyia longipalpis. More
recently, the species Lutzomyia evansi and
Lutzomyia cruzi have also been identified
as vectors of VL (13,14).

The infection can result in
asymptomatic animals that appear to be
healthy and those symptomatic in more
severe stages of the disease (15). The
clinical signs of CVL begin with a lesion at
the site of inoculation of the parasite,
ulcerative that regresses in a variable

number of days and then begins the silent
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period of the infection with slow evolution
and degree of severity (9).
As mandatory intracellular
parasites, Leishmania can infect several
cells, but preferably  mononuclear
phagocytes, then hepatocytes endothelial
cells, eosinophils and neutrophils from
various tissues and organs of dogs
mononuclear phagocytic cells, hepatocytes
endothelial cells, eosinophils, neutrophils.
Neutrophils are the first immune cells to
migrate to the site of infection. With the
ability to phagocyte and eliminate
parasites, but some studies report the
parasite's ability to modulate the neutrophil
response, delaying the programmed cell
death of neutrophils and prolonging its life
span (16). This phenomenon may favor the
infection of cells presenting antigens
(APCs), the strategy of silent infection is
called the “Trojan Horse” (17). The DCs
and macrophages (APCs) have the
function of processing and presenting the
parasite antigens by means of the
molecules of the major histocompatibility
complex (MHC) to the effector T cells
(16). This process marks the initiation of
the host's adaptive immune response (18).
The adaptive immune response
against Leishmania spp. it is dependent on
T and B lymphocytes, mainly on type |
(Th1) helper T lymphocytes, referring to
the activation of the protective

inflammatory immune response (19). Even




so, CD8 + T lymphocytes are essential, as
they are able to lyse infected cells and
provide a decrease in parasitic load (16).
The ineffectiveness in activating cell-
mediated immunity leads to polarization to
the Th2 profile, which allows the parasite
to reproduce and spread through the host's
body in an uncontrolled manner. The
balance between the two profiles depends
on each host and its genetic load, but those
that respond with the Thl profile are more
resistant to infection than those with the
Th2 profile (16). In human DCs,
Leishmania infantum is also able to inhibit
death by apoptosis of these cells, using this
prolongation of DC life as a mechanism
for evading the immune response (20).

The diagnosis of CVL is complex.
Clinical diagnosis is of low sensitivity in
identifying cases of asymptomatic dogs
(5,21,22). Therefore, CVL is diagnosed
through a combination of clinical findings,
serological and parasitological tests (8,23)

Therefore, it is necessary to use
diagnostic methods that are specific,
sensitive, easy to access, simple to perform
and easy to interpret (24,25). Thus, it is
necessary to understand the modulations
caused by antigens, caused by infection by
L. infantum, in canine cells presenting
antigen and in lymphocytes, with their
respective phenotypic markers.
Furthermore, understanding the activation

of leukocytes stimulated by L. infantum
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antigens, soluble and recombinant, can
contribute to the choice of more
appropriate therapeutic approaches for
infection control, to the development of
prognostic markers and more sensitive and

specific diagnostic methods. than currently

used.

METHODS

Culture of Leishmania infatum

L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75),

foram utilizadas para produgdo do
Antigeno Sollavel de Leishmania (SLA).
Parasitos  foram  descongelados e
ressuspensos em meio Schneider completo,
suplementado com 20% de soro bovino
fetal (SBF), 1% de antibiético Penicilina-
(Gibco®).
Cultivadas em meio NNN e incubadas a 25

Estreptomicina 100X

°C por 72 horas, transferidas para meio
Schneider suplementado. As promastigotas
foram obtidas de culturas em fase
estacionaria (5-7 dias), com menos de

cinco passagens In vitro.

Obtaining the soluble antigen (SLA) of
Leishmania infatum

Leishmania promastigotes were
collected and centrifuged at 4°C for 15
minutes at 750 g, twice, in sterile PBS
saline (phosphate buffer) 1 X sterile and
frozen. The promastigotes were thawed at
4 ° C, centrifuged at 750 g for 15 minutes
and resuspended in sterile distilled water.

Then they were broken by sudden freezing,



in a freezer -80 ° C for 15 minutes,
alternating with the water bath at 37 ° C,
for six times, and the 5.0 MHtz ultrasound
action was applied, making six series of 30
seconds with intervals of 1 minute. After
being centrifuged, for 60 minutes, at 4 ° C
and 14,000 g, then filtered through a 0.22pn
membrane for protein dosing, these were
aliquoted in volumes of 500uL and stored
at-20° C (161).

