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Resumo

A resposta imune na pele de caes infectadod @shmania chagase sua associacdo com
parasitismo tecidual e progressao clinica da legstose visceral canina (LVC) € pouco
compreendido e ha poucos estudos disponiveis Nessalho, uma analise detalhada do
perfil de citocinas (IFNy, 1L-12p40, TNFe, 1L-4, IL-5, IL-13, IL-10 e TGFB1), fatores de
transcricédo (T-bet, GATA-3 e FOXP3) e quimiocin@C(2, CCL4, CCL5, CCL13, CCL17,
CCL21, CCL24 e CXCLB8), assim como, as células métdrias (neutroéfilos, eosindfilos,
macrofagos, basofilos e linfcitos), foram real@mdna pele de 35 cdes naturalmente
infectados usando PCR em tempo real juntamente @®ndeterminacées da densidade
parasitaria da pele e do estado clinico do LVC.anl2 da complexa rede de interacao
citocinas/quimiocinas, de um modo geral, foi obados que varios biomarcadores
evidenciados com o desenvolvimento do presentealtrabenvolvidos na resisténcia
apresentavam-se relacionados a forma assintomdticam baixo parasitismo, enquanto
outros associados com suscetibilidade foram delestasimultaneamente em caes
sintomaticos e com alto parasitismo cutaneo. Urfilpeisto de citocina com altos niveis de
expressdo de IFM- TNF-, IL-5 e IL-13 foi determinado em cédes assintonudtic
Adicionalmente, a manutencdo da forma assintomagta intimamente envolvida com
aumento da razdo IFNiL-4 e com o controle do parasitismo dérmico quearacterizado
pelo aumento da razao IFMHL-10 e IL-12/IL-10, indicando que IFN-e IL-12 exercem um
papel fundamental no equilibrio da relacdo pardmigpedeiro. Aléem disso, altos niveis de
IL-10 e TGF$1, concomitante com a baixa expressao de IL-12g pegresentar uma
condicdo fundamental que permite a persisténciaregdicacdo do parasito na derme.
Adicionalmente, os niveis dos fatores de transorigdATA-3 e FOXP3 foram
correlacionados com a doenca assintomatica. Deafamteressante, caes oligossintomaticos
parecem manifestar uma doenca intermediaria coerrdetadas tendéncias de padrdo de
reposta imune. Durante a passagem por essa foim@aclcorre um predominio de citocinas
moduladoras (IL-10 e TGB1) na derme que explica 0 aumento progressivo daidbkde
parasitaria observada nesses animais. Aléem diss@nt® a passagem por esta forma
oligosssintomatica os niveis de IL-13 decaem e &e&s com medio parasitismo e passa a
ocorrer uma migracdo preferencial de eosinoéfilos gatdo intimamente relacionados ao
aumento de CCL24. Com o avancar do parasitismondee um moderado infiltrado

inflamatorio decorrente da migracéo diferenciahtcrofagos e linfocitos que € orquestrado
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por citocinas do Tipo | (IL-12, TNk- e IFN<y) e fator de transcricAo T-bet, presenca
marcante nesse microambiente. A forma grave da &\¢@racterizada pelo aparecimento de
inimeros sinais clinicos e por uma debilidade emtrotar o parasitismo levando muitas
vezes 0s cdes ao Obito. Nesse contexto, a fornb@gtica € marcada por uma queda de
TNF-a e IL-13 associado a uma queda de expressao de @ABROXP3 podendo explicar a
inabilidade de macrofagos em controlar a infecg@@odb a perda da acdo de TN IFN+y,
praticamente ausentes na pele. O intenso infiltnailamatorio na derme € explicado por um
perfil de citocinas Tipo | (TNF: e IFN<y) expressas concomitante com citocinas reguladoras
(IL-10 e TGF§) presentes nesse microambiente, reforcado poa leagressao de IL-12 e IL-
13. A visceralizacdo do parasito leva a uma hipgatre hiperplasia de 6rgéos linféides que
pode estar sendo ocasionada pelo aumento dos mgelSCL21 em animais com alto
parasitismo cutaneo. Essa quimiocina é respong@lelrecrutamento de APCs presentes na
pele e sua conducéo para os linfonodos no int@tprdmover aumento da apresentagéao de
antigenos parasitarios aos linfécitos T, o queqgeargio ocorrer devido ao perfil de citocinas
(Tipo 1) e/ou reguladoras expressas por esses éd@s do mais, as quimiocinas CCL2,
CCL4 e CCL5 séao responsaveis pelo orquestramentdludo celular de mondcitos e
plamdcitos para compor o intenso infiltrado inflaéme dérmico. Um avanco no
conhecimento dos mecanismos que determinam a taspame protetora da infecgéo por
chagasi nos cades permitira o0 estabelecimento de uma dgiatracional para o

desenvolvimento de vacinas e terapias imunologicasa LVC.

XXI



Abstract

The immune response in the skin of dogs infecteth weishmania chagasand its
association with distinct levels of tissue parasitiand clinical progression of canine visceral
leishmaniasis (CVL) are poorly understood and kahistudies are available. In this work, a
detailed analysis of the profiles of cytokines (HfNL-12p40, TNFe, IL-4, IL-5, IL-13, IL-

10 e TGFB1), transcription factors (T-bet, GATA-3 and FOXR8)d chemokines (CCL2,
CCL4, CCL5, CCL13, CCL17, CCL21, CCL24 and CXCL8} well as, the inflammatory
cells (neutrophils, eosinophils, macrophages, Hatopnd lymphocytes), were carried out in
the dermis of 35 naturally infected dogs using Rea¢ PCR alongside determinations of
skin parasite density and the clinical status ofLCV Given the complex network of
interacting cytokines /chemokines, in general, &swobserved that several biomarkers
demonstrated with the development of this work ined in the resistance had to be related to
the form asymptomatic and with low parasitism, wlolthers associated with susceptibility
were detected simultaneously in dogs with symptaratd high parasitism skin. A mixed
cytokine profile with high levels of expression &##N-y, TNF-, IL-5 and IL-13 was
determined in asymptomatic dogs. Additionally, thaéntenance of the asymptomatic form is
intimately involved with increase of the ratio IRNL-4 and the control of skin parasitism
that is characterized by increased of IL-12/IL-1@l &N-y/IL-10 ratio, indicating that IFN~
and IL-12 play an essential role in the balancéhefparasite/host. Moreover, high levels of
IL-10 and TGFB1, concomitant with the low expression of IL-12, yn@present a key
condition that allows persistence of parasite ogpion in the dermis. Additionally, the levels
of transcription factors GATA-3 and FOXP3 were etated with the asymptomatic disease.
Interestingly, dogs seem to express a diseasesghgotomatic intermediate with certain
trends in the pattern of immune response. Durirgpidissage of this clinical form, there is a
predominance of modulating cytokines (IL-10 and & in the dermis, which explains the
gradual increase in parasite density observed @sethanimals. Furthermore, during the
passage through this form oligosssintomatica thel$eof IL-13 and fell in dogs with moving
average parasitism to occur a preferential mignatibeosinophils that are closely related to
the increase of CCL24. With the advance of pamasitias was a moderate inflammatory
infiltrate from the differential migration of magwbages and lymphocytes which is
orchestrated by cytokines, Type | (IL-12, THFand IFNy) and the transcription factor T-

bet, significant presence in this microenvironménsevere form of the LVC is characterized
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by the appearance of numerous signs and a weaknessitrolling parasitism often taking
the dogs to death. In this context, the symptonfatim is marked by a decline of TNFand
IL-13 associated with a decrease of expression ATA3 and FOXP3 may explain the
inability of macrophages to control the infectiomedto loss of action of TNE-and IFN4,
virtually absent in the skin. The intense inflamamgtinfiltrate in the dermis is explained by a
profile of Type | cytokines (TNF: and IFNy) expressed concomitant regulatory cytokines
(IL-10 and TGFB1) present in that microenvironment, enhanced bydapression of IL-12
and IL-13. The visceralization of the parasite fedd hypertrophy and hyperplasia of
lymphoid organs that may be caused by increaseslsledf CCL21 in animals with a high
skin parasitism. This chemokine is responsibletiier recruitment of APCs in the skin and
driving to the lymph nodes in order to promote @ased of parasite presentation of antigens
to T lymphocytes, which seems to occur due to tudilp of cytokines (Type Il) and/or
regulatory expressed for these dogs. Additionahg, chemokines CCL2, CCL4 and CCL5
are responsible for orchestrated the flow cell @notytes and plamocytes to compose the
intense dermal inflammatory infiltrate. An advanoeour knowledge of the mechanism that
determines the protective immune responseé.tchagasiinfection in dogs will permit the
establishment of a rational strategy for the dgwslent of vaccines and immunological

therapies against CVL.
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MENEZES-SOUZA, D. Introducao

As leishmanioses englobam um complexo grupo degéseparasitarias caracterizado
por uma diversidade de formas e manifestacfescatinique se apresenta amplamente
distribuida geograficamente e conta com a paréipale diversos hospedeiros suscetiveis a
infeccdo, como o0 homem e varias espécies de anisilaestres e domeésticos (Desjeux
2004a). Portanto, do ponto de vista clinico, e icmmando ainda a diversidade e
complexidade biolégica do parasito, dos vetores os thospedeiros vertebrados, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica isbi@anioses em quatro grandes grupos
de acordo com o carater espectral das manifestatigsas apresentadas, como: cutanea,
mucocutanea, cutaneo-difusa e visceral (OMS 20B8).1903, Ross descreveu 0 género
Leishmania o qual inclui os agentes etiol6gicos das leishos®ms como protozoarios
unicelulares, digenéticos e pertencentes a ordematéjplastida, familia Trypanosomatidae e
géneroLeishmania(Ross 1903, Levine et al. 1980, Lainson & Shaw 198¥ et al. 2005).
Até o momento, j& foram descritas mais de 20 espérausadoras de leishmaniose e em
torno de 30 espécies de flebotomineos como prav&etdres. Muitas formas sdo zoonoticas,
onde humanos séo acidentalmente infectados, mdemaas antroponoéticas, humanos sao 0s
anicos reservatorios do parasito (Desjeux 1996e&parasitos, quando estdo presentes no
tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, apresentiuas formas evolutivas distintas
(promastigosta e paramastigota). No hospedeirelwetio, observam-se formas amastigotas
ou aflageladas que residem no interior de célutasistema fagocitico mononuclear (SFM)
(Grimaldi et al. 2001). A multiplicacdo dos parasijttanto no hospedeiro vertebrado quanto
no invertebrado, ocorre por divisdo binaria (Baste al. 1992). A infec¢cdo no hospedeiro
vertebrado ocorre no momento do repasto sanguimmboe sa pele por fémeas de
flebotomineos da familia Phlebotomidae e géhetaomyiano novo mundo o®hlebotomus
no velho mundo.

As leishmanioses encontram-se distribuidas em &me@d@micas de 88 paises, dentre
0S quais, 72 sao classificados como paises emadgiemento e 13 estdo classificados como
0s paises menos desenvolvidos do mundo (Desjewad)0 Estimativas indicam que cerca
de 12 milhdes de pessoas estejam infectadas pbnianioses, com uma incidéncia anual de
1-1,5 milhdes de casos de leishmaniose tegumelntarg 500.000 casos de leishmaniose
visceral (LV). A populacdo em risco de contrair @eca € estimada em 350 milhfes de
pessoas em todo o mundo (Ashford et al. 1992, Adhi®96, Desjeux 2001a,b, 2004a).
Dentre os casos de LV, 90% ocorrem em zonas reraisas suburbanas concentrando-se em

cinco paises - Bangladesh, india, Nepal, Sud&oasilBAtualmente, no Brasil, a LV esta
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registrada em 19 das 27 Unidades da Federacdo,apomximadamente 1600 municipios
apresentando transmissdo autdctone (Manual deawayl e Controle da Leishmaniose
Visceral 2006). As leishmanioses causam a perdapdeximadamente 2,4 milhdes de anos
de vida ajustados por incapacidade (DALYS), coldoaessa patologia entre as dez doencas
infecciosas de maior impacto para a saude publicmneo uma das principais doengas
negligenciaveis presente em paises em desenvolwiniPesjeux 2004a, Hotez et al. 2004,
Alvar et al. 2006). E importante ressaltar, queranf clinica visceral, pode ser causada por
trés espécies deeishmaniaque estdo agrupadas no complexo denominBamdvani. A
espécieLeishmania (Leishmania) donovafliaveran & Mesnil 1903) &.. (Leishmania)
infatum(Nicolle 1908), sdo responsaveis pelos casos ded_velho mundo, atingindo partes
do continente asiatico, africano e europeu. No nonmdo, a doenca acomete paises da
América Latina e é denominada leishmaniose vis@raricana (LVA), tendo como agente
etiolégico o parasito da espédieishmania (Leishmania) chagag€unha & Chagas 1937).
Atualmente, foi sugerido por Mauricio e colaboradoique devido as semelhancas nas
caracteristicas moleculares e bioquimicas entrespécied.. infatume L. chagasi esses
parasitos devem ser considerados como espéciesnsa®(Mauricio et al. 1999, 2000).
Considerando a importancia da LV, Magalhées €t18B0) descreveram medidas de
controle para o combate dessa doenca, baseandn-sendripé de acdes, que envolvi: (
diagndstico precoce e tratamento dos casos hum@noasspersao de inseticidas com efeito
residual em domicilio e peridomicilio das habita;d@®m objetivo de controle vetorial, iie)(
eutandsia de cées infectados. Essa Ultima medidgsifcada pela ineficacia dos protocolos
de tratamento e pela indisponibilidade até o momede uma vacina eficaz para ser
empregada nesse hospedeiro pelo programa govertsmertontrole e profilaxia (Programa
de Controle da Leishmaniose Visceral Canina — PCi®)Ministério da Saude/Brasil. A
reducdo da populacédo vetorial através do uso @#idittas € uma medida fundamental para o
controle da LV. Entretanto, a adog¢do dessa recoagdiodem areas endémicas, apresenta
sérias dificuldades diante do alto custo e dauld&de logistica de aplica-la em regifes de
dificil acesso, fato esse que favorece a re-emei@éou ainda, a manutencédo dos casos de
LV (Desjeux 2004a). Em relacdo ao controle do rkegério canino, o0 emprego dessa medida
em areas endémicas mostrou ter impacto na redlogicasos humanos, porém esse efeito s
pode ser observado com a manutencdo dessa mediftantie sistematica e por longos
periodos de forma ininterrupta através de umaaogpvigilancia sanitaria (Palatnik-de-Sousa

et al. 2001). No entanto, a eliminacéo de caegsaitivos em areas endémicas € considerada
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uma medida de alto custo e laboriosa, além de westignavel pelos proprietarios desses
animais (Palatnik-de-Sousa et al. 2001). Essex@speessaltam a necessidade de ampliar e
intensificar estudos que investigam novos quimégiEos e imunoprofilaticos para serem
empregados no controle da leishmaniose visceraha@afiVC), possibilitando assim, o
bloqueio da transmissao do parasito. Nesse seiiglamas drogas e protocolos terapéuticos
tém sido empregados no tratamento da LVC. No emtaté o momento, ndo ha qualquer
esquema terapéutico capaz de promover a cura joédgsia do cao (Noli & Auxilia 2005,
Ribeiro et al. 2008). Diante disso, o desenvolvito@te vacinas para LVC tem sido apontado
como a principal estratégia para prevenir a infeag caes, e consequentemente, reduzir a
incidéncia dos casos humanos de LV em areas enag€ilesjeux 2004a).

Considerando o exposto, torna-se necessario ineestestudos que busquem ampliar
o entendimento da resposta imune e dos mecanismos/ielos com o desenvolvimento de
protecdo/progressao da doenca em cdes naturalméstgdos. Atualmente, é inconcebivel
desenvolver e testar vacinas contra LVC em estddotase |, Il e Ill, sem que haja um
rigoroso protocolo de avaliacdo da resposta imweades vacinados. Considerando esses
aspectos, nosso grupo de pesquisa tem concentraderos esforcos em estudar e avaliar
diversos aspectos relacionados a imunopatologibMia considerando cées portadores de
diferentes formas clinicas (assintomaticos, oligdsmaticos e sintomaticos) (Reis et al.
2006a,b,c, Giunchetti et al. 2006, 2008a,c, Lagal.e2007, Guerra et al. 2009, Reis et al.
2009) e que apresentam graus de parasitismo tégtagressivos. Esses estudos tém
fornecido novos biomarcadores de resisténcia eeSbsicdlade a infecgdo, além de ter gerado
informacdes relevantes a respeito da resposta imangestada na doenca canina e fornecer
novas ferramentas de analise da resposta imuneies) @is como: imunofenotipagem por
citometria de fluxo, imunohistoquimica ahgishmania histopatologia, RT-PCR, dentre
outras. Tais metodologias ja foram incorporadas diwersos estudos posteriores que
avaliaram diversas vacinas anti-LVC no modelo aaififujiwara et al. 2005, Giunchetti et al.
2007, 2008b, Araujo et al. 2008, 2009). Apesaridameros avancos técnicos cientificos na
area da imunologia veterinaria no que diz resp&iemalise da resposta imune no modelo
canino, ainda é necessario somar esforcos e mamwestimentos financeiros para ampliar e
assegurar uma avaliacdo mais detalhada no inteittbrhecer subsidios para estudos que
testam vacinas e/ou na area da terapéutica etde tesdrogas para LVC.

No intuito de ampliar a capacidade investigativaadpectos da resposta imune no

ambito da leishmanioses visceral canina, o presesitelo propds a utilizacdo da técnica de
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PCR em tempo real como instrumento mais presciggoeoso capaz de avaliar de forma
quantitativa a expressao de citocinas, quimiocendatores de transcricdo na pele de cées,

considerando a carga parasitaria e as diferentes$oclinicas da infeccéo.
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2.1 Aspectos imunopatoldgicos da leishmaniose nakcanina

A leishmaniose visceral canina € uma doenca sistéde curso crénico, e de forma
semelhante ao que ocorre na LV humana, apresemia aspectro de manifestacdes clinicas
que variam de um estado aparentemente saudavietdasdtica), sem qualquer manifestacao
de sinais clinicos da doenca, ou ainda apresentatasenvolvimento intermediario como na
forma oligossintomatica onde sinais clinicos branpassam a ocorrer, ou mesmo apresentar
diversos sinais classicos da doenca sintomaticaaswezes evoluindo para 6bito (Mancianti
et al. 1988, Koutinas et al. 1999, Reis 2001, Ghetic et al. 2006, Reis et al. 2006a). Nesse
sentido, de acordo com Mancianti et al. (1988) & Re¢ al. (2006a), a LVC pode ser
categorizada em trés formas clinicas distintasfonaa clinica assintomatica (CA), ndo se
observa presenca de sinais clinicos sugestivosodacd, e 0os animais sdo aparentemente
saudaveis e ativos, enquanto na forma clinica sdigtomatica (CO), os animais podem
apresentar alguns dos sinais clinicos da LVC, cporoexemplo, perda moderada de peso,
ulceracdes cutaneas leves que ocorrem frequentenmentponta da orelha e em areas
periorbitais, alopecia localizada e algumas vezexcificacdo da pelagem (Mancianti et al.
1988, Reis 2001, Giunchetti et al. 2006, Reis €2@06a, 2009). A forma clinica sintomatica
(CS) é caracterizada pela presenca de mais desitr@is clinicos graves da LVC que se
manifestam no decorrer da doenca, como ulceraci#d@neas geralmente crostosas,
onicogrifose, dermatite furfurdcea, ceratoconjutgjvopacificacdo das corneas, paresia das
patas posteriores, intensa perda de peso que &s weplui para anorexia e caquexia,
podendo evoluir até um progressivo estado gerplatracdo e 6bito. De forma interessante,
cerca de metade dos animais com LVC ndo desengohags clinicos e podem continuar
nessa condicdo assintomatica por longo perioderdpd ou evoluir para as formas clinicas
mais graves (Fisa et al. 1999, Reis 2001, Giunchetl. 2006, Reis et al. 2006a). Nosso
grupo de pesquisa propbs uma revisao na classificdgs formas clinicas da LVC, passando
entdo a considerar duas formas clinicas assintoasata forma clinica CA-l, que sdo caes
assintomaticos soronegativos e PCR positivos, @raaf clinica CA-ll, constituida de céaes
assintomaticos soropositivos e PCR positivos (Coural et al. 2009). Essa nova
classificagdo vem sendo amplamente estudada peko rgrupo de pesquisa no ambito da
imunopatologia da LVC no sentido de identificar roarcadores de resisténcia e
suscetibilidade a infeccdo par chagasie melhor compreender aspectos relacionados ao

desenvolvimento da imunopatogénese da LVC.
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A avaliacdo da carga parasitaria pelo indiceiShmania Donovan UnitgLDU) é
realizada através da contagem do numero de amastigelLeishmaniaem 1000 células
nucleadas (Stauber 1955, modificado por Reis 2001 de esfregacos de tecidos corados
pelo Giemsa, como pela imunohistoquimica aetshmania Tafuri et al. 2004, Giunchetti et
al. 2006, 2008a,c). Atualmente, essa abordagemsdmada ferramenta fundamental para o
estudo da densidade parasitaria em diferentesoteaid LVC (Tafuri et al. 2001, 2004,
Sanchez et al. 2004, Reis et al. 2006a,b,c, Gidnaieal. 2006, Lage et al. 2007, Giunchetti
et al. 2008a,c, Guerra et al. 2009, Reis et al9R00

De fato, a categorizacdo dos animais com LVC sejafggma clinica, ou por carga
parasitaria, tem sido considerada como uma imperstratégia para avaliar caes resistentes
ou suscetiveis a infeccdo porchagasji bem como em avaliacfes de eficacias de vacinas e
testes de drogas (Reis et al. 2009). Nesse contefis portadores da forma clinica
assintomatica, ou apresentando baixa carga paias#@o geralmente considerados mais
resistentes a infec¢do. Por outro lado, animatemsi@iticos que geralmente estéo relacionados
com elevados niveis de parasitismo tecidual, reptagam cdes com maior suscetibilidade e,
portanto, uma apresentacdo clinico-laboratorialsngaave da doenca (Tafuri et al. 2001,
Sanchez et al. 2004, Tafuri et al. 2004, Giuncle¢tal. 2006, Reis et al. 2006a,b,c, Lage et al.
2007, Giunchetti et al. 2008a,c, Alves et al. 20B0erra et al. 2009, Reis et al. 2009). Nesse
sentido, utilizando a estratégia de categorizat&es por forma clinica ou carga parasitaria,
diferentes estudos tém avaliado aspectos imundggtoks da LVC buscando encontrar novos
biomarcadores e associa-los a resisténcia ou thibdatle (Tafuri et al. 2001, Santos-Gomes
et al. 2002, Dos-Santos et al. 2004, Sanchez &08K, Tafuri et al. 2004, Chamizo et al.
2005, Strauss-Ayali et al. 2005, Giunchetti et 2006, Manna et al. 2006, Reis et al.
2006a,b,c, Corréa et al. 2007, Lage et al. 200malLet al. 2007, Strauss-Ayali et al. 2007,
Carrilo et al. 2008, Giunchetti et al. 2008a,c, Gez-Robert et al. 2008, Alves et al. 2009,
Guerra et al. 2009, Manna et al. 2009, Reis €(fl9).

Um dos primeiros estudos com essa abordagem flizada por pesquisadores de
Nosso grupo, empregando-se a categorizacdo doaiardom LVC de acordo com niveis de
parasitismo, baseado nos valores de LDU obtidoslitarentes tecidos e classificados como
baixo (BP), médio (MP) e alto parasitismo (AP) @&Rei al. 2006a,b,c). Essa estratégia
permitiu identificar que animais assintomaticoseapntam em geral baixo parasitismo,
engquanto animais sintomaticos normalmente apraseattas densidades parasitarias em

diferentes tecidos, como: pele, medula 6ssea, figealo e linfonodo (Giunchetti et al. 2006,
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Reis et al. 2006a,b,c, Giunchetti et al. 2008a,8)ém disso, observou-se que
independentemente do estado clinico, o baco e @ galiam os principais alvos do
parasitismo (Reis et al. 2006a). Nesse sentido,odstrou-se ainda que, densidades
parasitarias na medula 6ssea e no baco, séo imfestaiomarcadores capazes de decodificar
a forma clinica na LVC (Reis 2001, Reis et al. 2006

Os fatores relacionados a progresséo da doengaadpteccéo tém sido avaliados por
estudos epidemiolégicos em populacbes caninas, fatdees como estado nutricional,
genética/raca e idade, tém sido apontados comomptn@s importantes capazes de
influenciar na evolugdo do quadro clinico da LVGséFet al. 1999, Solano-Gallego et al.
2000, Quinnell et al. 2003). Do ponto de vista fabarial, cdes naturalmente ou
experimentalmente infectados gdarchagasiinfantum apresentam alteracdes sistémicas que
refletem no perfil bioquimico e hematolégico dessesmais. Nesse sentido, anemia
normocitica e normocrémica, associada a leucopemra decorréncia da linfopenia,
eosinopenia e monocitopenia, tem sido frequenteameatatado como biomarcadores
hematolégicos de doenca ativa em animais portadtaef®rma clinica sintomatica ou em
cédes com alta densidade parasitaria medular na (Ré et al. 2006a, Guerra et al. 2009).
Tais biomarcadores, geralmente encontram-se adsescé aumento dos niveis de proteinas
totais séricas, ocasionado principalmente pelansataesposta imune humoral desenvolvida
por esses animais (Marzochi et al. 1985, Reis.&20fl6a). Aléem disso, aumento dos niveis
de proteina total acompanhado por hipergamagladmiia e hipoalbuminemia, conduzem a
diminuicéo da relagédo albumina/globulina séricasagsnimais (Cardoso et al. 1998, Reis et
al. 2006a, Giunchetti et al 2008c).

Os niveis de isotipos de imunoglobulinas (Ig) rfadgédo natural e experimental por
L. chagasi/infantumvem sendo estudados por varios autores nos ultamos (Solano-
Gallego et al. 2001, Quinnell et al. 2003, ReialeR006b). Esses trabalhos evidenciaram que
o perfil de imunoglobulinas apresenta-se como unpomante biomarcador para
monitoramento do progndéstico do estado clinico e@l@sidade parasitaria tecidual (Reis et
al. 2006b), geralmente associado a piora do queldn@o e ao aumento da replicacdo de
formas amastigotas em oOrgaos linféides. Assim, sajinfeccdo experimental ou natural, o
acionamento da resposta humoral, refletida peleag® nos niveis de classes e subclasses de
lg(s) € frequentemente associado a progressaa@altta doenca, e o estabelecimento de
imunidade efetiva anti-LVC parece ser dependentiendaidade celular especifica (Cabral et

al. 1992, Pinelli et al. 1994, Reis et al. 200@apvaliacdo dos niveis das subclasses IgG1 e
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lgG2, tem sido indicado como marcador evolugdo ldiEca mais importante do que a
avaliacdo dos niveis de IgG total isoladamente k2eg et al. 1995). Correlacdo direta entre
0s niveis das subclasses de IgG1l hetshmaniae o aparecimento dos sinais clinicos, foi
inicialmente demonstrado em céaes infectadod_panfantum enquanto altos niveis de 1gG2
estariam associados com infeccdo assintométicao(ie al. 1999). De forma contraria,
Leandro et al. (2001) relataram niveis aumentaddg@2 em CS na infeccao experimental e
natural da LVC. Em acordo com esse estudo, Reaiks €2006b) relataram aumento dos niveis
de IgG1 associado a forma clinica assintomaticha&a carga parasitaria tecidual, enquanto
forma clinica sintomética seria caracterizada pgaresentar alta carga parasitaria e niveis
elevados de IgG, 1gG2, IgM, IgA e IgE ahkishmania Diante dos resultados controversos
que tém sido frequentemente documentados na litar&m relacdo a analise do perfil de
isotipos de Ig anti-eishmania Day (2007) propde que ainda ndo pode ser estatbelam
padrao de perfil isotipico de classes e subcladségG (IgG1 ou IgG2) antieishmaniaque
possa ser empregado para identificar resisténca sdscetibilidade a LVC. Esse autor
argumenta que a natureza policlonal dos anticaaptdgG1l e anti-lgG2 caninos atualmente
disponiveis para comercializacdo, seria a princg@lsa para os divergentes resultados
relatados na literatura (Day 2007).

De forma interessante, quando animais com LVC &&sificados de acordo com a
forma clinica ou carga parasitaria, € possiveltitiear um padrdo distinto de resposta e
correlacionar com diferentes biomarcadores de pssgio da doenca. Nesse sentido, a
avaliacdo de parametros hematoldgicos em céesdpoggade LV categorizados por carga
parasitaria na medula 6ssea, revelou anemia gravenanais com alta carga parasitaria e na
forma sintoméatica devido a diminuicdo de hemadaiasconcentracdo de hemoglobina e da
taxa de hematocrito (Reis et al. 2006c). O quadnacdcitario avaliado nesse estudo
evidenciou reducdo da populacdo de linfocitos, édidbs e mondcitos no grupo com alta
carga parasitaria na medula éssea (Reis et al.cRO@ierra et al. (2009) ao avaliar
parametros hematologicos na LVC, demonstraram er@una de correlacdo positiva entre
anemia e niveis elevados de parasitismo espléAigm disso, de forma semelhante ao
descrito por Reis et al (2006c), Guerra et al. @20fbservaram reducdo na populacao de
eosinofilos e monécitos no grupo de cédes com atasidade parasitaria esplénica. Esse
achado esta de acordo com a diminuicdo do nimealuab de células CDI4circulantes
(mondécitos) observado nesse grupo (Guerra et @B)2Me acordo com Reis et al. (2006a,c),

a diminuicdo dos valores de mondcitos circulantescées sintomaticos e com alta carga
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parasitaria na LVC indica que ocorre recrutamemébepencial dessas células para os tecidos
linféides alvos do parasitismo que acarretam emeatondos processos inflamatorios nesses
orgaos que implicard em hiperplasia e hipertrofia thesmos, onde também podem exercer
importante papel na apresentacdo de antigena®idemania Clinicamente, esses eventos
sao traduzidos por esplenomegalia, hepatomegdirdaglenopatia generalizada (Reis et al.
2009). Esses estudos reforcaram que a categoridag@aimais portadores de LVC por forma
clinica ou por densidade parasitaria tecidual, faidamentais para avaliar com precisao o
perfil hematologico, que mostrou ter relacdo dioeta o progndéstico da doenca.

No intuito de compreender a génese da hepatomegaliy/C, a avaliacdo histologica
do figado de c@es sintomaticos revelou alterac@flamatorias intensas e que estdo
diretamente associadas ao aumento da carga pasas#gédual. Nesse sentido, Giunchetti
(2004) e Giunchetti et al. (2008c) observaram dies sintomaticos apresentam inflamacao
portal e intensa congestao, além de hipertrofiperplasia de células de Kupffer, granulomas
intralobulares e maior intensidade na inflamacacdasula. Além disso, foi sugerido por
esses autores que existe associacao direta enalees;0es bioquimicas observadas nesse
grupo, como diminui¢cdo da concentracdo de albursémea e aumento da concentracdo de
globulina plasmética com alteracdes histolégicafigaro, progressado das formas clinicas da
LVC e intensidade de parasitismo hepéatico (Giuricketl. 2008c). Esses dados corroboram
com os resultados obtidos por Reis et al. (2006aq\aliar outros compartimentos como,
baco, pele e medula 6ssea. Em um estudo conduard8gmchez et al. (2004), foi relatado
gue em cades assintomaticos o granuloma hepatiesaya-se maduro e bem organizado,
com células de Kupffer distribuidas na parte cémettan infiltrado de linfocitos ao redor. Por
outro lado, cées sintomaticos apresentaram gramslodesorganizados com células de
Kulpffer dispersas e um infiltrado difuso de célulasnonucleares. A dificuldade dos caes
sintométicos em elaborar uma reacgéo inflamatéranomatosa bem organizada parece
refletir uma debilidade na ativacdo e migracao laelpara o foco inflamatério, que é
considerada fundamental para o controle do pasasitiecidual.

