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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi confirmar a leishmaniose visceral canina (LVC) como uma
doenca fibrosante de carater sistémica. Para isso, foi realizado um estudo imunohistoquimico
e quantitativo molecular dos tecidos do figado, pulmé&o e rim caninos. Utilizamos dois grupos
experimentais consistindo de cinco beagles adultos experimentalmente infectados com L.
infantum cepa MCAN BR / 2002 / BH401 e outros cinco beagles adultos infectados com a
cepa MCAN / BR / 2000 / BH400; um grupo de controle positivo consistindo de vinte cées
adultos sem raca definida naturalmente infectados com L. infantum e um grupo de controle
negativo compreendendo quatro beagles adultos negativos para infecgdo com L. infantum. A
deposicdo de colageno (fibropoiese) foi detectada e quantificada pela coloracdo de prata
amoniacal de Gomori, onde detecta fibras reticulares em preto. Os cées do grupo BH401 e do
grupo positivo apresentaram fibropoiese intensa no figado, pulmdes e rins, sempre associada a
hepatite cronica, pneumonite cronica intersticial e glomerulonefrite, respectivamente.
Marcadores para miofibroblastos (marcadores mesenquimais) alfa-actina (a-SMA) e
vimentina foram identificados por imunohistoquimica. O fator de transformacdo de
crescimento da citocina beta (TGF-B) foi identificado por imunohistoquimica ¢ ensaios
moleculares. A expressdo dos marcadores a-SMA, vimentina e TGF-f1, bem como a
expressdo do gene TGF-B1, associada a altos niveis de deposi¢do de colageno, foi maior no
grupo BH401, seguido pelo grupo controle positivo. Concluimos que o processo de fibrose
ocorre de forma simultanea no figado, pulmbes e rins de cdes naturalmente e
experimentalmente infectados e a cepa MCAN BR / 2002 / BH401 de L. infantum seria uma
boa escolha para estudo dos mecanismos da fibrose no cdo associada as alteragcdes

histoldgicas classicas da LVC

Palavras-chave: Fibrose, leishmaniose visceral canina, figado, pulmao, rim.



ABSTRACT

The aim of this work was to confirm canine visceral leishmaniasis (CVL) as a systemic
fibrotic disease. For this, an immunohistochemical and molecular quantitative study of canine
liver, lungs, and kidneys tissues were carried as follow: two experimental groups consisting of
five adult beagles experimentally infected with L. infantum strain MCAN BR/2002/BH401
and other five adult beagles infected with the strain MCAN/BR/2000/BH400; a positive
control group consisting of twenty adult mixed breed dogs naturally infected with L.
infantum, and a negative control group comprising four adult beagles negative for infection
with L. infantum. Collagen deposition (fibropoiesis) was detected and quantified by Gomori
ammoniacal silver’s staining where it detects reticular fibers in black. Dogs of BH401 group
and the positive group showed a conspicuous and intense fibropoiesis in liver, lungs and
kidneys always associated to a chronic hepatitis, interstitial chronic pneumonitis, and
glomerulonephritis, respectively. Markers for myofibroblasts (mesenchymal markers) alpha-
actin (a-SMA) and vimentin were identified by immunohistochemistry. The cytokine
transforming growth factor beta (TGF-B) was identified by immunohistochemistry and
molecular assays. The expression of a-SMA, vimentin, and TGF-B1 markers, as well as gene
expression of TGF-B1, associated with high levels of collagen deposition was highest in the
BH401 group, followed by the positive control group. We conclude that the fibrosis process
occurs simultaneously in the liver, lungs and kidneys of naturally and experimentally infected
dogs and that the MCAN BR / 2002 / BH401 strain of L. infantum would be a good choice
for studying the mechanisms of fibrosis in dogs associated with the classic histological
changes of CVL

Keywords: Fibrosis, canine visceral leishmaniasis, liver, lung, kidney.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral humana (LVH) é uma doenca sistémica e fatal se ndo tratada.
A LVH faz parte de um grupo de doengas consideradas negligenciadas e que nas Américas
foram descritas em doze paises tendo como agente etiolégico o protozoario da espécie
Leishmania (Leishmania) infantum. No Brasil 3.500 casos sdo registrados anualmente
(Brasil, Ministério da Saude, 2018) e o cdo (Canis lapus familiaris) é o reservatorio
doméstico da doenca atuando para a manutencdo do ciclo biolégico do parasito. A
participacdo desses animais no ciclo de transmissdo da LVVH foi reconhecida desde a década
de 50 no Nordeste brasileiro por Deane & Deane (1962). Os autores, em estudo comparativo
entre a infeccdo canina e humana, demonstraram a presenca do parasito em 16,3% da pele dos
individuos e em 77,6% dos cdes naturalmente infectados. Alem disso, verificou-se que a
infeccdo experimental de flebotomineos era mais frequente e intensa quando 0s insetos se
alimentavam nos cées infectados (75%) do que em humanos (28,5%).

No Brasil, os casos de LVH e a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) encontram-se
distribuidas em Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Maranh&o,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Paraiba, Piaui, Pernambuco, Roraima, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte e Sergipe (Lainson & Rangel, 2005). Ja na regido Sul, os
primeiros casos de LVC foram registrados em 2008 em S&o Borja, RS. Também, na mesma
cidade, ocorreram 0s primeiros casos em humanos em 2009 (Brasil, Ministério da Saude,
2010). O estado de Santa Catarina era considerado indene para LV, entretanto, Figueiredo e
colaboradores (2012) descreveram o0s primeiros casos autoctones de LVC na cidade de
Floriandpolis.

Na LVC ocorre uma extensa distribuicdo do parasito nos 6rgdos ricos em células do
sistema  fagocitico mononuclear (SFM) como a pele, medula dssea, figado, rins, pulméo,
orgaos linfoides, trato génito-urinario e digestivo (Marzochi et al., 1985; Tafuri et al.,1989;
Alvar et al., 2004; Xavier et al., 2006; Goncalves et al., 2003; Madeira et al., 2016; Mendes et
al., 2011; Pinto et al., 2011; Pinto et al., 2013; Figueiredo et al., 2013). Assim, a presenca de
parasitos em diferentes 6rgdos confere lesbes e sinais clinicos caracteristicos da LVC , Os
animais acometidos podem ser classificados, de acordo com a sintomatologia em sintomaticos
ou em assintomaticos (Mancianti et al., 1988; Alvar et al., 2004), de acordo com o tempo de
evolucdo da doenga nas fases aguda, subaguda e crénica ou latente regressiva (Pastorino et

al., 2002; Alvar et al., 2004). As manifestacdes clinicas nas fases mais avancadas da LVC
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incluem febre, perda progressiva de peso, anemia, hepatoesplenomegalia, lesdes cutaneas
(onicogrifose, alopecia, hiperqueratose, seborreia), ictericia, e insuficiéncia renal (Silva et al.,
2018); sendo que nesse contexto se destaca o0 quadro de linfadenopatia, com acometimento
dos linfonodos popliteos, pré-escapulares e submandibulares, os quais apresentam uma
consistente hiperplasia e hipertrofia, com evidente aumento do seu tamanho e de sua
consisténcia, facilitando assim sua identificacdo quando do exame fisico (Abranches et al.,
1991; Alvar et al., 2004). Observa-se também apatia, ceratoconjuntivite, diarreia, vomito,
edema de pata, caquexia e podendo levar ao 6bito do animal na fase final da infeccdo s
(Deane e Deane,1955; Da Silva et al., 2012).