Dosage of SLA of L.infantum — Qubit ™

SLA quantification was performed
with the Qubit ™ kit (Invitrogen). The
fluorescent reagent was prepared from the
solution containing fluorophore and Kit
buffer, in the proportion of 1. 200. Then,
aliquots of SLA diluted in milliQ water (1:
3) were added to the reagent, incubated for
15 minutes and analyzed.

Obtaining recombinant antigens from
L.infantum

The recombinant proteins Rab-1
GTPase and ADF / Cofilina were obtained
by the master Gisele Lorrana Silva Santos
from the laboratory of Professor Doctor
Vicente de Paulo Martins, from the
Department of Cell Biology of the Institute
of Biological Sciences of the University of
Brasilia. For this purpose, in silico
analyzes were performed, and the signal
peptides of each protein were identified

using the SignalP Server v program. 4.1.
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Phosphorylation was predicted using the
NetPhos 3.1
glycosylation by YinOYang 1.2 (164).

program  (163), and

Then, linear prediction and conformational
analysis of cells were performed.
Conserved and relevant gene and protein
sequences that were of interest to both
proteins were identified. Then PCR for the
amplification of the genomic DNA
sequence encoding the proteins of interest
were made, using specific primers. The
cloning and expression of Rab-1 GTPase
and ADF / Cofilina was done. in
competent cells, able to receive exogenous
DNA, in a prokaryotic system with DH5-a,
TOP10 and Rosetta BL21 (DE3)
pLYsSTM lineage from Escherichia coli.
Finally, when the purity and specificity of
the genes encoding the proteins is
identified, the heterologous expression of
the Rab-1 GTPase and ADF / Cofilina
proteins is made in E. coli Rosetta. The
proteins were purified by Mobilized Metal
lon Affinity Chromatography (IMAC) and
analysis of protein expression, purification
and solubility in Polyacrylamide Gel
(SDS-PAGE). The

performance of proteins was tested by

Electrophoresis

ELISA to assess the ability to induce
antibody production.
Study groups

The study groups were selected
and divided into three  groups.

Symptomatic: dogs with a compatible



epidemiological history, apparent clinical
signs and with positive DPP and ELISA
serological tests. Asymptomatic: dogs with
a compatible epidemiological history,
without clinical signs and with positive
DPP and ELISA serological diagnostic
tests. Not infected: dogs with or without a
compatible epidemiological history, with
no clinical signs and with a negative DPP
serological diagnostic test were not
infected. All tests carried out by the CCZ

Zoonosis Control Center in Brasilia / DF.

Obtaining PBMCs

Blood samples from dogs from
(CC2), in a project approved by the Ethics
Committee on the Use of Animals (CEUA)
of the Institute of Biological Sciences of
the University of Brasilia (UnBDoC n°
106668/2014).
collected in

Peripheral blood was

sodium  heparin  tubes
(eBioscience). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from blood
samples were obtained by density density
in Ficoll (GE Healthcare) according to the
Trajano-Silva protocol (165). The blood
was diluted in sterile PBS 1X ina 1: 2 ratio
and poured over Ficoll in a 1. 2 ratio,
without mixing the phases. Centrifuged at
900g for 30 minutes at 25 ° C. The PBMC
cloud was collected washed twice in PBS
1x at 4 ° C. The pellet was resuspended in
RPMI for counting with Tripan blue. Part

of the cells was used for ex vivo analyzes
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taken directly for cytometry analysis,
without stimulation, and the rest for cell
culture, for the in vitro experiment.
Cytocentrifugation

To assess the purity of the
separation, a Citospin protocol with a
volume of 5x105 stained with panotype
chlorination (NEWPROV) was evaluated

by optical microscopy.

Cell culture and stimulation - In vitro
The cells were adjusted to 5x106 /

cultured in RPMI 1640

supplemented and stimulated with soluble

ml and

Leishmania infantum antigen (10 pg / mL),
with the recombinant proteins Rab-1
GTPase and ADF / Cofilina (1 pg / mL)
and LPS (100 ng / ml). Then grown in 24-
well plates (Greiner Bio-One) at 37 °C, in a
CO2 greenhouse for 48 hours.