Da mesma forma, ainda ndo € bem compreendido @esatesponsaveis pela génese
da esplenomegalia observada na LVC. Por esse malgans grupos de pesquisas tém
concentrado esforgcos para investigar os aspectosojpatologicos do baco empregando-se
analises morfolégicas e imunofenotipicas (Giunci2&d4, Alexandre-Pires et al. 2006, Lima
et al. 2007, Reis et al. 2009). A esplenomegalima s&do associada principalmente ao

aumento da celularidade representada por macrofaggsor mudancas na estrutura
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microvascular com abundantes veias e vénulas nzaparmelha (Alexandre-Pires et al.
2006). Reis et al. (2009) relataram a presencapd¥gdtasia e hipertrofia na polpa vermelha
de animais infectados, caracterizado por infiltratko células mononucleares constituido
principalmente por plasmaocitos. Em relacdo a pbl@enca, a substituicdo da populacéo de
linfécitos por macrofagos, denominado de deplegipalpa branca, tem sido descrito como
um achado frequente da LVC (Giunchetti 2004). Nwdss desenvolvido por Lima et al.
(2007), a expressao de CR3 foi aumentada no bag@mideais sintomaticos em relacdo a
animais assintomaticos e correlacdo entre cargsip@ia e expressdo de CR3 foi observada
em caes naturalmente infectados porchagasi sugerindo que esta integrina pode ser um
importante receptor associado a sobrevivéncia dasppa nesse compartimento e podendo
também servir como bom marcador de suscetibilidadéccao.

Além do baco, que elabora e amplifica a respostsné@de forma sistémica, outro
compartimento linféide importante que tem sido aleoestudos na LVC séo os linfonodos.
Os linfonodos geralmente respondem de acordo cestimulo da regido que drenam a linfa
nos processos infecciosos. Na LVC, linfadenopaginegplizada tem sido frequentemente
relatada, sendo evidente principalmente nos lirdosgopliteos e cervicais onde é observado
pela apalpacédo clinica (Lima et al. 2004). A liiadpatia observada nesses animais esta
associada ao aumento no numero e tamanho dosldsliinfoides e marcante hipertrofia e
hiperplasia de macréfagos medulares (Lima et alD4ROEm um recente trabalho
desenvolvido por pesquisadores de nosso grupopBervada intensa hipertrofia/hiperplasia
das zonas cortical e medular de linfonodos pogjteracterizada como as principais
alterac6es histoldgicas em cées assintomaticosolrar lado, a forma clinica sintomatica
exibe perfil histologico com pronunciada atrofia dana cortical, que foi associado a
debilidade funcional do sistema imune observadsen@gupo clinico (Giunchetti et al.
2008a). Além disso, alteracdes imunofenotipicamdonodo popliteo foram observadas nos
cées naturalmente infectados jhorchagasi Dentre as alteragcfes mais marcantes destacam-
se: aumento de linfocitos T CO5refletido pelo aumento da subpopulacédo de litd&ciT
CDS§', diminuigdo dos niveis de células B CD24lém de aumento da expressdo de MHC-II
em linfocitos (Giunchetti et al. 2008a). Esses ltagdos parecem indicar um padréo particular
da resposta imune compartimentalizada do linfoncmon alteragdes imunofenotipicas
distintas daquelas observadas no sangue perifffioelli et al. 1995, Bourdoiseau et al.
1997, Reis et al. 2006¢c, Guerra et al. 2009). Hacé® a carga parasitaria avaliada nesse

compartimento, Lima et al. (2004) e Giunchettile{2008a) relataram que o parasitismo do
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linfonodo ndo pode ser diretamente relacionadaengidade dos sinais clinicos observados
na LVC. Além disso, Giunchetti et al. (2008a) ertcaram forte correlacdo positiva entre 0s

niveis de parasitismo nesse compartimento comwassnide parasitismo do compartimento

dérmico.

Buscando ampliar a compreensao da imunopatol@iavi€, tem sido empregada a
técnica de imunofenotipagem por citometria de flasmo uma poderosa ferramenta para se
avaliar o perfil imuno-hematolégico de leucocitos sangue periférico ou de diferentes
compartimentos linféides, seja no contexto vivoou in vitro. Bourdoiseau et al. (1997),
relataram que caes naturalmente infectadosLpanfatum independente da forma clinica,
apresentam reducdo de ambas as subpopulacdedatedmn T circulantes CD4e CDS. O
estudo do perfil imunofenotipico de leucécitos wiantes do sangue periférico de caes
classificados em diferentes formas clinicas, vemdseinvestigado por diversos autores
(Sanchez et al. 2004, Reis et al. 2006¢, Giunceedi. 2008c, Guerra et al. 2009), entretanto,
existem poucos estudos associando essas alteragbedies categorizados pela densidade
parasitaria tecidual. Nesse sentido, Reis et @DGR) observaram que a baixa frequéncia de
células B CD21 e mondcitos CD14circulantes sdo importantes biomarcadores cehilare
capazes de decodificar as formas clinicas maisegrda LVC. Além disso, esses autores
observaram que niveis aumentados de células B TB2ihfocitos T CD4 e CDS§ estio
presentes na forma clinica assintomatica. Essatadss foram marcantes na literatura, pois
a partir dai foi possivel evidenciar esses fenétipalulares como biomarcadores celulares de
resisténcia na LVC, atualmente empregados em estdeldestes de drogas e vacinas por
diversos autores (Reis et al. 2006c, 2009).

Mais recentemente, Guerra et al. (2009) associaatieracOes fenotipicas com
parasitismo tecidual no baco e pele, e esses autgtabeleceram que a alta freqiéncia de
linfécitos T CD8 circulantes esta diretamente relacionada ao bgéxasitismo esplénico.
Além disso, esses autores identificaram que h&legéo negativa entre linfocitos T CD&
TCDS8' com densidade parasitaria cutanea (Guerra e0@2)2Nesse sentido, é consenso na
literatura atual que linfécitos T CD&tuariam de fato como principal populagdo celular
relacionada a resisténcia na LVC, seja quando imsa@sao classificados de acordo com a
forma clinica ou por carga parasitéria (PinellaletL995, Bourdoiseau et al. 1997, Sanchez et
al. 2004, Reis et al. 2006c, Giunchetti et al. 20@uerra et al. 2009).

A analise de aspectos histopatoldgicos em difesesimpartimentos linféides de cées

portadores de manifestacbes clinicas (assintomabiigossintomatica e sintomatica) na
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infeccdo porL. chagasj tem sido usada como uma estratégia cientifica panpliar a
compreensao da histéria natural da LVC (Reis e2@09). Nesse contexto, Giunchetti et al.
(2006) avaliaram aspectos imunopatologicos na geledes portadores de diferentes formas
clinicas da LVC. Nesse estudo ficou evidenciadaetagio positiva entre linfocitos T Cb4
circulantes e a intensidade da reacado inflamatbéianica, sugerindo possivel ativacao e
migracdo dessa populacdo de linfocitos para o cdmpto cutdneo que se encontra
intensamente parasitado. Nesse mesmo estudo, obssrvainda que, a forma clinica
sintomaética apresenta as menores contagens de iosn6®14 circulantes, além de ser o
grupo com maior intensidade inflamatoria dérmicalta densidade de parasitismo cutaneo.
Diante dessas observagoes, pela primeira vez foodstrado que a inflamag&o cronica da
derme e o parasitismo cutaneo estdo diretamergeiogrbdos a progressao clinica da LVC
(Giunchetti et al. 2006). Solano-Gallego et al.0@0observaram que em caes portadores de
LV h& um padréo inflamatério sugestivo de dermdbteular, enquanto Dos-Santos et al.
(2004), demonstraram que o infiltrado inflamat&i@ achado histoldgico mais comum na
pele de caes, independente do estado clinico @ukerne que o parasitismo cutaneo esta
sempre associado com inflamacéo. Esse mesmo ed¢mionstrou que ha correlacédo entre
parasitismo, que variou de moderado a denso, cair@panflamatorio granulomatoso e
difuso, além de observar que animais sintométicpgesantaram intenso infiltrado
inflamataorio difuso e alta carga parasitaria (DasiBs et al. 2004). De forma interessante, foi
estabelecido que o infiltrado celular presente mamé superficial e profunda nos caes
infectados, era constituido principalmente de péastos, com pequeno numero de
macrofagos e linfécitos (Giunchetti et al. 2006).

Considerando a natureza das diferentes manifestacheicas da leishmaniose
visceral e 0os poucos modelos experimentais capdzdsrnecer subsidio no conhecimento
cientifico dessa doencga, nos ultimos anos inteasifse 0 emprego do cdo como modelo
experimental para estudo da LV, seja para o est@ibeénto da histéria natural, seja para
estudos de testes terapéuticos e vacinais. Assgunsa grupos de pesquisa tém focado a
atencdo em estudos da resposta imune na LVC. Bwssa, um dos focos mais investigado
na atualidade € o padrdo de citocinas apresentamto cges naturalmente e/ou
experimentalmente infectados parchagasi/infantumno intuito de compreender melhor a
histéria natural da LVC e os mecanismos de resigt&uscetibilidade a infeccdo. Entretanto,
o entendimento do perfil da expressao de citoamaaksVC é extremamente complexo devido

ao fato dessa doenca apresentar um amplo especftondas clinicas que leva a processos
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imunopatoldgicos distintos e a parasitismos teé¢gdw@m caracteristicas peculiares na
infeccdo experimental e natural pbeishmania sp.Nesse sentido, estudos prévios tém
investigado a expressao de citocinas em diversopadimentos teciduais como, pele, baco,
medula éssea e linfonodo, bem como em células nuoteares do sangue periférico (CMSP)
durante a infeccao pdr. chagasi/infantumUm dos estudos pioneiros abordando o perfil de
citocinas na LVC, foi conduzido por Pinelli et 1994, 1995) que empregaram estratégias
metodoldgicas indiretas, tais como, 0 uso de amtgomonoclonais humanos e murinos por
ELISA ou métodos bioldgicos de citotoxidade paraliagdo de IFNe Esses autores
propuseram que a infeccdo assintomatica na LVCrigstalacionada a um perfil de
imunidade protetora contrh. infantum semelhante a resposta do Tipo | observada em
modelos murinos tipo BALBc e C3Hmice infectados pomajor (Mosmann et al. 1986).
Posteriormente, esses mesmos autores demonstraeiinfpcitos T CD8 desempenham
importante papel na imunidade protetora da LVC ada$olL. infantum uma vez que essas
células sédo capazes de montar resposta do Tip@véatda producdo de IFN-além de
desempenharem atividade citotoxica potencial degidma habilidade de lisar macréfagos
infectados por esse parasito (Pinelli et al. 198@).observado ainda por Pinelli et al. (1994,
1995), que CMSP de caes assintomaticos estimuiadesro com o antigeno soltvel do
parasito, sdo capazes de produzir elevados nieeii-@ e IFNy quando comparado as
células de caes sintomaticos. Esses resultadogsesuggue a suscetibilidade de caes a
infeccdo esta associada a inabilidade de montposesimune do Tipo | e que essas citocinas
poderiam ser utilizadas ainda como biomarcadorgsaresséo da doenca.

Mais recentemente, foi desmistificado também nadetm canino essa imagem
polarizada da resposta imune inicialmente propostaestudos de Pinelli e colaboradores
(Pinelli et al. 1994, 1995), e com isso, um entemiito mais abrangente passa a ser
compreendido da histéria natural da doenca no qie rdspeito aos processos
imunopatolégicos e aos mecanismos relacionadossiatéecia/suscetibilidade a doenca.
Trabalhos recentes demonstraram que em cées mnatatal infectados porL.
chagasi/infantuma expressédo de IFiNobservada na medula 6ssea ou no baco foi similar
entre as formas clinicas polares (assintomati¢atensatica) (Quinnell et al. 2001, Corréa et
al. 2007, Lage et al. 2007). De forma interessantepredominio tanto de IFileomo de IL-

4 foi evidente em CMSP de animais assintomaticamdp estimuladas com antigeno soltvel
de Leishmania (SLA) (Chamizo et al. 2005). Ao avaliar a expressie citocinas em

esplendcitos, Lage et al. (2007) sugeriram que & L&/ marcada por um equilibrio na
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producédo de citocinas do Tipo | e do Tipo Il, masmgpredominante acumulo de niveis de
IL-10 a medida que ocorre progressao da cargaiffarasou das manifestagfes clinicas da
doenca no céo, sugerindo o papel modulador da lindske contexto, visto que ocorre
aumento da expressao de Ifer esplendcitos associado ao aumento da cargsifgaia do
baco (Lage et al. 2007).

Strauss-Ayali et al. (2005), demonstraram em CM&B&ds com LV naturalmente ou
experimentalmente infectados porinfantuma habilidade da IL-12 em induzir o aumento da
producdo de IFNs reforcando a importancia dessas citocinas na teagéo de uma forma
assintomatica na LVC. Além disso, ficou documentgae IL-10 tem a capacidade de inibir a
proliferagcdo de CMSP e a producédo de NrBim caes experimentalmente infectadoslpor
infantum confirmando assim a hipdtese levantada por Lagd. €2007). Em um recente
estudo realizado por esse mesmo autor avaliandspasta imune esplénica, foi demonstrado
que animais infectados pdr. infantum independente da evolucdo clinica, apresentam
aumento nos niveis de mediadores associados astasjm Tipo | como, IFN; quimiocinas
IP-10 e RANTES, além do fator de transcricdo T{B#¢tauss-Ayali et al. 2007). Além disso,
ficou demonstrado também que os niveis de IL-4 mnam-se aumentados na fase inicial da
infeccdo experimental, enquanto os niveis de lb+arh elevados apenas no estagio tardio.
Interessantemente, ndo foi observada diferencanivess das citocinas reguladoras IL-10 e
TGF durante a infeccdo experimental. No entanto, eskalo também indicou que ambas
as respostas do Tipo | e 1l ocorrem no bac¢o durahtC, como ja observado por Lage et al.
(2007) na infeccdo natural pbr chagasj sugerindo que uma elevacéo inicial dos niveis de
IL-4 pode ter um papel na persisténcia dos pasasitopresenca de altos niveis de FN-
(Strauss-Ayali et al. 2007).

Na leishmaniose canina, tem sido estabelecido tamdngmento da expressdo das
citocinas IL-4, IFNy e TNFe nas lesdes de pele de caes naturalmente infecerdos
comparacao a animais controle (Brachelente etO@l5)2 Nesse trabalho, observou-se que a
expressao desse conjunto de citocinas (IL-4, ILEL3TNFw) encontra-se levemente
aumentada nas biopsias de pele. Além disso, foierebdo um infiltrado celular
predominantemente do tipo plasmocitario, enquargopaessao de IFMfoi moderadamente
aumentada quando linfocitos eram predominantegsEmstores sugerem que o aumento da
expressao de IL-4 estd associado com a gravidadsim@s clinicos e a alta carga parasitaria

nas lesbes de pele (Brachelente et al. 2005). Emeaente estudo longitudinal investigando
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o perfil de citocinas em CMSP, foi observado nopgride animais experimentalmente
infectados pot.. infantumque n&o desenvolveram sinais clinicos da doengatiuos quatro
primeiros meses apos a infeccao, baixa expresséo4le IL-13 na fase inicial da infeccéo
(Sanchez-Robert et al. 2008). Entretanto, animagésapresentaram altos niveis de IL-4 e IL-
13 na fase inicial da infec¢do, desenvolveram sighnicos da LVC e apresentaram altos
niveis de parasitismo tecidual. Além disso, foi iém verificada expressdo aumentada de
IFN-y associada a altas densidades parasitérias e etitsido avancado (sintomatico) nesses
animais (Sanchez-Robert et al. 2008). No estudendedvido por Corréa et al. (2007),
avaliou-se de forma quantitativa a producéo de {FNGF$ e IL-10 em sobrenadantes de
extratos de baco e figado de caes assintomatispganaticos, e foi observado altos niveis
de IL-10 em ambos os grupos de cées. Além disseradram-se niveis elevados de TGF-
no grupo de caes assintomaticos, enquantoyl@Nresentou-se em niveis semelhantes entre
0S grupos assintomaticos e sintomaticos, porém encentracdes significativamente
inferiores as de IL-10 e TGF-(Corréa et al. 2007). Alves et al. (2009) ao araln a
expressdo de citocinas nos linfonodos de cées ahatemte infectados pok. chagasi
observaram que baixa carga parasitaria nesse ctimgato esta correlacionada a forma
clinica assintomatica da LVC e a expressédo aumamtadFNy e TNFa. Além disso, nesse
estudo foi demonstrado que a expressdo aumentallalflee TGF$ determina o aumento

da carga parasitaria e da progressao da doenca.

Diante da importancia do cdo como reservatorio a@gto em regides endémicas
para LV humana, em decorréncia principalmente ¢enso parasitismo cutaneo que ocorre
nesses animais que sao fontes potenciais paradtabweos e considerando ainda o grande
namero de casos de LVC nessas areas principalrassitgomaticos (Abranches et al. 1991,
Reis et al 2006a), o entendimento do perfil imune é de furetgal importancia para o
estabelecimento de biomarcadores que determinarisesisténcia/suscetibilidade a infeccao
por Leishmania chagasiAlém disso, a identificacdo desses biomarcadomssiste em
importantes pré-requisitos para uma analise maisada da resposta imune para ser
empregada em estudos de novas estratégias imuitdtpras ou quimioterapica anti-LVC.
Adicionalmente, baseado na similaridade entremassclinicos observados na LV humana e
canina, assim como, na evolucédo da histéria natl@adoenca, o estudo da LVC tem sido
indicado como alternativa para o entendimento dagéaese da doenca humana (Sanchez et

al. 2004, Reis et al. 2006a). Nesse contexto, septe trabalho buscou investigar aspectos
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imunopatolégicos no compartimento dérmico de catsralmente infectados pbr chagasi
utiizando como principal estratégia para determira perfil de resisténcia e/ou
suscetibilidade a infeccdo, a categorizacdo dos péecedentes de area endémica (Belo
Horizonte, Minas Gerais), naturalmente infectadoslp chagasj tanto pela forma clinica
como pela densidade parasitaria cutdnea. Paraftssavaliado a expressdo de um amplo
repertério de citocinas (IFM-1L-12p40, TNFe, IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 e TGFB1), fatores

de transcricdo (T-bet, GATA-3 e FOXP3) e quimiosin&CL2, CCL4, CCL5, CCL13,
CCL17, CCL21, CXCL8 e CCL24), assim como, as afiéea histoldégicas apresentadas
nesse compartimento através da celularidade td@diminfiltrado inflamatério cutaneo.
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3.1 Objetivo geral

Estudar o envolvimento de citocinas, quimiocinadatres de transcricdo nos
processos imunopatolégicos da pele de cées natmsminfectados poleishmania
(Leishmania) chagasiportadores de diferentes formas clinicas da negésitiose visceral

canina e diferentes graus de parasitismo no comyanto cutaneo.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar em cées néo infectados e caes naturalmieéetados porL. chagasi
categorizados de acordo com a forma clinica e caegasitaria na pele, os seguintes

parametros:

1 - Os niveis da expressdo de RNAm de citocinas-¢lHL-12p40, TNFe, IL-4, IL-5, IL-

13, IL-10 e TGF31), fatores de transcrigéao (T-bet, GATA-3 e FOXP3ugmocinas (CCL2,
CCL4, CCL5, CCL13, CCL17, CCL21, CXCL8 e CCL24) campartimento cutaneo;

2 - A influéncia da progresséao clinica e do grawpdemsitismo cutaneo sobre os niveis da
expressdo de RNAm de citocinas, fatores de tray@&creé quimiocinas no compartimento
cutaneo;

3 - O perfil celular inflamatério da pele;

4 - A correlacdo entre os niveis de expressao tdeimas Tipo |, tanto com 0s niveis de
expressdo de citocinas do Tipo Il quanto com osisivde expressao de citocinas
imunoreguladoras;

5 - A correlacdo entre os niveis de expressaotdeiras tanto com os niveis de expressao de
fatores de transcricdo quanto com os niveis deeegfo de quimiocinas;

6 - A correlacdo entre os niveis de expressaotdeirtas e de quimiocinas com o infiltrado

celular da pele.

43



4 Materiais e Métodos

44



MENEZES-SOUZA, D. Materiais e Métodos

4.1 Animais, pré-selecao e manejo

Os animais utilizados neste estudo séo decorreotésabalho desenvolvido por Reis
(2001), em que foram selecionados cées néo infec@adées naturalmente infectadoslpor
chagasj portadores de diferentes formas clinicas da ¢éfecde ambos os sexos, com idade
variando entre 2 a 6 anos, sem raca definida (SkRBados e mantidos no canil de
experimentacdo do Laboratdrio de Leishmanioses elsafPamento de Parasitologia (ICB-
UFMG) ou cedidos pelo Centro de Controle de Zoosiake Prefeitura de Belo Horizonte
(CCZ/PBH/MG).

Antes da chegada dos animais, as celas foram sidlaseto “vazio sanitério” que
consistiu na desinfeccdo das mesmas através dgetaaom solucédo de hipoclorito a 1%.
As celas foram mantidas sob inspecOes periddicasindibiente externo e submetidas a
borrifacdo com piretréide (k-othrifieBayer CropScience Brasil, RJ, Brasil) trimesteite
para evitar a presenca de flebotomineos e ectojarad®s animais foram submetidos a coleta
de fezes para o diagnostico de infec¢cdes por pratas ou helmintos intestinais e em
seguida, receberam tratamento anti-helmintico dgol@spectro (Endal Pffis Schering-
Plough Saude Animal, SP, Brasil) composto de faelbapalmoato de pirantel e praziquantel,
além de banho com inseticida de acdo ectoparasifititox’, Laboratério Quimio S/A).
Posteriormente, foram identificados em fichas coné suas caracteristicas fisicas (sexo,
tamanho, cor, pelagem, etc.), numerados e mangisloguarentena. Durante esse periodo, 0s
cdes foram vistoriados diariamente e examinadosas&mente. Quinze dias apols a
quarentena, foi realizado novo exame coproparagitd para certificacdo da eficacia do
tratamento anti-helmintico, bem como, andlise edjgsa para avaliar a eficiéncia da acao
do inseticida. Os caes foram mantidos no canil@B/UFMG com agua potavel e racao
balanceada (Kin({s Braswey S/A, SP, Brasil), fornecidad libitunt.

4.1.1 Diagnostico soroldgico e caracterizacdo déndos caes

O diagnostico sorologico foi realizado utilizandwes dos cdes através da reacédo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) segundo Camand®64), empregando conjugado
especifico anti-lgG de céo (Biomanguinhos, Fiocii, Brasil). Foram utilizadas formas
promastigotas deL. amazonensis(MHOM/BR/1960/BH6) mantidas em crescimento

logaritmico em meio LIT. Animais com titulos de IgGperiores a 1:40, foram considerados
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positivos para LVC. As reacoes foram realizadadiateamente apds a entrada dos cées no
canil e antes de ser realizada a necropsia.

Os caes utilizados nesse estudo foram subdivididod grupos experimentais: grupo
controle, consistindo de animais nao infectados fguam denominados pela sigla CNI
(n=16) e 3 grupos clinicos da LVC, denominados assiético, oligossintomatico e
sintomatico. Essa classificagio foi realizada d&dic com o ndmero de sinais clinicos da
infeccdo depois de concluida a quarentena, confareianti et al. (1988). A classificacéo
esta descrita abaixo seguida de uma tabela derandstio nUmero de animaiGrupo 1 -
Caes néo infectados (CNI):16 caes sadios nascidos, criados e mantidos nid adan
Laboratério de Leishmanioses, Departamento de iRaogga, ICB-UFMG ou provenientes
do CCZ/PBH/MG, com exames sorolégicos e parasitobdgnegativos nos orgaos pele,
baco, figado, medula 6ssea e linfonodo popli@uapo 2 - Caes assintomaticos (CA)10
cdes com sorologia positiva pela RIFI, com examasagitoldgicos positivos que nado
apresentaram sinais sugestivos da infec¢ad panagasiao exame clinicdirupo 3 - Cées
oligossintomaticos (CO): 10 cdes com sorologia positiva pela RIFI, com e&am
parasitologicos positivos, apresentando no maxitédrés sinais clinicos da doenca, como:
opacificacdo da pelagem, alopecia localizada e sromgento moderaddGrupo 4 - Caes
sintomaticos (CS):15 cdes com sorologia positiva pela RIFI, com esamparasitolégicos
positivos e com mais de trés sinais clinicos dancae tais como, pelagem opaca,
emagrecimento acentuado, onicogrifose, lesGes easamapatia, ceratoconjuntivite. A Tabela
I, apresentada a seguir, mostra 0s sinais clinib@®rvados nos animais utilizados nesse
estudo, demonstrando o niumero de animais e o peatgor grupo para cada sinal clinico
observado.

46



MENEZES-SOUZA, D. Materiais e Métodos

Tabela I: NUmero de animais por grupo apresentando determisiadl clinico

Grupos Clinicos

Sinais Clinicos CA co CS
n=10 n=10 n=15
Pelagem Opaca NO 2 10
Alopecia NO 4 11
Dermatite Furfuracea NO NO 4
Opacificacdo das Coérneas NO 1 2
Edema das Patas NO NO 1
Ulceras NO 7 14
Paresia das Patas NO NO 1
Ceratoconjutivite NO 2 4
Emagrecimento NO 2 12
Onigocrifose NO 5 13

As observag6es clinicas estdo expressas em numar@ed que apresentaram os sinais clinicos poo.grup
NO (ndo observadoji=nimero de cdes em cada grupo.

4.1.2 Procedimentos técnicos realizados para aopsia dos caes

A eutanasia dos cdaes foi realizada conforme asmeicdacdes do Colégio Brasileiro
de Animais de Experimentacdo (COBEA) e em concaridacom a Lei n°. 6.638, de 8 de
maio de 1979, que estabelece normas préticas aiedéntificas da vivisseccdo de animais.
Os procedimentos foram iniciados com a aplicacdargsstesia geral com tiopental sodico
(ThiopentaxX, SP, Brasil) e apds constatacdo da morte, inicias@ os trabalhos de
necropsia. Posteriormente, foi entédo retirado wagrfrento da pele da ponta da orelha para
avaliacdo da densidade parasitaria por aposicadramas, extracdo de RNA para avaliacdo
da expressao génica (acondicionado em gelo e ratente em freezer -80°C) e analise
histopatoldgica (acondicionado em formol tampongdtib7,2 a 10%).

O diagnostico parasitologico e a densidade parasitda pele foi determinada
utilizando fragmentos de tecidos submetidos a gaf@s por aposicdo em laminas corados
por Giemsa. Através da utilizacdo de microscopiicopfoi realizada a contagem do ndmero
de formas amastigotas na pele em 1000 célulasadade com o objetivo de estabelecer a
intensidade do parasitismo cutaneo através do endenominado de LDULgishmania
Donovan Units Stauber 1955, modificado por Reis 2001). Atradés resultados de
intensidade parasitaria, os cades foram categoizadotrés grupos utilizando a analise por
tercis. A metodologia estatistica de tercis coagist divisdo por trés do numero total de caes
incluidos nos grupos de animais infectados. Dessadl, 0 primeiro grupo infectado possui

um terco dos caes com os menores indices de ETaEBiD segundo grupo € alocado com o
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segundo terco de cdes com os indices medianosykmo terco, permanecem 0s cdes com
os indices mais altos de parasitismo na pele, adesorito a seguirGrupo 1 - Caes nao
infectados (CNI): 16 caes sadios nascidos, criados e mantidos nbdmhaboratorio de
Leishmanioses, Departamento de Parasitologia do-UEBIG ou provenientes do
CCZ/PBH/MG, com exames soroldgicos e parasitol@imegativosGrupo 2 - Cdes com
baixo parasitismo (BP): 12 cdes com sorologia positiva pdra chagasi apresentando
contagem de LDU na pele de 1 a 10 formas amassigdéaleishmanidl000 células
nucleadasGrupo 3 - Caes com médio parasitismo (MP)11 cdes com sorologia positiva
paraL. chagasj apresentando contagem de LDU na pele de 11 &25%@s amastigotas de
Leishmani&l000 células nucleada&rupo 4 - Caes com alto parasitismo (AP)12 caes
com sorologia positiva para. chagasi apresentando contagem de LDU na pele maior ou

igual a 251 formas amastigotasldgshmaniéal000 células nucleadas.

4.2 Avaliacdo da expressao génica por gRT-PCR

4.2.1 Extracédo e purificacdo do RNA total das amasstle tecido

As amostras de bidpsias de pele coletadas doseslutfizados nesse estudo foram
divididas em dois fragmentos. Um fragmento foi aremado apds o procedimento de
necropsia em tubos do tipeppendorf RNasefree embebidos enfissueTek em freezer a
temperatura de -80°C até o momento da extracdo NA. RO segundo fragmento foi
acondicionado em formol tamponado (pH 7,2) a 10%ckiido em parafina e cortada em
micrétomo na espessura de aproximadamente cincoommétros e posteriormente corada
pelo método da Hematoxilina & Eosina (HE).

Na etapa de extracdo do RNA total, foram utilizagaantidades de tecidos com o
peso estimado entre 20-40 mg. As amostras apos) setegadas do freezer -80 °C, foram
imediatamente imersas em 1 mL de TRIz&eagent (Invitrogen Sdo Paulo, SP, Brasil)
contido dentro de um vessel de 15 mL e maceratizantio pistilo de vidro com ranhuras em
um homogeneizador de tecidos POTTER S (B. BraunteBio International Gmbh,
Melsungen, Alemanha) até total dissolucéo do teclamlos os instrumentos utilizados no
processo de maceracao foram lavados com aguadrataa Dietil-Pirocarbonato (DEPC) e
posteriormente limpos com gaze embebida com um vedos de nucleases (RNAses)

RNAseAway (Invitrogen S&o Paulo). Posteriormentéomogeneizado foi transferido para
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tubos do tipo éppendorfde 1,5 mL e incubado por 5 minutos a temperaamndiente para
permitir a completa dissociagdo dos complexos opetegeinas. Foram entdo adicionados 0,2
mL de cloroférmio (Sigma, St. Louis, MO, USA) patada 1,0 mL de TRIzol nos tubos
contendo o homogeneizado e em seguida foram feshadwitados vigorosamente por 15
segundos e incubados por 2-3 minutos a temperataobdéente. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 12 minutos a 12.00@ xm microcentrifuga (Centrifuga 5418,
Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a temperatura amiignfase aquosa foi transferida para
um novo tubo de 1,5 mL, seguido da adicdo de voleopgvalente de etanol 95% viv
(preparado com agua tratada com DEPC) e homogeioeizeavemente invertendo o tubo por
trés vezes para precipitagcao do RNA total.

Para purificacdo do RNA total contido na amosttdizau-se o kit de extracdo de
RNA total (SV total RNA Isolation System - Promeddadison, WI, USA) com algumas
adaptacOes descritas a seguir. O RNA obtido comsoritie acima, foi transferido para um
“spin baskétacoplado a um tubo coletor de 2 mL e centrifugad@2.000 x g por 1,5
minutos em microcentrifuga. O liquido residual ndat coletor foi descartado apds as
seguintes centrifugacdes. Foram entdo adicionad0gu& de solucdo de lavagei®@\( RNA
Wash Solutione em seguida centrifugado a 12.009por 1,5 minutos. As amostras de RNA
foram tratadas com DNase para assegurar a ausénciantaminagéo por DNAg. Para isso,
foi preparado um mix contendo 40 uL destlow core buffér, 5,0 uL MnCL0,09M e 5 pL
de DNAse e aplicado sobre a membrana do spin éadcupor 30 minutos a temperatura de
20-25°C. Posteriormente, foi adicionado 200 pL 8& DNAse Stop Solutibpara inibicdo
da atividade enzimética da DNAse. O tubo foi ent&atrifugado a 12.000 g por 1,5
minutos e o liquido contido no tubo coletor desdot Foi adicionado entdo 600 pL de
solucéo de lavagen8¥ RNA Wash Solutipe centrifugado por 12.000gpor 1,5 minutos.
Adicionou-se entdo, 250 pL de solucdo de lavag8m RNA Wash Solutiprseguido de
centrifugacdo a 14.000 g por 2,5 minutos. Posteriormentespin foi transferido para um
tubo de eluicdo e adicionou-se 100 puL de agua lierewuclease seguindo centrifugacéo a
12.000 xg por 1,5 minutos. Em seguida, as amostras foranazenadas imediatamente a -

80°C até o momento do uso.
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4.2.2 Quantificacéo e avaliacdo do grau de puread&#lA total extraido

As amostras de RNA extraidas foram dosadas no @meipto Biophotomet®r
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha) utilizandpall de RNA diluidos em 59L de agua tratada
com DEPC (diluicdo de 60x) e o grau de pureza datde a presenca de proteinas, foi
avaliado utilizando a relagdo dos valores de adswib obtidos & 260 e 280 nm. O grau de
contaminacdo por fenol foi avaliado pela absort#g@&nai 320 nm. As amostras que
apresentaram absorbancia 260/280 nm acima de dgg foonsideradas com um grau de

pureza satisfatério.