Na LVC a distribuicdo dos parasitos é extensa resultando em diversas alteracdes nos
orgaos acometidos. No figado, microscopicamente séo relatados hipertrofia e hiperplasia das
células de Kipffer , infiltrado inflamatorio granulomatoso preferencialmente localizado no
interior dos Iobulos (granulomas intralobulares), espaco-porta e no entorno das veias centro
lobulares (Tafuri et al., 1996), fibrose intralobular (Melo et al., 2008; Melo et al., 2009;
Madeira et al., 2016, Castro et al., 2018) e hemocromatose (Nascimento et al., 2012). No
pulmdo, sdo relatados espessamento dos septos interalveolares causados por infiltrado de
células mononucleares, tais como macréfagos, plasmacitos e linfocitos acompanhados de
aumento da fibrilopoese. Diferentemente de outros 6rgdos o pulmdo € um 0rgdo pouco
parasitado por leishmania (Goncalves et al., 2003).

As glomerulonefrites sdo frequentemente descritas na leishmaniose visceral canina,
classificadas em  glomerulonefrite  membranoproliferativa ou  glomerulonefrite
mesangioproliferativa, caracterizada pela proliferacdo celular e aumento da matriz.
Glomeruloesclerose segmentar e focal, caracterizada pela expansdo segmentar da matriz
mesangial, glomerulonefrite crescente caracterizada por acimulo de células no espaco de
Bowman, nefropatia membranosa caracterizada pelo espessamento da parede capilar

glomerular (Alves et al., 2019).



18

2. A LEISHMANIOSE VISCERAL E A FIBROSE

Vérios autores, pertencentes ao nosso grupo de pesquisa, vém descrevendo, em
animais com Leishmaniose Visceral Canina (LVC), a deposicdo colagenogénica em diversos
6rgéos, tais como: baco (Tafuri et al., 1996; Tafuri et al., 2001, Silva et al., 2013), figado
(Melo et al., 2008, Melo et al., 2009; Silva et al., 2013), rins (Tafuri et al., 2001, Silva et al.,
2013), linfonodos (Silva et al., 2013) e pulmdo (Silva et al., 2013). Melo e colaboradores
(2009) avaliando a deposicdo de fibronectina (FN) e laminina (LN), proteinas de adesdo
celular, e colageno (fibras reticulares) em cdes com LV, os autores observaram que houve
maior deposicdo de fibronectina e coldgeno nos animais sintomaticos quando comparado aos
grupos assintomaticos e controle ndo infectado; ao passo que, a deposi¢do de laminina foi
estatisticamente superior nos cées infectados (independente dos sinais clinicos) quando
comparado ao grupo controle. Silva e colaboradores (2013) descreveram a notavel deposicédo
colagénica no figado, pulmdes e rins de animais sintomaticos infectados com L. infantum
qguando comparados aos animais controle (cdes com exames soroldgico e parasitologico
negativos para L. infantum) todos obtidos de centros de zoonoses da regido metropolitana de
Belo Horizonte, MG.

Souza e colaboradores (2014) dando continuidade a esses achados correlacionaram o
desbalanco sorologico e tecidual dos elementos traco em cédes naturalmente infectados. Os
autores discutem a fibrose com a intensa deposicdo desses elementos nos tecidos, em especial
o ferro. JA Madeira e colaboradores (2016) avaliaram a expressdao do fator de crescimento
tumoral beta (TGF-PB1) elucidando alguns mecanismos dessa fibrose hepatica evidenciada,
entdo, na leishmaniose visceral canina, demonstrado por imunohistoquimica paralelamente a
molécula alfa-actina (a-SMA), vimentina e citoqueratina como marcadores de ativacdo das
células estreladas hepéticas (HSC) produtoras de colageno. Castro e colaboradores (2018)
estudando o figado de cédes naturalmente infectados com Leishmania infantum com
antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas nanomeétricos associado ao alopurinol
observaram a diminuicao das fibras de colageno III e da expressdo de a-SMA e vimentina em

caes tratados com alopurinol.

Outro mecanismo descrito em processos fibroticos no figado, rim e pulméo é o da
transicdo epitélio mesénquima que é capaz de aumentar a fibrogénese nos tecidos através da

diferenciacdo de células de origem epitelial em fibroblastos e miofibroblastos ceélulas



19

incriminadas como produtoras dos componentes da MEC que tem sua deposi¢do aumentada
durante o processo de fibrose (Aresu et al., 2007; Zeisberg et al., 2007; Fischer et al., 2015).
Mondcitos e macrofagos também sdo apontados como origem de miofibroblastos ao
migrarem para o tecido e se diferenciarem (Keeley et al., 2010; Mosser & Edwards, 2008). A
fibrose pode ser definida como excesso de deposi¢do de componentes da matriz extracelular,
sobretudo do colageno (fibropoiese), sendo uma resposta fisiopatolégica comum de muitos
tecidos e érgdos submetidos a injuria (Wynn et al., 2008). A fibrose tem sido estreitamente
relacionada com a presenca de linfocitos (LT) CD4 com um perfil de producéo de citocinas
do tipo Th2, tais como: interleucina (IL)-4, IL-5, IL-13 e IL- 21 ¢ TGFp-1 (Song et al., 2000;
Wynn et al., 2004). Paralelamente, macr6fagos, denominados (M2c) expressando receptores
CD163 (receptores scavengers de classe B) reativados alternativamente na presenca de IL-4 e
IL-13, carregam um programa funcional pro-reparo relacionados a fibrose (resolucdo da
inflamacéo) e a homeostase tecidual (Mosser et al., 2008).

O excesso de acumulo de MEC, que leva a fibrose, ocorre quando a formacao excede
a degradacédo (Wynn et al., 2004). As metaloproteinases de matriz (MMPs), especialmente 2 e
9, produzidas pelos macrofagos (principalmente nas inflamagdes cronicas), estdo associadas
ao processo de remodelamento tecidual sendo responsaveis pela degradacdo da MEC. Estudos
avaliando a acdo das metaloproteinases nas leishmanioses tém sugerido uma acéo
pleiotropica das metaloproteinases, favorecendo o reparo tecidual, mas também causando sua
destruicdo e progressdo das lesdes no figado, pele e baco quando expressadas em excesso
(Xue et al., 2006; Costa et al., 2008, Melo et al., 2009; Melo et al., 2011). Ha relatos de sua

expressdo em infecgdes por protozoarios do género Leishmania (Geurts et al., 2012).