Marking for flow cytometry analysis
The cells were collected in 1.5mL
eppendorf tubes, washed once with 1X
PBS and centrifuged for 10 minutes at
500xg and 4°C, resuspended in 1X FACS
buffer, with 105 cells for blocking for 10
minutes, then added 200uL of FACS
buffer 1X to the cells and they were then
washed and centrifuged at 500xg at 4°C for
5 minutes. 20uL of the antibodies were
added, at 1:20 dilution and in 1X FACs
buffer and incubated at 4°C, for 30 minutes

in the dark with anti-CD3 antibodies




anti-CD4
anti-CD8
(conjugated to PE), anti-CD14 (conjugated
to PE), anti-CD19 (conjugated to FITC),
anti-MHCII  (PerCP-Cy5.5), anti-CD44
FITC), anti-CD25

(conjugated to PE), all antibodies reactive

(conjugated  to FITC),
(conjugated to APC),

(conjugated  to

to canine cells. After being washed to
remove free, unconjugated antibodies and

taken to cytometry.

Detection of cell death in leukocytes

Cell death was analyzed in the ex
vivo and in vitro groups. Then the cells
AnnexinV-FITC
(eBioscience) and Propidium lodide. The

were marked with

separated cells were centrifuged with
200uL of FACS buffer at 500xg, at 4°C for
5 minutes, placed in a 1.5 ml eppendorf
tube, in 1X binding buffer with 5x105
cells, added 5uL of Annexin V, incubated
for 10 minutes at room temperature. Then
washed with PBS, resuspended in 190uL
of binding buffer and 10uL of Propidium
lodide and then acquired in a FACS Verse
cytometer (BD Biosciences), using the
FACS SUITE Software. The graphs
generated by flow cytometry were
analyzed using the FlowJo Software
(Flowjo® version 10).
Statistical analysis
Statistical analyzes were

performed using GraphPad-Prism 10.0

Table 1: Study groups and frequency.
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(GraphPad Software Inc). The labeled cells

and medium fluorescence intensity,
identified in the previous analysis, were
tested with the Shapiro — Wilk normality
test. Presenting normality, and submitted
to the Kruskal-Wallis test, as this test
comprises the analysis of multiple
comparisons. The three groups were
compared and analyzed in the Dunnet post-
test. Values of p <0.05 were considered

significant.

Results
Sample characteristics

To carry out the study, samples of
symptomatic and asymptomatic, non-
infected dogs were collected from
peripheral blood. The identification cards
of each animal, containing epidemiological
and clinical data of the dogs participating
in the study, were filled out with the help
of a wveterinarian. The samples were
collected from 15 dogs which were
allocated in three groups. Those with
positive results for both tests, DPP and
ELISA, were classified as LVC
(symptomatic and asymptomatic). Those
with negative serology, negative PPD
result, were classified as uninfected. Thus,
four dogs were allocated to the non-
infected group, six to the asymptomatic
infected group and five to the symptomatic

infected group (Tablel).




Groups Frequency
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Table 4: Phenotypic characteristics and age group of 11
infected dogs from Distrito Federal (DF), naturally affected

by visceral leishmaniasis.

Not infected 4 (26,7%)
Asymptomatic 6 (40%)

Symptomatic 5 (33,3%)
Total 15 (100%)

Then, the clinical signs presented
by the dogs in the symptomatic group were
listed and the frequencies of each clinical
sign within that group were calculated
(Table 2).

Table 2: Clinical signs in 5 dogs in the Federal District

(DF), naturally affected by visceral leishmaniasis.

Clinical signs Frequency
Dermatological lesions 3 (60%)
Ornicogrifosis 5 (100%)
Ocular lesions 2 (40%)
Alopécia 5 (100%)
Cachexy 2 (40%)

The epidemiological data of the
infected dogs, belonging to the group of
infected symptomatic and asymptomatic
dogs, were categorized by age group, sex,

size, breed and coat (Table 4).

Chacateristics Frequency
Age 0-2 3(27,3%)
2-4 2 (18,2%)
4-6 2 (18,2%)
6-8 1 (9,10%)
8-10 1(9,10%)
Not 2 (18,2%)
Determined
Sex Female 8 (72,7%)
Male 3(27,3%)
Size Small 6 (54,5%)
Medium 2 (18,2%)
Big 2 (18,2%)
Not 1 (9,10%)
Determined
Breed German 2 (18,2%)
Shepard
P 1(9,10%)
Pinscher
8 (72,7%)
Not
Determined
Coat Small 9 (81,8%)
Medium 1(9,10%)
Not informed 1 (9,10%)

Most of the dogs come from the
administrative regions closest to DIVAL,
since 18.2% of them lived in Fercal, 36.3%
in Sobradinho, 27.3% were residents of
Lago Norte. The origin was unknown in
18.2% of the cases (Table 6).