4.2.3 Integridade do RNA extraido

A separacao eletroforética das amostras de RNA fitrealizada em gel de agarose
em condi¢des desnaturantes e especificas para Bfindo o seguinte protocolo: em um
primeiro frasco (frasco 1), 0,6 g de agarose foidida em 40 mL de agua (tratada com
DEPC) utilizando microondas convencional para agueato; em um segundo frasco (frasco
2), foi adicionado 12,8 mL de agua (tratada com OB mL de tampao MOPS 10X e 1,2
mL de formaldeido (Sigma). Quando a temperaturdra®co 1 atingiu em torno de 45°
(palpéavel), esse foi adicionado ao frasco 2. Apd®mogeneizacdo, a solucdo foi vertida
sobre o aparato de eletroforese com pente apropeadguardado aproximadamente 40
minutos para completa solidificacdo. Paralelamefde,preparado o tampdo de amostra
contendo 93,75 uL de formamida (Sigma), 13,75 ulfadmaldeido, 18,75 pL de MOPS
10X, 21 pL de agua (tratada com DEPC), 0,25 ulLzdéde bromofenol (100 mg/mL) e 0,25
puL de brometo de etidio (Sigma). Foi utilizado 5 e amostras de RNA para 10 pL de
tampédo de amostra e incubado por 5 minutos a 6886néturacdo do RNA) seguido de
banho de gelo por trés minutos. Posteriormentamasstras foram aplicadas no gel e corridas
a 70 V em tampao MOPS 1X. Todo material foi prevwate autoclavado e limpo com
cloroférmio e a cuba era exclusiva para RNA, edtarrontaminacdo por RNAses que
poderiam comprometer a integridade do RNA duramimoesso de separacéo eletroforética.

As amostras consideradas adequadas para avalim@miveis de transcritos de
RNAm foram as que apresentavam bandas integragmefe as subunidades 26S, 18S e 5S
do RNA ribossomal. O gel desnaturante referentnasstras de RNA utilizado nesse estudo

esta mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Gel desnaturante de RNA total. Na figura é padsiisualizar bandas integras referentes as suadesd
ribossbmicas 5S, 18S e 28S das amostras de RN/Axbtaidas de duas amostras de cées utilizadts estsido.

4.2.4 Transcricéo reversa (sintese ddith de DNA complementar - cDNA)

Previamente a sintese da 12 fita de cDNA, as aasodé RNA foram avaliadas quanto
a presenca de contaminacdo por DNAg apods o tratantem DNAse. Nessa etapa, foi
realizado PCR convencional utilizando-se 2 pL doAR&ktraido e GAPDH como gene
padrdo. A auséncia de banda especifica ap0s afeagdp, visualizada através de gel de
agarose 1,2% corado com brometo de etidio, fozatlh como indicativo da auséncia de
DNAg nas amostras de RNA total.
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A primeira fita de cDNA, foi sintetizada utilizando kit “High Capacity cDNA
Reverse Transcription Ki{fPE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) @sordo com as
recomendacbes do fabricante. Para isso, adiciomans um tubo de 0,2 mL com tampa
redonda (tlomed caj), 1 ng de RNA total presente em um volume final maxineal@ulL.
Posteriormente, foi adicionado {Q do mix de transcricdo reversa em cada tudo den@,2
contendo RNA, e posteriormente, os tubos foramcamlos no termociclador Veriti™ Termal
Cycler (PE Applied Biosystems) nas seguintes cdmedic1 ciclo de 10 minutos a 25°C, 1
ciclo de 120 minutos a 37°C, 1 ciclo de 15 segurad85°C e 1 ciclo de 5 minutos a 10°C,
consecutivamente. Apdés o0 término da etapa antewsr,tubos foram retirados do
termociclador e armazenados a temperatura de -@@°6€ momento da amplificacdo da etapa

de PCR em tempo real.

4.2.5 Desenho dos iniciadores (primers)

Os iniciadores foram desenhados utilizando o so#waene Runner (versdo 3.05,
1994). As sequéncias de nucleotideos referentegy@oss avaliados nesse estudo foram
obtidas do GenBank (<http://www.ncbi.nim.nih.gov/i#jlizando sequéncias completas de
CDs, e quando néo disponivel, foram utilizadaseagi&ncias parciais encontradas. Para os
genes que apresentavam variagoes de transcritosaiazado um alinhamento das sequéncias
para identificar regides em comum entre os traius;re a partir dessas, foram desenhados os
respectivos primers.

Os critérios utilizados para selecionar os iniciaddoram o0s seguintes:

1) Conteudo de C+G entre 50-60%;

2) Tamanho de 18-22 bases;

3) Temperatura de fusdo (Tm) entre 58-60°C;

4) Evitou-se utilizar iniciadores com mais de qodiases em sequencia de C e/ou G, e
com mais do que 2 C ou G nas cinco ultimas basestdamidade 3’;

5) Variacédo do tamanho dampliconsde 50 a 150 pares de bases (bp);

6) Sequéncias que estavam entre juncdes de exoineres;

7) Nao ocorrer homologia com outras sequénciaseptes no genoma canin€gnis

familiaris) e/ou no genoma deeishmania infantum.
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Os iniciadores utilizados nesse estudo estdo tiesana tabela I, assim como a
sequéncia de nucleotideos, a fung¢édo, o numeroats@@o GeneBank (NCBI) e o tamanho

dosamplicons.

4.2.6 Validacéo dos iniciadores

Para avaliar se os iniciadores utilizados eramaipes para 0s genes descritos na
Tabela I, foi realizado PCR utilizando o reageB¢BR GREEN PCR Méster Mix (PE
Applied Biosystems) nas condi¢cdes de termociclageri5°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 60°C por 1 min e 95°C por 15 segunddgaudo o termociclador Veriti™ Termal
Cycler. Para isso, foi utilizado 4 pL da fita de cDNA de céo (diluido 5X), 1 uL dos
iniciadoresforward e reversede cada gene (1 uM) e 5 uL de SYBR GREEN PCR Maste

Mix para cada reacdo de PCR.

4.2.7 Avaliagdo doampliconsgerados utilizando gel de agarose a 1,2%

Os produtos de PCR obtidos a partir da reacdoGR &m tempo real utilizando os
primers desse estudo foram aplicados em gel deosma 1,2%, a fim de confirmar a
auséncia de amplificacBes inespecificas, evideaqgiath presenca de uma banda Unica com
peso molecular esperado para os amplicons gergosiadesses primers. Na Figura 2 estao

demonstrados os produtos de PCR de alguns gerleslagano presente estudo.
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Figura 2: Andlise dos produtos de PCR gerados a partir dzioede PCR em tempo real em gel de agarose a
1,2%. Na primeira canaleta da esquerda encontogpselrdo de peso molecular sendo evidenciadossos pke

100 e 600 pares de base (pb). Na figura estdomsmdos também os produtos de PCR obtidos a padir
iniciadores referente aos seguintes genes: GAPDHpH), I1L-12p40 (109pb), IFN-(113pb), TNF-u (94pb),

IL-4 (123pb), IL-5 (106pb) e TGB1 (134pb).
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Tabela 1l: Sequéncia de iniciadorderward e reversereferente aos genes avaliados, funcdo, tamanhangsicon
gerado, nimero de acesso das sequéncias no Geke dBaiéncia da reacdo de gPCR & dds primers utilizados,
avaliado através de uma curva de eficiéncia

Tamanho do  Numero de Eficiéncia
Gene Sequéncia de nucleotideos (5°-3") Funcéo amplicon acesso da reacao R?
(bp) GeneBank (%)
GAPDH
F TTCCACGGCACAGTCAAG Constitutivo 115 AB038240 99,1 0,996
R ACTCAGCACCAGCATCAC
IL-12p40
F CAGCAGAGAGGGTCAGAGTGG Citocina Tipo | 109 U49100 96,5 0,989
R ACGACCTCGATGGGTAGGC
IFN-y
F TCAACCCCTTCTCGCCACT Citocina Tipo | 113 AF126247 95,4 0,967
R GCTGCCTACTTGGTCCCTGA
TNF-«
F CGTCCATTCTTGCCCAAAC Citocina Tipo | 94 DQ923808 97,2 0,983
R AGCCCTGAGCCCTTAATTC
IL-4
F CACCTCCCAACTGATTCCAA Citocina Tipo Il 123 AF239917 96,9 0,991
R CTCGCTGTGAGGATGTTCAA
IL-5
F GCCTATGTTTCTGCCTTTGC Citocina Tipo Il 106 AF331919 95,3 0,979
R GGTTCCCATCGCCTATCA
IL-13
F CCTCCTCAGAGCAAAGTG Citocina Tipo Il 148 AF244915 96,7 0,973
R CCCAGCACAAACAAAGAC
IL-10
F AGAACCACGACCCAGACATC Citocina 129 u33843 97,1 0,993
R CCACCGCCTTGCTCTTATTC Imunoreguladora
TGFp1
F AGGATCTGGGCTGGAAGTG Citocina 134 L34956 95,1 0,981
R CGGGTTGTGCTGGTTGTA Imunoreguladora
T-bet
F GCTTCCAACACACACATC Fator de Transcrigdo 80 XM_548164 96,0 0,977
R TGAGTGATCTCCGCATTC Tul
GATA3
F ATGACACGCTGGAGGACTTC Fator de Transcrigdo 106 XM_844060 98,5 0,969
R TGGCTGGAGTGGCTGAAA Th2
FOXP3
F AAACAGCACATTCCCAGAGTTC Fator de Transcrigdo 102 XM_548996 95,1 0,981
R AGGATGGCCCAGCGGATCAG Treg
CCL2
F CCTGCTGCTATACACTCA Quimiocina 91 U29653 96,3 0,979
R GCTTCTTTGGGACACTTG MCP-1
CCL4
F TCCTACTGCCTGCTGCTT Quimiocina 76 AB183194 95,9 0,981
R GCTGGTCTCAAAGTAATCTGC MIP-18
CCL5
F TTCTACACCAGCAGCAAG Quimiocina 136 AB098562 98,7 0,991
R TTCTACACCAGCAGCAAG RANTES
CCL13
F CCCTATTCACTTGCTGCTT Quimiocina 84 AB162849 97,6 0,987
R AGTGGCTGCTGGTGATTC MCP-4
CCL17
F TCCAAGGCAAGTCCATCT Quimiocina 128 AB054642 95,4 0,967
R GAGGTCTCCAAATGATCCA TARC
CCL21
F AGTCTGGCAAGAAGGGAAAG Quimiocina 60 AB164433 96,7 0,972
R GGGTCTGTGGCTGTTCAGT SLC
CCL24
F CCTAAGGCAGGAGTGGTCTT Quimiocina 149 AB162851.1 95,3 0,968
R AGGGCTTTGGTGCTCATTG Eotaxina-2
CXCL8
F ACACTCCACACCTTTCCAT Quimiocina 116 AF048717 98,7 0,977
R GGCACACCTCATTTCCATTG IL-8
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4.2.8 Deteccao dos niveis de citocinas, fatoresatescricdo e quimiocinas por gRT-PCR

O ensaio para avaliar a expressao génica nas anakdrpele de cao, foi realizado
utilizando 1uL dos iniciadores na concentracao de 100 niMl,. 8e SYBR™ Green, 4L de
cDNA diluido 5x com &gua livre de DNAse, perfazemnio volume final de 1QL de reacao.

O ensaio foi realizado em triplicata para todosgeses, com 0 constitutivo presente na
mesma placa que os genes avaliados. Os valorbasgdinee thresholdutilizados, foram
ajustados para 3-15 ciclos referentba&elinee de 0,2 paréhreshold Os resultados foram
expressos pelo métodd? = 2(Ct Gene avo - CtGAPDHIE ) relacdo & expressdo de citocinas, os
valores obtidos pelo método”? foi multiplicado por 100. Os valores de expressas
fatores de transcricdo e das quimiocinas obtido petodo 2, foi multiplicado por 18 e
aplicado logaritmo, obtendo-se entdo numeros ode@ positivos, 0 que torna melhor a

visualizac¢do dos resultados, e consequentemenii@afa analise critica dos mesmos.
4.2.9 Avaliacéo da curva de dissociagao dos inicrad

A curva de dissociagdo dos iniciadores foi reakzamb intuito de averiguar a
ocorréncia de possiveis amplificacdes inespecifisadinal dos 40 ciclos de PCR realizados
para amplificacdo génica € adicionada uma etapaque a temperatura aumenta
gradualmente de 60°C & 95°C, mantendo-se por l5sadantemperatura, durante o qual é
feita a leitura da emissao de fluorescéncia. Naisgaeeim que os produtos gerados por PCR
desnaturam com o aumento da temperatura, o suwakfcente emitido pelo SYBR™ Green
€ reduzido. O grafico resultante permite verifisc® ha um ou mais produtos de PCR
presentes em cada reacao devido a diferencas denfren produtos de PCR com diferente
ndamero e composicao de bases de eaalalicon

As curvas de dissociacéo referentes aos genesdoslestdo mostradas abaixo nas
Figuras 3,4 e 5.
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Figura 3: Curva de dissociacdo referente aos iniciadoreP[3A IL-12p40, IFNy, TNF-u, IL-4, IL-5, IL-13 e
IL-10. No eixo x esta representado a temperatumdist®ciacdo damplicongerada pela reacao de PCR e no eixo

Y a derivada do valor de emissao de fluorescéncia.
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Figura 4: Curva de dissociacéo referente aos iniciadores-f1; T-bet, GATA-3, FOXP3, CCL2, CCL4, CCL5 e

CCL13. No eixo x esta representado a temperatudisseciacdo damplicongerada pela reacdo de PCR e no
eixo Y a derivada do valor de emissao de fluoreseén
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Figura 5: Curva de dissociacdo referente aos iniciadores1€CCCL21, CCL24 e CXCL8. No eixo x esta

representado a temperatura de dissociac@orgicongerada pela reacdo de PCR e no eixo Y a derivadaldr
de emisséo de fluorescéncia.

4.2.10 Avaliagdo da curva de eficiéncia dos iniciges

Para avaliar a eficiéncia da reacdo de PCR pardivessos iniciadores utilizados
nesse trabalho, foram construidas curvas padrBrantio diluicbes seriadas de 10x de uma
amostra de cDNA de pele de cdo. O ensaio foi @#izzm duplicata e a concentragcao dos
iniciadores foi de 100 nM. Os valores foram plogdam um gréfico onde o eixo X
apresentava o Log das concentracdes de cDNA eooYeir valor de @ para cada diluicao.
Os primers foram considerados adequados para raw&aressdo génica pelo sistema
SYBR™ Green, quando apresentavam eficiéncia déioeacgima de 95% que é determinado
pelo slope da curva aplicado na seguinte formula: Eficiéneifl0/s°?® - 1] x 100. Os
valores debaselinee thresholdpara os primers utilizados foram ajustados pat® 8iclos
referente abaselinee de 0,2 parahreshold Segue abaixo como exemplo, pkt de
amplificacéo e a curva de eficiéncia referenteeamedsAPDH demonstrado nas figuras 6 e 7.

As eficiéncias de reacdo dos primers utilizados) bemo, seus respectivos coeficientes de
linearidade estdo demonstradas na Tabela Il.
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Figura 6: Plot de amplificacéo referente a curva de eficiénci&dd®DH utilizando diluicdo seriada de 10x de
cDNA. Em X esta demonstrado o valor dos ciclos @R em Y os valor d&Rn.
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Figura 7: Curva padréo referente ao gene GAPDH utilizandoigdib seriada de 10x de cDNA. Em X estéo
demonstrados os valores de Log da concentracA®NA& € em Y os valores detCQorrespondentes a cada
diluicdo. A direita do gréafico estéo representansalores dslopee de coeficiente de linearidade
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4.3 Clonagem, sequenciamento e analise das se@sénci

4.3.1 Purificacdo doamplicons

Os produtos de PCR obtidos no item 4.2.6 foramfipatlos para posteriormente
serem inseridos em um vetor plasmidial com objetigarealizar a clonagem génica. Nesta
etapa, o produto da reacéo foi transferido pardaulbm de 1,5 mL e adicionado o equivalente
a 1/10 do volume da reacédo de acetato de sodiq (B4V,0) e 2,5X de etanol absoluto. Apos
homogeneizagéo foi incubado a -20°C por 30 minségsido de centrifugagcdo a 1400Q x
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado empasnente adicionado 500 pL de etanol
70%, gelado, e centrifugado 1400Qy»or 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os
tubos foram abertos em um fluxo laminar a tempesafimbiente até completa secagem e

posteriormente ressuspendido em agua livre de asgde

4.3.2 Reacdao de ligacéo de produto de PCR ao ptesmi-GEM-T Easy Vector Systems

Esse procedimento consiste na introducdo de unufwatt PCR em um plasmideo.
Para isso, utilizou-se o vetop-GEM-T Easy Vector SystemgPromega, Madison, WI,
USA). O plasmideo utilizado contém uma 3'-T terrhieen ambas as fitas de DNA
plasmidial no qual se liga a 3 -A dompliconintroduzida pela Taq polimerase durante a
reacdo de PCR. Esse plasmideo contém um geneistémem a ampicilina e um gene pfra
galactosidase além de sitios de restricdo paranaszie corte. O mapa do vetor utilizado esta

descrito na Figura 8.
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Figura 8: Mapa do vetor p-GEM-T Easy Vector System. A seqizémepresentada mostra a regido de
clonagem, os sitios para enzimas de restricAoagegodificadora para o gene de resisténcia e para
galactosidase
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Para cada reacdo de ligacéo, foi preparado umcomtendo 5uL de “2X Rapid
Ligation Buffet, 1 uL de “p-GEM-T Easy Vectore 1uL de “T4 DNA Ligasée adicionado
em um tubo de 0,2 mL contendo @ de produto de PCR purificado. Apds ser
homogeneizado o tubo foi incubado a temperaturd®@epor 16 horas para ocorrer a reacao
de ligacdo e posteriormente armazenado em geladi&r@ momento de uso na etapa de

transformacao.

4.3.3 Preparacéao de células competentes (Escharmdli — cepa DHa)

Células dekE. coli (cepa DHB) previamente estocadas a -80°C foram semeadas em
meio LB-Agar e incubadas & temperatura de 3%R&€night Posteriormente, foi retirado uma
colonia isolada de bactéria e inoculada em 5 minmd® LB-caldo e incubado sob agitacao
emshakera 37°C a 200 rpravernight Foram adicionados 250 pL desta cultura em 25 enl d
meio LB-caldo e incubado ershakera 37°C sob agitacdo a 200 rpm até atingir uma
densidade 6ptica entre 0,3-0,5 a 600 nm, considaytaha para obtencdo de células em fase
log. Foi retirado 250 pL desta cultura e incubanin2d mL de meio SOB suplementado 250
pL MgSQ, (1 M) e MgCh (1 M) a 37°C sob agitagdo a 200 rpm. Em seguidailltara foi
incubada em banho de gelo por 30 minutos e postegite centrifugado a 3000gxpor 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartadopellet foi ressuspendido em 10 mL de
tampao PIPES e novamente centrifugado a 30§0ax4°C por 10 minutos. Essa etapa foi
repetida seguida de banho de gelo por 30 minutwengifugado a 2000 x g a 4°C por 10
minutos. Opelletfoi ressuspendido em 1,2 mL de tampao PIPES eaftoem aliquotas de

200 pL a -80°C até a etapa de transformacéo.

4.3.4 Transformagao bacteriana

Em tubos de 1,5 mL foram utilizadas para cadéd Sle produto de ligacdo, 50 de
células competentes previamente armazenadas a.-$#C seguida, os tubos foram
incubados em banho de gelo por 30 minutos seguidbgnho maria a 42°C por 2 minutos e
novamente incubados em banho de gelo por 2 minEto®ntdo adicionado 9G0. de meio
LB-caldo e incubados por 90 minutos a 37°Cstrakera 200 rpm. Posteriormente, os tubos
foram centrifugados a 3000 rpm, por 5 minutos eseguida o sobrenadante foi descartado

restando unpellet de aproximadamente 1Q4.. Foram entdo preparadas placas de petri
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contendo meio LB-Agar adicionado de ampicilina, @& X-gal. Nessas placas foram entdo
adicionados ogellet restantes nos tubos de 1,5 mL e distribuidos imémente pela placa
utilizando uma alca de Drigalski. As placas foramide incubadasvernighta 37°C e a
visualizacdo de colbnias isoladas brancas indicaglolas recombinantes que apresentaram

o plasmideo com o produto de PCR inserido.

4.3.5 Purificacdo dos plasmideos recombinantediperalcalina

Foi selecionada uma colonia bacteriana que apeeseroloracdo branca e incubada
em tubo falcon de 15 mL contendo 5 mL de meio LBl@@om ampicilina a 37°Gvernight
sob agitacdo a 200 rpm. Posteriormente, foi redirh® mL dessa cultura e centrifugado a
14000 rpm por 3 minutos. Em seguida, o sobrenadantiescartado e entdo adicionado 1,5
mL de meio LB-caldo e novamente centrifugado a 04@dn por 3 minutos. O sobrenadante
foi entdo novamente descartado eaellet restante foi resuspendido em 10D de uma
solucéo contendo glicose (50 mM), EDTA (10 mM)usélo de Tris-HCI (25 mM, pH 8,0) e
em adicdo, 2@L de RNAse 20 mg/mL. Apds 5 minutos de incubacadbanmho de gelo, foi
adicionado 20QiL de uma solucdo contendo NaCl (0,2 M) e SDS 1%nmedgeneizado por
inversdo. Posteriormente, os tubos foram incubadodanho de gelo por 5 minutos e em
seguida adicionado 150L de solucdo de acetato de potassio (3 M, pH 4efadg) e
homogeneizado por inversdo. Os tubos foram ent@dados por 5 minutos em banho de
gelo e apos esta etapa foram centrifugados a 12p00@or 15 minutos. O sobrenadante foi
entdo transferido para um novo tubo e adicionadd&0de isopropanol. Os tubos foram
incubados por 15 segundos a temperatura de -2@Steriormente centrifugados a 12.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartaddi@onado 1 mL de etanol 70% e em
seguida centrifugado a 12000 rpm por 10 minutogisAp descarte do sobrenadante, os tubos
foram deixados em fluxo laminar com a tampa aljgaita completa secagem pellete em
seguida ressuspendidos emiiOde agua livre de nucleases e armazenado a tetmEede -

20°C. As amostras de plasmideos purificados foratiaglas em gel de agarose a 0,8%.
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4.3.6 Sequenciamento e analise das sequéncias

Os produtos de PCR clonados no vet&EM’-T Easy Vector foram sequenciados
utilizando o equipamentdBl 3100 Automated Sequend@E Applied Biosystems) e o Kit
Dye Terminatorsegundo recomendacdes do fabricante. A analissatpgncias utilizadas
nesse estudo esta descrita na Tabela Ill, e sdgpieoaum exemplo das etapas feitas para
analise damplicongerado pelos primers referente ao gene GAPDH.

Resultado do sequenciamentoatnpliconreferente ao gene GAPDH clonado no vetor p-

GEM-T Easy Vector Systems, sequékociavard

Forward: 5-TTCCACGGCACAGTCAAG-3
Reverse3 -GTGATGCTGGTGCTGAGT-5

GCCTATAGATACT CAAGCTAT GCATCCAACCCGT TGEGAGCTCTCCCATATGGT CGACCTGC
AGGCGGCCGECGAAT TCACTAGT GATTTTCCACGGCACAGT CAAGGCT GAGAACGCGAAACT T
GI'CATCAACGGGAAGT CCATCT CCATCT TCCAGGAGCGAGAT CCCGCCAACATCAAAT GGG
TGATGCCTGGTGCTGAGT AAT CGAAT TCCCGECGECCECCAT GECGGECCEEGAGCAT GCGACGT
CGGEGECCCAATTCGCCCTATAGT GAGT CGTATTACAATTCACTGECCGTCGTI TTTACAACGTC
GI'GACTGEGAAAACCCT GECGT TACCCAACT TAAT CGCCT TGCAGCACATCCCCCTTTCGCC
AGCTGGECGTAAT AGCGAAGAGGECCCGCACCGAT CGCCCT TCCCAACAGT TGCGCAGCCTGAA
TGGECGAAT GGACGCGCCCT GTAGCGGECGCAT TAAGCGCGECEEGET GT GGT GGT TACGCGCAG
CGTGACCGCTACACT TECCAGCGCCCTAGCGECCCCCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGT TCGCCGEECT TTCCCCGT CAAGCTCTAAAT CGEGEGEECTCCCTTTAGEGT TCCGA
TTTAGTGCTTTACGGCACCTCN

Alinhamento utilizando a ferramenta BLAST

>gb| DQ403060. 1| Canis familiaris glyceral dehyde- 3- phosphat e dehydr ogenase
( GAPDH) nRNA, partial cds
Lengt h=672

GENE | D: 403755 GAPDH | gl ycer al dehyde- 3- phosphat e dehydr ogenase
[Canis lupus fam liaris] (10 or fewer PubMed |inks)

Score = 213 bits (115), Expect = le-52
Identities = 115/115 (100%, Gaps = 0/115 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 TTCCACGGCACAGT CAAGCCT GAGAACGGGAAACT TGTCATCAACGGGAAGT CCATCTCC 60

R R AR R AR AN AR
Sbj ct 85  TTCCACGGCACAGTCAAGGCTGAGAACGGGAAACT TGTCATCAACGGGAAGT CCATCTCC 144

Query 61 ATCTTCCAGGAGCGAGATCCCGCCAACATCAAATGCEGGTGATCCTGGTGCTGAGT 115

RN AN AR RN AR ERNR AR
Sbj ct 145 ATCTTCCAGGAGOGAGATCCCGCCAACAT CAAAT GGGGTGATGCTGGTGCTGAGT 199
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Resultado do sequenciamentoatopliconreferente ao gene GAPDH clonado no vetor p-

GEM-T Easy Vector Systems, sequéiReaerse

Forward— 3 -CTTGACTGTGCCGTGGAA-5
Reverse- 5’-ACTCAGCACCAGCATCAC-3°

Alinhamento utilizando a ferramenta BLAST

GENNCNGANGT CTCCCGECT CCCGECCGCCAT GECGECCCCGEGAAT TCGAT TACTCAGCACC
AGCATCACCCCATTTGATGI TGECGGGATCTCGCT CCTGGAAGAT GGAGATGGACT TCCCGT
TGATGACAAGI TTCCCGI TCTCAGCCT TGACTGT GCCGT GGAAAATCACTAGTGAATTCGCG
GCCGCCTGCAGGT CGACCATAT GGGAGAGCT CCCAACGCGT TGGATGCATAGCT TGAGTATT
CTATAGIGICACCTAAATAGCT TGGECGTAATCATGGTCATAGCTGI TTCCTGTGTGAAATTG
TTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGT GTAAAGCCTGEEEGT G
CCTAATGAGT GAGCTAACTCACATTAATTGCGT TGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGT CGGGA
AACCT GT CGT GCCAGCTGCAT TAATGAAT CGECCAACGCGECEEEGAGAGECEGT TTGCGTAT
TGGEECECTCTTCCGCT TCCTCGCTCACT GACT CGCTGCGCTCGGT CGT TCGECT GCGECGAG
CGGTATCAGCTCACT CAAAGGCGGTAATACGGT TATCCACAGAAT CAGGGGATAACGCAGGA
AAGAACATGTGNGCA

>gb| DQ403060. 1| Canis familiaris glyceral dehyde- 3- phosphat e dehydr ogenase
( GAPDH) nRNA, partial cds
Lengt h=672

GENE | D: 403755 GAPDH | gl yceral dehyde- 3- phosphat e dehydr ogenase
[Canis lupus fam liaris] (10 or fewer PubMed |inks)

Score = 213 bits (115), Expect = le-52
Identities = 115/115 (100%, Gaps = 0/115 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 1 ACTCAGCACCAGCATCACCCCATTTGATGI TGECGEGATCTCGCTCCTGGAAGATGGAGA 60

RN AN RN AR AR AN
Sbj ct 199 ACTCAGCACCAGCATCACCCCATTTGATGT TGGCGGGAT CTCGCTCCTGGAAGATGGAGA

140
Query 61 TGGACTTCCCGTITGATGACAAGTITTCCCGTTCTCAGCCTTGACTGIGCCGTGGAA 115

R AR AR AR
Sbj ct 139 TGGACTTCCCGTTGATGACAAGT TTCCCGTTCTCAGCCTTGACTGTGCCGTGGAA 85
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Tabela lll: Analise das sequéncias dmpliconsreferente aos genes avaliados. Estd sendo mosiradmero

de acesso das sequéncias no Gene Bank, a identiolades sequéncias no GenBank evakie

Gene Acesso Identidade E-value
GAPDH AB038240 115/115 le-52
IL-12p40 U49100 109/109 2e-49

IFN-y AF126247 113/113 2e-51

TNF- o DQ923808 94/94 4e-41

IL-4 AF239917 123/123 5e-57
IL-5 AF331919 106/106 le-47

IL-13 AF244915 148/148 8e-71

IL-10 U33843 129/129 2e-60
TGF$1 34956 134/134 4e-63

T-bet XM_548164 80/80 2e-33
GATA-3 XM_844060 106/106 le-47

FOXP3 XM_548996 102/102 le-37

CCL2 U29653 91/91 2e-39

CCL4 AB183194 76/76 3e-31

CCL5 AB098562 136/136 3e-64

CCL13 AB162849 84/84 1e-35

CCL17 AB054642 128/128 8e-60

CCL21 AB164433 60/60 2e-22

CCL24 AB162851.1 149/149 2e-71
CXCLS8 AF048717 116/116 3e-53

4.4 Andlise da celularidade tecidual através datagem diferencial de leucocitos nas

amostras de pele

Foi realizada avaliacdo histolégica das amostmspele coletadas dos animais
utilizando o método de coloracdo hematoxilina-emgHE). Para identificar quais tipos
celulares predominavam no infiltrado inflamatorregente nas seccoes dos tecidos avaliados,
foi realizada uma contagem diferencial das célutdsmatorias (neutrdéfilos, linfocitos,
macrofagos, eosindfilos e basofilos). A contagem rializada a partir da leitura no
microscopio 6ptico Olympus Optical Co. (Tokyo, Japdmodelo CH3RF100), empregando-
se aumento de 10x, 20x e 40x e avaliando 30 camajesgdrios e os resultados foram
expressos em percentagem. As imagens foram capsurdiizando a micro camera Leica
DM5000B (Leica Microsystems-Switzerland Ltd., Heedn, Suica) e ®oftware “Leica
Application Suite'(versao 2.4.0 R1).
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4.5 Andlise estatistica dos dados

Os testes estatisticos foram realizados com o apstimmental dsoftwareGraphPad
Prism 5.00 (Prism Software, Irvine, CA, USA). A nalidade dos dados foi demonstrada
pelo teste Kolmogorov-Smirnoff. Dependendo da metar dos dados em relagcdo a
normalidade, foram empregadas diferentes estratédgaandlise: a andlise de variancia
(ANOVA) foi empregada para dados de natureza pdrazaéseguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey e para os dadostdesma ndo-paramétrica foi realizado o
teste de Kruskal-Wallis seguido da comparacgéo @stigares de tratamento utilizando o teste
de Mann-Whitney e aplicando a correcao de Bonferi@riim de evitar a inflagdo de erro
global dos testes. Com 0 objetivo de investigan@asdes entre os parametros avaliados com
estado clinico e densidade parasitaria cutaneamfarealizadas anélises de correlacao
utilizando o teste de correlacdo de Spearman oséeade acordo com a natureza dos dados
em relacdo a normalidade. Os dados obtidos foramsiderados estatisticamente
significativos quando o valor de foi menor do que 0,05p€0,05). As diferencas
estatisticamente significativas entre os gruposmnam-se representadas pelas ledrésc e

d correspondente aos grupos CNI, CA e BP, CO e k@B e AP, respectivamente.
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Apresentacao dos resultados

O presente trabalho traz como resultados um ctimjde dados relevantes para o
entendimento dos eventos imunopatolégicos no cdmparto dérmico durante a infeccao
natural de caes pdr. chagasi O desenvolvimento de formas clinicas da LVC, lxemo,
densidade parasitaria dérmica, encontram-se intentamrelacionados com o repertério de
citocinas, fatores de transcricdo, quimiocinas eoeufil celular inflamatorio da pele.
Adicionalmente, o estabelecimento de andlises deelagbes entre citocinas serao
fundamentais para ampliar nosso entendimento @itespa funcdo desses mediadores e de
sua rede de interacdo no sistema imune canino téusanfeccao natural par chagasi

Diante disso, para facilitar o entendimento dododagerados no presente estudo, os
resultados foram organizados e descritos em ciagitudos. No primeiro capitulo, sera
mostrado a andlise de correlacdo entre as forrfrasad da LVC e a densidade parasitaria na
pele. No capitulo Il, encontra-se apresentadosessltados da avaliagdo da expressao de
citocinas, fatores de transcricdo e quimiocinasn leomo da celularidade dérmica do
infiltrado inflamatdrio nas diferentes formas otiaé da LVC. Ainda no capitulo Il encontra-
se a andlise de correlacdo entre esses parametrogprogressao clinica da doenca. No
terceiro capitulo, foi realizado um estudo semdthao capitulo Il, onde também foram
avaliados os mesmos parametros (citocinas, quinascifatores de transcricédo e celularidade
do infiltrado inflamatério) em relacdo aos difeesgraus de densidades parasitarias na pele.
Nesse mesmo capitulo, foi também estabelecida umdlisa de correlacdo entre esses
parametros imunoloégicos com o parasitismo tecidNal. capitulo IV, foi realizada uma
andlise de correlacdo entre a expressao de citodmdipo | e do Tipo Il, bem como, entre
citocinas do Tipo | e imunoreguladoras (IL-10 e T@f. Essas correlacdes foram
importantes para evidenciar a ocorréncia de umgpadristo de resposta imune na pele de
caes naturalmente infectados porchagasi independente do estado clinico e da densidade
parasitaria apresentada por esses animais. Noogeigltimo capitulo, buscou-se evidenciar
ocorréncias de associacdes entre expressao deoquiad e a celularidade diferencial

observada no infiltrado inflamatério tecidual.
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5.1 Capitulo I: Correlacao entre formas clinicas IodC e
densidade parasitaria na pele de caes naturalmerieetados

por Leishmania chagasi
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5.1.1 Correlacdo entre forma clinica da LVC e ddade parasitaria na pele de cées

naturalmente infectados par chagasavaliado através do indice de parasitismo tecidual

Na andlise da relacdo entre as densidades paessitheterminadas pelo indice de
parasitismo tecidual otLeishman Donovan Units’e as diferentes formas clinicas da LVC,
foi possivel observar a ocorréncia de correlac&itipa entre a densidade parasitaria na pele
(r=0,4409p=0,0080) com o aumento das altera¢des clinica®elacd, medida pela evolucéo
do quadro clinico entre as formas clinicas assiatma, oligossintomatica e sintomatica.
Além disso, a densidade parasitaria apresentousseerdada [<0,05) na pele de caes

sintométicos em comparagao aos caes assintom§figosa 9).