3. POLARIZACAO DOS MACROFAGOS E A FIBROSE

A transmissdo da leishmaniose envolve mecanismos complexos de interacfes entre 0s
hospedeiros vertebrados, 0s vetores invertebrados e o parasito (Dantas-Torres et al., 2006). O
ciclo inicia-se com a inoculacdo das formas infectantes do parasito, chamadas formas
promastigotas metaciclicas de Leishmania, durante o repasto sanguineo de fémeas infectadas
no hospedeiro vertebrado (Akhoundi et al., 2016). A expressdo de determinantes de viruléncia
como os lipofosfoglicanos (LPG), presente na superficie do parasito, conferem ao mesmo
tanto uma resisténcia frente ao processo digestivo, no intestino médio do inseto vetor, quanto
a acdo litica do complemento quando inoculado na derme do hospedeiro (Killick-kendrick,

1990; Alexander et al., 1999). Assim quando da inoculagéo, por meio de receptores presentes
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na superficie dos macréfagos, tais como o receptor do tipo 3 do complemento (CR3), o
processo de internalizacdo/fagocitose € potencializado facilitado quando essas formas
promastigotas encontram-se opsonizadas com a fracdo C3bi do complemento (Mosser &
Edelson, 1985). Apds a fagocitose pelos macréfagos, na fase inicial da infeccdo, esses
macréfagos tornam-se ativados com producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN), por exemplo. Todavia, mesmo ap0Os esse estresse
oxidativo, os parasitos sobrevivem e se diferenciam da forma movel flagelada promastigota
para a forma imoével ndo flagelada em amastigota (Pearson et al., 1983, Besteiro et al., 2006;
Biswas et al., 2011).

Essa diferenciacdo morfoldgica é resultado do aumento dos niveis intracelulares de
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) que conduz a passagem para a fase G1 do ciclo
celular e eleva a producdo de enzimas antioxidantes (Bhattacharya et al., 2012). No
hospedeiro vertebrado, a presenca de uma resposta Thl ou Th2, com perfis diferentes de
citocinas e, consequentemente, diferentes estimulos sobre as células dos sistemas fagocitico
mononuclear (SFM) contribui para uma susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo (Kane &
Mosser, 2001).

Sendo que na resposta TH1 frente a infeccdo por L. infantum os macrdofagos séo
ativados por IFN-y ¢ TNF-a levando a morte das formas amastigotas de Leishmania.
Macrofagos expressando a proteina Calprotecina (L1) estd relacionada a uma acéo
microbicida e consequentemente ativada pela resposta TH1, enquanto que macrofagos
ativados alternativamente por citocinas como IL-6, IL-10 e IL-4, expressando a glicoproteina
CD163 esta relacionado tanto a uma suscetibilidade a LVC quanto ao processo de fibrose
(Buechler et al., 2000).

4. O CAO EXPERIMENTALMENTE INFECTADO COMO MODELO DE ESTUDO
DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Existem diversos trabalhos publicados (protocolos) para o desenvolvimento da LVC
experimental, mas h& poucas informacbes disponiveis acerca dos aspectos
anatomopatologicos. Mansour & McConnell (1973) avaliando a curva de crescimento
parasitologica assim como o padrdo de infeccdo no figado e no baco de cées
experimentalmente infectados com trés cepas diferentes de L. donovani provenientes do
Suddo, Mediterraneo e do Quénia, concluiram que o cdo é um reservatorio eficiente da cepa

que ocorre no Mediterraneo.
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Keenan e colaboradores (1984) avaliando a infeccdo experimental de dois grupos
composto por trés pastores alemées infectados com formas amastigotas de L. infantum e L.
donovani durante 82 dias, observaram que 0s cdes desenvolveram infecgdo persistente,
emagrecimento, esplenomegalia e linfadenomegalia 55 dias ap6s a inoculagdo. Todos os cées
desenvolveram anemia normocitica e normocrdmica, além disto, trombocitopenia e
leucopenia foram relatadas. Os niveis de triptofano no sangue diminuiram consideravelmente.
Hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia foram presentes em todos os cées. Os autores
concluiram que cdes da raca pastor alemédo sdo bons modelos para o estudo laboratorial da
LV. Trinta e cinco cées de raca beagle foram por inoculados por Costa e colaboradores (2013)
via intradérmica com inéculo de 107 da cepa MCAN/BR/00/BA262 de L. infantum e saliva de
Lutzomya longipalpis. Os sinais observados pelos autores foram onicogrifose e linfadenopatia
em 78,6 % dos cdes, 50% apresentaram mudancas na pele e 14 % apresentaram
esplenomegalia. Outro estudo comparando vias de inoculacdo intradérmica e intravenosa em
beagles experimentalmente infectados com L.infantum na presenca e na auséncia de saliva
concluiu que a via intradérmica de inoculagdo produz a forma assintomatica da doenca, além
disso falhou em mostrar a eficacia da saliva de L. longipalpis como um agente intensificador

da infeccdo experimental da leishmaniose canina (Paranhos-Silva et al., 2003) .

Nos estudos de Santos-Gomes e colaboradores (2002) as citocinas interferon-gama
(IFN-y), Interleucina 2 (IL-2), interleucina 12 (IL-12), IL-10 e IL-6 expressas por células
mononucleares de sangue periférico de 13 cdes de raca Beagle inoculados com formas
amastigotas de L. infantum foram analisados durante 23 meses. Os cées desenvolveram
alteracdes hematoldgicas, resposta imune humoral e reducdo da resposta especifica
linfoproliferativa. A presenca de carga parasitaria baixa foi detectada na pele, linfonodos

popliteos e medula dssea.

Transcrigcdes especificas das citocinas foram observadas em baixas proporcdes exceto
nos meses 9, 10 e 11 apos a infecgdo onde houve aumento de IFN-y, IL-2 mRNA, IL-12 e IL-
10 foram detectadas esporadicamente apenas em poucos animais. A baixa proporcdo de cdes
expressando citocinas especificas, durante os primeiros 8 meses de infec¢do associada a
evidéncias de dispersdo do parasita sem sinais clinicos de doenca, sugere a ocorréncia de um
“estabelecimento silencioso” do parasita evitando reagdo imunologica adversa mediada por

células hospedeiras.
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A resposta imune humoral apresentada nesses animais, nem a imunossupressao
mediada por células, nem a gravidade da doenca podem estar relacionadas com a expressdo de
IL-10. A predominéancia de uma resposta do tipo Thl por um periodo relativamente curto
indica que essas citocinas sdo necessarias para controlar a infeccdo, retardando o

aparecimento da doenca progressiva.