Table 6: Administrative regions from where 11 infected
dogs came from the Federal District (DF), naturally

affected by visceral leishmaniasis.

Administrative Regions Frequency
Fercal 2 (18,2%)
Sobradinho 4 (36,3%)
Lago Norte 3(27,3%)
Néo informada 2 (18,2%)

Obtaining PBMCs

After obtaining blood samples,
they were subjected to Ficoll density
gradient separation, and the leukocyte
cloud cells were collected and fixed on
microscopic slides, by the
cytocentrifugation process. Subsequently,
these cells were stained with panotic and
analyzed under an optical microscope,
when the presence of segmented nucleus
cells, which by morphology suggested to
be polymorphonuclear cells (PNMs), or

neutrophils (Figure 1).

-
Figure 1. Representative image of cells collected after

density gradient separation with Ficoll. The slide with
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sample of cells collected after performing the PBMC
separation protocol was analyzed under optical microscopy
(100x), showing a high number of cells with segmented
nucleus, PMN (red arrow), monocyte (green arrow) and

lymphocyte (yellow arrow).

Strategy of analysis

After collecting the blood and
obtaining the PBMCs, they were marked
for analysis of Ex vivo surface molecules,
on the same day, with the fluorescences
combined in three “MIX” (antibody
combinations) and analyzed by cytometry
of flow. The markings made were for the
phenotypic  characterization of T
lymphocytes, B lymphocytes and canine
monocytes. For this, the following analysis
strategy was performed: the lymphocyte
and monocyte populations were adjusted
and selected in a "gate", according to the
granularity (SSC) and size (FSC)
information, reported in the literature.
After selecting the population of interest,
the percentage of expression and MFI of
the target molecules were analyzed,
differentiating into lymphocytes and
monocytes (Figure 2). The same process

occurred with all the molecules.




85C-4
88C-A

oooooooooo

8804

aaaaa

Figure 2. Representative image of the analysis strategy for
phenotypic characterization of monocytes. It represents the
analysis strategy for the characterization of monocytes, with the
labeling of cells that express the CD14 molecules and MHC-II
molecules, within the group of CD14 + cells. Each point

represents an acquired cell (pseudocolor).

Phenotypic characterization of
monocytes - Ex vivo

For the characterization of canine
monocytes, the CD14, MHC-II and CD44
molecules were marked. The CD44
molecule, widely expressed in leukocytes,
was detected in the three groups, and in NI
(88.35%+/-2.582) and IS (90.70%+/-
9.225) the percentage of positive cells for
this molecule was similar. The IAS group,
in turn, expressed less CD44 in monocytes
(69.00%+/-13.47), but without significance
(Figure 3A). The CD14 + population was
present in similar proportions in the three
groups, in NI (34.45%+/-11.36), IAS
(39.00%+/-7,410) and IS (27.90%+/-
7.048) (Figure 3B). The percentage of
CD14 + MHC-II + cells, the monocytes,
was higher in the NI group (88.95%+/-
8.825), whereas in the infected groups this
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population was present in a smaller
amount, IAS (66.15%+/-3.968) and IS
(58.70%+/-8,491), but this difference
between groups was not statistically
significant (Figure 3C).
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Figure 3. Ex vivo characterization of monocytes from
uninfected, symptomatic and asymptomatic dogs. The
figures represent the quantification of the percentage of
cells expressing CD44 (A), CD14 (B) and the MHC-II
molecule in CD14 + cells, in the samples of the NI, IAS
and IS groups. Each point represents an individual

analyzed (median +/- standard deviation), * p <0.05.