10000 1,=0,4409 a
o=0,0020
g 10004
-l
1
) 1004
[}
o
N—
o 10+
1-

CA CO CSs

Figura 9: Densidades parasitarias determinadas pelos iddiqgearasitismo (IP) na pele de cdes naturalmente
infectados pot.. chagasi portadores de diferentes formas clinicas da doeDs resultados estdo expressos em
formato de graficos de boxes que destacam os walmieimos, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo das
populagbes avaliadas. Caes assintomaticos=CE¥=10); cées oligossitomaticos=COIM n=10); caes
sintomaticos=CS [l n515). As diferencas estatisticamente significateasontram-se representadas pela letra
a, correspondente ao grupo CA. As andlises de laga® foram estabelecidas utilizando a correlagéio d
Spearman e os valores de coeficiente linBae fp-value |f) estdo demonstrados no canto superior esquerdo do

grafico.
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5.2 Capitulo II: Parametros imunoldgicos e histapéagicos
no tecido cutaneo de cdes naturalmente infectados p
Leishmania chagas sua associacao com estado clinico na

leishmaniose visceral canina
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5.2.1 Avaliacdo da expressdo de citocinas Tipo Il,el imunoreguladoras em cées
naturalmente infectados por L. chagasi e caes néectados e sua correlacdo com o estado
clinico da LVC

Os dados de expresséo das citocinas do Tipo | {|JAN-12p40 e TNFa), Tipo Il
(IL-4, IL-5 e IL-13) e imunoreguladoras (IL-10 e Fg1) de acordo com estado clinico da
LVC, estdo apresentados na Figura 10 de forma c@iinga entre 0os grupos clinicos e o
grupo controle.

A analise da expressédo de citocinas do Tipo lloewvaumento (p<0,05) da expressao
de IFNy em CA e CO em relacdo ao grupo CNI. Além dissoofiservado que TNE-
apresentou-se aumentadw<@,05) em CA quando comparado com os grupos CNSe C
Através de analises de correlacdo, observou-se mexpoessdo dessas citocinas (H-N-
TNF-a) com 0 aumento do numero de sinais clinicos dago@FNy, r=-0,3988p=0,0263 e
TNF-a, r=-0,5496p=0,0020), 0 que esta associado a um pior progasad.VC.

Interessantemente, os dados do presente trabaletanam aumentopg0,05) dos
niveis da citocina do Tipo Il IL-5 no grupo CA emlacdo ao CNI. Adicionalmente,
observou-se aument®@<0,05) dos niveis de IL-13 no grupo CA em relacéds demais
grupos, associado a correlagdo negativa desse donediam a evolucdo clinica da doenca
(r=-0,6879p<0,0001). A analise do perfil de citocinas imunatlagoras revelou que o grupo
CO exibiu niveis elevado<0,05) de IL-10 quando comparado aos grupos CNSeHn
relacdo a expressao de TBE- observou-se niveis aumentadps(,05) dessa citocina no

grupo CO em relacdo ao grupo CNI.
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Figura 10: Analise da expressao de RNAm de citocinas do Tiploe imunoreguladoras na pele de cées ndo iadflest e cdes naturalmente infectadoslpahagasi
portadores de diferentes formas clinicas. Os st estdo expressos em formato de graficos des lmueedestacam os valores minimos, 25%, 50%-medi&féa e
méaximo das populacbes avaliadas. Cées ndo infestadd ( Il 1n=16); cdes assintomaticos=CAEA n=10); caes oligossitomaticos=COBM n=10); cées
sintomaticos=CS ll nz15). As diferencas estatisticamente significatigrsontram-se representadas pelas letrase d correspondente aos grupos CNI, CO e CS,
respectivamente. As analises de correlacéo fortabelscidas considerando todos os dados de animfaisados (CA, CO e CS) e os valores de coefieiéinear () e
p-value p) estdo sendo demonstrados apenas nos graficogammaeontrada correlacdo significativa74
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5.2.2 Avaliacdo da razao de citocinas de cées rémente infectados pdr. chagasie caes

nao infectados e sua associagcdo com o estadoeliéidd.vVC

A avaliacao da razao de citocinas IfgMN--4, IFN-y/IL-10, IFN-y/TGF{31 e IL-12/IL-
10 foi avaliada na pele de cées portadores de b¥ eesultados encontram-se apresentados
de forma comparativa entre grupos clinicos e oguagmtrole (Tabela V).

A andlise dos dados revelou aumemo0(05) da razdo IFNHAL-4 nos grupos CA e
CO quando comparado ao grupo CNI. Em relacdo @assdENyY/IL-10, IFN-y/TGF{31 e IL-
12/1L-10, ndo foram observados diferencas entrgropos avaliados nesse estudo de acordo

com estado clinico da LVC.

Tabela IV: Andlise da raz&o de citocinas de acordo com esfasioo da LVC

Formas Clinicas

Razao CNI CA CO CS
IFN-y/IL-4 0,32+0,15 0,77 +0,50 0,80 + 0,43 0,53+0,32
IFN-y/IL-10 9,68+18,69 2145+ 6739 73,65 + 212 1334 + 3607
IFN-yTGF-B1  16,53+3539 857 +17,25 6,64 + 5,21 4,87 + 8,04
IL-12/IL-10 178,3+447,6 78,14+9525  2536+32,39  67,2D8D

As diferencas estatisticamente significativas etreom-se representadas pelas leg@®rrespondente ao grupo
CNL.
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5.2.3 Avaliacao da expresséao dos fatores de trag@oiT-bet, GATA-3 e FOXP3 na pele de
cées naturalmente infectados par chagasie cées néo infectados e sua correlagcdo com o

estado clinico da LVC

A expressao dos fatores de transcricdo T-bet, GRTBAFOXP3 foi avaliada na pele
de cées portadores de LV e os resultados encosgaapresentados de forma comparativa
entre 0os grupos clinicos e o grupo controle (Figuna

A analise dos dados revelou expressdao aumentadabde¢ em CO e CS quando
comparado ao grupo CNp<0,05), entretanto ndo foi observada correlagédo ewatugéo
clinica. Na avaliacdo da expressdo de GATA-3 e FOXBi encontrada diminuicdo na
expressao desses fatores de transcricdo no grugm&Blo comparado aos grupos CA e CO
(p<0,05). Além disso, nas analises de correlacdo ewolucédo clinica, foi observada
correlagdo negativa entre a expressao de GATA-30XPB (=-0,6654p<0,0001; r=-
0,3810p=0,0239, respectivamente).
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Figura 11: Avaliacdo da celularidade na pele de cades naatatdes e cdes naturalmente infectadoslpor
chagasiportadores de diferentes formas clinicas. Os tados estdo expressos em formato de gréaficos desbox
que destacam os valores minimos, 25%, 50%-mediEtd, e maximo das populacbes avaliadas. Caes nao
infectados=CN| {ll n=16); cées assintomaticos=CA_J n=10); ces oligossitomaticos=C(ll n=10); cées
sintomaticos=CS [l n+15). As diferencas estatisticamente significatieasontram-se representadas pelas
letrasa,b e c correspondentes aos grupos CNI, CA e CO, respeotgnte. As andlises de correlagdo foram
estabelecidas utilizando apenas os grupos com aninfactados (CA, CO e CS) e os valores de casfiei

linear ) e p-value {) estdo sendo demonstrados apenas nos graficos fondencontrada correlagao
significativa.
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5.2.4 Avaliacao da expresséo de quimiocinas na geledes naturalmente infectados por
chagask cées néo infectados e sua correlagdo com o esténico da LVC

No presente estudo, foram selecionadas oito quindec(CCL2, CCL4, CCL5,
CCL13, CCL17, CCL21, CCL24 e CXCLB8) pertencentatifarentes familias e associadas a
regulacdo da migracdo de diversos tipos celul@sgesultados relacionados a avaliagdo da
expressao dessas quimiocinas, bem como, a associag8as com formas clinicas da LVC
estdo apresentados na Figura 12 comparativameinéetedos os grupos de caes infectados e
0 grupo controle.

A expressao de CCL2 apresentou-se aumentadg0b) no grupo CS em relacdo ao
grupo CNI. A quimiocina CCL4, apresentou-se convada p<0,05) expressao nos grupos
CA e CS em relacdo ao grupo CNI. CCL5 apresentauseentada nos grupos CO e CS em
relacdo ao grupo CNIp€0,05). As demais quimiocinas néo apresentaramredifas
significativas na expressdo entre os grupos estsdadAlém disso, ndo foi detectada
nenhuma correlacdo entre niveis de expressao dasoqunas avaliadas em relacdo a

evolucéo clinica da doenca.
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Figura 12: Avaliacdo da expressdo de RNAm de quimiocinasefeage caes ndo infectados e caes naturalmente
infectados pot.. chagasiportadores de diferentes formas clinicas. Os tadns estdo expressos em formato de
graficos de boxes que destacam os valores minigkf®, 50%-mediana, 75% e maximo das populacdes
avaliadas. Cées nao infectados=CHl(=16); cies assintomaticos=CIl n=10); cées oligossitomaticos=CO
(B n=10); caes sintomaticos=CHll( n=15). As diferencas estatisticamente significatiemgontram-se
representada pela leacorrespondente ao grupo CNI.
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5.2.5 Avaliagao do perfil celular inflamatorio n&lp de caes naturalmente infectados por
chagask cédes nédo infectados e sua correlagdo com o estémico da LVC

O estudo da celularidade tecidual cutanea comou & avaliacdo do percentual dos
tipos celulares (neutrdfilo, linfocitos, macréfagamosindfilos e basoéfilos) presentes no
infiltrado inflamatdrio da derme de cées naturaliteénfectados pok. chagasie em caes nao
infectados (Figura 13). Nesse contexto, foi obs#wvaumento @<0,05) do percentual de
linfécitos no grupo CA quando comparado aos gruplhs e CS. Além disso, foi observado
aumento 1f<0,05) dessa populacdo no grupo CO em relacdo @mw g€S. A andlise de
correlacdo entre percentual de linfécitos e estdishico revelou correlagdo negativa entre o
aumento de linfécitos versus evolucéo clinica n&Lk~-0,6283p<0,0001). Foi observada
diminuicdo no percentual de eosindfilos no grupoe@Scomparacdo ao grupo CkQ,05),
além de correlacdo negativa dessa populacéo céfetd),4760Hp=0,0059) com a evolugdo
clinica. Adicionalmente, foi observada diminuicg,05) do percentual de basdfilos nos
grupos CO e CS quando comparado ao grupo CNI. Deafeemelhante, foi observada
correlacdo negativa no percentual de basofi®,6018/0,0002) em relacdo a forma clinica
da LVC. Em relacdo a populacdo de macréfagos, Bsewwado aumento significativo
(p<0,05) nos grupos CO e CS em relagcdo ao grupo G&i) como correlacdo positiva
(r=0,5553p<0,0001) entre percentual de macrofagos e grau clinico dengo Nao foi
encontrada diferenca significativa no percentualelgroéfilos entre diferentes formas clinicas
da LVC.

A Figura 14 apresenta as fotomicroscopias dos ipaiecachados histopatolégicos da
pele de cdes naturalmente infectadoslparthagasi portadores de diferentes formas clinicas
da infeccdo. Nas pranchas A-B observa-se em oljdgvl0x o aspecto normal da pele com
auséncia de infiltrado inflamatério e de alteradd@isslogicas na pele de orelha de um céo do
grupo CNI. Em relagdo as pranchas C-D, que repi@seGA, e E-F, que representam CO,
observa-se discreto infiltrado inflamatério compostprincipalmente por células
mononucleares, evidenciado em objetiva de 40x.p¥aischas G-H, que representam cortes
de pele de orelha de um cdo do grupo CS, é obsemtahso infiltrado celular em objetiva

de 40x, composto principalmente por células monieanes.
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Figura 13: Avaliacao da celularidade na pele de cdes n&euteflos e cies naturalmente infectadod pehagasiportadores de diferentes formas clinicas. Os taxing
estdo expressos em formato de gréaficos de boxedegtacam os valores minimos, 25%, 50%-mediana,&78%ximo das populacdes avaliadas. Caes naoadfesstCNI
(Il n=16); cdes assintomaticos=CIJ n=10); cées oligossitomaticos=Cllll n=10); cies sintomaticos=CHll n=15). As diferencas estatisticamente significativas
encontram-se representadas pelas letrasl correspondentes aos grupos CNI e CS, respectitamis analises de correlacdo foram estabelecitliémndo apenas os
grupos com animais infectados (CA, CO e CS) e dorem de coeficiente linear)(e p-value |f) estdo sendo demonstrados apenas nos gréaficosfaindecontrada
correlacao significativa.
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Figura 14: Fotomicrografias coradas por HE do infiltrado talula pele de cdes naturalmente infectadod por
chagasi Esta demonstrado o infiltrado celular dos segsigrupos: CNI (A, B); CAe BP (C e D); CO e MP (E
e F) e CS e AP (G e H). Estao sendo ilustradasrictoscopias com aumento de 10x (barra: 169, 40x

(barra: 25um).
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5.3 Capitulo Il Influéncia da densidade parasitacutanea
sobre parametros imunologicos e histopatologicasale
tecido em cées naturalmente infectadoslpashmania

chagasi
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5.3.1 Avaliacdo da expressdo de citocinas Tipo Il,el imunoreguladoras em cées
naturalmente infectados pdr. chagasie caes néo infectados e sua correlacdo com a

densidade parasitaria cutanea

Foi realizado um estudo detalhado do perfil decaiias do Tipo | (IFNy, 1L-12p40 e
TNF-0), Tipo II (IL-4, IL-5 e IL-13) e imunoreguladoradL-10 e TGFg1) em cées
portadores de LV. Os dados estdo apresentadosrmda mmparativa entre caes apresentando
diferentes graus de parasitismo cutaneo e o gropinate na Figura 15.

Os dados revelaram elevada expresséao de IL-10upm gom alto parasitismo (AP)
em relacdo aos grupos com baixo (BP) e médio piarasi (MP) 0<0,05), acompanhado por
correlacdo positivar€0,4240H=0,0245) entre a expresséo de IL-10 e a densidadsifaria
na pele. Interessantemente, a expressdo defIdBi significativamente aumentada no
grupo AP p<0,05) quando comparado com o grupo CNI, entrejando foi observado
correlacdo significativa r£0,0979p=0,5937) entre densidade parasitaria cutanea e a
expressdo dessa citocina. Em adicao, correlacabvpos=0,4940H=0,0004) foi observada
entre a expressao de IL-10 e a expressao deflG&ados ndo mostrados).

A andlise da expressao de IL-12 indicou um aum@mo0,05) da expressdo dessa
citocina nos grupos BP e MP em comparacdo ao gARoAlém disso, foi observada
significante correlagdo negativa=(0,5928p=0,0002) entre a expressdo de IL-12 e a
densidade parasitaria cutanea, e correlacdo nagaiive os niveis de IL-12 com as citocinas
imunoreguladoras IL-10 e TGR (r=-0,5777p=0,0005 e r=-0,5013p=0,0030,
respectivamente).

A presenca do parasito foi associada com o aum@sid,05) das citocinas pro-
inflamatorias IFNy e TNFa em todos os grupos infectados quando comparato® qgrupo
controle, entretanto nenhuma correlacdo pode dabedscida entre a expressdo dessas
citocinas e a densidade parasitaria cutanea.
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Figura 15: Analise da expressdo de RNAm de citocinas do Tipbe imunoreguladoras na pele de cédes ndo iadflect e cdes naturalmente infectadoslparhagasi
portadores de diferentes densidades parasitarigelea Os resultados estdo expressos em formagvéfieos de boxes que destacam os valores minig%8s, 50%-
mediana, 75% e maximo das populagdes avaliadas.r@@einfectados=CNIlll n=16); cdes c/ baixo parasitismo=BIJ n=12); cdes ¢/ médio parasitismo=MP

(I n=11); cées c/ alto parasitismo=AHM n=12). As diferencas estatisticamente significatieasontram-se representadas pelas letrAsc e d correspondente aos
grupos CNI, BP, MP e AP, respectivamente. As apsilite correlacdo foram estabelecidas consideradds bs dados de animais infectados (BP, MP e AB)walores de
coeficiente linearr) e p-value {f) estdo sendo demonstrados apenas nos graficosfoneéacontrada correlacéo significativa.
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5.3.2 Avaliacdo da razao de citocinas de cées rémente infectados pdr. chagasie caes

nao infectados e sua associacdo com a densidadssipéia cutanea

A avaliacao da razao de citocinas IfMN--4, IFN-y/IL-10, IFN-y/TGF{31 e IL-12/IL-

10 foi realizada na pele de cdes portadores de b¥ resultados encontram-se apresentados
de forma comparativa entre caes apresentando miésrgraus de parasitismo cutaneo e o
grupo controle (Tabela V).

A analise dos dados revelou aumenpa((05) da razdo IFNHL-4 no grupo BP
quando comparado ao grupo AP. Em relacdo a razfle/IE-10, foi observado aumento
(p<0,05) no grupo BP e MP em relacdo aos grupos GMi.e

Em relacdo a razéo IL-12/IL-10 e IRINFGF{31, ndo foram observadas diferencas
entre 0s grupos avaliados nesse estudo de acordoacdensidade parasitaria cuténea,
entretanto, a razdo IL-12/IL-10 apresentou-se atas@nnos grupos BP e MMP<Q,05)

guando comparado ao grupo AP.

Tabela V: Andlise da razdo de citocinas de acordo com dadsigarasitaria cutanea

Densidade Parasitaria Tecidual

Razao CNI BP MP AP
IFN-y/IL-4 0,32+0,15 0,70+ 0,36 69,95 + 85,06 0,47 +0,21
IFN-y/IL-10 9,68+18,69 1845+6138° 1780 +4168° 40,58 +128,2
IFN-yTGF-pL 16,53 +35,39 11,33+ 19,83 5,57 + 8,78 2,09 + 2,80
IL-12/1L-10 178,3+447,6 69,95+85,06 90,80+97,24 16,13 + 31,06

As diferencas estatisticamente significativas etreomse representadas pelas lettas dcorrespondentes aos
grupos CNI e AP, respectivamente.
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5.3.3 Avaliacao da expresséao dos fatores de trag@oiT-bet, GATA-3 e FOXP3 na pele de
cées naturalmente infectados plar chagasie cées néo infectados e sua associacdo com a

densidade parasitaria cutanea

A expresséo dos fatores de transcricao T-bet, GRTAFOXPS3 foi investigada na
pele de cédes naturalmente infectados lpochagasie caes nao infectados e sua correlagéo
com densidade parasitaria cutanea. Os resultatéis @sresentados comparativamente entre
todos os grupos de cées infectados e o grupo teiiEigura 16).

Os resultados mostraram aumernie(,05) na expressao de T-bet em todos os grupos
infectados em comparagdo ao grupo controle, porém fai observado correlacdo entre
expressdo de T-bet e densidade parasitaria na Igetsos dados também ndo revelaram
diferencas significativasp€0,05) na expressdo de GATA-3 e FOXP3 entre 0sogrup
experimentais, bem como nenhuma correlacdo sigtifec da expressédo desses fatores de

transcricdo com densidade parasitaria cutanea.
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Figura 16: Avaliacdo da celularidade na pele de cdes naetades e cdes naturalmente infectados Lpor
chagasiportadores de diferentes densidades parasitéigele. Os resultados estdo expressos em formato de
graficos de boxes que destacam os valores minigif®, 50%-mediana, 75% e maximo das populacdes
avaliadas. Caes nao infectados=CNIlln=16); cdes c/ baixo parasitismo=BH] n=12); cdes ¢/ médio
parasitismo=MP @ nF11); cdes c/ alto parasitismo=AP [l n=12). As diferencas estatisticamente
significativas encontram-se representadas pekdetorrespondente ao grupo CNI.
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5.3.4 Avaliacao da expresséo de quimiocinas na geledes naturalmente infectados por
chagask cédes nédo infectados e sua associacao com addelesparasitaria cutanea

A expressao de quimiocinas (CCL2, CCL4, CCL5, CCGla3L17, CCL21, CCL24 e
CXCL8) na pele de cées naturalmente infectados Iporchagasi, foi investigada
categorizando os cédes por densidade parasitarémeaut Os resultados relacionados a
avaliacdo da expressdo dessas quimiocinas, bem, @mssociacdo dessas com densidade
parasitaria cutanea estdo apresentados comparatit@nentre todos o0s grupos de caes
infectados e o grupo controle (Figura 17).

Na avaliacdo da expressdo das quimiocinas CCL2 le4Cfoi observado aumento
(p<0,05) nos niveis de RNAm desses mediadores nm gképem relacdo aos demais grupos
experimentais. Além disso, as analises de cormeldefectaram que maior expressao dessas
guimiocinas esta associada ao aumento na cargaitpeea na pele desses animais
(r=0,5329p=0,0010 er=0,5774p=0,0003, respectivamente). Em relacdo as quimiecina
CCL5, CCL21 e CXCLS8, foi observado aumento sigativo (E<0,05 no grupo AP em
relacdo ao grupo CNI. Entretanto, apenas as quinascCCL5 e CCL21 apresentaram
correlacdo positiva da expressdo com a densidadsidaia cutanea£0,3724p=0,0276 e
r=0,4271Hp=0,0105, respectivamente). A expressdo de CCL24saptou-se aumentada
(p<0,095 no grupo MP em relagédo ao grupo CNI e uma correlagiativa foi observada
entre a expressado dessa quimiocina e a densidaalgtgaa cutanea£-0,3426p=0,0474).
Para as quimiocinas CCL13 e CCL17, ndo foram obsawdiferencas significativas entre os

grupos experimentais.
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Figura 17: Avaliacdo da expressdo de RNAm de quimiocinasefege cies ndo infectados e cdes naturalmente
infectados pot.. chagasiportadores de diferentes densidades parasit&@iggela. Os resultados estdo expressos
em formato de graficos de boxes que destacam osegaminimos, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo das
populacdes avaliadas. Cées nio infectados=lllll=16); ces c/ baixo parasitismo=HJ( n=12); cles c/
médio parasitismo=MPJll n=11); cdes c/ alto parasitismo=Allll( n=12). As diferencas estatisticamente
significativas encontram-se representada pela &tia ¢ e d correspondente ao grupo CNI, BP, MP e AP
respectivamente. As andlises de correlacdo foraabealscidas utilizando apenas 0s grupos com animais
infectados (BP, MP e AP) e os valores de coefieidinear () e p-value {§) estdo sendo demonstrados apenas
nos graficos onde foi encontrada correlagao sicatifia.
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5.3.5 Avaliagao do perfil celular inflamatorio n&lp de caes naturalmente infectados por
chagask cédes nédo infectados e sua correlagdo com a dedsiparasitaria cutanea

A avaliacdo da celularidade tecidual na pele de cé@turalmente infectados plor
chagasi e cdes nao infectados, foi realizada categorizangloanimais por densidade
parasitaria na pele. Os resultados relacionadogabagdo da celularidade cutdnea e sua
correlacdo com a densidade parasitaria cutanes apresentados comparativamente entre
todos os grupos de cées infectados e o grupo ¢er{ffgura 18). Embora néo tenha sido
identificado alteracdes significativas nas poputacbelulares de neutréfilos e linfocitos, foi
observado alteracdes no perfil de células da ré&spiomsune inata. Nesse sentido, foi
constatado aumento significativo<Q,05) do percentual de macrofagos nos grupos MP e
guando comparado aos grupos CNI. Além disso, feentada uma correlacdo positiva entre
o percentual de macréfagos e a densidade parasitatinearE0,4163p=0,0198). Em
relacdo ao percentual de eosindfilos, foi obsendidanuicdo p<0,05) dessa populacdo no
grupo MP e AP em relacdo ao grupo CNI. Associadssas observacoes, foi encontrada
correlacdo negativa entre percentual de eosindélas densidade parasitaria cutanes (
0,3885p=0,0255). Na avaliacdo do percentual de basofflmispbservada diminuicdo do
percentual no grupo BP, MP e AP em comparacao apogENI <0,05), porém néo foi
observada correlacao significativa com densidadasfiaria cutanea.

A Figura 14 ilustra as fotomicroscopias dos pria@pachados histopatolégicos da
pele de cdes naturalmente infectadoslpahagasi categorizados por densidade parasitaria,
onde foram utilizadas as mesmas fotomicroscopiastrattas em relagdo ao estado clinico,
pois foi demonstrado que a categorizacdo pelosedifies grupos clinicos e por densidade
parasitaria apresenta correlacédo positiva. NascheanA-B observa-se em objetiva de 10x o
aspecto normal da pele com auséncia de infiltraflannatorio e de alteracdes histolégicas na
pele de orelha de um céo do grupo CNI. Em relaggmanchas C-D, que representam BP, e
E-F, que representam MP, observa-se discreto radit inflamatério composto
principalmente por células mononucleares, evidelocean objetiva de 40x. Nas pranchas G-
H, que representam cortes de pele de orelha dedomd@ grupo AP, é observado intenso

infiltrado celular em objetiva de 40x, compostapipalmente por células mononucleares.
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Figura 18: Avaliacdo da celularidade na pele de cées n&etmdos e caes naturalmente infectadod ponagasiportadores de diferentes densidades parasit&ipsla. Os
resultados estdo expressos em formato de grafiedsores que destacam os valores minimos, 25%, 588tana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. iZées
infectados=CNI [l n=16); cdes c/ baixo parasitismo=BFL_h=12); cies ¢/ médio parasitismo=Milln=11; cdes c/ alto parasitismo=Alll n=12). As diferencas
estatisticamente significativas encontram-se reptaslas pela letra correspondente ao grupo CNI. As analises de emdel foram estabelecidas utilizando apenas os

grupos com animais infectados (BP, MP e AP) e dserem de coeficiente linear)(e p-value |f) estdo sendo demonstrados apenas nos graficosfaindecontrada
correlacao significativa.



5.4 Capitulo IV: Correlacéo entre a expressao deanas do
Tipo | com citocinas do Tipo Il e com citocinas
imunoreguladoras em céaes naturalmente infectado4.po

chagasi
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5.4.1 Andlise de correlacdo entre a expresséao tieioas Tipo | com citocinas do Tipo Il e
com citocinas imunoreguladoras em caes naturalmieféetados pot.. chagasi

Uma analise de correlacdo detalhada entre a efjorels citocinas do Tipo | e do
Tipo I, bem como, entre citocinas do Tipo | e imteguladoras, foi realizada com o intuito
de investigar se ha padrdo misto de resposta eadgetdes naturalmente infectados lpor
chagasj independente do estado clinico e densidade partasiutanea apresentado por esses
animais. Essas observac¢des sao fundamentais pastigar a rede de interacdo entre as
citocinas, que diferem muito entre animais de difegs espécies, podendo ajudar a direcionar
novos estudos e a compreender melhor a dinamiapdsentacdo de diferentes perfis de
citocinas na LVC. Para isso, foi realizada analisecorrelacédo utilizando apenas os valores
de expressao de citocinas obtidos a partir dosasinaturalmente infectados garchagasi
(total de 35 animais). Os resultados estdo repi@des na Figura 19, onde foram
demonstrados apenas os gréficos de correlagdoofiottimas que apresentaram significancia.

Os resultados revelaram que a citocina IL-12 @sifvamente correlacionada com a
expressdo das citocinas IL-4 e IL-13=@,6643p<0,0001 e r=0,5656p=0,0011,
respectivamente). Interessantemente, foi encontradalacéo negativa entre a expressao de
IL-12, uma citocina fundamental para ativagdo dgpesta do Tipo I, com a expressédo das
citocinas imunoreguladoras IL-10 e TBE; que estdo associadas a inibicdo da ativacédo da
resposta do Tipo | r€-0,5777p=0,0005 e r=-0,5013p=0,0030, respectivamente).
Adicionalmente, TNFe foi positivamente correlacionada com a expressé&ocdocinas IL-4,
IL-5 e IL-13 (¢=0,5243p=0,0012, r=0,5227p=0,0021 e r=0,3664pH=0,0464,
respectivamente). Em relacdo a citocina NsNei encontrada correlacdo positiva com as
citocinas IL-5 e IL-131=0,3646p=0,0476 a=0,3691p)=0,0447, respectivamente).
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Figura 19: Andlise da correlacao da expressédo de citocinatasnha pele de caes naturalmente infectadok. ptragasi
Os simbolos representam os valores pontuais descofie LVC. As andlises de correlacdo foram estalazle utilizando
apenas 0s grupos com animais infectados Lpochagasie os valores do coeficiente linea) g€ p-value |f) estédo
demonstrados na parte superior dos gréaficos. Asdimpresentadas sobre os graficos ilustram adrteiagd das diferentes

correlacoes.
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5.5 Capitulo V: Correlacéo entre a expressao demjpginas
e a celularidade tecidual em cées naturalmentectafdos por

Leishmania chagasi
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5.5.1 Andlise da correlacdo entre a expressdo dmigginas e a celularidade tecidual em

cées naturalmente infectados forchagasi

No intuito de investigar a relacdo entre os niveéés expressdo de RNAmM de
quimiocinas e o perfil celular encontrado no imditto inflamatério dérmico em cées
portadores da LVC, foram estabelecidas analisesodelacdo entre os niveis de RNAm e
percentual das populacdes celulares neutréfilasfoditos, macrofagos, eosinofilos e
basofilos. Os resultados estéo representados pblarVvI, onde foram demonstradas apenas
as correlacdes que apresentaram significancid sstat

De forma interessante, a populacdo de macréfagbsa foais frequentemente
correlacionada a diferentes quimiocinas. Nesseideenbs dados revelaram correlacéao
positiva entre a expressdo de CCL2 e a populacamatzofagos rE0,4159p=0,0179).
Correlacéo positiva também foi encontrada entrguémiocinas CCL4 e CCL5 e a populacéo
celular de macréfagosr<0,4760Hp=0,0059 er=0,4126p=0,0189, respectivamente). Em
relacdo a quimiocina CCL24, foi encontrada cor@agegativa entre a sua expressao e o
percentual de linfécitog £ -0,5334H=0,0017)

Tabela VI: Analise de correlagdo entre a expressdo de quimi®e a celularidade tecidual na pele de cées
naturalmente infectados par chagasi As andlises de correlagdo foram estabelecidasidenando todos os
dados de animais infectados joichagasie os valores de coeficiente linegyr € p-value |f) estdo demonstrados
na tabela.