Rodriguez-Cortés e colaboradores (2007) ao realizar um estudo da infeccdo
experimental canina, utilizaram 6 cées infectados com L. infantum via intravenosa
monitorados durante um ano. Os animais desenvolveram sinais clinicos e patoldgicos
compativeis com a LVC. A avaliagdo dos parametros clinicos, imunoldgicos e parasitolégicos
mostrou que a intensidade da infeccdo por Leishmania em amostras de sangue, indicada pela
quantidade de DNA de Leishmania, correlacionou-se significativamente com as
concentragdes de 19G, 1gG1, 1gG2, IgA e IgM e com sinais clinicos. Parasitemia e imunidade
mediada por celulas especificas de Leishmania foram inversamente correlacionadas. Alem
disso, quantidades maiores de DNA de Leishmania foram detectadas no figado, baco,
linfonodo, pele e medula 6ssea de cdes exibindo sinais clinicos do que aqueles exibindo
poucos desses sinais. Esses achados sugerem que a doenca progressiva na LVC experimental
estd associada a falta de responsividade de células T especificas e respostas humorais
desprotetivas que permitem a disseminacdo e multiplicagdo de L. infantum em diferentes

tecidos.

5. JUSTIFICATIVA
Poucos trabalhos na literatura fazem descri¢bes sistémicas de lesbes anatomopatoldgicas de

cdes experimentalmente infectados por diferentes cepas Trabalhos anteriores evidenciaram
0 cdo com LVC como modelo de doenca fibrosante, sendo que a fibrose foi analisada em cada
orgao de forma isolada, isto é, ndo de forma simultanea. Entdo, neste trabalho, o objetivo foi
avaliar a fibrose em cada cdo nos trés orgdos alvo (figado, pulmdes e rins), portanto de forma
simultanea. Além disso, discutimos aqui a intensidade desse processo fibrotico ao se

comparar os trés érgaos de cdes em diferentes condi¢fes experimentais.
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6. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GERAL

Propbe-se um estudo quantitativo sobre a fibrilopoese no (figado pulmdes e rins de

caes naturalmente e experimentalmente infectados com Leishmania infantum.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Auvaliar a fibrilopoese no figado, pulmdes e rins utilizando coloracdo histoldgica especial e
mensuracao pela técnica de morfometria.

Avaliar a deposicdo de colageno tipo Il (reticulina), figado, pulmdes e rins utilizando
coloracédo histolégica especial de prata amoniacal de Gomori e mensuracdo pela técnica de
morfometria.

Avaliar achados histologicos e parasitologicos do figado, pulmdes e rins

Avaliar a expressdo de marcadores de células mesenquimais (miofibroblastos) como os
antigenos: a-SMA, vimentina, com posterior mensuracdo pela técnica de morfometria
digital.

Avaliar a expressdo de marcadores de macrofagos do tipo 2 (M2) como o CD163 e do tipo 1
a Calprotectina (L1) com posterior mensuracao pela técnica de morfometria digital.

Avaliar a expressdo da citocina tecidual TGfB1l no figado pulmdes e rins utilizando
imunomarcacBes com posterior mensuracao pela técnica de morfometria digital.

Avaliar a expressao génica da citocina TGFB1 no figado, pulmdes e rins por PCR em tempo
real.
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7. MATERIAL E METODOS
7.1 AMOSTRAS E RANDOMIZACAO DAS AMOSTRAS EM GRUPOS

Amostras de fragmentos de figado, pulm@es e rins, incluidos parafina foram selecionados
previamente mediante confeccdo de ldminas histologicas e analise sob microscopia Optica
convencional. Todas essas amostras sdo oriundas do acervo do laboratério de Patologia das
Leishmanioses (LPL), coordenado pelo Prof. Wagner Luiz Tafuri, do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). obtidas de cées
naturalmente e experimentalmente infectados com L. infantum classificados clinicamente em
animais sintomaticos, com diagndstico soroldgico e parasitologico positivo. Todos 0s
procedimentos experimentais adotados neste projeto foram aprovados em conformidade com as
normas do Comité de Etica em Experimentacdo Animal em Pesquisa, e tém aprovacdo da
Comissdo de Etica em Uso Animal — CEUA - da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o
protocolo de nimero 204/2018.

Ambos 0s grupos experimentais sdo compostos por cdes da raca Beagle, 3 meses de
idade, ambos 0s sexos, adquiridos do canil Tad’s Henriques, Colombo, Parana, Brasil, area
geogréfica ndo endémica de leishmaniose visceral. As amostras de figado, pulmdes e rins foram

randomizadas em grupos obedecendo a seguinte ordem:

Grupo | - Cées experimentalmente infectados (BH401 e BH400):

(1) Grupo BH 401: Composto por 5 cées experimentalmente infectados com a cepa MCAN
BR/2002/BH401 de L. infantum;

(2) Grupo BH 400: Composto por 5 cdes experimentalmente infectados com a cepa
MCAN/BR/2000 /BH400.

Grupo 11 - Cées naturalmente infectados (controle positivo):

Composto por 10 cdes obtidos dos Centros de Zoonoses, durante inquérito epidemioldgico, do
municipio de Ribeirdo das Neves, Minas Gerais (MG) (regido metropolitana de Belo Horizonte,
MG) e 10 cdes do municipio de Januaria (MG), norte do estado todos infectados com L.

infantum, com diagnostico sorolégicos e parasitologicos positivos.
Grupo 111 - Cées ndo infectados (Grupo Controle):

O grupo controle foi constituido por 4 amostras de caes da raca Beagle, 35 meses de idade de

ambos sexos, adquiridos do canil Tad’s Henriques, Colombo, Parand, Brasil, area geografica nao
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endémica de leishmaniose visceral. Os cées foram mantidos nos canis do ICB da mesma maneira
como descrito. Esses animais também serviram como sentinelas no canil durante o protocolo
experimental tendo todos eles PCR negativo para DNA de Leishmania. A eutandsia desses
animais ocorreu juntamente com as do grupo BH401.