Fluorescence Intensity  Means
(MFTI) in each group was also analyzed to
identify the amount of molecules
expressed on the surface of the marked
molecules. This information is interesting
for the phenotypic characterization of
monocytes. The CD44 molecule was more
expressed in cells of dogs belonging to the
NI group (3209+/- 367.2), while we
observed a decrease in the second group
compared to the first, IAS group (1790 +/-
267.5), as well as the third, 1S (1454 +/-
284.0), this difference being significant

IS



(Figure 4A). As for the expression of
CD14, this molecule was more expressed
in the NI group (3388 +/- 954.2) and
decreased its expression in the cells of
dogs in the groups IAS (1628 +/- 519.8)
and IS (3094 +/- 527.8), and this decrease
was not significant (Figure 4B). Regarding
the expression of MHC-I1 within the group
of CD14+ cells, similar expressions were
observed between the NI (3347 +/- 1211)
and IAS (3497 +/- 521.4) groups, while in
relation to the other two , the IS group
(2492 +/- 364.9) showed a non-significant
decrease (Figure 4C).
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Figure 4. Mean fluorescence intensity (MFI) of molecules
expressed by monocytes, in an Ex vivo approach.
Quantification of the expression of CD44 (A), CD14 (B)
and MHC-11 molecules expressed in CD14 + (C) cells, in
NI, IAS and IS groups. Each point represents an individual

analyzed (median +/- standard deviation), * p <0.05.

Phenotypic characterization of
lymphocytes - Ex vivo

In the canine lymphocyte
characterization process, the CD4, CD25

and CD19 molecules were marked to
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identify the T Ilymphocyte and B
lymphocyte population. The CD19 +
molecule characterize the B lymphocyte
population, both immature, when naive
and mature. Thus, the population of
circulating B lymphocytes was lower in the
NI (10.80%+/-4,435) and IAS (9,355%+/-
14.69) groups and higher in the IS
(17.60%+/-6,796), although there is no
significant  difference  between them
(Figure 5A). The CD4+ CD25+
population, on the other hand, varied little
between the NI (20.85%+/-5,341), IAS
(13.30%+/-2,994) and IS (10.10%+/-
6,723) groups (Figure 5B). CD19 + and
CD25 + cells, B lymphocytes, were more
present in the NI group (40.70%+/-1,612)
than in the IAS (24.90%+/-7,952) and IS
(27.30%+/-11.75), but without significant
difference (Figure 5C).
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Figure 5. Ex vivo characterization of T and B lymphocytes
from uninfected, symptomatic and asymptomatic dogs. (A)
Represents the percentage of monocytes expressing CD19 +
molecules in the NI, IAS and IS groups. Figure (B) shows the
percentage of activated T lymphocyte cells, with CD4 + and
CD25 + marking and (C) B, CD19 + CD25 + lymphocytes, in
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each group (NI, IAS and 1S). Each point represents an groups. Each point represents an individual analyzed

individual analyzed (median +/- standard deviation), * p (median +/- standard deviation), * p <0.05.

<0.05.

MFI was also quantified for
phenotypic characterization of T and B
lymphocytes. For the CD19 molecule, there
was greater expression in the IS group (3848
+/- 242.6), median expression in the 1AS group
(2430 +/- 657.8), and the lowest expression
was in the NI group (1214 +/- 254.4) (Figure
6A). The expression of CD25 in the group of
CD4 + cells was also measured and it was
observed that NI (1775 +/- 125.2), 1AS (2136
+/- 174.3) and IS (1477 +/- 1166) showed
similar ~ expressions,  without significant
difference (Figure 6B). Higher fluorescence
intensity was detected in the CD25 molecule in
CD19 + cells, with the highest values in the NI
(1313 +/- 493.9) and IAS (1092 +/- 673.6)
groups, when compared to the IS (1158 +/-

89.85) (Figure 6C).
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Figure 6. Mean fluorescence intensity (MFI) of molecules
expressed by T and B lymphocytes, in an Ex vivo
approach. (A) Represents the quantification of CD19
molecules of B lymphocytes belonging to the NI, IAS and
IS groups. (B) Shows the percentage of activated T
lymphocytes, CD4 + and CD25 +, while figure (C) shows
the percentage of B lymphocytes, CD19 + and CD25 +, in
the samples of dogs belonging to the NI, IAS and IS

In addition, the CD3, CD4 and
CD8 molecules were labeled, which, when
used together, are phenotypic markers of
TCD4+ and TCD8+ lymphocytes. When
labeling CD3+ CD4+ cells, TCD4+
lymphocytes, similar  percentages of
labeled cells were observed in the three
groups, NI (39.10%+/- 8,197), IAS
(37.75%+/-5.340) 1S (34.40% +/- 3,088)
(Figure 7A). For the identification of
TCD8+ cells, markings were made with
TCD3 and TCD8, and the NI group
(47.50%+/-9.221) had a higher percentage
of positive cells, while the IAS groups
(25.75%+/-3,370) and IS (28.70%+/-
10.49) lower, but the difference was not

significant (Figure 7B).
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Figure 13. Ex vivo characterization of TCD4+ and TCD8+
lymphocytes from uninfected, symptomatic and asymptomatic

dogs. (A) Represents the percentage of CD3+ CD4+ cells and

(B) the percentage of CD3+ CD8+ in samples from dogs

belonging to the NI, IAS and IS groups. Each point represents an

individual analyzed (median+/-standard deviation), * p <0.05.