Célula Quimiocina Coeficiente p-value ()
Linear (r)
Macréfago CCL2 0,4159 0,0179
CCL4 0,4760 0,0059
CCL5 0,4126 0,0189
Linfécito CCL24 -0,5334 0,0017
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5.6 Resumo dos resultados

ApoOs a apresentacdo do conjunto de resultadososhtiol presente estudo decorrentes
da avaliacdo de parametros imunopatologicos (ciésciquimiocinas, fatores de transcricéo e
celularidade do infiltrado inflamatorio na derme) daes naturalmente infectados por
chagasj e a associacdo desses com progressao clinicasilalde parasitaria cutéanea, é

possivel apresentar as seguintes evidéncias:

* A evolucéo clinica da LVC se correlaciona positieale com o aumento da
carga parasitaria no compartimento dérmico;

» Céaes com a forma clini@ssintomaticaapresentararaumento nos niveis de
IFN-y, TNF-a, IL-5, IL-13, da razdo IFN/IL-4, do percentual de linfocitos
associado a um discreto infiltrado inflamatorio;

» Céaes com a forma clinicdigossintomaticoapresentararaumento nos niveis
de IFNy, IL-10, TGF$1, T-bet, da razdo IFMAL-4, do percentual de
macrofagos e linfocitos, assim conaiminuicdo dos niveis de IL-13 e do
percentual de basdfilos associado a um moderaitoadd inflamatorio;

» Cées com a forma clinicantomatica, apresentaramiminuicdo dos niveis de
TNF-0, IL-13, GATA-3, FOXP3, do percentual de linfocifososindfilos e
basoéfilos eaumento nos niveis de CCL2, CCL4, CCL5 bem como do
percentual de macréfagos associado a um intengtoeicdd inflamatorio;

e Cées combaixo parasitismo cutdneo apresentaraaumento nos niveis de
IFN-y, IL-12, TNF<, T-bet, da razdo IFNAL-10, IL-12/IL-10, associado a
diminuicdo nos niveis de IL-10 e a udiscreto infiltrado inflamatério;

e Cées commédio parasitismo cutaneo apresentaraaumento nos niveis de
IFN-y, IL-12, TNF-, IL-13, T-bet, CCL24, da razdo IFNH.-4, IFN-y/IL-10,
IL-12/IL-10, e do percentual de macrofagos, assima@ umadiminuicdo nos
niveis de IL-10 e do percentual de eosindfilos sdhis associado a um
moderadoinfiltrado inflamatorio;

e Céaes conalto parasitismo cutaneo apresentaraaamento nos niveis de IFN-
Y, TNF-u, IL-10, TGF$1, T-bet, CCL2, CCL4, CCL5, CCL21, CXCLS8 e do

percentual de macréfagos, assim codiminuicdo nos niveis de IL-12, I1L-13
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e do percentual de eosindfilos e basoéfilos assosiaintenso infiltrado
inflamatoério;

» A expressdao de IL-12 apresentou-se correlacionamativamente com a
expressao de IL-4 e IL-13reegativamentecom a expressao de IL-10 e TGF-
B1 na pele de caes naturalmente infectados ponagasi

A expressao de TNE-apresentou-se correlacionagasitivamente com a
expresséao de IL-4, IL-5 e IL-13 na pele de caesrahlhente infectados par.
chagasj

* A expressdo de IFN-apresentou-se correlacionagasitivamente com a
expressao de IL-4 e IL-13 na pele de cées natureémieafectados pot.
chagasj

* A expressdo de CCL2, CCL4 e CCL5 apresentou-seelacronada
positivamente com o percentual de macréfagos na pele de ciesalménte
infectados pot.. chagas;

* A expressdo de CCL24 apresentou-se correlacionagativamentecom os

niveis de linfécitos na pele de cées naturalmeriéeiados pok. chagasi
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5.6.1 Diagrama dos principais resultados encontsadesse estudo

O conjunto de evidéncias observadas nesse estudontesrse sumarizado no

diagrama da Figura 20.

CS

TNF-q |
IL-13 |
GATA-3 |
co FOXP3 |
IL-10 1 Linfécito |
IL-13 |
TCREE | cCL2 1

CCL5 1

IFN-y 1 |
IFN-y/IL-4 1 Macréfago 1
T-bet 1 Eosinofilo |
Macréfago 1 ) Basofilo |
Basofilo | Infiltrado Inflamatério 111

Infiltrado Inflamatério 11

IFN-y 1 TNF-o 1
TNF-a 1 IL-12 1
Infiltrado Inflamatoériot IL-13 1
IL-10 |
IFN-y/IL-10 t
IL-12/IL-10 1
CCL24 1
Eosinofilo |

MP

Figura 20: Diagrama ilustrativo das principais alteragBes atreglas na pele de cées naturalmente infectados
por L. chagasi de acordo com estado clinico e densidade paiasiatanea. As alteracdes em destaque no
quadro branco mostram as alteracdes encontradasraam aos grupos CA, CO e CS com os grupos BP, MP e
AP, respectivamente. As setas apontadas para bgixesentam diminuicdo dos parametros, enquargetas
apontadas para cima representam aumento dos per@raealiados na pele dos cédes infectado& ponagasi
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Diante do versatii e robusto sistema de vigilanaiaune apresentado pelo
compartimento cutaneo, esse tecido linféide desehgam importante papel na manutencéo
de muitos mecanismos de defesa frente a diversos die patdgenos. Entretanto, a regulacao
dos mecanismos de defesa da pele, também € creerp que, uma inadequada ou mal
direcionada resposta imune pode implicar na patsgErde uma grande variedade de
acometimentos cutaneos, seja de origem infecciosauto-imune (Kupper & Fuhlbrigge et
al. 2004). Nesse contexto, a resposta imune cutéoetm com uma grande variedade de
células de defesa, as quais incluem os linfocitogra-epiteliais e as células de Langerhans,
gue apresentam uma consideravel capacidade dearaptiigenos e de estabelecer/manter
uma resposta imune local (Kupper & Fuhlbrigge e2@04).

De forma intrigante, o aspecto histopatologico @riopatologico da pele de cées
naturalmente infectados par chagasj pode variar de um infiltrado inflamatério focal até
mesmo difuso com variavel nimero de plasmécitossrafiago (parasitados ou ndo com
amastigotas), linfécitos e neutrdfilos isoladosn{Ba et al. 2004, Solano-Galego et al. 2004,
Giunchetti et al. 2006). Esse aspecto reflete adgalesafio que permeia o estudo da LVC e
da identificacdo de biomarcadores da resposta ingue podem estar associados a
resisténcia/suscetibilidade a infeccdo pelo para&ito que implicard em maior ou menor
capacidade reservatoria tecidual de formas amaasigrara o inseto vetor. Nesse sentido, o
grande numero de casos de LVC e o intenso parasit@itaneo observado muitas vezes
inclusive em cées assintomaticos, sao condi¢cdetamantais que reforcam o papel dos caes
como principal fonte de infecgdo para o vetor ftebdneo, e consequentemente, para o
homem (Abranches et al. 1991, Moreno & Alvar 200Rprtanto, o entendimento dos
mecanismos responsaveis pela inducdo e manuterecéesplosta imune inata e adaptativa
efetiva no compartimento cutaneo, conduz a imptetaimplicacdes na compreensdo da
histéria natural da LVC.

Assim, considerando a importancia do compartimerutineo na infeccdo por
Leishmania que consiste na primeira interface de interagéiceeo parasito/hospedeiro, o
presente trabalho se prop6s a avaliar aspectoopatologicos da pele de caes naturalmente
infectados pot.. chagasi.Nesse sentido, avaliou-se a relacéo entre a gelesjghrasitaria na
pele e as manifestagbes clinicas em caes portaderds/C. Além disso, esse trabalho
dedicou-se a investigar as alteracdes histologassuais incluem o estudo do perfil celular
na pele, diante da importancia desses achados owhtadores do processo inflamatorio

local, que implica diretamente no perfil de cit@dne quimiocinas presentes nesse
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microambiente (Stwart et al. 1984). Adicionalmentsilizou-se estratégias de analises
estatisticas buscando associagfes e correlacdesosrdchados observados nesse 6rgdo com
a intensidade de parasitismo dérmico e a evolugéica na LVC, representada pelas
diferentes formas clinicas (assintomatica, oligussnatica e sintomatica). Nesse sentido, no
intuito de compreender os fatores envolvidos nabedécimento e manutencdo de uma
resposta imune protetora no tecido cutaneo, foireggua a técnica de PCR em tempo real
para avaliar os niveis de transcritos de variosegenediadores do sistema imunolégico
como, citocinas do Tipo | (IFN; IL-12p40 e TNFe), Tipo Il (IL-4, IL-5 e IL-13) e
imunoreguladoras (IL-10 e TGF), além dos fatores de transcricdo T-bet, GATA-3 e
FOXP3 e das quimiocinas CCL2 (MCP-1), CCL4 (MIP;1CCL5 (RANTES), CCL13
(MCP-4), CCL17 (TARC), CCL21 (SLC), CXCL8 (IL-8) @CL24 (Eotaxina-2). Da mesma
forma, foram estabelecidas correlacées entre casndle RNAmM dos genes avaliados com
estado clinico da LVC, intensidade de parasitisroel@aridade tecidual cutanea.

Apds o exame soroldgico, os cdes foram clinicamelassificados de acordo com
Mancianti et al. (1988) como, assintomaticos, agjotomaticos e sintomaticos, conforme
descrito na Tabela I, no item materiais e méto#ssa classificacdo tem sido recentemente
utilizada por diversos autores que estudaram aseftrelacionados a evolugéo clinica e
manutengdo de lesbGes cutaneas e viscerais na L&@,como, para o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos relacionados ao control@atasitismo (Giunchetti et al. 2006,
Reis et al. 2006a,b,c, Lage et al. 2007, Carrilal.e2008, Giunchetti et al. 2008a,b, Guerra et
al. 2009, Reis et al. 2009). Nesse sentido, foentzlo que cées naturalmente infectados por
L. chagasiapresentam evolucdo gradual da infeccdo a patiunda forma assintomatica,
caracterizada pela auséncia de sinais sugestivoslodaca, passando por uma forma
intermediaria oligossintomatica, no entanto, atleadoenca, caracterizada pela manifestacao
de alguns sinais clinicos. Essa forma clinica pmd#uir para uma forma classica da LVC
(sintomética) caracterizada pelo aparecimento dermaimero e intensidade de sinais
clinicos, bem como, por um descontrole imunologjae induz a um intenso parasitismo que
possivelmente levam os animais a morte, como deswr Reis (2001).

Considerando a importancia do perfil de citocinas eventos relacionados a
resisténcia ou susceptibilidade a infeccao Ipgishmania diversos estudos tém empregado
essa abordagem para analisar a evolucao clinid¢d/@ano ambito da infeccdo natural ou
experimental pot. chagasi/infatun{Pinelli et al. 1999, Quinnell et al. 2001, SartEmes
et al. 2002, Dos-Santos et al. 2004, Chamizo €t(fl5, Strauss-Ayali et al. 2005, Manna et
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al. 2006, Corréa et al. 2007, Lage et al. 2007 aL@nal. 2007, Rodrigues et al. 2007, Strauss-
Ayali et al. 2007, Sanchez-Robert et al. 2008, Alet al. 2009, Rodrigues et al. 2009).
Entretanto, até o momento, os trabalhos que seatedn a estudar o perfil de citocinas
durante a LVC, avaliaram distintos modelos de igdec (natural ou experimental), bem
como, diferentes compartimentos teciduais (bagodutae 6ssea, linfonodos e sangue
periférico). Dessa forma, a comparacdo entre ossdabitidos no presente estudo com os
demais dados da literatura, foi realizada tomanddewido cuidado em considerar as
pecularidades das respostas imunestu contra parasitos da espétiechagasique ocorrem
em distintos 6rgdos alvos de caes infectados, quexiamente descrito por Sanchez et al.
(2004).

Até o presente momento, esta descrito na literapemas um trabalho que buscou
avaliar citocinas na pele de cées naturalmentetades poileishmaniasp (Brachelente et
al. 2005), o que de forma interessante permit@trag certo paralelo com os nossos dados.
Diante do exposto e considerando a estratégia guyeregamos para avaliar os dados
apresentados aqui, 0s quais correlacionam os adssltda expressdo dos mediadores
avaliados com forma clinica e carga parasitaripresente trabalho marca de forma inédita
uma conquista no conhecimento da resposta imumeeleade cdes naturalmente infectados
porL. chagasi

Nesse sentido, no estudo realizado por Santos-&emal. (2002), foi demonstrado
que durante um extensivo periodo apés a infecgperiexental polL. infantum observa-se
baixa expressédo de citocinas IL-12, IFNL-2 e IL-10 em células mononucleares do sangue
periférico. Diante disso, esses autores sugerimenm@ LVC ocorre um longo periodo de
silenciamento caracterizado pela auséncia de reagimologicas contra o parasito, pelo nédo
desenvolvimento de alteracfes patoldgicas e pskeuntinacdo visceral do parasito. Essas
especulacdes, de tal modo, explicam a manutenge @guilibrio por um longo tempo, fato
que permite que ocorra a sobrevivéncia do hospedea manutencdo do ciclo de vida do
parasito, 0 que tornaria os cades um eficiente vag@io paral. infantum(Santos-Gomes et
al. 2002). Entretanto, essa hipotese ignora a g desses animais montarem resposta
imune inata capaz de influenciar de alguma fornsae®eventos, portanto, precisa ser melhor
investigada.

Evidéncias experimentais em modelos murinos, imdicque 0S mecanismos
protetores envolvidos na infeccao p@ishmaniasp. encontram-se intimamente relacionados

principalmente a uma especifica resposta imuneiplo ITligada a alta secrecdo de IFN-
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enguanto elevados niveis de IL-4, tem sido descaino importante marcador da resposta do
Tipo Il, associado a suscetibilidade a infeccdolmishmanigMosmann et al. 1986, Heinzel
et al. 1991, Scharton et al. 1991, Satoskar €1245). Na LVC, a resposta imunoprotetora
tem sido também associada com a ativacdo da raspodtipo | através da producéo de IFN-
v, IL-2 e TNFa (Pinelli et al. 1994, 1995 e 1997). Além dissoyedsos trabalhos
descreveram que o principal mecanismo efetor ermdmIlna resposta protetora em caes
infectados poleishmaniaé a ativacdo de macrofagos por - TNFa, acionados para
eliminar amastigotas intracelulares através dd.aaaginina do 6xido nitrico (NO) (Pinelli et
al. 1994, Rodrigues et al. 2007, Lage et al. 2007).

Categorizando os cdes de acordo com estado clinlzggervamos um perfil de
citocinas apresentando aumento da expressdo de &MWNNF«a (Figura 10) e da taxa IFN-
v/IL-4 (Tabela IV) no grupo CA em comparacdo comgospos CNI e CS. Em adicéo,
correlacdo negativa pode ser estabelecida enteasnile IFNy e TNFa com a evolucdo
clinica (Figura 10), o que reforca o papel des#@asinas na manutencdo da forma clinica
assintomatica. Esse achado € consistente com prgatmalhos que avaliaram o envolvimento
de IFNy e TNFe na eliminacdo do parasito através da ativacdoatwafagos e, através da
inducéo da producgéo de Oxido nitrico por essadae(®inelli et al. 1994, Vouldoukis et al.
2007). Brachelente et al. (2005), compararam aess@io de citocinas em fragmentos de pele
de cdes naturalmente infectados pershmaniasp com cées nédo infectados, normais ou
apresentando flebite. Nesse estudo, 0s autorestatamasn que 0s animais infectados
apresentaram niveis elevados de expressdo d¢ &NNFe em relagdo a animais controles,
indicando que a infeccdo induz aumento da expredsésas citocinas. Lima et al. (2007)
utilizando a técnica de ELISA de captura, dosardNk-& no soro de caes sintomaticos com
infeccdo natural pok. chagasie cdes néo infectados e observaram que os nie€idB-o
eram semelhantes entre os dois grupos avaliadosudo lado, algumas investigagcdes néo
encontraram diferencas na expressao de yIRN-TNFo ao avaliarem a medula Ossea
(Quinnell et al. 2001) ou esplendcitos (Lage et28l07) em cées naturalmente infectados
portadores de diferentes formas clinicas da LVCciddalmente, em um recente trabalho
desenvolvido por Sanchez-Robert et al. (2008),dfnonstrado expressdo aumentada de
IFN-y em CMSP nas formas clinicas mais graves da L\Vgiieotambém aponta para o papel
imunopatoldgico dessas citocinas nos processosiorilos a inflamacdo generalizada e
visceral. O envolvimento de IFNe TNFe na resposta imune protetora anti-LVC, também

foi descrito por Alves et al. (2009) ao avaliarenidnodos de cées naturalmente infectados,
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onde foi observado correlacdo negativa da expredsssas citocinas com evolucao clinica e
carga parasitaria nesse compartimento. Dessa fasn@sultados provenientes da andlise da
expressdo de IFM-e TNF+#, possibilitam especular que a expressdo aumentathaultanea
desses mediadores deve estar intimamente envoboda mecanismos imunoprotetores
durante a LVC, visto que, observou-se aumento desfacinas na pele de animais
portadores da forma clinica assintomatica.

A avaliacdo da carga parasitaria pelo indiceishmania Donovan UnitdLDU), o
qual correlaciona o numero de amastigotasLdshmaniapor 1000 células nucleadas
(Stauber, 1955) é uma importante ferramenta paaatificar a densidade parasitaria tecidual.
Essa técnica vem sendo utilizada em diversos estugiee avaliaram o padrao
imunopatologico da LVC considerando a carga panaaiem diferentes tecidos (Tafuri et al.
2001, 2004, Sanchez et al. 2004, Giunchetti &04l6, Reis et al. 2006a,b,c, Lage et al. 2007,
Giunchetti et al. 2008a,b, Guerra et al. 2009, Reial. 2009). Nos estudos realizados pelo
NOsSsSo grupo, o parasitismo tecidual para cada caommeato foi inicialmente classificado
como baixo, médio e alto parasitismo, baseado almses teciduais de LDU estatisticamente
categorizados em tercis (Reis et al. 2006a,b,ce leagl. 2007, Guerra et al. 2009, Reis et al.
2009). No presente estudo, os dados demonstraranamjmais assintomaticos apresentam
baixo parasitismo na pele, enquanto em animairegticos, foi observada alta carga
parasitaria (Figura 9). Esses dados estdo de acormoprévias observacoes relatadas por
pesquisadores de nosso grupo de pesquisa em teridss como, pele, medula éssea, baco,
figado e linfonodo (Giunchetti et al. 2006, Reisakt2006a,b,c, Giunchetti et al. 2008a,b).
Além disso, ao correlacionar a carga parasitaripet@ (indice LDU) versus formas clinicas
(assintomatico, oligossintomatico e sintomatica), dstabelecida correlacado positiva entre
densidade parasitaria cutanea e evolucao clini¢d/Ga(Figura 9). Evidéncias experimentais
obtidas pelo nosso grupo no intuito de investigassociagdo entre niveis de parasitismo em
distintos compartimentos com formas clinicas da Ld&nonstraram que, independente do
estado clinico, o baco e a pele sdo os sitios der rdansidade parasitaria, sendo que, o
aumento da densidade parasitaria na medula 6ssedaco possibilita decodificar a forma
clinica na LVC (Reis et al. 2006b). De fato, esslagdo entre parasitismo e manifestacées
clinicas da LVC, tem sido evidenciada em outros gamimentos linféides como linfonodo
(Giunchetti et al. 2008a, Alves et al. 2009, Maghal. 2009), figado (Giunchetti et al. 2008)
e baco (Giunchetti 2004, Lage et al. 2007, Gudred. 2009).
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Nesse contexto, a andlise do perfil de citocinasgoaizando os cdes de acordo com
densidade parasitaria cutanea, torna-se imporsttatégia para decodificar os aspectos
imunopatoldgicos que estariam associados ao cerdmparasitismo tecidual. Nesse sentido,
os dados obtidos nesse estudo revelaram exprassgmi@da das citocinas pro-inflamatorias
IFN-y e TNFo em todos os grupos de cées infectados (BP, MP)eeAPcomparacdo ao
grupo controle (Figura 15). Em acordo com essesgjddage et al. (2007) observaram que
independente da densidade parasitaria no bacdyes e IFNy foram significativamente
aumentados em caes naturalmente infectadok. mhragasiquando comparados com animais
nao infectados. Sanchez-Robert et al. (2008), detrwam que a expressdo aumentada de
IFN-y em CMSP de caes experimentalmente infectadodjriiamente correlacionada com a
carga parasitaria no sangue periférico, medida€R em tempo real. Até 0 momento, nédo
foi ainda estabelecido relacdo entre TNEm cées infectados, seja pela forma clinica, seja
pela carga parasitaria, e de modo geral obsergassessa citocina é sempre expressa ora em
niveis baixos ora em niveis aumentados, mas segaeldireta com a evolu¢do da doenca.
Por outro lado, pode-se especular que tNfeve estar exercendo sua atividade bioldgica e
sendo modulado de forma concomitante e sinérgicaaniveis de IFN-e IL-10 ou IL-4.

A expressdo da subunidade p40 da citocina IL-1Bbém foi avaliada no presente
estudo devido as consideragfes descritas a sdgd?: ¢ uma proteina heterodimera formada
por uma cadeia leve de 35 KDa (conhecido como pBk-d2¢) e uma cadeia pesada de 40
KDa (conhecida por p40 ou IL-BR IL-12p40 é secretada principalmente por
mondcitos/macrofagos, neutréfilos, micréglia e Edudendriticas, e os efeitos celulares
especificos da IL-12 sdo devidos principalmentéwagio da STAT4 através da subunidade
p40 (Kaplan et al. 1996). Nesse sentido, a citotind2 € conhecida por estar associada a
inducéo da producéo de IFNsor CMSP e células NK, ao estimulo da proliferag@aélulas
T pré-ativadas e células NK. Essa citocina tambg&arce estimulo a produgdo de o6xido
nitrico por macrofagos, além de exercer papel foredal na diferenciacdo de células T
helpervirgens (T,0) em Thelper1 (T4l), estabelecendo uma ligacdo entre resposta imune
inata e adaptativa (Trinchieri et al. 2003).

Buscando avaliar o papel da IL-12 na LVC, Straugahfet al. (2005) estudaram o
efeito biologico da adicdo de IL-12 recombinantersoa resposta imune celular em caes
naturalmente e experimentalmente infectadosLpanfantum Nesse estudo, foi observado
aumento da proliferacdo celular apos a adicdo d&2llem cées portadores de infeccéo

natural, entretanto, esse efeito ndo foi evidemcialinfeccdo experimental (Strauss-Ayali et
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al. 2005). Além disso, foi demonstrado que CMSRrimais sintomaticos nao foram capazes
de produzir quantidades significantes de KMNpos o estimulo com antigeno solavel
especifico deLeishmania e que esse efeito era restaurado apdés a adicad.-ti2
recombinante (Strauss-Ayali et al. 2005). Diantesdj foi sugerido que IL-12 € um
importante mediador da resposta imune do Tipo &za&e ativar a proliferacdo de linfocitos e
a producéo de IFN-em céaes infectados pbr infantum e que esse mediador pode ser um
bom candidato para imunoterapia utilizando citagiam animais refratarios a quimioterapia
convencional.

No presente trabalho, ndo foi encontrada diferesigaificativa nos niveis de IL-
12p40 na pele ao categorizar os cées de acordestado clinico (Figura 10). Manna et al.
(2006) ao avaliarem cées naturalmente infectado4. pchagasi demonstraram que apenas
0S animais assintomaticos que progrediram paracdosimtomatica apresentaram niveis
detectaveis de IL-12 em amostras de sangue, sdgeque essa citocina pode representar
também um importante marcador de doenca ativa.idditmente, os dados obtidos no
presente trabalho corroboram com prévias obsersagbele ndo pode ser estabelecida
correlacéo entre a expressao de IL-12 e evolugaxalda LVC, sugerindo que a resposta
imune compartimentalizada induzida por esse mediatho reflete a presenca dos sinais
clinicos sistémicos (hepatomegalia, esplenomedadfadenopatia, emagrescimento, anemia,
leucopenia dentre outros) encontrados nesses an{irege et al. 2007, Strauss-Ayali et al.
2007, Sanchez-Robert et al. 2008, Alves et al. 0@8sse sentido, a importancia de IL-12
como marcador de doencga ativa, conforme descritdfjanna et al. (2006), precisa ser ainda
melhor investigada no ambito da resposta imune edinpentalizada nos diversos tecidos
acometidos pelo parasito durante a LVC.

Por outro lado, ao agrupar os animais por densigadssitaria cutanea, foi observado
niveis aumentados de IL-12p40 nos grupos com kameédio parasitismo (BP e MP) quando
comparado a animais controles e com alto parasitififgura 15). Adicionalmente, foi
identificada correlacdo negativa entre a expredggiti-12p40 e a carga parasitaria (Figura
15). Lage et al. (2007) avaliaram a expressdo dé&2llem esplendcitos de animais
naturalmente infectados pdr. chagasie nado detectaram diferencas na frequéncia da
expressdo dessa citocina ao categorizar 0s anoasarga parasitaria esplénica. Entretanto,
ao agruparem os animais infectados independenteadsa parasitaria, observaram um
aumento dos niveis de IL-12 quando comparado aasigontrole (Lage et al. 2007).

Strauss-Ayali et al. (2007) observaram aumento wiogis de IL-12 no baco de cées
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portadores de infeccdo experimental poinfatum entretanto, essas observagcdes nao foram
encontradas em animais naturalmente infectadosufnmodelo de infecgdo experimental
acompanhado longitudinalmente em cées, foi obsarladca expressao de IL-12 em CMSP
durante o periodo de infeccao, independente da qgangsitaria avaliada no sangue periférico
(Sanchez-Robert et al. 2008). Apesar de aindaseaisso 0 estudo da expressao de IL-12 na
LVC, os achados observados no presente estudapotados com estudos anteriores (Dos-
Santos et al. 2004, Strauss-Ayali et al. 2005) &gporpara a importancia dessa citocina no
controle do parasitismo cutaneo.

Em relacdo a citocina IL-4, ndo foram observadderehcas significativas na
expressao desse mediador seja entre as diferemteasf clinicas, seja ao avaliar os cdes de
acordo com a densidade parasitaria cutanea (Figueal15, respectivamente). Na LVC, tem
sido demonstrado que em animais infectados ha d@ardardeteccéo de IL-4 apds o estimulo
com antigeno soltvel deeishmaniaporém diferengas entre os niveis dessa cito@paem
sido encontrada entre formas clinicas da LVC (Qaret al. 2008), corroborando com os
resultados obtidos no presente estudo. Por outto, lam relacdo a IL-5, foi observada
expressdo aumentada dessa citocina na pele degaédadores da forma assintomatica da
LVC, além de ter sido estabelecida correlacéo ipasitesse mediador com o percentual de
linfécitos totais contados na pele (Figura 10).uklg autores tém sugerido que a producao de
IL-5 associada a de IFN-pode estar envolvida no controle da infeccao, ipelssente
promovendo a diferenciacéo e a ativacdo de eokia@iaumentando a geracao e ativacao de
linfécitos T-citotoxicos especificos (Nagasawa bt 191, Mary et al. 1999, Peruhype-
Magalhdes et al. 2005). Strauss-Ayali et al. (20@8 observaram diferencas entre niveis de
IL-5 durante a evolucao da infeccdo naturallpanfantum quando comparado com animais
nao infectados, entretanto, apos 5-7 meses decadedoi observado aumento desse
mediador em comparagdo ao periodo pré-infeccdocias® ao aumento concomintante de
IL-4 e IFN-y. Nesse sentido, ainda ndo € possivel compreendeal envolvimento dessa
citocina durante o desenvolvimento da LVC, o quenaodificil explorar os efeitos
imunologicos desencadeados por esse mediador nalagad da resposta e suas implicacdes
no desenvolvimento da histéria natural da infeqgé@bural ou experimental) paeishmania
em cédes. Assim, nosso grupo de pesquisa pretendstigar por imunohistoquimica as
populagdes e subpopulagdes de células T {@D@DS8), bem como célulasgl, (CD25) na
pele desses animais a fim de buscar uma assoc@énté® as citocinas expressas e essas

populacdes celulares, o que acarretaria em um meiitendimento dos eventos observados
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no presente trabalho. Tudo indica que para aciomanismos relacionados a evolucao da
clinica da LVC, ocorre um perfil concomitante (rmjstde IFNy com IL-10 e/ou IL-4.
Realmente, isso parece ser verdade, e ainda mpissvel que uma rede complexa de
citocinas tanto do Tipo | como do Tipo Il possaaestendo elaborada de forma a acionar
mecanismos que irdo conduzir a evolucao clinichistéria natural da leishmaniose visceral
canina ou mesmo influenciar na manutencao do egoilha relacdo parasito/hospedeiro.
Nesse sentido, as hipdteses lancadas no paragraésioa parecem proceder
considerando os resultados encontrados no presstielo, onde se observa expressao
aumentada de IL-13 em animais apresentando a fassiatomatica e correlagdo negativa
dessa citocina com progresséao clinica da LVC (kBiduy). De forma similar, categorizando
os caes por densidade parasitaria cutanea, tambéenser estabelecida correlacdo negativa
entre os niveis de IL-13 e parasitismo da pelenalé expressdo aumentada no grupo com
médio parasitismo (Figura 15). Em adi¢cdo, uma cantemte alta expressao de IR\ IL-13
foi encontrada em CA, além de correlacdo positiaeea expressao dessas citocinas
encontrada nos animais infectados (Figura 10). Bmnms, tem sido relatado que IL-13
promove a sintese inicial de IFNe influencia na montagem e maturacdo do granuloma
tecidual (Murray et al. 2006). Além disso, foi datelo que o percentual de eosindfilos no
tecido cutdneo, uma célula associada a producllo & apresentou-se diminuido no grupo
de cédes sintomaticos (Figura 13). Em adicdo, awéel negativa entre o percentual de
eosinofilos com evolucgéo clinica da LVC foi obselagFigura 13). Esses resultados apontam
para a importancia da IL-13 no estabelecimentoadends clinicas mais brandas, no qual
niveis reduzidos dessa citocina apresentam-seiades@ forma sintomatica da LVC. Nesse
contexto, parece que niveis elevados dessa cito@npele favorecem um microambiente
capaz de conduzir uma migracdo diferencial de é6kia possibilitando um controle mais
efetivo do parasitismo nas fazes iniciais da dod@asaintomética) e assim favorecer um
melhor progndstico da LVC nesses animais. Em acomo nossos resultados, Sanchez-
Roberts et al. (2008) demonstraram que CMSP deaaiexperimentalmente infectados por
L. infantumqgue desenvolveram sinais clinicos da LVC, exprassdlL-13 durante os quatro
primeiros meses apoés a infeccao, periodo em qamio®is geralmente ainda apresentam a
forma clinica assintomatica da doencga. Consideranuhoportante papel desempenhado por
eosindfilos nas etapas iniciais do processo degéafe pori_eishmaniacomo demonstrado no
estudo desenvolvido por Belkaid et al. (2000), s®do descrito que IL-4 atua como forte

indutor da migracdo de eosindfilos (Sanz et al.8)l9®aranhos et al. (1993) detectaram
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eosinofilia em cées inoculados intradermicamente saliva dd_u. longipalpis Observacoes
similares foram vistas em processos inflamatérims camundongos imunizados com uma
proteina recombinante de 15 KDaRlgpapatas(Valenzuela et aR001).

Um interessante estudo realizado por Pearson et(1887), demonstrou que
eosindfilos apresentam capacidade microbicida drentparasitos do génetgeishmania
Esses resultados sugerem que a ativacdo de etmsnéin microambientes contendo IfyN-
induz a estimulag&o da producdo de varios mediadoflamatoérios. Assim, o recrutamento
de eosinodfilos observado poderia representar umamgoo leishmanicida adicional que
compensaria a auséncia do envolvimento precoceadedfagos (Beil et al. 1992, Oliveira et
al. 1997, 1998, Watanabe et al. 2004). Em camurmmALB/c, os neutréfilos sdo as
células predominantes nos primeiros trés dias agéscdo poreishmania acompanhados
de um discreto infiltrado de eosinodfilos (Andradeale 1984, Beil et al. 1992). Apds analise
histopatoldgica, observou-se a presenca de pasasitegros e destruidos no interior de
neutréfilos e também de eosinofilos, sugerindo digi@acdo dessas células no controle
inicial da infecgéo pokeishmanigLima et al. 1998).

InvestigacOes a respeito do envolvimento das cigsciL-10 e TGH na modulagéo
da resposta imune na LVC tém sido realizadas cobjativo de compreender melhor o papel
desses mediadores no desencadeamento da progrediséca e dos processos
imunopatoldgicos envolvidos com o parasitismo te&id bem como em avaliacdo da
imunogenecidade (Pinelli et al. 1999, Quinnell &t 2001, Santos-Gomes et al. 2002,
Chamizo et al. 2005, Strauss-Ayali et al. 2005,720@anna et al. 2006, Lage et al. 2007,
Carrillo et al. 2008, Sanchez-Robert et al. 2008 et al. 2009, Rodrigues et al. 2009). Em
mamiferos, tem sido descrito que dentre os mendadamilia TGFB, a citocina TGH1 é
predominantemente expressa por células do sistemaaej enquanto TGB2 e TGFB3,
estdo presentes em pequenas quantidades, e ppdaameolvimento dessas ultimas citocinas
na modulac&o do sistema imune é considerado ifisgmie (Govinden et al. 2003), fato que
justifica a avaliacdo apenas de T@EEFnesse trabalho.