7.2 PROTOCOLO CAES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Os cdes foram mantidos nos canis do ICB com alimentacdo e agua ad libitum e
vacinados (raiva, cinomose, hepatite / adenovirus tipo 2, leptospirose e parvovirus). Antes da
infeccdo experimental, amostras de sangue foram coletadas para avaliacBes soroldgicas e
nenhum animal mostrou niveis detectaveis de anticorpos anti- Leishmania. Esses mesmos
caes foram distribuidos em trés grupos experimentais: (a) Grupo BH401 constituido de cinco
caes infectados unicamente com L. infantum cepa MCAN/BR/2002/BH401. Os cdes desse
grupo foram inoculados na dose de 5x107 promastigotas/mL de L. infantum, via endovenosa.
A infeccdo experimental ocorreu aos 11 meses de vida de cada animal e o intervalo de tempo
de acompanhamento da infeccdo foi de 24 meses; (b) Grupo BH400 constituido por 11 cées
infectados com L. infantum cepa MCAN/BR/2000/BH400. Os cdes desse grupo foram
inoculados com formas promastigotas de L. infantum na dose de 5x107 parasitos /mL, via
endovenosa. A infeccdo experimental também ocorreu aos 11 meses de vida de cada animal,

mas o intervalo de tempo de acompanhamento da infeccéo foi de 18 meses.

7.3 HISTOLOGIA

A principal finalidade da avaliacdo histopatologica foi a de analisar a integridade
tecidual dos fragmentos representativos dos oOrgdos relevantes (Figado, pulmdes e rins)
associados as principais alteracdes histoldgicas. Os blocos de parafina foram cortados, com 3-
4um de espessura, em microtomo e montados em laminas previamente desengorduradas com
solucdo alcool-éter. Em cada lamina foram colocados dois a trés cortes. ColoracGes rotineiras
de Hematoxilina-Eosina (HE) foram realizadas para todas as amostras pesquisadas. As
laminas histologicas foram analisadas em microscopia de luz de maneira qualitativa e semi-
quantitativas. A analise semi-quantitativas foi realizada sob analise microscopica de luz com
objetiva de 20x. De acordo com a intensidade do processo inflamatoério crénico difuso e/ou
focal no parénguima do figado, pulmdes e rins, as laminas histologicas contendo 0s
fragmentos dos respectivos érgdos foram assim classificadas: discreta, quando havia até 25%
de acometimento; moderado de 25 a 50% de acometimento; intensa quando acima de 50% de

acometimento.
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7.4 ANALISE DAS FIBRAS COLAGENAS

Para marcacdo das fibras reticulares empregou-se a técnica histoquimica da prata
amoniacal de Gomori, nas quais as fibras sdo detectadas em pela coloracdo negra. As etapas
da técnica podem ser assim resumidas: as laminas foram desparafinadas em xilol por cerca de
20 minutos, hidratadas em ordem decrescente de &lcoois, do absoluto ao 70%, finalizando
com banho em &gua corrente. Cada lamina foi coberta com solucdo aquosa de permanganato
de potassio 0,5%, por aproximadamente 2 minutos, até que atinjam a cor marrom claro.
Posteriormente, adicionou-se solucdo aquosa de acido oxalico 3% até que os cortes ficarem
esbranquicados. As laminas foram sensibilizadas em sulfato férrico amoniacal 2%, por 2
minutos, e lavadas em banho de dgua destilada por cinco minutos. Apos este passo, as laminas
sdo impregnadas com prata amoniacal de Gomori, por cerca de dois ou trés minutos, sendo
posteriormente adicionada solucdo aquosa de formol 20% onde € possivel observar o
enegrecimento das seccdes histologicas. A seguir, as laminas sdo mergulhadas em solucgéo
aquosa de cloreto de ouro 0,2%, por trés minutos, e cobertas com hipossulfito de sddio 2%,
por um minuto. Para a conta coloracdo os cortes sdo cobertos com Verde Luz 1%, por 30
segundos. Entre a aplicacdo de cada uma das solugdes, exceto a de sulfato férrico amoniacal,
as laminas sdo lavadas de maneira rapida com agua destilada. Posteriormente, é realizada
desidratacdo, diafanizacio e montagem em Entellan® (Entellan®, 107960 - Merck KGaA,

Darmstadt, Alemanha).

7.5 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DA EXPRESSAO DE A-SMA, VIMENTINA,
DE CD163, CALPROTECTINA (L1) E TGFBETAL (TGF-B1)

Apo6s os cortes histoldgicos, as seccdes dos tecidos foram montadas em laminas
previamente desengorduradas, com alcool-éter, e banhadas em solu¢do gelatinosa de fixacéo.
Pré Tratamento: para a recuperacdo antigénica foi empregada uma metodologia por alta
temperatura utilizando solucdo tampao retriever citrato 0,1% (pH 6.0) (DAKO®, Vila Real
Carpinteria, CA, code S1699). Para a-SMA e vimentina a solucdo retriever foi pré-aquecida,
em banho-maria, durante 05 minutos a 97°C. Posteriormente, as Iaminas foram incubadas, em
banho-maria, durante 30 minutos, a 97°C. Para a reativacdo antigénica do CD163, L1, TGFp,
as laminas foram incubadas na solucgéo retriever utilizando panela de pressdo (Pascal Pressure
Cooker, Dako® Cytomation, Model: S2800, USA) por 1 minutos, a 126°C.

Bloqueio da peroxidase enddgena e de sitios inespecificos: para o bloqueio da peroxidase

endogena, dois banhos de 15 minutos cada foram feitos utilizando uma solucéo de peréxido
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de metanol. A solucdo empregada era constituida por 90% de alcool metilico (CH30H), 3,3%
de perdxido de hidrogénio (H202, 30 v/v) e 6,7% de agua destilada (H20d).

Para o Bloqueio dos sitios inespecificos: o bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado
incubando as ld&minas em uma solucdo de leite em p6 desnatado, 24%, diluido em PBS 1X,
em temperatura ambiente durante 30 minutos.

Incubacdo do anticorpo primério: foram colocados em cada fragmento tecidual seus
respectivos anticorpos, diluidos previamente e incubados em camara Umida por 18h a 4°C
(Tabela 1). Para o controle negativo, apenas PBS foi adicionado aos cortes substituindo o
anticorpo primario. Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS, trés vezes por 5
minutos e incubados por 30 minutos com anticorpo secundario estreptoavidina-peroxidade
(Dako®, LSAB2 kit, Carpinteria, CA, USA) incubadas novamente em camara umida por 30
minutos em temperatura ambiente. A reacdo foi revelada utilizando-se solucdo de
Diaminobenzidina (DAB) a 0.024% em PBS, por cinco minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente fez-se a lavagem das ldminas em agua-corrente e contra coloracdo em
Hematoxilina de Harris. Finalmente, as Laminas foram desidratadas em alcoois crescente

(70%, 80%,90% e alcool absoluto), diafanizadas em xilol e montadas em Entellan®.