To characterize the amount of
molecules expressed on the cell surface of
TCD4+ and TCD8+ Iymphocytes, MFI

was performed, quantifying the expression




of each molecule. Within the group of
CD3+ cells, the expression of the CD4
molecule was analyzed, and greater
expression of this molecule was observed
in the IS group (8609 +/-1073), showing a
significant difference in relation to the IAS
group (5306+/-882.5), while the NI group
(5394+/-34.82) had

expression, with no significant difference

intermediate

in relation to the other groups (Figure 8A).
The expression of CD8 molecules in the
population of CD3 + cells was very similar
(4320+/-1999), 1AS
(4020+/-835.1) and IS (5506+/- 455.4)
groups (Figure 8B).
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Figure 8. Mean fluorescence intensity (MFI) of the
expression of CD4 and CD8 molecules in CD3 +
lymphocytes, in an Ex vivo approach. Quantification of CD4
(A) and CD8 (B) molecules expressed in CD3 + cells,
belonging to dog samples from each of the NI, IAS and IS
groups. Each point represents an individual analyzed

(median +/- standard deviation), * p <0.05.

Discussion

Canine Visceral Leishmaniasis has
a wide spectrum of clinical and
pathological changes, ranging from an
asymptomatic infection to a serious disease
that can lead to death (26). The profile of
resistance to infection is associated with

the development of an immune response
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mediated by cells, mainly TCD4 and
TCD8
susceptibility profile is associated with the

lymphocytes, while the

production of high levels of antibodies
(27). The characterization of the cells
involved in these processes can be
extremely important for the identification
of prognosis and monitoring of infected
dogs, as well as for the improvement in the
development of immunoprophylaxis and
therapeutic approaches. In this work,
samples of dogs with LVC, naturally
infected, symptomatic (1S) and
asymptomatic (IAS), and uninfected dogs
(NI) from DF, were used. Therefore, the
aim was to observe if there are patterns
between dogs in the same study group and
what are the differences between groups.

The percentage of infected
symptomatic dogs in this study was 33.3%
(Table 1). The clinical signs observed in
this group were listed in Table 2. The
cellular response profile that promotes the
secretion of TGF-p and IL-4, anti-
inflammatory cytokines that promote the
Th2 profile and the maintenance of an
important humoral response, which in turn
it is strongly related to the clinical signs of
the disease (28-30). The deposition of
immune complexes is one of the main
causes of the clinical signs of CVL (31).

In the present study, we obtained
40% of samples from asymptomatic

infected dogs (Table 1). According to Reis




and collaborators, asymptomatic dogs have
high levels of IFN-y, related to the
maintenance of a protective response, of
the Thl profile, which prevents the
development of clinical signs (61). In
addition, there is proliferation of TCD4 +
lymphocytes and activation of TCD8 +
lymphocytes in  asymptomatic  dogs
infected with L. infantum, which generates
the protective response in these individuals
(28,32).

The phenotypic characteristics,
breed, sex and age of dogs can be related
to the variation of leukocytes and their
proportions in each individual. The work
of Faldyna and collaborators highlights
such differences in a study, in which they
described that the
lymphocytes in the peripheral blood of

distribution  of

dogs varies according to age. However, the

authors  also  observed  significant

differences in the percentage of
lymphocytes between the different breeds
observed. However, in the differences
between the sexes, they found no
significant differences in relation to the
percentage of each population of T and B
lymphocytes (33). However, the samples
in this study show individuals belonging to
different age groups, and the vast majority,
do not have a specific race (72.7%) (Table
3). This fact is relevant, since the genetic
variability and the diversity of phenotypes

found in this sample may be related to the
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different immune response pattern between
individuals.