Nesse contexto, ao avaliar a expressao de IL-1® €GFf$1 de acordo com estado
clinico, foi observado aumento dos niveis de ILapénas no grupo oligossintomatico quando
comparado a animais controle e sintomaticos (Fig)a Assim, correlacdo entre os niveis
dessa citocina e evolugéo clinica da doenca nde ped estabelecida. Essas observactes
corroboram com os estudos desenvolvidos por Manre. 2006, 2009) ao avaliarem a

expressdo de IL-10 em CMSP, onde nao foi possareéstabelecida correlacdo dos niveis
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dessa citocina com progressédo da doenca. Por lagkoo Pinelli et al. (1999), avaliaram a
expressao de RNAmM em CMSP de cées infectadod_carmfantume verificaram no grupo de
animais que apresentaram sinais clinicos, que apanaxpressao de IL-4 e IL-10 foi
detectada, indicando possivel participacdo dessaxinas no desenvolvimento de
manifestacdes clinicas da doenca. Posteriormeatestudo desenvolvido por Quinnell et al.
(2001), os niveis teciduais de IL-10 foram semdksmtanto nos animais infectados como nos
controles, ndo constatando o papel imunossupressdtr-10 na LVC. Santos-Gomes et al.
(2002) ao avaliarem os niveis de IL-10 na LVC, obm@&am que apenas na fase tardia da
infeccdo em animais portadores sintométicos, aepgas de RNAmM dessa citocina era
detectada. Lage et al. (2007) ao avaliarem os s\feitranscritos de IL-10 em esplendcitos,
demonstraram correlacdo positiva entre essa cétaeio estado clinico da LVC. Entretanto,
Carrillo et al. (2008) ao avaliarem os niveis denscritos em CMSP estimuladas com
antigeno solavel dd.eishmania relataram que o grupo de animais assintomaticos e
oligossintomaticos apresentavam uma tendéncia se®sqr niveis de IL-10 abaixo dos
valores basais de células controle ndo estimuladgasciado ao aumento dos niveis de yFN-
e TNFa quando comparados a animais sintomaticos. SariRbleerts et al. (2008) relataram
que durante a infec¢do experimental de caes& pofantumé observado em CMSP aumento
dos niveis de IL-10 e TGE-

Na andlise de citocinas imunoreguladoras e pasasiticutaneo, foi observado que
cdes apresentando alto parasitismo na pele, exibpadrdo imunoregulador de resposta
imune caracterizado pela expressdo aumentada t@ éim relacdo aos grupos CNI, BP e MP
e de TGl em relacdo aos animais controle (Figura 15). Lageal. (2007) ao
correlacionarem os niveis de expressdo de IL-10 duwiice de parasitismo esplénico,
observaram correlacdo positiva entre aumento d&Olle aumento parasitismo esplénico,
sugerindo que a LVC é marcada por um predominacuenalo de IL-10 associado a alta
carga parasitaria e progressdo da doenca no com@aird esplénico. Esse perfil
imunoregulador também foi observado no estudo dedado por Alves et al. (2009) ao
avaliarem o perfil de citocinas em linfonodos desc@ortadores de LVC. Esses autores,
também observaram niveis aumentados de IL-10 e ff@&-forma concomitante em céaes
sintomaticos e com alto parasitismo nesse tecidgersndo que esse perfil esta associado
com progressdo da LVC e a incapacidade do contooterasitismo nesse 6rgao. Entretanto,
no estudo desenvolvido por Strauss-Ayali et al0f3@valiando a resposta imune esplénica,

nao foi observado perfil imunoregulador no decod&rinfeccdo de cdes experimentalmente
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infectados. Corréa et al. (2007) através de téamécBLISA de captura, avaliaram de forma
quantitativa a producdo de IFN-TGF{$3 e IL-10 em extratos de baco e figado de cées
assintomaticos e sintomaticos e observaram altgsisnde IL-10 em ambos os grupos de
cdes. Em relacdo a TG¥-foi verificado niveis mais elevados no grupo d@esc
assintomaticos, enquanto IRNfoi encontrado em niveis semelhantes nos doisogrm
estudo, porém em concentragdes significativamerfeeidores as de IL-10 e TGF{Corréa et

al. 2007).

Na LV humana, tem sido bem descrito que IL-10 ma@@ulesposta imune do Tipo |
através da inibicdo da producdo de W-Nia supressdo da sintese de IL-12 em células
apresentadoras de antigeno (Vouldoukis et al. 19®fuhype-Magalhdes et al. 2005).
Interessantemente, em um modelo murino de infeggéab. donovanjtem sido demonstrado
que a desativacdo do efeito bioldgico da IL-10vésado emprego de anticorpos anti-IL-10R
€ uma estratégia imunoterapéutica eficiente naagiiv da resposta imune do Tipo |, e
consequentemente, no controle da infeccdo (Murra). €002). Diante disso, foi sugerido
gue essa citocina € o principal mediador envolwidl@esenvolvimento da doenca (Bacellar et
al. 1996), e que o equilibrio na expressdo de yFHB-IL-10 durante a infeccdo é
particularmente importante no controle da leishiwsaivisceral, como sugerido por estudos
recentes envolvendo modelos experimentais (Sikwestral. 2007) e na infeccdo humana
(Peruhype-Magalhées et al. 2006). Adicionalmenieyportante ressaltar que embora niveis
aumentados de IL-10 em pacientes com LV estao drégmente implicados em limitar o
desenvolvimento de patologias associadas a umanreaa resposta imune, especificamente
no figado, a atividade imunossupressiva desse nhadésta diretamente correlacionada com
aumento da replicacdo do parasito e progressadoatad (Nylen & Sacks 2007). Em relacéo
ao TGFp, tem sido amplamente relatado o envolvimento de#esaina na progressao da
leishmanioseén vivo, devido principalmente ao papel supressor na eggceda 6xido nitrico
sintase induzivel (iINOS) e de IFN(Barral-Netto et al. 1992, Rodrigues et al. 1988son
et al. 1998, Gantt et al. 2003).

Os resultados obtidos nesse estudo sao consistenmesregistros anteriores que
relataram a habilidade de IL-10 e T@Fem reduzir a reatividade celular, seja em nivel de
proliferagéo ou de citotoxicidade, bem como desseduladores agirem inibindo a atividade
leishmanicida de macrofagos, conduzindo assim gressdo da doenca e/ou impossibilitando
a cura (Gantt et al. 2003, Vouldoukis et al. 199¥§sse sentido, Strauss-Ayali et al. (2005)

demonstraram a habilidade de IL-10 em inibir aife@dcdo de CMSP estimuladas com
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antigeno soluvel déeishmania além de inibir a produgcdo de IFNpor essas células em
animais experimentalmente infectados. Portanto, imasscomo nesses animais
experimentalmente infectados garinfantume apresentando a forma ativa da infeccéo, os
dados obtidos no presente estudo sugerem que sdpresumentada das citocinas
imunoreguladoras IL-10 e TGFfavorece um microambiente propicio a multiplicacko
parasito independente do estado clinico do anidléin disso, foi observada baixa razdo da
expressdo de IFMAL-10 e IL-12/IL-10 no grupo AP quando comparadmumcos demais
grupos (Tabela V). E importante ressaltar que aslegdes negativas observadas entre a
expressdo de IL-12 com os niveis das citocinas amaguladoras IL-10 e TGEL (Figura
19), sugerem possivel efeito biolégico antagonéstae essas citocinas. Assim, os dados
apresentados no presente estudo apontam para leigrerdo de citocinas imunoreguladoras
na supressao da resposta imune responsavel pdloleata replicacdo das amastigotas no
compartimento dérmico de cdes portadores de L\fetamtto, ainda € obscuro os mecanismos
envolvidos na inducao da expressao de IL-10 e F@br diferentes tipos celulares na LVC e
muito divergente os achados relacionados a estasnais em diferentes compartimentos.
Assim, torna-se fundamental ampliar o espectro mestigacédo cientifica no campo da
imunopatologia da LVC, abrangendo metodologias zegpade identificar de forma
simultanea as populacdes celulares que estdo mantto na producdo de citocinas nos
diferentes compartimentos linféides onde os praesdlamatorios estdo ocorrendo durante
o desenvolvimento da histéria natural da LVC. Sam@&om essas investigacdes poderemos
definir melhor o papel dos principais mediadores cenario imunolégico tdo elaborado
encontrado nesses 6rgaos, conforme ja descritdipensos autores na literatura (Tafuri et al.
2004, Giunchetti et al. 2006, Lima et al. 2007, r&hetti et al. 2008a,b).

Nesse sentido, considerando a importancia de a@aka sobre o perfil
imunoregulador e a inducdo da transcricao dos gamesodificam as citocinas IL-10 e TGF-
B, esse trabalho se propds a avaliar a expresséaiatade transcricdo FOXP3 (Zheng et al.
2007). De uma forma geral, inUmeras limitagcbesretoma avaliacdo da expressao de fatores
de transcricéo e suas implicacfes em processo®giats de doencas, devido ao fato desses
mediadores estarem envolvidos na regulacdo dactigés de inGmeros outros genes, assim
como descrito em estudos anteriores que avaliaraxpr@ssao de FOXP3 em murinos e que
apontaram a implicacao dos fatores de transcrigdonducéo ou inibicdo da expressao dessas
proteinas (Marson et al. 2007, Zheng et al. 20@@®esar dessas evidéncias, poucos estudos

tém sido realizados no intuito de investigar o évimeento de fatores de transcricdo na
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regulacdo da transcricdo génica de citocinas rtensés imunoldgico canino (Biller et al.
2007), principalmente no ambito da infecgcdo carpoa parasitos do géneiroeishmania
(Strauss-Ayali et al. 2007). No estudo realizado Bitler et al. (2007), foi demonstrado que
ha expressdo aumentada concomitante de RNAmM do dataranscricio FOXP3 e das
citocinas IL-10 e TGH em células &y de cdes com cancer. No presente estudo, apesar de
ndo ter sido avaliado populagbes celulares espasifisoladas, como linfocitosgel a
correlacdo positiva entre a expressao de FOXP3 eitdaina IL-10 a nivel tecidual foi
confirmada (Tabela VII). Entretanto, em relacdo@FPB1 foi observado uma tendéncia do
aumento dessa citocina com o fator de transcrig@¥H3 (Tabela VII). Adicionalmente,
baixos niveis de FOXP3 foram observados no grupguz®do comparado aos grupos CA e
CO, além de ter sido negativamente correlacionamu progressao clinica (Figura 11).
Entretanto, o fato de n&o ter sido encontrado dip@m concomitante de FOXP3 com as
citocinas IL-10 e TGH1, bem como, correlagdo negativa desses mediadorasforma
clinica assim como observado para FOXP3, podexgeicado pela inespecificidade desse
fator de transcricdo, como descrito acima. Portantoecessario investir em estudos que
possam utilizar abordagens metodoldgicas, sejairpanofenotipagem por citometria de
fluxo ou por imunohistoquimica, capazes de emprege marcacado concomitante de ambos
mediadores em célulakdy (CD25). A abordagem de dupla marcag&o fenotipica pedmiti
melhor compreenséo do envolvimento de FOXP3 nondesamento de células reguladoras
na LVC afim de melhor esclarecer o papel dessa@tno processo imunopatoldgico da
doenca.

Nesse trabalho também foi identificada reducéo>gaessdo de GATA-3 no grupo
CS em relacédo aos grupos CA e CO e correlacdo imegitsse fator de transcricdo com
evolucédo clinica da LVC (Figura 11). O fator densericdo GATA-3 estad fortemente
associado a inducao da expresséo das citocinagpddl TIL-4, IL-5 e IL-13) em células 12
(Zhang & Flavell 1997, Zhang et al. 1998). De forinteressante, os niveis de GATA-3
também mostraram estar positivamente correlacianadm a expressdo das citocinas do
Tipo Il (IL-5 e IL-13) (Tabela VII). Além disso, umtendéncia do aumento desse fator com o
aumento de IL-4 na pele de cades avaliados foi auiddo nesse estudo (Tabela VII).
Entretanto, entre essas citocinas, apenas IL-13esaptou expressdao aumentada
simultaneamente no grupo CA, além de ter sido negaénte correlacionada com
progressao clinica o que reforca a evidéncia desseto como um biomarcador de controle

da evolucédo clinica e da carga parasitaria cutdreed VC. Kitamura et al. (2005) ao
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avaliarem a correlacéo entre a expressao de GA€AcRocinas do Tipo Il em clones de
células T helper humanas, verificaram que apenas a citocina IL-4tva fortemente
correlacionada com niveis de RNAmM de GATA-3. Aléssd, tem sido descrito que GATA-3
exerce importante papel na producéo de IL-13 mddditos T e mastocitos, além de facilitar
o remodelamento da cromatina do loco do gene aeic#s do tipo Il em célulasyZ,
incluindo o gene codificador para IL-13 (Murraya¢t2006). Em adicdo, a ligacdo de GATA-
3 em um sitio proximal do promotor de IL-13 € neéei® para expressao de IL-13 em tipos
celulares especificos (Murray et al. 2006).

Essa interessante correlacdo encontrada no compatt dérmico, pode encorajar
futuros estudos a investigar o papel do GATA-3 etemninacdo do fendtipo de células
THCD4" e na regulacdo da expressdo de citocinas do Tipa LVC. Nesse sentido, os
resultados apresentados nesse estudo apontam p@afarte evidéncia que niveis
aumentados de IL-13 e GATA-3 simultaneamente podeen considerados bons
biomarcadores da forma clinica assintomatica da.LVC

Ao categorizar os cées por densidade parasitatémea, a analise da expressao do
fator de transcricéo T-bet revelou expresséo awadardesse mediador em todos 0s grupos de
cées infectados (BP, MP e AP) em comparacdo acmgraptrole (Figura 16). O fator de
transcricdo T-bet € uma importante proteina n@&msigtimune que tem sido indicado como
um fator de transcricdo especifico para linfécitdgCD4™ virgens, atuando no
desenvolvimento de célulagITD4, e consequentemente, na expressao de citocirEipalo
| como IFN+, IL-12 e TNFe, em células #1 e NK (Murphy et al. 2000, Szabo et al. 2002).
Diversos estudos tém estabelecido que T-bet exaqel essencial no controle de infeccdes
por protozoarios dependente de célulagl TSzabo et al. 2002, Rosas et al. 2006).
Recentemente, em acordo com os resultados obtalpeesente trabalho, Strauss-Ayali et al.
(2007) demonstraram aumento na expressdo de T-béENey no bago de cées
experimentalmente e naturalmente infectados apiasdm alta carga parasitaria.

Considerando que um balanco no padrdo misto deird® pode estar influenciando
na resisténcia ou suscetibilidade durante a inteqgi Leishmania(D’Andrea et al. 1995,
Peruhype-Magalhdes et al. 2006, Raziuddin et @410 presente trabalho foi também
investigado a ocorréncia desses padries durante ([B#flira 19). Nesse sentido, foram
estabelecidas analises de correlacdes entre ase#prele citocinas do Tipo | com citocinas
do Tipo Il e imunoreguladoras nas amostras de geledes infectados independente do

estado clinico e densidade parasitaria cutaneajntuito de compreender como esses
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mediadores interagem no sistema imunolégico cadimante a LV. E importante ressaltar
que o presente trabalho foi pioneiro nesse tipindestigacao durante a LVC, e que essa
abordagem sera fundamental no direcionamento deofuitestudos que buscardo avaliar a
rede de interacdo desses mediadores durante @dnfeanina pot. chagasi

Os resultados desse estudo revelaram correlacdv@antre a citocina IL-12 e as
citocinas IL-4 e IL-13. Além disso, foi observadaueq TNFe foi positivamente
correlacionada com a expressao das citocinas IL-8,e IL-13, evidenciando a participacao
simultanea dessa citocina com outras inclusivecesdas a resposta imune antagonica. Em
um estudo que avaliou a resposta imune a lipopaisdeos ostaphylococcus aurelem
CMSP pré-tratadas com IL-4 ou IL-13, foi demonstradynificante aumento da producéo e
acumulo de IL-12 e TNe-nessas células (D’Andrea et al. 1995). Essa céoeegnbém foi
observada no presente estudo pela correlacdovaositire I1L-12 ou TNF: com IL-4 ou IL-

13. Em acordo com nossos resultados, Raziuddin gt9%4) avaliaramin vitro a expressao
de citocinas e observaram aumento dos niveis deal BHL-4 na leishmaniose cutanea e
visceral humana. Nossos dados também revelaraglagio positiva entre IFfjeom IL-5 e
IL-13. Esses achados somados aos dados de expassdmcinas de acordo com estado
clinico, que revelaram expressao concomitante de-ad,NFN-y, IL-5 e IL-13 no grupo de
cées assintomaticos, reforcam a hipotese do emvehtd de padrdo misto de expressao de
citocinas no desenvolvimento de formas clinicasrheandas durante a LVC.

Rodrigues et al. (2009) ao avaliarem CMSP de caednfectados sobre estimulacéo
in vitro com promastigotas dé. chagasi observaram que a reducédo da infeccédo foi
diretamente correlacionada com a expressao de iE-N-4, associada a baixa taxa IFNL-

4. Diante desses achados, pode-se pressupor queehéomplexa rede de interacdo entre as
citocinas no sistema imunoldgico canino capazesad®nar e regular mecanismos
inflamatoérios no ambito do compartimento dérmicoadte a LVC. N&o obstante, também se
encontra o envolvimento de citocinas tipo | (IFNassociadas concomitantemente com IL-10
nos processos imunopatolégicos da LVC, tais conetasas por Lage et al. (2007), que
demonstraram que a expressao simultdnea deylENH.-10 encontram-se intimamente
envolvida com o desenvolvimento da histéria natdealLVC principalmente na patogénese
da esplenomegalia na forma sintomatica da doengdiciohalmente, esses autores
observaram que 100% dos animais com alta densjtadsitaria esplénica expressam IL-10
em esplendcitos. Recentemente, Nylén & Sacks (2pfEonizaram que na LV humana a

progresséo clinica da doenc¢a ndo esta relaciomageedominio de uma resposta do Tipo Il
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ou a uma ineficiente resposta do Tipo |. De fafophtros mecanismos imunosupressivos e de
evasao imune que contribuem para a patologia dadwo, genética do hospedeiro (podem
influenciar, por exemplo, na habilidade de macrésagm eliminar parasitos ou prejudicar na
formacdo e manutencdo de granulomas), co-infecgdgado nutricional, dentre outros
(Nylén & Sacks 2007).

Além disso, é possivel sugerir que o perfil mistoedpressao de citocinas observado
nesse trabalho em cées assintomaticos pode imgieaisténcia de um padrdo de resposta
protetora em cées infectados ph@ishmania O melhor conhecimento dessa rede ira auxiliar
no entendimento das repostas imunes envolvidas protecdo a infeccdo podendo entdo
facilitar o entendimento de mecanismos relacionada®tecdo pds-vacinal em caes.

Conforme discutido anteriormente, evidencia-se compresente trabalho uma
complexa rede de citocinas envolvidas na respeostme inata e adaptativa na infeccéo
natural de cdes pdr. chagasi De fato, essa rede é extremamente complexa ieaitdr e
envolve uma série de perfis mistos expressos deafeimultanea, alguns desses podendo ter
efeitos sinérgicos frente aos processos imunogftm®. Entretanto, para que possamos
entender melhor os fenémenos envolvidos no tramgtolar do compartimento sistémico
sanguineo para os tecidos linfoides, deve-se cemasich participagdo de quimiocinas no
orguestramento desse transito, bem como na forndogmfiltrados inflamatoérios. Assim, a
analise da expressdo de quimiocinas nos compatbseimfoides € de fundamental
importancia para avaliar o papel que essas desdrapena regulacao central e na variacao
da amplitude dos processos fisiopatolégicos, indaio trafego homeostatico, inflamatério e
hematopoiético (Sallusto et al. 2000, Ono et a030Esse tipo de analise pode contribuir
para a melhor compreensédo dos eventos relacioreadaoigracdo de leucdcitos e na forma
com que essas células atuariam no estabelecimemoifemcido dos processos imunoldgicos
associados a evolugdo clinica e a intensidade plicagdo parasitaria na LVC. Nesse
contexto, ha uma escassez de estudos que buscastigav os niveis de expressao de
quimiocinas na LVC.

Diante disso, no presente estudo foi gerado umdgrasforco a fim de somar uma
contribuicdo no conhecimento desses mediadoresi@@inos na imunopatogénese dos
processos inflamatdrios na derme de cées natursnmgiectados e portadores de diferentes
formas clinicas e graus de parasitismo cutaneo.

Em vertebrados superiores, ja foram identificadagsnde 50 tipos distintos de

quimiocinas (Rossi et al. 2000). As quimiocinas séo grupo de mediadores do sistema
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imune de baixo peso molecular (6-17 KDa) resporisgvelo recrutamento diferencial de
diversas populagfes e subpopulacdes de leucoetasop sitios de inflamacéo, direcionando
células apresentadoras de antigeno maduras paesas linfaticos e conduzindo células T e
APCs para dentro dos orgéaos linféides (Rot et@G042. O retorno das células efetoras para os
sitios de inflamacao, também é dependente de qeima® As quimiocinas sao subdivididas
em quatro subfamilias estruturais, sendo distiragudte acordo com o arranjo dos residuos de
cisteina na regido amino-terminal, os quais podgtar separados por um aminoacido simples
(CXC — a-quimiocina) e em posi¢oes adjacentes (CP-gquimiocina), entretanto, ainda
existe mais duas pequenas sub-familias estrutieaisminadas Cy{quimiocina - contém um
aminoacido cisteina) e CX36-quimiocina - contém trés aminoacidos entre duas cisteinas)
(Baggiolini et al. 2001). Quimiocinas sao diferaheiente induzidas em resposta a diferentes
patogenos ou tipos de estimulos, e é através desseito que elas sdo importantes no
recrutamento e transito de células efetoras aaoasi para os sitios de inflamagéo, incluindo
o recrutamento diferencial de célulaglTe T42. A secrecdo de quimiocinas é estimulada por
uma série de agentes como lipopolissacarideosgemts, citocinas pré-inflamatérias, bem
como varios patdgenos ou produtos de secrecaorecéxcdesses (Moser et al. 2004). As
quimiocinas exercem seu efeito bioldgico de quimiiat sobre populacdes especificas de
células de acordo com a classe a que pertenceim, ass membros da classe CXC atuam
principalmente sobre células polimorfonucleares \BM enquanto os membros da classe CC
atuam em uma grande variedade de células, inclumoiedcitos, basofilos, eosindfilos e
linfécitos, porém ndo exercem efeito sobre PMNsg@aini et al. 2001). Embora
isoladamente muitas vezes sejam associadas a Degragletivas, as interacdoes entre as
quimiocinas e seus respectivos receptores sao tedraclas por uma consideravel
“promiscuidade”, onde cada receptor interage commasgajuimiocinas, e cada quimiocina
pode se ligar a varios receptores (Mahalingam. €19819).

As quimiocinas tem sido frequentemente designadalespnomes tradicionais,
entretanto, nesse estudo, foi adotada a mais eecemenclatura para a classificacdo desses
mediadores (Zlotnik & Yoshie, 2000). Nesse sentapyesente trabalho se propds a avaliar
as seguintes quimiocinas: CCL2 (MCP-1IMenocyte Chemoattractant Proteir), ICCL4
(MIP-18 — Macrophage Inflammatory Proteii-f), CCL5 (RANTES - Regulated on
Activation Normal T Cell Expressed and Secrgte@CL13 (MCP-4 - Monocyte
Chemoattractant Protein)4CCL17 (TARC -Thymusand Activation Regulated ChemokKkine
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CCL21 (SLC —Secondary Lymphoid Tissue ChemokireCL24 (Eot-2— Eotaxin 2 e
CXCL8 (IL-8 —Interleukin8).

A avaliacdo dos niveis de quimiocinas no preserdieatho mostrou que em céaes
categorizados de acordo com o estado clinico da &&€re aumento dos niveis de CCL5 no
grupo CO e CS quando comparado ao grupo CNI, etgu@L2 e CCL4 apresentaram-se
aumentadas apenas no grupo CS em relacdo aos sm@ai infectados (Figura 12).
Resultados semelhantes foram identificados na @atagdo dos animais por carga
parasitaria cutanea, sendo que niveis aumentadé€Hd2, CCL4 e CCL5 foram observados
no grupo de cdes com alto parasitismo, além dsider identificado correlacdes positivas
entre essas quimiocinas e a carga parasitariaeaut@igura 17). Esses resultados parecem
indicar uma tentativa do organismo em estimular igragdo de células, particularmente
monaocitos, em direcdo a pele, pressupondo umatégtrado hospedeiro para controlar o
parasitismo nas formas mais graves da LVC (CO, B, AP). Dessa forma, pode estar
ocorrendo acao sinérgica e concomitante de CCL2,4C€ CCL5 no envolvimento do
transito diferencial de leucécitos preferencialreennononucleares e plasmacitos, e
posteriormente, polimorfonucleares para os sitidamatérios para compor o infiltrado
inflamatdrio dérmico com essas caracteristicadarelsi conforme descrito por Giunchetti et
al. (2006) ao avaliar o infiltrado inflamatério déco em cées portadores de diferentes
formas clinicas e graus de parasitismo cutaneo.

Corroborando com essa hipotese, os resultadod@esea da celularidade na pele
encontrados no presente estudo, demonstraram amrdenpercentual de macréfagos nos
grupos com sinais clinicos (CO e CS) (Figura 13)om niveis moderados a elevados de
carga parasitaria (MP e AP) (Figura 18). Nesseid®nfoi observada correlacdo positiva
entre percentual de macrofagos e a expressao de,CCCL4 e CCL5 (Tabela VI).
Adicionalmente, a andlise histoldgica da pele myéhtenso infiltrado celular composto por
células mononucleares em animais com alto pamasit{§igura 14). Esses dados reforcam a
hipotese de que niveis elevados da expressao dg,@CL 4 e CCL5 atuariam estimulando a
migracdo de células mononucleares, principalmermeocitos e plasmaocitos, em direcdo ao
compartimento cutaneo para compor o repertoriolarepara o controle do parasitismo. De
fato, no estudo desenvolvido por Giunchetti e{2006), foi observado que a forma clinica
sintomética apresenta as menores contagens de isn6®14 circulantes, além de ser o

grupo com maior intensidade inflamatoria dérmicdexyados niveis de parasitismo cutaneo.
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Esses dados sugerem uma possivel ativacao e nugtasda populagédo de leucocitos para o
compartimento cutaneo que se encontra intensarpanasitado a fim de compor o infiltrado
inflamatorio que € do tipo plasmolinfohistiocitario

Strauss-Ayali et al. (2007), avaliaram a expresk&€CL2, CCL4, CCL5 e CXCL10
no baco de caes naturalmente e experimentalmef@etados poiL. infantum No estudo
desenvolvido por esses autores, foi demonstradantkira infeccdo natural aumento dos
niveis de CCL2 e CCL5 no baco de animais experiah@einte infectados quando
comparados a animais nao infectados. Adicionalméaiteevidenciado aumento de CCL2 e
CCL5, além de CCL4 e CXCL10 durante o curso dacigdie experimental pdr. infantum,
que é revertido apos o tratamento com alopurindicando que a presenca do parasito esta
associada ao aumento desses mediadores, que pussiteeestimulam a migracéo de células
do sistema imune para o tecido buscando o contol@arasitismo (Strauss-Ayali et al.
2007).

De uma forma geral, tem sido proposto que nasr&sipses, as quimiocinas CCL2,
CCL4 e CCL5 apresentariam papel ndo apenas comcegaguimiotaticos, mas tambéem
como co-ativadores de macréfagos e dessa formaiagstdaambém participando da
eliminacdo do parasito (Ritter et al. 1996, Muzicak 2000, Dorner et al. 2002 e Ji et al.
2003), atuando junto a citocinas do Tipo | como-ifFha inducéo da atividade leishmanicida
via INOS ativando a capacidade microbicida em nfagas humanos e murinos infectados
por L. donovanie L. major (Ritter et al. 1996, 2000). Evidéncias experimisnégn modelo
murino de infeccdo pdr. major, apontam que CCL2 € uma quimiocina indispenséaael p
controle da infeccdo sendo capaz de gerar umagtespoune protetora arteishmania
(Quinones et al. 2007). Em biopsias de pele deeptas portadores de leishmaniose cutanea,
altos niveis de CCL2 foram associados com infiiralé macrofagos nas lesdes, além de
estimulacdo da atividade leishmanicida (Ritterl.e1 996, 2000). Na leishmaniose visceral, a
infecc@o experimental pdr. donovanitem sido associada a indu¢cdo de um rapido acumulo
hepatico de RNAm codificadores para CCL2 (Cotteetllal. 1999). Em outro estudo, a
inducdo de CCL2, CCL4 e CCL5 foi observada na meacamundongos resistentes a
infeccdo poil. major ou L. amazonensjaa fase inicial e tardia da infeccéo (Ji et aD3J.
Santiago et al. (2004) demonstraram que em camgoedomfectados pot. major, a
resisténcia a infeccéo foi associada com niveisatados de CCL5, enquanto o bloqueio do
receptor de CCL5 esteve correlacionado a suscd#tid a infeccdo, evidenciando a

importancia da cascata de eventos desencadead@sgsquimiocina que conduzem a um
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eficiente controle do parasitismo. Em estudos decg&o murina pot. major, tem sido
descrito também, que durante a fase adaptativanh@umento da expressédo de CCL2, CCL3
(MIP-1a - Macrophage Inflammatory Proteifh-o), CCL5 e CXCL10 (IP-10 -nterferon
Inducible Protein10) na pele desses animais, enquanto no linfontedo,sido observado
aumento de CCL2, CCL3 e CCL5 em animais norma&eoekoutpara TLR4 (Antoniazi et
al. 2004).

Em macréfagos humanos experimentalmente infectgdos L. infatum foi
demonstrado que apds o estimulo com CCL2, os ndeiéxido nitrico produzido eram
semelhantes aos niveis obtidos pelo estimulo HeéMiy, aumentam a habilidade dessas
células na eliminacdo do parasito (Brandonisiole2@02). Além disso, CCL2 e CCL3
podem induzir a habilidade leishmanicidavitro em macréfagos humanos infectados Ipor
infantum e podem controlar o crescimento e multiplicac&cagelular delL. donovanivia
mecanismos reguladores mediados por NO (Bhattaghatyal. 2002). De fato, CCL2 causa
aumento da liberacdo de NO, e consequentemente, @decventos que conduzem a morte do
parasito em macréfagos humanos (Villalta et al.81%9murinos (Aliberti et al. 1999) apds
infeccdo comTrypanosoma cruzi in vitroTzagosis et al. (2003) avaliaram a secrecao de
quimiocinas por células T CD8lurante a LV murina pdr. infantume observaram que essas
células exibiam expressdo aumentada de CCL5 adsagi@nunidade contra o parasito.

A participacdo de neutrdfilos na infec¢cdo por pévasdo génerd_eishmaniavem
sendo amplamente investigada nos ultimos anoslgnsautores no intuito de compreender
0S mecanismos relacionados a resposta imune imatalvielos na infeccdo por esses
patogenos (Van Zandbergen et al. 2002, 2004, Pettais 2008). Recentemente, foi proposto
que neutrdéfilos representam a primeira linha destefpds a inoculagdo de promastigotas na
pele dos hospedeiros pelos flebotomineos e qus eStalas possuem papel fundamental no
“silenciamento” do patdgeno durante a penetracdorganismo. Esta hipétese € conhecida
como “Cavalo de troia” (Van Zandbergen et al. 2002an Zandbergen et al. (2002)
demonstraram que apos a internalizacad.elshmania majopor neutrofilos, promovem a
morte dessas células infectadas devido a proceasgoptéticos, sendo posteriormente
fagocitadas por macréfagos preferencialmente. eteal. (2008), avaliaram os eventos que
ocorrem na pele durante a fase inicial da transmisteL. major por flebotomineos e
observaram que a diminuicdo de neutrofilos nesse e$ta associada a inabilidade dos
parasitos no estabelecimento da infeccdo. A depldedneutrofilos esta associada com o
aumento da expressdo de moléculas pro-inflamatorias como, IL-& e IL-1p.
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Adicionalmente, esses autores observaram que @acasde neutréfilos, macrofagos foram
recrutados para o sitio da infec¢éo e fagocitarsupanasitos, comprometendo a habilidade do
parasito em estabelecer a infeccéo (Peters €d@B)2Esses achados apontam para a hipotese
que parasitos liberados a partir de neutréfilos pagicos sdo melhor adaptados para
sobreviver em macréfagos, embora nao exista ainrecias diretas para explicar esse
mecanismo (Jonh & Hunter 2008).