CD163 Santa Cruz Biotechnology £l 1:100
Calprotectina (L1) Dako Mac387 1:100
TGFp1 Bio-Rad Vo 1:100
a-SMA Dako la4 1:60
Vimentina Dako V9 1:70

Tabela 1: Anticorpos primérios utilizados na imunohistoquimica.
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7.6 TECNICA DA ESTREPTOAVIDINA-PEROXIDASE PARA DETECQAO DE
FORMAS AMASTIGOTAS DE LEISHMANIA NOS FRAGMENTOS DE FIGADO,
PULMOES E RINS PARAFINADOS

As laminas contendo cortes parafinados de tecidos renais cortados na espessura de 3
um foram desparafinadas em 2 banhos de xilol por 15 minutos cada, hidratadas em solucdes
de alcoois decrescentes e submetidas a um banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline” -pH
7,2, 0,01M) a 10%. Posteriormente fez- se 0 bloqueio da peroxidase enddgena adicionando-se
ao banho de PBS o, peroxido de hidrogénio (30 volumes diluida a 4% em PBS), por 30
minutos a temperatura ambiente. As laminas foram cobertas com solugdo de bloqueio (leite
em p6 desnatado diluido em PBS -12¢g de leite em 200 mL de PBS).

Logo apods o anticorpo primario (soro de céo infectado com L. infantum na diluigdo de
1/50 em PBS-BSA (soro albumina bovina) foi adicionado em quantidade suficiente para
recobrir os fragmentos, sendo as laminas incubadas overnight em camara umida a 4°C. A
sequir, adicionou-se o anticorpo secundario biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-
coelho e anti-camundongo na diluicdo de 1/100 (DAKO - LSAB 2 System, Peroxidase —
K0675), segundo (Tafuri et al., 2004) sendo as ld&minas novamente incubadas em camara
Umida por 30 minutos a temperatura ambiente.

Adicionou-se, entdo, o complexo estreptavidina peroxidase seguido de incubacéo por
30 minutos em camara umida a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada utilizando-se
solucdo de Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% em PBS acrescida de solucdo de peroxido de
hidrogénio 30 volumes a 0,16% em PBS, por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente fez-se a lavagem das laminas em agua corrente e contra coloragdo com
hematoxilina de Harris.

As laminas foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcoois 70 %, - alcool
absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com Entellan® Para cada bateria de laminas
utilizou-se um controle negativo e um positivo. Como controle negativo, utilizou-se PBS-
BSA, em substituicdo ao anticorpo primario. Como controle positivo foi utilizado uma lamina
com corte histologico de pele de orelha de um cdo naturalmente infectado com Leishmania
com parasitismo cutdneo intenso. A avaliacdo das amostras foi realizada através da

quantificacdo no software Ks300.
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7.7 MORFOMETRIA DIGITAL
7.7.1 Técnica de morfometria

Para a realizagdo da técnica de morfometria, inicialmente foram capturadas 20
imagens de cada lamina, para cada uma das marcacgdes propostas anteriormente, empregando
o aumento de 400x no microscopio (Olympus®, USA). Para avaliagdo do colageno, a-SMA e
vimentina foram excluidas as areas de veia centro lobular e portal, para figado.
Posteriormente, para a avaliagdo da marcacdo pela prata amoniacal de Gomori e das
marcacOes pela imunohistoquimica foi usado uma sequéncia de algoritmos do programa
KS300 (Carl Zeiss®, Germany), da area total de deposicdo das fibras de colageno e da area
imunomarcada (um?) das quais cada imagem foram calculadas selecionando os pixels com
tons de preto e castanho e subsequentemente foi criada uma imagem binaria (Melo et al.,
2008; Melo et al., 2009; Da Silva et al., 2012; Madeira et al., 2016) (Figural).

WA, WD) I. o
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(Caliari,2007)
Figura 1: Imagens da &rea correspondente a fibras reticulares e vimentina marcadas quantificadas pelo software
KS300.
7.7.2 Analise estatistica individual do colageno 111, a-SMA, vimentina e TGF-p1

As éareas totais ocupadas por fibras de colageno, a-SMA, vimentina e TGF-p1 foram
medidas em 20 campos por animal. Este nimero de campos garantiu uma medida estavel e
confiavel com variancia inferior a 5%. Os dados de area ocupada por colageno, a-SMA,
vimentina e TGF-B1 foram submetidos aos testes de normalidade (teste de Shapiro-Wilk
usando o software R), teste de homocedasticidade (teste de Levene) e teste de Durbin-Watson
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para erros auto correlacionados no pacote car. do software R (Fox & Weisberg, 2018). Como
0s pressupostos de normalidade e homocedasticidade da Analise de variancia (ANOVA) nédo
foram atendidos, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
usando o pacote agricolae (Mendiburu, 2015), em seguida, o teste de Conover para
comparacdes multiplas de amostras independentes usando o pacote PMCMR (Pohlert et al.,
2014). Essas analises estatisticas foram realizadas com o software R (R CoreTeam, 2020).
Como as areas ocupadas por fibras de colageno, a-SMA, vimentina e TGF-B1 no
figado, pulméo e rim ndo apresentaram distribuicdo normal (p <0,05 no teste de Shapiro-
Wilk), a forca de associacdo entre essas areas dessas moléculas no figado e pulmao, figado e
rim e pulmao e rim foram medidos pelo coeficiente de correlacdo de Spearman. Essas analises
estatisticas foram realizadas por meio do programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2015). Para

todas as analises estatisticas, as diferencgas foram consideradas significativas quando p > 0,05.

7.8 ISOLAMENTO DO RNA E SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR

Devido a baixa de deposicdo de colageno no grupo BH 400 avaliada pela técnica da
prata amoniacal de gomori optou-se por realizar a analise da expressdo génica do TGFp1
apenas nos grupos BH 401, controle positivo e negativo.

O RNA total foi isolado das amostras congeladas ap6s homogeneizacdo com o
Trizol® reagente (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil). A amostra foi incubada com cloroférmio,
agitando vigorosamente a mdo por 45 segundos e centrifugado por 12.000xg durante 15
minutos a 4 ° C. A fase aquosa que contém o RNA foi transferida para um tubo novo e
misturado com alcool isopropilico para precipitacao.

O sobrenadante foi removido e o pellet de RNA foi lavado uma vez com etanol 75%.
No final, o sedimento foi seco brevemente, redissolvido em agua de grau molecular DPEC.,
Todas as amostras foram pré-tratadas com DNAse | por 15 minutos (Invitrogen) para remover
o material gendmico indesejado. O RNA foi quantificado usando um espectrofotémetro
(NanoDrop Lite -Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA).

Para obtencdo de DNA complementar (cDNA), foram utilizados 1000 ng de RNA, o
M-Kit de transcriptase reversa MLV (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) e o
primers reversos (Tabela 2). Depois de desnaturar o RNA modelo e os primers a 70 ° C para
10 min, 50 U de transcriptase reversa foi adicionada na presencga de tampédo RT (50 mM KCl,
20 mM de Tris-HCI, pH 8,4), 2,5 mM de MgClI2, 0,5 mM de mistura de dNTP e 40 U de
RNAse inibidor. A mistura (20 pl) foi incubada a 40 ° C por 1 hora.
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TGFp1 CCTGCTGAGGCTCAAGTTAAAAG
Senso 81 bp
Anti-senso CTGAGGTAGCGCCAGGAATC

Tabela 2 - Oligonucleotideos usados no PCR em tempo real.