The dog's place of origin is also an
important feature, since LVC is a vector-
borne parasitic disease, environmental
issues can increase the likelihood of dogs
being infected. Most dogs belonging to the
infected group in our sample come from
the three administrative regions of the DF
with the highest number of confirmed
cases of CVL (12). In a survey carried out
by Herénio and collaborators of the CCZ
data from Brasilia, identified in
Sobradinho, 108 cases in Lago Norte 102
cases in Fercal (12). In this study, we
identified that 36.3% of our sample of
infected, symptomatic and asymptomatic
dogs, came from Sobradinho, 23.3% from
Lago Norte and 18.2% from Fercal (Table
4). Such results are consistent with the
high number of confirmed cases of CVL in
the work of Herénio and collaborators
(12).

In an attempt to obtain PBMCs,
after separation by density gradient with
only one Ficoll, it was observed that there
was no purity of mononuclear cells with
this methodology, as a high proportion of
polymorphonuclear cells (PNMs) was
identified, morphology, it is suggested that
they are neutrophils (Figure 1). The
protocol used was described by Trajano-
Silva (34) and has been adopted in other
studies with dogs (35-38) . Buurman and




collaborators, however, described the
similarity in the density of canine
neutrophils and lymphocytes, a
characteristic that does not allow the
separation of these populations by a phase
density gradient (39). Therefore, for dogs
there can be significant contamination of
PNMs using this technique (40).

According to  Bruin  and
collaborators, a prerequisite for developing
an adequate in vitro analysis is to obtain
relatively pure populations of PBMCs
from whole peripheral blood (40). In
ruminant PBMC cultures, it was observed
that contamination by PMNs affected the
result of the analysis of lymphocyte
proliferation, inhibiting it and causing
variations (41). Therefore, we chose to
seek the standardization of a new
separation protocol by discontinuous
gradient, with the use of Percoll in two
phases with different concentrations, in
order to propose a new methodology that is
efficient and simplified, a process that is
underway.

The first molecule analyzed,
CD44, had a similar percentage of CD44 +
cells between groups, with only the IAS
showing a small decrease in positive cells,
yet showing 69% positivity (Figure 3A).
However, CD44 + cells in uninfected dogs
showed greater expression of this molecule
than the other groups, showing a

significant difference in relation to the IS
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(Figure 4A). The high expression of the
CD44 molecule in T lymphocytes is a
characteristic of activation of these cells
after the encounter with the cognate
antigen (42). The expression of this
molecule also seems to be mandatory for
the migration of DCs from peripheral
organs to the lymph node, allowing the
presentation  of antigens to the
lymphocytes (43). Thus, the greater
expression of this molecule in monocytes
of NI dogs may indicate a more effective
antigen presentation function in this group
than in the IS group.

Then, circulating monocytes were
identified. A lower percentage of
monocytes CD14+ cells was observed in
the results in the IS group (27.90%) than in
the other two groups, IAS (39%) and NI
(34.45%) (Figure 3B). However, the CD14
molecule was more expressed in NI groups
than in the other groups (Figure 4B). The
CD14 molecule is generally used in the
identification  of monocytes  (44),
therefore, it is suggested that the IS group
has a lower percentage of CD14+
monocytes. This result is consistent with
the study by Reis and collaborators, who
observed a lower percentage of CD14 +
monocytes circulating in peripheral blood
in the IS group than in the NI group (45).
The reduction in the percentage of
circulating CD14 + monocytes in IS dogs

suggests that the monocytes migrate to the




infection sites, where they act as APC,
which highlights their fundamental role in
infection control (26,45) (61,167).

Inside the CD14 + population, a
higher proportion of MHC-II+ cells was
observed in the NI group when compared
to the IAS and IS groups (Figure 3C), and
the expression of this molecule was higher
in the NI and IAS groups and lower in the
IS group (Figure 4C). This characteristic in
the NI and IAS groups could facilitate the
presentation of antigens to the
lymphocytes.  Similar  results  were
presented in one study, with greater
expression of the MHC-II molecule in NI
and IAS dogs than in IS dogs, which
shows less expression of this molecule
(45). Reis and collaborators observed a
low frequency of circulating monocytes in
dogs with CVL, presenting itself as a mark
of the disease, which corroborates the
results found in Figure 3C (45).