Nesse sentido, no presente estudo foi observadaoigas de CXCL8 apresentaram-
se elevados em cdes com alto parasitismo em relagdgrupo controle (Figural8),
evidenciando um possivel estimulo do parasitisménao na indugdo da expressdo desse
mediador. O influxo inicial de neutréfilos parecer denéfico para a sobrevivéncia da
Leishmaniano tecido infectado (van Zandbergen et al. 20Dé)forma interessante, tem sido
descrito que o proprio parasito produz uma proteio propriedades quimioatraentes,
denominada Leishmania Chemotactic Factora qual promove a migracdo de neutrofilos
para o sitio da infeccado (Van Zandbergen et al2RQibtencializando assim a fagocitose do
parasito. No entanto, a presenca do parasito edanidessas células aumenta a sobrevida de
neutroéfilos (Aga et al. 2002) o que possibilita gese patdgeno sobreviva intracelularmente
por horas ou até dias ap0s a infeccdo (Van-Zandbery al. 2004), favorecendo a
persisténcia do parasito em células do hospedeiro.

E importante ressaltar ainda que apds a fagocjtoseneutréfilos, os parasitos do
géneroLeishmaniainduzem a liberagdo de CCL4/MIB;Irecrutando mondcitos para o sitio
da infeccdo (Van-Zandbergen et al. 2004). EssetevViamorece a fagocitose de neutroéfilos
infectados por macrofagos, impedindo a ativacdo ntkcanismos microbicidas pelos
macréfagos (Van-Zandbergen et al. 2004 e Meaghat. 4992). Dessa forma, os niveis de
CXCL8 observados nos animais com AP parecem fagoracersisténcia do parasito no
compartimento cutaneo, impedindo mecanismos leistomas por macrofagos. Além disso,
0s niveis elevados de macrofagos na pele de cae$ocmas clinicas da LVC (CO e CS) e
nos grupos de cdes com carga parasitaria médialtau(MP e AP) e os resultados
relacionados a correlacdo entre o percentual debaitos e os niveis de CCL2, CCL4 e
CCL5 reforcam a hipétese da incapacidade dessais€@m controlar o parasitismo.

No presente estudo, foi observado também aumesstaigleis de CCL21 no grupo de
animais com alto parasitismo além de correlacaatiyp@msentre essa quimiocina e 0
parasitismo cutaneo (Figura 18). Tem sido desqu® CCL21 apresenta-se como importante
guimiocina envolvida no recrutamento de APCs pagddas linféides (Marsland et al. 2005).
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Os raros trabalhos que avaliaram essa quimiocind \haém utilizado como modelo
experimental camundongos. Nesse sentido, na irdengdina poiL. donovani Manabu et al.
(2004) demonstraram que ocorre perda seletiva da mwarginal de macrofagos do baco,
evidenciando que CCL21 é fundamental para manutededsa estrutura e para captura de
antigenos sanguineos durante a infeccdo lpgishmania Além disso, camundongos
deficientes para o gene codificador de CCL21 ectafios poL. donovaniapresentam maior
suscetibilidade a infeccdo devido a perda da migralg células dendriticas (Manabu et al.
2006). E importante ressaltar que o presente estoiititui a primeira investigacdo sobre o
envolvimento de CCL21 na LVC. Dessa forma, a paltis resultados obtidos € possivel
especular que o aumento do parasitismo cutaneotehgi@mente capaz de estimular o
aumento dos niveis dessa quimiocina, resultandecrotamento de APCs presentes na pele
para orgdos linfoides. Para comprovar essa hipétiesra-se fundamental ampliar as
investigacbes analisando sitios linfoides como bago linfonodos para verificar
simultaneamente os niveis de quimiocinas e o parfihofenotipico de APCs nesses tecidos
e na pele dos mesmos animais. Apesar da grandenpeesle APCs nesses 6rgdos que se
traduz na hiperplasia e hipertrofia do sistemadégm mononuclear, e por fim, no aumento
de o6rgdos como o baco e figado (hepatoesplenoraggatisociado a linfodenopatia
generalizada, observam-se uma ineficiéncia no alentto parasitismo tecidual (Reis et al.
2009).

Muito provavelmente, o repertério de citocinas émgocinas geradas nos animais
com alta carga parasitaria e sintoméaticos, justidfiéneficiéncia dessas células em eliminar os
parasitos no compartimento cutaneo, passando argéovirem como reservatérios propicios
a sua replicacdo nos sitios inflamatérios quandarumais encontram-se nessa fase da
infecgcdo. Parte desses eventos pode ser devidséaaa de células T (CDBassociado a um
ambiente de citocinas que ndo favorece a aca@xitat dessas células junto aos macréfagos
infectados. Outra parte desse quadro pode seralaviteficiéncia de macréfagos em exercer
sua atividade microbicida devido a incapacidadsetesm produzir NO. Assim, acreditamos
que nesse cenario se descortina uma série de rmeshagtitocinas, quimiocinas, fatores de
transcricdo, receptores do tigmll, NO, etc.) que irdo agir no sentido de favorecer o
prejudicar a relagéo parasito/hospedeiro.

Diante da complexa rede de interagdo citocinasfigaimas muitos biomarcadores
envolvidos na resisténcia e suscetibilidade muiNages relacionados com a forma

assintomatica e baixo parasitismo e a forma siniicen& alto parasitismo respectivamente,

124



MENEZES-SOUZA, D. Discussao

foram evidenciados com o desenvolvimento do presteabalho. Por outro lado, descortina-
se uma série de duvidas e surgem inimeros quesktas que irdo permear futuros
trabalhos a serem desenvolvidos a partir dessdeeddessa forma, um dos caminhos a serem
percorridos pelos estudos de imunopatologia seeénprego de ferramentas que de forma
simultanea nos permita investigar a contribuicadeterminadas populagdes e subpopulactes
celulares e seu envolvimento com citocinas, quimas; fatores de transcrigédo, receptores do
tipo Toll dentre outros mediadores no desenvolvimento daaopatogénese na pele de caes
naturalmente infectados pbr chagasi Abordagens como essas sdo fundamentais ndo apenas
para ampliar o entendimento imunologico a cercald& no ambito da resposta imune
compartimentalizada, mas também para o fornecingmtmwvos biomarcadores que auxiliem
na distingdo de respostas imunes eficazes contesifzs do génerbeishmaniaa fim de
empregar esses biomarcadores em estudos envoltesits de drogas e de vacinas no

modelo canino.
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Diante da complexa rede de interacdo citocinasfgeimas/fatores de transcricdo

avaliadas no presente estudo, foi possivel conglér

Caes assintomaticos apresentam baixo parasitismuoadée exibem um padrao misto
de resposta imune com aumento simultaneo de caeda Tipo | (IFNy e TNF«a) e 1l (IL-5
e IL-13), com predominio da resposta Tipo | acorhpdo de discreto aumento do infiltrado

inflamatorio.

A forma oligossintomatica correlaciona-se com meégarasitismo tecidual, com
predominio de citocinas imunorreguladoras e com esuion progressivo da densidade

parasitaria observada nesses animais.

A elevacdo nos niveis de citocinas imunorregulexi¢iia10 e TGFB1) e queda de
IL-12 contribuem na manutencdo do parasitismo d@&me, consequentemente, na

sobrevivéncia e persisténcia de amastigotas nodntée macréfagos da pele.

Além disso, durante a passagem por esta formassiigiomatica, os niveis de IL-13
decaem e, em cdes com médio parasitismo, passareerotigracdo preferencial de

eosinofilos, que estdo intimamente relacionadasuacento de CCL24.

O parasitismo avanca na forma oligossintométicdretamto ainda mantém um
discreto infiltrado inflamatorio decorrente da naiggio diferencial de macréfagos e linfocitos,
orquestrado por citocinas do Tipo | (IL-12, THFe IFN+y) e fator de transcricdo T-bet.

Caes com alto parasitismo dérmico apresentam aontentCCL2, CCL4, CCL5 e
CCL21, gque possivelmente sdo responsaveis peloestramnento do fluxo celular de
monocitos e plasmaocitos para compor o intensotrafib inflamatorio dérmico nesses
animais. A manutencdo de macrofagos parasitadee hesal pode ser reflexo do ambiente
de citocinas ai encontradas além de uma baixa émneim de linfocitos ativados
(provavelmente linfécitos T CDR
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Finalmente, o presente estudo trouxe um avangoonbecimento dos mecanismos
que determinam a resposta imune relacionada coesendolvimento da infeccdo de caes por
L. chagasi,bem como de mecanismos protetores envolvidos materacdo de formas mais
brandas com menor parasitismo tecidual. Assim,guoto de dados obtidos nesse estudo
permitira estabelecer de forma racional o deseinwelnto de vacinas e de imunoterapia
contra LVC.
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Esse estudo mostrou-se particularmente interessantevez que avaliou a produgao
de mediadores do sistema imune em um Orgdo de gremgortancia na infecgdo por
Leishmania chagasja que a maioria dos estudos até entdo realizasafaram a presenca
desses mediadores, sobretudo em amostras de s@rdasco.

Buscando ampliar o conhecimento dos eventos imatolgicos relacionados a
resisténcia/suscetibilidade a infeccdo canina lpochagasi o presente trabalho permite

propor as seguintes perspectivas:

- Empregar a técnica de PCR diagnostico, a fim réayvaliar os biomarcadores de
resisténcia/suscetibilidade a infecgao utilizandcagegorizagdo proposta por Vital et al.
(2009) que classifica os caes assintomaticos ems gtopos: CA-1 - Soronegativos e PCR
positivos; CA-1l — Soropositivos e PCR positivose@®prego dessa nova categorizacao sera
fundamental para ampliar o conhecimento dos eveirtagiopatolégicos associados a
resisténcia e suscetibilidade da infeccao canin& pchagasi

- Avaliar a carga parasitaria no compartiment@iced pela técnica de PCR em tempo real,
assim como, em outros orgaos linféides (baco, @igadedula 6sea e linfonodo) visando
estimar de forma mais acurada o grau de parasitenoontrado nesse compartimento

tecidual;

- Avaliar a expressdao dos mediadores estudadosresermie trabalho em outros Orgaos
linféides como, baco, figado, medula 6sea e linflonee posteriormente, estabelecer uma
correlacdo entre os achados imunopatolégicos et entre esses 6rgaos;

- Elaborar um artigo abordando os dados referentegressao de quimiocinas, celularidade

tecidual e aspectos histopatoldgicos da pele alosdao presente estudo;
- Elaborar um artigo abordando os dados obtidosenestudo apds nova avaliagdo estatistica

utilizando a categorizacdo dos caes proposta ptal ¥t al. (2009) referentes a todos

mediadores abordados, celularidade tecidual e &spkistopatologicos da pele.
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9.1 Andlise de correlacdo entre a expressao deiciés e fatores de transcricdo na pele de

cées naturalmente infectados forchagasi

Tabela VII: Analise de correlacdo entre a expressdo de citeainfatores de transcricdo na pele de cées
naturalmente infectados pdr chagasi As analises de correlacdo foram estabeleciddigantio todos os
animais avaliados nesse estudo e os valores dieieotf linear ) e p-value |f) estdo ilustrados.

Fator de Citocina Coeficiente p-value ()
Transcricao Linear (r)

T-bet IFN-y 0,3770 0,0105
IL-12p40 0,4370 0,0087
TNF-o 0,2795 0,0493
GATA-3 IL-4 0,3077 0,0567
IL-5 0,7523 p<0,0001

IL-13 0,5220 p<0,0001

FOXP3 IL-10 0,6764 p<0,0001
TGFf1 0,3151 0,0652
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9.2 Analise de correlagdo entre a expressdo decicié&s e quimiocinas na pele de cées

naturalmente infectados p&r chagasi

Tabela VIII: Andlise de correlacdo entre a expressédo de ciea@nquimiocinas na pele de cdes naturalmente
infectados pot. chagasi As analises de correlagéo foram estabelecidasdeEmando todos os dados de animais
infectados pot.. chagasie os valores de coeficiente linegy € p-value |§) estdo ilustrados.

Citocina Quimiocina Coeficiente p-value (p)
Linear (r)
IFN-y CCL24 0,3403 0,0455
IL-4 CCL24 0,3436 0,0433
IL-10 CCL4 0,4580 0,0057
CCL5 0,5861 0,0002
CCL21 0,5635 0,0004
CXCL8 0,5147 0,0016
IL-12p40 CCL2 -0,4055 0,0157
CCL4 -0,3810 0,0240
CCL5 -0,4772 0,0037
CCL13 0,5932 0,0002
CCL21 -0,5668 0,0004
CXCL8 -0,3401 0,0456
IL-13 CCL2 -0,4465 0,0072
CCL4 -0,4916 0,0027
CCL5 -0,4521 0,0064
CCL21 -0,42488 0,0110
TGF-B1 CCL2 0,5692 0,0004
CCL4 0,5240 0,0012
CCL5 0,6501 <0,0001
CCL13 -0,3395 0,0460
CCL21 0,5408 0,0008
CXCL8 0,5584 0,0005
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9.3 Analise de correlacao entre a expressao deici#és e a celularidade tecidual na pele de
cées naturalmente infectados forchagasi

Tabela 1X: Analise de correlacdo entre a expressdo de c#t®aina celularidade tecidual na pele de cées
naturalmente infectados pbr chagasi As analises de correlagdo foram estabelecidasidemando todos os
dados de animais infectados poichagasie os valores de coeficiente linegy € p-value |f) estdo demonstrados
na tabela.

Citocina Célula Coeficiente p-value (p)
Linear (r)
IL-5 Linfécito 0,4349 0,0114
IL-13 Basofilo 0,4138 0,0167
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9.4 Trabalhos publicados em anais de eventos (resum

9.4.1 “The role of cytokines and transcription fa in dermis of dogs naturally infected
with L. chagasiwith different parasite density”. XXIV Meeting dfet Brazilian Society of
Protozoology XXXV Annual Meeting on Basic Researdbhagas Disease, 2008, Aguas de
Lindoia.

THE ROLE OF CYTOKINES AND TRANSCRIPTION FACTORS IN DERMIS OF
DOGS NATURALLY INFECTED WITH L. CHAGASI WITH DIFFERENT
PARASITE DENSITY

Menezes-Souza, D?? Guerra-S3 R.: Giunchetti, R.C-*: Teixeira-Carvalho, A* Martins-
Filho, O.A.* Corréa-Oliveira, R and Reis, A.B>

Y aboratério de Imunologia Celular e Molecular, IRROCRUZ-Belo Horizonte/MG
?Laboratério de Imunopatologia, ICEBII-NUPEB/UFOP-@Preto/MG

3Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular, IBE-NUPEB/UFOP-Ouro Preto/MG
“Laboratério de Biomarcadores de Diagnéstico e Moritento, IRR-FIOCRUZ-Belo
Horizonte/MG

Dogs naturally infected bieishmania chagagiepresent the main domestic reservoir of the
visceral leishmaniasis considering intense skimg#sm in different clinical forms. The skin
is the first point of contact with organisms of tienud_eishmaniarom sand fly vectors, and
apparently normal skin of sick dogs harbours argasti forms ofL. chagasi The present
study was therefore designed to investigate thatioglship between cytokines (IFN4L-4,
IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, TGF$ and TNFe), transcription factors (T-bet, GATA-3 and
FOXP3) and parasite density as seen in the earao$ldogs naturally infected hby. chagasi
Thirty-five infected dogs were subdivided accordingh the tissue parasite density using
Leishman Donovan Unitd.DU), as follows: Low Parasitism (LP=12), Medium Parasitism
(MP; n=11) and High Parasitism (HBs12). Sixteen non-infected dogs (CD), used as obntr
group, were serologically and parasitologically atag forL. chagasi Our results showed an
increase of pro-inflammatory cytokines IRIN-TNF-o and transcription factor T-bet in all
infected groups (LP, MP and HP) in comparison lig CD. The HP group presented a low
expression of IL-12 in comparison with LP and aateg correlation n=-0.5928)p=0.0002)
between IL-12 and high parasite density. In HP,swaund a high expression of
immunoregulatory cytokines IL-10 and T@Fin relation to CD, LP and MP groups.
Furthermore, a positive correlation=0.4240p=0.0245) between skin parasite density and
IL-10 expression was observed. The increase of2/lL110 ratio in dogs with lower parasite
density was observed. These findings reinforcedrtip®rtant of pro-inflammatory cytokines
mainly IL-12 in the control of parasitism. Hereime confirmed the involvement of IL-10 and
TGF- B in the suppression of appropriate immune respanséhe control of parasite
replication in the skin

Supported by: Pronex 2007 (CNPqg/FAPEMIG); CAPER/ROCRUZ and UFOP
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9.4.2 “Asymptomatic dogs naturally infected withchagasipresent high expression of IFN-
7, TNF- 4, IL-13 and GATA-3 in dermal compartment”. XXIV Meg of the Brazilian
Society of Protozoology XXXV Annual Meeting on B&ssearch in Chagas Disease, 2008,

Aguas de Lindoia.

ASYMPTOMATIC DOGS NATURALLY INFECTED WITH L. CHAGASI PRESENT
HIGH EXPRESSION OF IFN-y, TNF- A, IL-13 AND GATA-3 IN DERMAL
COMPARTMENT

Menezes-Souza, D?? Guerra-S3 R.: Giunchetti, R.C-*: Teixeira-Carvalho, A* Martins-
Filho, O.A.* Corréa-Oliveira, R and Reis, A.B>

Y aboratério de Imunologia Celular e Molecular, IRROCRUZ-Belo Horizonte/MG
?Laboratério de Imunopatologia, ICEBII-NUPEB/UFOP-@Preto/MG

3Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular, IBE-NUPEB/UFOP-Ouro Preto/MG
“Laboratério de Biomarcadores de Diagnéstico e Mortento, IRR-FIOCRUZ-Belo
Horizonte/MG

Canine visceral leishmaniasis (CVL) manifests itssl a broad clinical spectrum ranging
from asymptomatic infection to patent severe dise&s the last decade, the search for new
immunobiomarkers in CVL has been intensified. Hogrevt still remains to be elucidated
that mechanisms of the acquired immune responderimal compartment. The aim of this
study was to investigate the detail cytokines (NsNk-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, TGFB
and TNFe) and transcription factors (T-bet, GATA-3 and FCBXprofiles by real time PCR
in dermis biopsies of dogs naturally infectedLbghagasiwith distinct clinical forms. Thirty-
five infected dogs were subdivided according wilihical form, as follows: Asymptomatic
(AD; n=10), Oligosymptomatic (ODpn=10) and Symptomatic (SD1=15) and sixteen non-
infected dogs (CD) were used as control gro@ur major findings indicated that
asymptomatic animals showed high expression ofirdftammatory cytokines IFN+ and
TNF-a in relation to SD and CD groups. Also a negatigealation between high levels of
IFN-y and TNFe (r=-0.3988p=0.0263; r=-0.5496p=0.002) with clinical evolution.
Interestingly, IL-13 showed a similar profile withe IFNy and TNFe, associated with a
negative correlationr€-0.6879H<0.0001) with the clinical manifestations intensitye IFN-
y/IL-4 ratio values were higher in the AD and OD gpe in relation to SD group.
Furthermore, GATA-3 presented a negative corratafie-0.6654p<0.0001) with clinical
progression. Together, our results suggest that3llcan promote an increase of I§N-
production during asymptomatic disease as desdmpether authors. Further, the high
expression of pro-inflammatory cytokines in asynmpétic animals contributes to control the
evolutions of the clinical signs.

Supported by: Pronex 2007 (CNPqg/FAPEMIG); CAPER/IROCRUZ and UFOP
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Abstract

The immune response in the skin of dogs infecteth weishmania chagasand its
association with distinct levels of tissue parasitiand clinical progression of canine visceral
leishmaniasis (CVL) are poorly understood and kaiitstudies are available. A detailed
analysis of the profiles of cytokines (IRN{L-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, TGFB and TNF-

a) and transcription factors (T-bet, GATA-3 and FCGBXh the skin of 35 naturally infected
dogs was carried out using Real-time PCR alongdederminations of skin parasite density
and the clinical status of CVL. A mixed cytokineofile with high levels of expression of
IFN-y, TNF-o and IL-13 was determined in asymptomatic dogs.i#auhlly, the levels of
transcription factors GATA-3 and FOXP3 were coredwith the asymptomatic disease. A
mixed cytokine profile was also observed duringvacCVL. Moreover, high levels of IL-10
and TGFB, concomitant with the low expression of IL-12, nrapresent a key condition that
allows persistence of parasite replication in tkim.sThe results obtained indicate that in
asymptomatic disease or lower levels of skin ptgadiensity, a mixed inflammatory,
regulatory immune response profile may be of magtevance for both the maintenance of

the clinical status of the dogs as well as for pigggoersistence and replication at low levels.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis / Cytokines / Trapson factors / Real-time PCR

/ Leishmania chagagiParasitism.
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1. Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) caused by the protozdashmania (Leishmania)
chagasi[syn. Leishmania (Leishmania) infant(ms one of the most important of zoonotic
diseases affecting dogs and humans in Europe atid America (Desjeux, 2004). Dogs are
considered to be excellent models for the studgurhan VL because the natural history of
the canine disease is very similar to that obsemeduman (Moreno and Alvar, 2002). A
number of reports are available concerning thespi@réoad found in different tissues and the
immunopathological changes related to the progsassf clinical forms of canine visceral
leishmaniasis (CVL) (Chamizo et al., 2005; Reisakt 2006a,b,c; Giunchetti et al., 2006;
Lage et al., 2007; Giunchetti et al., 2008a,b; Ale¢al., 2009; Carrillo et al., 2009; Guerra et
al., 2009; Manna et al., 2009; Reis et al., 2009).

It has been established that the skin is an impbrtaservoir for parasites in
asymptomatic and symptomatieishmaniainfected dogs, and the high parasite loads found
in this organ suggest that the skin may play anonamt role in the transmission and
epidemiology of the disease (Abranches et al., 19Rfevious investigations have revealed
that symptomatic CVL-infected dogs exhibit an irsemliffuse dermal inflammatory infiltrate
and high parasitic burden in comparison with tlsiymptomatic counterparts (Giunchetti et
al., 2007). On this basis it was proposed thairtiraunopathological changes in the skin and
the levels of cutaneous parasitism are directigteel to the clinical severity of the disease.

Earlier evaluations of the immune response paitetreishmaniainfected dogs have
been based on the analysis of cytokines profilepanpheral blood mononuclear cells
(PBMCs), skin, lymph nodes, bone marrow and spldéms, Pinelli et al. (Pinelli et al.,
1994) found higher levels of IL-2 and TNFn supernatants fromm vitro-stimulated PBMCs

derived from asymptomatic dogs, and proposed testet cytokines could be used as markers
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of disease progression. Furthermore, Chamizo et(2005) reported that PBMCs of
asymptomatic CVL-infected dogs exhibited prefem@ntexpression of Jl1 cytokines
(Chamizo et al., 2005). Some authors have demdedtthe ability of IL-12 to augment the
production of IFNy by PBMCs derived from dogs with experimental otuna symptomatic
CVL, and stressed the importance of these cytokingke resolution of the disease (Dos-
Santos et al., 2004; Strauss-Ayali et al., 200%)a recent study, both type 1 and 2 immune
responses were demonstrated to occur in the spleemg CVL (Strauss-Ayali et al., 2007),
while Lage et al. (2007) suggested that CVL is redrky the balanced splenic production of
type 1 and 2 cytokines with the predominant accatmi of IL-10 and IFNy as a
consequence of increased parasitic load and pagresf the disease.

In the present study, the immunopathology of CVE baen further investigated by
performing a detailed analysis of the expressiotypé 1 (IL-12, IFNy and TNFe), type 2
(IL-4, IL-5 and IL-13) and immunoregulatory (IL-18nd TGF) cytokines in the skin of
dogs naturally infected blyeishmania (L.) chagasin addition, the levels of the transcription
factors T-bet, GATA-3 and FOXP3 have been asseshathg CVL. Attention was
particularly focussed on the possible associatietween clinical status and skin parasite
density, but the key objective of the study wasexplore novel biomarkers, including the
relationship between type 1 and 2 cytokine pattend transcription factors that might

influence susceptibility and resistance to infattio

2. Materials and methods

2.1. Study population and clinical evaluation

The investigation was approved by the Ethics Comemion Animal Experimentation

(CETEA) of the Universidade Federal de Minas Gerdsazil. The study population
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comprised 51 adult dogs (aged between 2 and 6)yefdb®th genders that had been captured
by the Center of Zoonosis Control in Belo Horizo(nas Gerais, Brazil), a region with a
high prevalence of CVL and human VL. The animalsengaintained under quarantine at the
kennels of the Institute of Biological Sciences lénsidade Federal de Minas Gerais) and
treated for intestinal helminthic infections (Enddlus’; Schering-Plough Coopers, Brazil)
and immunised against parvovirosis, leptospirodistemper, parainfluenza and hepatitis
(Vanguar® HTLP 5/CV-L vaccine; PfizefNewYork, NY, USA). Experimental animals were
categorised on the basis of serological results fan indirect immunofluorescence assay test
(IFAT), the “gold standard” immunological test irréZil for the diagnosis of CVL. Sixteen
dogs presenting negative IFAT assays with serumpksmdiluted 1:40, and negative
parasitological examinations foeishmaniain tissue smears (bone marrow, ear skin, spleen,
liver and popliteal lymph node), were considered#éonon-infected and were employed as
the control group (CDn = 16). Thirty-five animals with positive IFAT tés> 1:40 were
considered CVL-positive and were included in theugs of infected animal$.eishmania
infected dogs were sub-divided on the basis ofptiesence or absence of signs of infection
according to Mancianti et al. (1988) as followssatce of indicative signs of the disease -
asymptomatic group (ADn = 10); presence of a maximum of three clinicahsi@f the
disease including opaque bristles and/or localaedecia and/or moderate loss of weight -
oligosymptomatic group (O = 10); presence of characteristic clinical sighthe disease
including cutaneous lesions, onycogryphosis, opdiyistles, severe loss of weight, apathy

and keratoconjunctivitis — symptomatic group (83, 15).
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2.2. Sample collection and assessment of skin parasd

Animals were euthanised with sodium thiopental (&tbthaboratories, Abbott Park,
IL, USA; 30 mg/kg body weight) and samples of sk#sue were collected from the ears. One
fragment of the skin was used for tissue imprimisnacroscopic slides. The samples were
fixed in methanol, stained with Giemsa and examingdier an optical microscope.
Leishmania amastigote stages were counted and parasite idsnsiere expressed as
Leishman Donovan Units (LDU) as described by Staube al. (1955) with some
modifications. Parasite densities were categossatistically into tertiles according to Reis et
al. (2006a) as absent (LDU = 0; CD groumps 16), low (LDU = 1-9; LP groum = 12),

medium (LDU = 10-130; MP group,= 11) and high (LDU = 131-7246; HP groups 12).

2.3. Extraction of total RNA and synthesis of fatsatnd cDNAs

The second fragment of ear skin was stored at —88%Crequired for RNA analysis.
Total RNA was extracted by homogenising approxitya2® mg of skin tissue with 1 mL of
TRIzol reagent (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo, SPazB) in a rotor stator. The lysate was
incubated at room temperature for 10 min, mixedhwhloroform (200 pL) by tube inversion,
and centrifuged at 12,000g«for 10 min at 4°C. The aqueous phase was collenddRNA
extraction continued using the SV Total RNA IsaatiSystem (Promega, Madison, WI,
USA) according to the recommendations of the mantufar, which included a DNase
treatment step. First strand cDNAs were synthesismd 1.0 pg of total RNA using the
ThermoScript" RT-PCR System (Invitrogen Brasil, Sd0 Paulo, SRzB with oligo-dT

primers according to the manufacturer’s instruction
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2.4. Design of primers for gene evaluation

Primers were designed with the aid of Gene Runeesian 3.05 (copyright Hasting
Software Inc. 2004) using specific canine sequenbtagined from GenBank with accession
numbers GAPDH AB038240), IL-4 (AF239917, IL-5 (AF331919, IL-10 (U33843, IL-
12p40 (U49100, IL-13 (AF244915, IFN-y (AF126247, TGF$1l (L34956, TNF<

(DQ923808, FOXP3 KM_548999, GATA-3 (XM_84406Q and T-bet XM_548164. The

sequences of the primers employed are listed ifeTabrhe primers were synthesised by

Eurogentec (Southampton, U.K.) and reconstitutatliciease free water.

2.5. Real-time PCR, cloning and sequencing of aiopé$

PCR was performed on an ABI Prism 7000 DNA Sequddetection System using
SYBR® Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems, FoSigy, CA, USA), 100 mM of
each primer and cDNA diluted 1:5. The samples wasabated at 95°C for 10 min and then
subjected to 40 cycles of 95°C for 15 s and 60%ClLfmin, during which time fluorescence
data were collected. The efficiency of each paipriiners was evaluated by serial dilution of
cDNA according to the protocol developed by PE AgipIBiosystems. In order to evaluate
gene expression, three replicate analyses wererpefl and the amount of target RNA was
normalised with respect to the control (housekeg®pgene GAPDH and expressed according
to the 2*“* method. PCR products were cloning with pGEN Easy Vector (Promega) and
sequenced to check specifity using an ABI 3100 Aated Sequencer (PE Applied

Biosystems) and a Dye Terminator Kit.
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2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were performed with the aiGdphPad Prism software package
version 5.0 (GraphPadSoftware, San DiegoCA, USA). Normality of the data was
established using the Kolmogorov-Smirnoff testtHa parametric data, one-way analysis of
variance was used for the comparative study betwesups, followed by
Tukey's test. In the nonparametric data, Kruskaldest was used for between group
comparative study, followed by Dunns’ test for nplé comparisons. Spearman’s rank
correlation was also computed in order to investigalationships between the expression of
cytokine and transcription factor mRNAs with cliaidorms and skin parasite density. In all
cases, differences were considered significant whenprobabilities of equalityp values,

were< 0.05.

3. Results

3.1. Asymptomatic dogs show high expression of j(FWNF-« and IL-13 in the skin

The expression of cytokine genes was assesse@ iskth of dogs naturally infected
with L. chagasiand exhibiting different clinical forms of the dase (Fig.1). IFN+showed
higher expression in the AD and OD groups when e with the CD groupp€0.05).
TNF-o was highly expressed in AD in relation to CD ariai (§<0.05). The data revealed that
the impaired expression of IFN-and TNFe correlated r=-0.3988p=0.0263 andr=-
0.5496p=0.0020, respectively) with the morbidity of theese. Interestingly, asymptomatic
animals presented increased levels of IL-13 in ammspn with all other group$<£0.05), and
this was significantly negatively correlated withnical progressionrE-0.6879p<0.0001).

Additionally, AD showed a significant increase In-3 expression in comparison with CD
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(p<0.05), while OD exhibited an enhanced expresg0.05) of IL-10 when compared with
CD and AD. Analysis of TGPB- expression showed levels were significantly higine©D

than in CD p<0.05).

3.2. Enhanced IL-10 and TGF<cytokines and a concomitant low expression of dLiaiay

represent a key condition for parasite replicatiarthe skin of infected dogs

In order to determine whether the cytokine profiésiogs naturally infected with.
chagasiwere associated with dermal parasite densityeipgession of cytokine genes was
assessed in experimental animals classified acuptdiparasitism (Fig. 2). The data revealed
a high expression of IL-10 in HP in relation to &Rd MP groupsp<0.05), accompanied by a
positive correlation rE0.4240p=0.0245) with an increase in skin parasite density.
Interestingly, TGH3 expression was significantly highg<(.05) in HP compared with CD,
although no correlationr£0.0979p=0.5937) with increased parasite load was observed.
addition, a positive correlatiomn<0.4940H=0.0004) was observed between the increases in
IL-10 and TGFB (data not shown).

Analysis of IL-12 expression indicated that anffigant up-regulation of this cytokine
occurred in the LP and MP groups in comparison \hign HP group §<0.05). Moreover,
there was a significant negative correlation-0.5928H=0.0002) between the decrease in the
relative expression of IL-12 and the increase imagpitée load (Fig. 2), and a negative
correlation between the levels of IL-12 and thoskd.0 or TGFf (r=-0.5777p=0.0005 and
r=-0.5013p=0.0030, respectively; Fig. 3). Consistent withsthebservations, a significant
increase in the ratio of expression of IL-12 tolQ-was observed in groups with a lower
parasite burden (data not shown). The relationfigpveen inflammatory and regulatory

responses was confirmed by the ratio of expressfdfrN-y/IL-10, which was found to be
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significantly higher in LP and OD when comparedhtP (data not shown). The presence of
the parasite was associated with an increase irpithvénflammatory cytokines IFN-and
TNF-a (p<0.05) in all infected groups when compared witd tontrol group, although no
correlation could be established between the egmesf these cytokines and skin parasite

density (Fig. 2).