7.9 PCR EM TEMPO REAL

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT PCR) foi realizada em um
Applied BioSystems StepOne ™ usando o corante fluorescente Power SYBR Green Master
Mix (Applied BioSystems, Foster City, CA). Todas as amostras foram executadas em
duplicata em 96 pocos de placas Opticas de PCR (Applied BioSystems) em um volume final
de reagdo de 20 pl. O PCR os parametros foram 1 ciclo a 50 © C por 2 min, 1 ciclo a 95 ° C
por 10 min, 40 ciclos a 95 ° C por 15 se 60 ° C por 1 min.

Os primers usados para amplificacdo por PCR estéo listados na Tabela 2. O gene que
codifica a hipoxantina fosforibosiltransferase (HPRT) foi usada como controle interno.
Os iniciadores foram concebidos para abranger as fronteiras intrdo-exdo e, assim, anelar
apenas com cDNA. Nao amplificacdo de fragmentos ocorreu em amostras de controle
negativo preparadas sem transcriptase reversa. A especificidade dos produtos de PCR foi

confirmada pelo pico unico curvas de dissociagéo.

7.10 ANALISES ESTATISTICAS DA EXPRESSAO GENICA

Os resultados da PCR em tempo real foram expressos como ACT, que ¢ o limite do
ciclo (Ct) do gene alvo menos o Ct do gene de referéncia, HPRT. O gene relativo expressao
foi calculada como mudanga de vezes usando a formula 2 -AACT, onde AACT ¢é o ACT do
grupo de cdes infectados naturalmente menos o ACT do grupo de controle (sem animais
infectados). A analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 8. Os grupos foram
comparados usando o teste U de Mann-Whitney e P >0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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8. RESULTADOS
8.1 Analise histopatoldgica do figado de cdes experimentalmente e naturalmente
(controle positivo) infectados

Ao exame microscopico, todos os fragmentos de figado (Figura 2 A-C). dos grupos
de animais infectados apresentaram hepatite cronica caracterizada pela presenca de um
exsudato de células mononucleares (plasmdcitos, linfocitos e macrdéfagos) localizados no
espaco subcapsular, portal e intralobular, e ndo raro formando granulomas de fato, observou-
se a formacdo de granulomas intralobulares constituidos por macréfagos epitelidides (muitas
vezes parasitados), linfocitos e plasmocitos. Importante salientar que esses granulomas foram
observados em todos os cdes do Grupo BH401 e naturalmente infectados, mas ndo nos caes
dos grupos BH400 e controle-negativos, outras alteracdes histolégicas como a hiperplasia e
hipertrofia das células de Kipffer, congestdo sinusoidal, degeneracdo hidrdpica e gordurosa
(esteatose) seguem descritas nas tabelas 2,3,4,5¢€ 6.

GRUPO BH 401 (N=5) % DE CASOS N
Hiperplasia e Hipertrofia das células de Kipffer 100% 5
Congestdo sinusoidal moderada 80% 4
Inflamacédo granulomatosa intensa multifocal 100% 5
Degeneracdo hidrdpica intensa e difusa 100% 5
Esteatose moderada e difusa 60% 3
Necrose moderada e multifocal 40% 2

Tabela 3: Anélise histopatolégica do figado de cées experimentalmente infectados (BH 401) por Leishmania
infantum.



Hiperplasia e Hipertrofia das células de Kiipffer 40% 2
Congestdo sinusoidal moderada 80% 4
Inflamacédo granulomatosa discreta multifocal 40% 2
Degeneracéo hidrépica moderada e difusa 40% 2

Tabela 4: Analise histopatologica do figado de cdes experimentalmente infectados (BH 400) por Leishmania
infantum.

Hiperplasia e Hipertrofia das células de Kupffer 100% 20
Congestdo sinusoidal moderada 80% 16
Inflamagéo granulomatosa intensa multifocal 50% 10
Degeneracao hidropica intensa e difusa 100% 20
Esteatose moderada e difusa 60% 12
Necrose moderada e multifocal 40% 8

Tabela 5: Andlise histopatologica do figado de caes naturalmente infectados (controle positivo) por Leishmania
infantum.
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Inflamacdo de polimorfonucleares discreta 2504 1
Esteatose discreta e multifocal 50% 2
Degeneracéo hidropica discreta e difusa 100% 4

Tabela 6: Analise histopatologica do figado de cées negativos (controle negativo) pela infeccdo por Leishmania
infantum.

8.2 Analise histopatolégica do pulmdo de cdes naturalmente e experimentalmente
infectados

Microscopicamente, a principal lesdo encontrada no pulmao de todos os animais foi a
pneumonite intersticial cronica e difusa, constituida de um infiltrado inflamatério crénico
predominantemente composto de plasmdcitos, linfocitos e macrofagos, variando de discreto a
intenso nos animais naturalmente infectados e nos animais infectados pela cepa BH 401 (Figura
2 E-H). Todavia, nos animais infectados pela cepa BH 400 e controle negativo a pneumonite
apresentou-se de forma discreta ou mesmo ausente. A hipertrofia e hiperplasia dos pneumécitos
foi encontrada nos animais naturalmente infectados e nos animais experimentalmente infectados
pela cepa BH 401 (Tabelas 7, 8,9, 10 e 11).

Pneumonite intersticial cronica intensa 100% 5

Hipertrofia e hiperplasia dos pneumécitos 100 5

Tabela 7: Andlise histopatoldgica do pulméo de cdes experimentalmente infectados (BH 401) por Leishmania
infantum.




Pneumonite intersticial cronica discreta 4
80%

Hipertrofia e hiperplasia dos pneumdcitos discreta 80% 4

Tabela 8: Analise histopatoldgica dos pulmdes de cées experimentalmente infectados (BH 400) por Leishmania
infantum.

Pneumonite intersticial cronica intensa 30% 6

Pneumonite intersticial cronica moderada 14
70%

Hipertrofia e hiperplasia dos pneumécitos 100% 20

Tabela 9: Andlise histopatoldgica do pulméao de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum.

Pneumonite intersticial cronica intensa 75% 3

Tabela 10: Analise histopatolégica dos pulmdes de cdes negativos (controle negativo) pela infeccdo por
Leishmania infantum.