Our  results  regarding the
percentage of CD19+ B lymphocytes, Ex
vivo, showed a low median of up to 17%
(Figure 5A) and the infected groups
showed a higher percentage of CD19+
cells, when compared to the NI group
(Figure 5A). As well as greater expression
of this molecule in the IS group showed
the highest expression of the CD19
molecule (Figure 6A). A similar pattern
was observed in CD19+ CD25+ cells

(Figures 5C and 6C). However, these
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results are in contrast to the studies by Reis
and collaborators, who observed a decrease
in circulating B lymphocytes in IS dogs
compared to IAS and NI. At the same time,
they observed greater production of
antibodies: 1gG, 1gG2, IgM, IgE and IgA
(26). This decrease in circulating B
lymphocytes and high production of
antibodies can be explained by the
differentiation of these cells into
plasmocytes, initiating the polyclonal
activity of B lymphocytes (46). A
pronounced humoral response against
Leishmania causes the production of high
levels of non-protective antibodies (47,48).
These data characterize the polyclonal
response of B lymphocytes as a
characteristic of susceptibility to CVL and
to the development of the clinical signs
characteristic of the disease (49).

The CD4+ CD25 + population had
a low percentage, reaching up to 20% in
NI, and lower percentages in the other
groups (Figure 5B). However, MFI
showed similar expression of the CD25
molecule, in CD4 + cells, in all groups
(Figure 6B). In humans and mice, CD4 +
CD25 + cells are generally identified as
regulatory T lymphocytes (Treg), usually
still marked with Foxp3 (CD4+CD25high
Foxp3+) (50,51), which have the function
of regulating both Th1 and Th2 responses
(52). However, a high expression of CD25

may still indicate activated T lymphocytes.




The lack of these specific markers in the
study and the difficulty of finding such
markers for dogs were presented as a
limitation of this work.

In the results we observed different
percentages of CD3+ CD4 + cells in the
three groups, with the percentages of 39%
in NI, 37% in IAS and 34% in IS (Figure
7A). Despite the small difference, these
data corroborate the findings of the
research group of Reis, who observed a
decrease in TCD4 + cells in the Sl group in
relation to the other groups (45). Such
depletion may be associated with an
ineffective protective response, despite the
presence of TCD8+ lymphocytes in
infected dogs, as the absence of TCD4+
lymphocytes prevents the development of
the effector action of TCD8 + cells, which
appears to be dependent on IFN-y,
enabling the progression of disease, being
a  immunosuppressive profile in dogs
(37,53). However, the expression of CD4
molecules, in the MFI analysis, showed a
significant increase of this molecule in the
IS group in relation to the IAS group
(Figure 8A). The function of the CD4
molecule during infection is related to the
activation of lymphocytes, however, this
molecule is widely expressed in other
canine leukocytes, such as monocytes and
neutrophils, and its function still seems to
be little known and underestimated (54).

In the results related to the TCD8+
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lymphocyte population, we observed a
higher percentage of CD3+ CD8+ cells in
the IS group (28%) than in the 1AS group
(25%) (Figure 7B). This result contradicts
the data described in the work of Reis and
collaborators, in which a higher percentage
of TCD8 + cells was observed in IAS dogs
than in IS dogs, suggesting then that high
levels of TCD8 + cells may be a
characteristic that marks asymptomatic
dogs (45). Lymphopenia has also been
observed in dogs infected with L.
infantum, being associated with an
(26,55).
Finally, it was suggested that the
interaction between TCD4+ and TCD8+
cells is important for the activation of

immunosuppressive  profile

toxicity and that this activation is probably
dependent on IFN-y (37,53). The MFI
results, in turn, showed uniformity
between the groups with regard to the
expression of CD8 molecules (Figure 8B).
This molecule is related to the activation of
lymphocytes, together with the TCR, and
the result, it is suggested that the
expression of this molecule does not vary

despite the infection and clinical signs.

Conclusion

The lower frequency of circulating
monocytes and depletion of TCD4 + cells,
the higher percentage of Treg cells and the
lymphocyte anergy in the treatment with
SLA are characteristics of the LVC




susceptibility profile, observed in the IS

group. While higher percentages of

circulating monocytes and lymphocytes (T
and B) are characteristics of the resistance
profile to infection by L. infantum,

identified in the IAS group. Some

biomarkers based on the expression of
molecules and percentage of monocytes
and lymphocytes, described in this study,
can be used to identify the host's
susceptibility or resistance profile. These
data may be useful for future studies

related to treatment, diagnosis and

immunoprophylaxis.
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