3.3. Mixed cytokine profile is a hallmark of act@¥L following L. chagasi infection

A detailed analysis of the correlations betweentygfe 1 and type 2 cytokines
expressed in the skin of dogs naturally infected Lbychagasiare depicted in Fig. 3.
Correlation analyses revealed that the type 1 ay&sk IFNy, IL-12 and TNFe were
positively correlated with 1L-13 expressionr=0.3646Hp=0.0476; r=0.5656p)=0.0011;
r=0.3664H=0.0464, respectively). Interestingly, concomitaatretion of IFNy, TNF-o« and
IL-13 was observed in AD (Fig. 1). Simultaneous resgion of IL-5 with IFNy and TNFe
(r=0.3691p=0.0447 andr=0.5673p=0.0009, respectively) was found during CVL, and
similar situations were observed with respect tetllwith TNF-a (r=0.5243p=0.0012) and
IL-4 with IL-12 (r=0.6643p<0.0001) in all infected dogs, independent of chuhistatus

and/or skin parasite burden (Fig. 3).

3.4. The transcription factors GATA-3 and FOXP3 awgrelated with less severe clinical

forms

In an attempt to determine whether the expressidheotranscription factors FOXP3,
GATA-3 and T-bet might be reliable biomarkers dhidal status and skin parasite load in

CVL, the association between the levels of theseabies was investigated. Data analyses
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revealed significant negative correlations betw&&XP3 and GATA-3 with respect to
clinical evolution (=-0.6654p<0.0001;r=-0.3810p=0.0239, respectively; Fig. 4A), but no
correlation between the levels of the transcripfemtors and skin parasite load (Fig. 4B). The
presence of the parasite was associated with aerase in T-bet in all infected groups in
comparison with CD<0.05; Fig. 4B). In addition, high levels of T-bsere found in OD
and SD compared with CDp<£0.05; Fig.4A), but no associations could be esthbt
between the expression of T-bet and clinical statudermal parasite burden (Figs. 4A and

B).

4. Discussion

The skin is an important immune compartment thdively participates in host
protection at both the early and later phases fefction. A wide variety of cells, including
intra-epithelial T lymphocytes and Langerhans ¢ealte present in the skin and these provide
considerable capacity to generate and maintainl lmcaune reactions. Leishmaniasis is
typically transmitted by the bite of sand fliesdafed with the pathogen and the skin is clearly
the first point of contact with the protozoan. Apgaly normal skin of dogs naturally
infected byL. chagasiis intensely parasitised by amastigote form&.ofhagasi(Giunchetti
et al., 2006) that reflects a compartmentalizedilerof cytokine associated with resistance or
susceptibility ofLeishmanianfection.

In this context, IL-12 is known to perform a numizérkey functions including the
induction of IFNy production by PBMC and NK cells, the stimulatidrpooliferation in pre-
activated T-cells and NK cells, production of NQrfr macrophages and plays in the
development of specific type 1 T-cell-mediated inmiyi (Trinchieri et al., 2003).
Additionally, it has been postulated that IL-10 rmtades the type 1 immune response in
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Leishmaniainfections by inhibiting IFNy productionvia the suppression of IL-12 synthesis
in antigen presenting cells (Lage et al., 2007 uRgre-Magalhaes et al., 2005). This would
imply that the balance between IFNand IL-10 during infection is particularly impontain
the control of VL as suggested in an earlier stingdplving functional models (Silvestre et al.,
2007). In the present investigation, dogs showingh hskin parasitism exhibited a
predominantly immunoregulatory pattern of immunspanse characterised by increased
expression of IL-10 and TGF-in comparison with the CD, LP and MP groups (FR2y.
These findings are consistent with previous repaitsting the ability of IL-10 and TGB-to
down-regulate T-cell responses and inhibit thehlaignicidal activity of macrophages thus
leading to the progression of leishmaniasis anprievention of cure (Vouldoukis et al., 1997,
Gantt et al., 2003). Alves et al. (2009) observeat the increased of IL-10 and T@Fn
lymph nodes are correlated with high parasite burded symptomatic diseases in dogs
naturally infected withLeishmania chagasiSince the experimental animals typically
exhibited active CVL, the present results sugglest &n increase in IL-10 and TGFmay
lead to the maintenance of parasite multiplicatod therefore disease status. Moreover, the
IFN-y/IL-10 and IL-12/IL-10 ratios were lower in the Hffoup than in the other groups (data
not showed). Consistent with these findings, higfels of IL-12 cytokine were observed in
the LP in relation to the HP group and were negéticorrelated with increased skin parasite
density (Fig. 2). Additionally, the data revealdthtt increases in IL-12 were negatively
correlated with the levels of the immunoregulatoyyokines IL-10 and TGEB-(Fig. 3). The
results presented here thus re-emphasise the gmwelnt of immunoregulatory cytokines in
the suppression of the immune response involveatlarcontrol of parasite replication in the
skin.

Few studies have been concerned with the involvemietranscription factors in the

regulation of cytokine gene transcription in canmedels. Biller et al. (2007) have, however,
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demonstrated increased expression of the mMRNAKXH3 and of the cytokines IL-10 and
TGF in regulatory T cells (deg Of dogs with cancer. In the present study, algospecific
cell populations such assdy lymphocytes were not assessed, a positive caoelaetween
the expression of FOXP3 and immunoregulatory (ILabh@ TGFB) cytokines was confirmed
(data not shown). Additionally, low levels of FOXR3pression were observed in the SD
group compared with the AD and OD groups, and\las negatively correlated with clinical
progression. Nevertheless, no correlation betwherup-regulation of IL-10 and TGy
FOXP3 and the clinical development of the diseamddcbe observed. An explanation for
this finding could be that FOXP3 is involved in udgging the expression of many genes, as
described in recent studies involving murine mod@elarson et al., 2007; Zheng et al., 2007),
or it might indicate that other cells could be ilwaa in the production of these cytokines,
how macrophages with the purpose of modulatiorhefitnmune response. It is, however,
imperative that the role of FOXP3 in the developmeh regulatory cells in CVL be
ascertained in future studies.

Analysis of the cytokine profile with respect torgsite burden revealed increases in
the expression of pro-inflammatory cytokines I¥ldnd TNFe and in the transcription factor
T-bet in all infected groups (LP, MP and HP) in ganson with the CD group (Figs.2 and
4). T-bet is a key protein in the immune system hasl been described as @l Ispecific T-
box transcription factor controlling the developrmen Tyl cells and the expression of the
hallmark type 1 cytokine, IFN; in Tyl and NK cells. A number of studies have estabtishe
that T-bet plays an essential role in the contfol gl cell-dependent protozoan infections
(Rosas et al., 2006; Szabo et al., 2002). ReceBthauss-Ayali et al. (2007) reported an
increase in T-bet and IFN-expression in experimentally and naturally infdctéogs
presenting parasite load in the spleen. In agreemigim the present study, Lage et al. (2007)
observed that, independent of the splenic paralsitid, levels of IFN¢ were significantly
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increased in naturally infected dogs compared widir non-infected counterparts. However,
in contrast to the present study, no differenceth@levels of TNFx could be established
between infected and non-infected dogs as prewaledcribed (Lage et al., 2007).

Cytokines analysis considering dogs classified mting clinical status revealed in
AD group increases in IFM- TNF-a (Fig. 1) and IFNy/IL-4 ratios in comparison with the
SD and CD groups (data not shown). In additionegative correlation could be established
between high levels of IFM-and TNFe and clinical evolution (Fig. 1). These findinge ar
consistent with previous reports implicating thealvement of IFNy and TNFe secretion in
optimal parasite clearance through activation ofnmghages and, consequently, induction of
nitric oxide production (Vouldoukis et al., 199Furthermore, IL-4 has been proven to have
no role in disease progression of the visceralisperies (Satoskar et al., 1995). In contrast to
the present results, some investigations have foundifference in the expression of IFN-
and TNFe in bone marrow (Quinnell et al., 2001) or spleatisc(Lage et al., 2007) in
naturally infected dogs presenting different cladidorms. Moreover, a recent study by
Sanchez-Robert et al. (2008) demonstrated thatehi¢fiN-y expression in PBMCs was
associated with an increase in clinical status. @ssible explanation of this observation is a
distinctin situimmune response agairistchagasiin target organs of naturally infected dogs,
as previously described Sanchez et al. (2004).

Even though IL-12 plays a major role in determinagype 1 immune response, no
difference in expression of the mRNA of this cytukiwas detected among the CVL clinical
groups evaluated in the present study (Fig. 1)s@&hesults are in agreement with those of
Lage et al. (2007) and Alves el al. (2009) who fburo differences in the frequency and
expression of this cytokine in CVL and consideredt its was not an appropriate biomarker

of the clinical progression &f. chagasiinfection.
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In accordance with previous observations (PerutMpgalhdes et al., 2005), the
present data revealed high levels of IL-5 in than s asymptomatid_eishmanianfected
dogs (Fig. 1). Previous authors had suggest th&t dihd associated IFiproduction could
be involved in the control of infection in such ais, possibly by promoting differentiation
and activation of eosinophils and enhancing theeg®ion and activation of specific
cytotoxic T lymphocytes (Nagasawa et al. 1991; Metrgl. 1999; Peruhype-Magalhées et al.,
2005).

In murine leishmaniasis, several researches hawseredd that IL-13 synthesis
promotes initial IFNy production and influences the assembly and mabumradf tissue
granuloma. However, such experiments have not adddethe mechanism(s) by which IL-13
regulates the expression of anti-leishmanial typeesponse (Murray et al., 2006). In the
present study it was demonstrated that asymptoraistimaniainfected animals presented a
high expression of IL-13, and a negative correfabbthis cytokine with clinical progression
in CVL was observed (Fig. 1). In addition, a con@amt high IFNy expression (Fig. 1) was
found in the AD group and this was positively ctated with the expression of IL-13 (Fig.
3). In a recent longitudinal study, Sanchez-Robetrtd. (2008) evaluated the cytokine profile
in PBMCs of experimentally infected dogs and obsdrthat most of the animals that
developed clinical leishmaniasis expressed IL-18nduthe first 4 months after infection, a
result that was in complete contrast to that preesehby the asymptomatic group.

A reduction of GATA-3 in the SD group (Fig. 4B) aadhigh negative correlation of
this transcription factor with clinical evolutionene detected in the present study. The level of
GATA-3 also showed a positive correlation with theression of the type 2 cytokines IL-4,
IL-5 and IL-13 (data not shown) in the skin of icfied dogs. However, among these
cytokines, only IL-13 presented a concomitant esgign with GATA-3 in the AD group that

was negatively correlated with clinical progress{big. 1 and Fig. 4) in CVL. This finding is
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in agreement with that of Kitamura el al. (2005)ondvaluated the correlation between the
expression of GATA-3 and type 2 cytokines in hurhatper T-cell clones and demonstrated
that only IL-13 was strongly correlated with the NWR levels of the transcription factor. It
has been reported that GATA-3 plays an importalg o IL-13 production in both T cells
and mast cells, and also facilitates chromatin gtimg of T42 cytokine gene loci, including
the IL-13 gene. In addition, a GATA-3 binding site the proximal IL-13 promoter is
necessary for cell type-specific expression of 8. {Murray et al., 2006). This interesting
correlation found in the dermal compartment mayoenage further studies of the role of
GATA-3 in the determination of CD4T cell phenotype and in the expression of type 2
cytokines in canine models. The results presemtékis study thus suggest that high levels of
IL-13 and GATA-3 can be considered as good biomarké asymptomatic clinical forms in
CVL.

Several investigations have demonstrated that aednizytokine pattern can be
associated with resistance or susceptibility incus models and.eishmaniainfections
(Raziuddin et al., 1994; D’Andrea et al., 1995;UPgpe-Magalhaes et al., 2006he mixed
type l/type 2 immune profile revealed in the préssmmdy demonstrated the ability of
naturally infected dogs to respondLliochagasiinfections independent of clinical status and
skin parasite density. The immune profile was ottarésed by a positive correlation between
cytokine levels of type 1 (IFN; IL-12 and TNFe) and of type 2 (IL-4, IL-5 and IL-13) (Fig.
3). In agreement with these results, Raziuddin.gtl894) reported enhanced production of
IL-4 and TNFe in both VL and in cutaneous leishmaniasis. Furtiee, a study of the
immune response to lipopolysaccharidestaphylococcus aureus PBMCs pre-treated with
IL-4 or IL-13 revealed a significant increase i gproduction and accumulation of IL-12 and
TNF-o in such cells, and this could be inhibited by dbt# neutralising antibodies
((D’Andrea et al., 1995). These findings were conéd in the present study by the
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demonstration of positive correlations between IbfdlL-13 and IL-12 or TNFe (Fig. 3).
Even though only IL-13 was directly correlated Wi#N-y, the concomitant increase in I1L-12
and IL-4 indicates an up-regulation of expressiériLel3 cytokine, reflecting a complex
regulatory role of the mixed cytokine profile thatconducive to a protective response in
Leishmaniainfected dogs (Fig. 3).

In conclusion, the findings reported in this stuahg pertinent to understanding the
dynamics of the immunological events associatet wlihical status and skin parasite density
during ongoing CVL. It has been demonstrated thdtammatory cytokine profiles,
particularly those driven by IFM- TNF-a and IL-13, associated with enhanced expression of
the GATA-3 transcription factor are important biakexs for asymptomatic clinical forms in
CVL. Moreover, IL-12 could play a protective rolgaanst parasite replication. On the other
hand, in order to guarantee the survival and persie of amastigotes in the skin
compartment, the establishment of a regulatoryilptofriggered by an increase in the
immunoregulatory cytokines IL-10 and T@F-is crucial. The results indicate that a
concomitant expression of mixed cytokines, withtheé necessity for an absolute polarised
profile, can tilt the immune system toward eithgragressive or protective response in CVL.
An advance in our knowledge of the mechanism tleerchines the protective immune
response th. chagasinfection in dogs will permit the establishmentaofational strategy for

the development of vaccines and immunological fhesagainst CVL.

Acknowledgments

The study was supported by the Fundacdo de AmpResquisa do Estado de Minas
Gerais, Brazil (PRONEX 2007). RCO, GCO, ABR and OArank CNPq for fellowships.
The authors wish to express their appreciatiomefhtard work carried out by the staff of the

153



MENEZES-SOUZA, D. Anexos

Fundacdo Nacional da Saude during the executiothisf project. The authors are also
grateful for the use of facilities at CEBIO, Unisatade Federal de Minas Gerais and Rede
Mineira de Bioterismo (FAPEMIG), and for supporttlwithe provision of experimental

animals.

References

Abranches P., Silva-Pereira M.C., Concei¢ao-Silvsl.F Santos-Gomes G.M., Janz J.G.,
1991. Canine leishmaniasis: pathological and eeodbdactors influencing transmission
of infection. J. Parasitol. 77, 557-561.

Alves C.F., de Amorim I.F., Moura E.P., Ribeiro R.Rlichalick M.S., Kalapothakis E.,
Bruna-Romero O., Tafuri W.L., Teixeira M.M., Melo.Nl., 2009. Expression of IFN-
gamma, TNF-alpha, IL-10 and TGF-beta in lymph nodssociates with parasite load
and clinical form of disease in dogs naturally atésl with Leishmania (Leishmania)
chagasi Vet. Immunol. Immunopathol. 128(4), 349-58.

Biller B.J., Elmslie R.E., Burnett R.C., Avery A,CDow S.W., 2007. Use of FoxP3
expression to identify regulatory T cells in heglitiogs and dogs with cancer. Vet.
Immunol. Immunopathol. 116, 69-78.

Brachelente C., Miller N., Doherr M.G., Sattler Welle M., 2005. Cutaneous leishmaniasis
in naturally infected dogs is associated with a€elpér-2-biased immune response. Vet.
Pathol. 42, 166-175.

Carrillo E., Moreno J., 2009. Cytokine profilescanine visceral leishmaniasis. Vet.
Immunol. Immunopathol. 128, 67—70.

Chamizo C., Moreno J., Alvar J., 2005. Semi-quatitie analysis of cytokine expression in

asymptomatic canine leishmaniasis. Vet. Inmunomtmopathol. 103, 67-75.

154



MENEZES-SOUZA, D. Anexos

D’Andrea A., Ma X., Aste-Amezaga M., Paganin C.in€hieri G., 1995. Stimulatory and
inhibitory effects of interleukin (IL)-4 and IL-1®n the production of cytokines by
human peripheral blood mononuclear cells: primimglE-12 and tumor necrosis factor-

o production. J. Exp. Med. 181, 537-546.

Desjeux P., 2004. Leishmaniasis: current situaind new perspectives. Comp. Immunol.
Microbiol. Infect. Dis. 27, 305-318.

Dos-Santos L.R., Barrouin-Melo S.M., Chang Y.F.s&l J., McDonough S.P., Quimby F.,
dos Santos W.L., Pontes-de-Carvalho L.C., Olivéi&., 2004. Recombinant single-
chain canine interleukin 12 induces interferon gammRNA expression in peripheral
blood mononuclear cells of dogs with visceral Ieigimiasis. Vet. Immunol.
Immunopathol. 98, 43-48.

Gantt K.R., Schultz-Cherry S., Rodriguez N., JaramiS.M., Nascimento E.T., Goldman
T.L., Recker T.J., Miller M.A., Wilson M.E., 2003Activation of TGF-beta by
Leishmania chagasimportance for parasite survival in macrophagesmmunol. 170,
2613-2620.

Giunchetti R.C., Mayrink W., Genaro O., CarneirdViG.Corréa-Oliveira R., Martins-Filho
O.A., Marques M.J., Tafuri W.L., Reis A.B., 2006el|Rtionship between canine visceral
leishmaniasis and theeishmania (Leishmania) chagasurden in dermal inflammatory
foci. J. Comp. Pathol. 135, 100-107.

Giunchetti R.C., Martins-Filho O.A., Carneiro C.MMayrink W., Marques M.J., Tafuri
W.L., Corréa-Oliveira R., Reis A.B., 2008a. Histtpdogy, parasite density and cell
phenotypes of the popliteal lymph node in canirseetial leishmaniasis. Vet. Immunol.
Immunopathol. 121, 23-33.

Giunchetti R.C., Mayrink W., Carneiro C.M., Corr&iveira R., Martins-Filho O.A.,
Marques M.J., Tafuri W.L., Reis A.B.,, 2008b. Hisatpological and

155



MENEZES-SOUZA, D. Anexos

immunohistochemical investigations of the hepatompartment associated with
parasitism and serum biochemical changes in casisceral leishmaniasis. Res. Vet. Sci.
84, 269-277.

Kitamura N., Kaminuma O., Mori A., Hashimoto T.,t&inura F., Miyagishi M., Taira K.,
Miyatake S., 2005. Correlation between mRNA exposs®f Th1/Th2 cytokines and
their specific transcription factors in human helpecells clones. Immunol. Cell Biol.
83, 536-541.

Lage R.S., Oliveira G.C., Busek S.U., Guerra L&iynchetti R.C., Corréa-Oliveira R., Reis
A.B., 2007. Analysis of the cytokine profile in sph cells from dogs naturally infected
by Leishmania chagasVet. Immunol. Immunopathol. 115, 135-145.

Manna L., Reale S., Vitale F., Gravino A.E., 20@idence for a relationship between
Leishmania load and clinical manifestations. Rest. %ci. 87, 76-8.

Mancianti F., Gramiccia M., Gradoni L., Pieri S98B. Studies on canine leishmaniasis
control. 1. Evolution of infection of different clical forms of canine leishmaniasis
following antimonial treatment. Trans. R. Soc. Trbfed. Hyg. 82, 566-567.

Marson A., Kretschmer K., Frampton G.M., Jacobse®.,BPolansky J.K., Maclsaac K.D.,
Levine S.S., Fraenkel E., von Boehmer H., Young.R2007. Foxp3 occupancy and
regulation of key target genes during T-cell stiatian. Nature 445, 931-935.

Mary C., Auriault V., Faugere B., Dessein A., 19@@ntrol ofLeishmania infantumnfection
is associated with CD8and gamma interferon and interleukin-5-productiob4’
antigen-specific T-cells. Infect. Immun. 67, 555966.

Moreno J., Alvar J., 2002. Canine leishmaniasisdepiological risk and the experimental
model. Trends Parasitol. 18, 399-405.

Murray HW., Tsai C.W., Liu J., Ma X., 2006. Visetleishmania donovannfection in

interleukin-13-/- mice. Infect. Immun. 74, 2487994

156



MENEZES-SOUZA, D. Anexos

Nagasawa M., Ohshiba A., Yata J., 1991. Effect @fombinant interleukin 5 on the
generation of cytotoxic T cells (CTL). Cell Immun&B3, 317-326.

Peruhype-Magalhdes V., Martins-Filho O.A., Prata @ilva L.De-A., Rabello A., Teixeira-
Carvalho A., Figueiredo R.M., Guimaraes-Carvalhb. Skerrari T.C., Corréa-Oliveira
R., 2005. Immune response in human visceral leigiases: analysis of the correlation
between innate immunity cytokine profile and digeastcome. Scand. J. Immunol. 62,
487-495.

Peruhype-Magalhdes V., Martins-Filho O.A., Prata @ilva L.De-A., Rabello A., Teixeira-
Carvalho A., Figueiredo R.M., Guimaraes-Carvalhe. S-errari T.C., Van Weyenbergh
J., Correa-Oliveira R., 2006. Mixed inflammatorgiaéatory cytokine profile marked by
simultaneous raise of interferon-gamma and int&nte@0 and low frequency of tumour
necrosis factor-alpha(+) monocytes are hallmarkactif’e human visceral Leishmaniasis
due toLeishmania chagasnfection. Clin. Exp. Immunol. 146, 124-132.

Pinelli E., Killick-Kendrick R., Wagenaar J., Bethaa W., del Real G., Ruitenberg J., 1994.
Cellular and humoral immune responses in dogs @rpetally and naturally infected
with Leishmania infantuminfect. Immun. 62, 229-235.

Quinnell R.J., Courtenay O., Shaw M.A., Day M.Jar¢ez L.M., Dye C., Kaye P.M., 2001.
Tissue cytokine responses in canine visceral lesstiasis. J. Infect. Dis. 183, 1421—
1424.

Raziuddin, S., Abdalla, R.E., el-Awad, E.H., alddin M., 1994. Immunoregulatory and
proinflammatory cytokine production in visceral aogtaneous leishmaniasis. J. Infect.
Dis. 170, 1037-1040.

Reis A.B., Matrtins-Filho O.A., Teixeira-Carvalho,ACarvalho M.G., Mayrink W., Franca-

Silva J.C., Giunchetti R.C., Genaro O., Corréa-é&i& R., 2006a. Parasite density and

157



MENEZES-SOUZA, D. Anexos

impaired biochemical/hematological status are aasst with severe clinical aspects of
canine visceral leishmaniasis. Res. Vet. Sci. 81/6.

Reis A.B., Teixeira-Carvalho A., Vale A.M., MarqudkJ., Giunchetti R.C., Mayrink W.,
Guerra L.L., Andrade R.A., Correa-Oliveira R., MastFilho O.A., 2006b. Isotype
patterns of immunoglobulins: hallmarks for clinicdhtus and tissue parasite density in
Brazilian dogs naturally infected dyeishmania (Leishmania) chagadiet. Immunol.
Immunopathol. 112, 102-116.

Reis A.B., Teixeira-Carvalho A., Giunchetti R.Cu&ra L.L., Carvalho M.G., Mayrink W.,
Genaro O., Corréa-Oliveira R., Martins-Filho O.R006c. Phenotypic features of
circulating leucocytes as immunological markers dbnical status and bone marrow
parasite density in dogs naturally infectedl®yshmania chagasiClin. Exp. Immunol.
146, 303-311.

Reis A.B., Martins-Filho O.A., Teixeira-Carvalho ,AGiunchetti R.C., Carneiro C.M.,
Mayrink W., Tafuri W.L., Corréa-Oliveira R., 200%ystemic and compartmentalized
immune response in canine visceral leishmaniases. Mnmunol. Immunopathol. 128,
87-95.

Rosas L.E., Snider H.M., Barbi J., Satoskar A.Aiga-Villarino G., Keiser T., Papenfuss T.,
Durbin J.E., Radzioch D., Glimcher L.H., SatoskaRA 2006. Cutting Edge: STAT1
and T-bet play distinct roles in determining outeoaf visceral leishmaniasis caused by
Leishmania donovand. Immunol. 177, 22-25.

Sanchez, M.A., Diaz, N.L., Zerpa, O., Negron, Eqn@t, J., Tapia, F.J., 2004. Organ-
specific immunity in canine visceral leishmaniasenalysis of symptomatic and
asymptomatic dogs naturally infected withishmania chagasAm. J. Trop. Med. Hyg.

70, 618-624.

158



MENEZES-SOUZA, D. Anexos

Sanchez-Robert E., Altet L., Alberola J., Rodrigtzztés A., Ojeda A., Lopez-Fuertes L.,
Timon M., Sanchez A., Francino O., 2008. Longitadlimnalysis of cytokine gene
expression and parasite load in PBMCLeishmania infantunexperimentally infected
dogs. Vet. Immunol. Immunopathol. 15, 168-175.

Satoskar A., Bluethmann H., Alexander J., 1995rupiBon of the murine interleukin-4 gene
inhibits disease progression duribgishmania mexicanefection but does not increase
control ofLeishmania donovannfection. Infect. Immun. 63, 4894-4899.

Silvestre R., Cordeiro-Da-Silva A., Santarém N.rgfes B., Sereno D., Ouaissi A., 2007.
SIR2-deficientLeishmania infantumnduces a defined IFN-gamma/IL-10 pattern that
correlates with protection. J. Immunol. 179, 316I0AR

Stauber L.A., 1955. Leishmaniasis in the hamsterCiole W.H. (Ed.), Some Physiological
Aspects and Consequences of Parasitism. RugeretditivPress, New Brunswick. pp.
77-90.

Strauss-Ayali D., Baneth G., Shor S., Okano FfeJ&fL., 2005. Interleukin-12 augments a
Thl-type immune response manifested as lymphoagldgration and interferon gamma
production inLeishmania infantuanfected dogs. Int. J. Parasitol. 35, 63—73.

Strauss-Ayali D., Baneth G., Jaffe C., 2007. Sglé@mimune responses during canine visceral
leishmaniasis. Vet. Res. 38, 547-564.

Szabo S.J., Sullivan B.M., Stemmann C., Satoskir,/ASleckman B.P., Glimcher L.H., 2002.
Distinct effects of T-bet in TH1 lineage commitmemtd IFNy production in CD4 and
CD8 T cells. Science. 295, 338—-342.

Trinchieri G., Pflanz S., Kastelein R.A., 2003. Thel2 family of heterodimeric cytokines:
new players in the regulation of T cell respons®snunity. 19, 641-644.

Vouldoukis 1., Bécherel P.A., Riveros-Moreno V.,08k M., da Silva O., Debré P., Mazier

D., Mossalayi M.D., 1997. Interleukin-10 and ingerkin-4 inhibit intracellular killing of

159



MENEZES-SOUZA, D. Anexos

Leishmania infantunandLeishmania majoby human macrophages by decreasing nitric
oxide generation. Eur. J. Immunol. 27, 860-865.

Zheng Y., Josefowicz S.Z., Kas A., Chu T.T., GaMrA., Rudensky A.Y., 2007. Genome-
wide analysis of Foxp3 target genes in developimd)mature regulatory T cells. Nature.

445, 936-940.

Figure legends

Figure 1. Relationship between clinical status and the esgioem of mMRNAs for cytokines in
the skin of dogs naturally infected witteishmania chagasiAnimals were categorised as
asymptomatic (AD), oligosymptomatic (OD) and symmp&tic (SD) according to the clinical
progression of CVL: the control group (CD) compdasinfected animals. Box plots show
the median value (horizontal line across the bthe,interquartile ranges (horizontal ends of
the box), and the highest and lowest values (lextending from the box and terminating in
horizontal lines). The log number of messenger RBlative expression for IFN-IL-4, IL-

5, IL-10, IL-12, IL-13, TGFB and TNFe are shown. Significant differencep € 0.05)
compared with CD, AD, OD and SD are indicated bg tktters &, ‘b, ‘c’ and ‘d,
respectively. Spearman’s correlation indexeandp-values) are shown on the graphs where

applicable.

Figure 2. Relationship between skin parasite density andetkgression of mRNAs for
cytokines in the skin of dogs naturally infectedthwieishmania chagasiAnimals were
categorised with low (LP), medium (MP) and high JHfRarasite densities according to Reis
et al. (2006a): the control group (CD) comprisednfatted animals. Box plots show the
median value (horizontal line across the box),itherquartile ranges (horizontal ends of the

box), and the highest and lowest values (linesnekigy from the box and terminating in
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horizontal lines). The log number of messenger RBlAtive expression for IFN-IL-4, IL-
5, IL-10, IL-12, IL-13, TGFB and TNFe are shown. Significant differencep € 0.05)
compared with CD, LP, MP and HP are indicated by kbtters &, ‘b, ‘c’ and ‘d,
respectively. Spearman’s correlation indexeandp-values) are shown on the graphs where

applicable.

Figure 3. Correlations between the expression of the mRNA®ired cytokines in the skin
of dogs presentin@VL (Infected dogsn = 35). The results are displayed as scatter diagra
of individual values. Spearman’s correlation indefeandp-values) are shown on the graphs

while connecting lines illustrate positive and rniegacorrelation indexes.

Figure 4. Analyses of the expression of mMRNAs for transmipffactors FOXP3, GATA-3
and T-bet in the skin of dogs naturally infectedhwiieishmania chagasiln left plate,
animals were categorised as asymptomatic (AD),0oeligiptomatic (OD) and symptomatic
(SD) according to the clinical progression of CMih.right plate, animals were categorised
with low (LP), medium (MP) and high (HP) parasitendities according to Reis et al.
(2006a). In each case the control group (CD) casepruninfected animals. Box plots show
the median value (horizontal line across the bthe,interquartile ranges (horizontal ends of
the box), and the highest and lowest values (lex¢ending from the box and terminating in
horizontal lines). The log number of messenger Rilative expression for T-bet, GATA-3
and FOXP3 are shown. Significant differenges (0.05) compared with CD, AD and OD are
indicated by the letters”, ‘b’ and ‘c’, respectively Spearman’s correlation indexesafidp-

values) are shown on the graphs where applicable.
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Table 1. Sequences of primers used for quantification of PARMpression by Real-time
PCR. F: Forward primer, R: Reverse primer. GeneBantession number of the sequence
used to design primers and their product lengtrshosvn as well as each PCR efficiency and

R?.
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Table 1

Crene Pruner sequence (5-37) Product Rexrton R
lenght (bp)  efficiencyi®o)

GAPDH s as1 0,294

F TTCCACGHC ACAGTOAAG

R ACTCAGCACCAGUATCAC

1L-12pd0

F CASCAFAGADGSTC AGASTSO 109 96,5 0.9z%9

R ACGACCTOGAT GG TAGDT

1FH-y

F TCEACCCCTTOTO GO ACT 13 9h4 0,267

R GUTHCCTACTTGE TOUC THA

THF-

F COTOCATTCT T (0 A AT 94 a7z 0,223

R AGCCCTOAGCCCTTAATTC

1L-4

F CACCTOCC AACTGATTOC AL 123 96,9 0,991

R CTORCTOTOASCATOTTIC AA

1L-%

F GUOTATSGTTTOTSOCTT TN 108 a5z 0,570

R GOTTOOCATOGOCTATI A

1L-13

F CCTCCTC AGAST AAAGTG 148 957 0,873

R COCAGCAC AAAC A8 AGAT

1L-10

F AGAACCANGACCT AGATATE 129 97,1 0,993

R CCACCHCOTTOCTCTTATTC

TGF-R1

F ACGATCTGGDC TGO ARGTS 134 951 0,931

R COHSGTTGTGOTGGTTGTA

T-het

F GUTTCC AAl ACAC ACATC a0 35,0 077

R TOAGTGATCTCCGCATTC

GATAY

F ATGAC ACGCTGGAGGACTTE 106 q3.3 0,365

R TGO TGGASTGOC TG ALS

FOXFS

F AAACADCACATTCCCAGASTIC 102 95,1 0,231

R ACGATGECCCALCGEATC A
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