8.3 Analise histopatolégica do rim de cdes naturalmente e experimentalmente infectados

Todos os animais experimentalmente infectados apresentaram glomerulonefrites
crénica do tipo membranoproliferativa (GCM), membranosa (GM) e esclerosante (GS)
(Figura 2 1-L). Os animais infectados pela cepa BH 401 apresentaram glomerulonefrite do
tipo membranoproliferativa membranosa e esclerosante, principalmente. Os animais dos
grupos infectados pela cepa BH 400 e controle ndo apresentaram lesdes renais evidentes. A
nefrite intersticial cronica caracterizada pelo infiltrado celular de mononucleares

(plasmacitos, linfocitos e macrofagos) foi visualizada em todos os animais infectados do



grupo BH 401 e naturalmente infectados, mas néo no grupo BH400 e no grupo controle-

negativos (tabelas 12 e 13).

GCM 40% 2
GS 80% 3
GM 20% 1

Tabela 11: Analise histopatolégica dos rins de cdes experimentalmente infectados (BH 401) por Leishmania
infantum.

GCM 20% 1

GM 80% 3

Tabela 12: Analise histopatologica dos rins de cdes experimentalmente infectados (BH 400) por Leishmania
infantum.

GCM 80% 16

GS 20% 4

GM 20% 4
Nefrite intersticial +++ 100% 25

Tabela 13: Andlise histopatoldgica dos rins de cées naturalmente infectados (controle positivo) por Leishmania
infantum
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Auséncia de lesbes 100% 4

Tabela 14: Analise histopatoldgica dos rins de cdes negativos (controle positivo) para a infeccdo por Leishmania
infantum

Figura 2: (A-L) Seccde
rim de cdes experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 um (A-D) Figado:
(A) Grupo BH 401 (B) Grupo Bh 400 (C) Grupo controle positivo (D) Grupo controle negativo. # Granuloma
intralobular composto por macréfagos, células epitelidides e linfocitos. Pulmdes: (E) Grupo BH 401 (F) Grupo BH 400

(G) Grupo controle positivo (H) Grupo controle negativo. *** Pneumonite intersticial cronica. (I) Rim: (1) Grupo BH

A —1

s de figados, pulmdes e rins corados em h

401 (J) Grupo BH 400 (K) Grupo controle positivo (L) Grupo controle negativo. Seta: Glomerulonefrite esclerosante.
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8.4 Andlises da carga parasitaria pela técnica de imunohistoquimica

Apbs analise da carga parasitaria mediante emprego da imunohistoquimica para
deteccdo de formas amastigotas as amostras de figado revelaram que o grupo experimental
BH 401 teve a maior carga parasitaria em relacdo aos grupos experimental infectado com a
cepa BH 400 e ao grupo controle positivo (gréfico 1). O mesmo se repetiu nos pulmdes

(gréfico 2) e rins (gréfico 3).

ns

200

}

Amastigotas no figado por p2

Gréfico 1: Carga parasitaria no figado avaliada em todas as condi¢Bes experimentais: cées
experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cées naturalmente infectados (controle
positivo), cdes negativos para infec¢do de L. infantum. (controle negativo). Os resultados sdo exibidos
como médiazx erro padrdo da média, com n de 5 caes no grupo BH 401, 5 c&es no grupo BH 400, 20
no grupo controle positivo e 4 no grupo controle negativo. a ** p< 0,0024 quando comparada ao b,

¢ e d. ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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Grafico 2: Carga parasitaria nos pulmdes avaliada em todas as condicGes experimentais: caes
experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cdes naturalmente infectados (controle
positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum. (controle negativo). Os resultados sdo exibidos como
médiaz erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cées no grupo BH 400, 20 no grupo controle
positivo e 4 no grupo controle negativo. C. positivo ** p 0,0030 quando comparada ao BH 401; BH 401 ** p
< 0.0013. ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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Grafico 3: Carga parasitaria nos rins avaliada em todas as condigBes experimentais: cées
experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cées naturalmente infectados (controle
positivo), cdes negativos para infeccéo de L. infantum. (controle negativo). Os resultados séo exibidos como
médiaz erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cdes no grupo BH 400, 20 no grupo controle
positivo e 4 no grupo controle negativo. C. positivo **p< 0,0006 quando comparada ao BH 401; BH 401 ***
p < 0,0003 e BH 401 *** p < 0,0002 quando comparado ao C. negativo e d. ANOVA “one-way” seguido do
pos-teste de Tukey.
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8.5 Anélise da expressdo de Calprotectina (L1) e CD163 no figado, pulméo e rim de caes

experimentalmente e naturalmente infectados

As células positivas para os antigenos calprotectina (L1) (Figura 3 A-D; 4 A-D; 5 A-D) e
CD163 (Figura 6 A-F) foram: as que compd@e os granulomas hepaticos nos septos interalveolares
nos pulmdes nos glomérulos e tdbulos nos rins. Apds andlise morfométrica, a expressao de
Calprotectina (L1) no figado (grafico 4), pulméo (gréfico 5) e rim (grafico 6) foram maiores nos
animais experimentalmente infectados com a cepa BH 400 em relagdo aos animais naturalmente
infectados e experimentalmente infectados (controle positivo) pela cepa BH 401 e ao grupo
controle negativo. Entretanto, a expressao do antigeno CD 163 foi maior nos animais BH 401 em

relacdo aos animais BH 400, naturalmente infectados e controle negativo em todos os 6rgaos
(Graficos 7, 8 € 9).

Figura 3: (A-D) Reacdo imunohistoquimica para Calprotectina (L1) em sec¢des de figados de cées
experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 um: (A) Grupo BH 401 (B)
Grupo BH 400 (C) Grupo Controle Positivo (D) Grupo controle negativo. ## Expressdo de Calprotectina (L1) em
granulomas hepéticos.
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Grafico 4: Reacdo imunohistoquimica para Calprotectina (L1) no figado em todas as condigdes
experimentais: Cées experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cdes naturalmente
infectados (controle positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum. (controle negativo). Os resultados
sdo exibidos como médiaz erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cées no grupo BH 400, 20
no grupo controle positivo e 4 no grupo controle negativo. C.positivo **p< 0,032 quando comparada ao BH
400, BH 401 *p < 0,0487 ao BH 400 e. ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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Figura 4: (A-D) Reacdo imunohistoquimica para Calprotectina (L1) em seccOes de pulmdes de caes
experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 pym: (A) Grupo BH 401 (B)
Grupo BH 400 (C) Grupo Controle Positivo (D) Grupo controle negativo. ## Expressdo de Calprotectina (L1) em
septos interalveolares com pneumonite intersticial crénica
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Grafico 5: Reagdo imunohistoquimica para Calprotectina (L1) nos pulm@es em todas as condigdes
experimentais: Cées experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cdes naturalmente
infectados (controle positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum. (controle negativo). Os
resultados sdo exibidos como média+ erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cdes no grupo
BH 400, 20 no grupo controle positivo e 4 no grupo controle negativo. C.positivo **p< 0,0041 quando
comparada ao BH 400; BH 401 * p < 0,0342 quando comparado aoc BH 400 e BH 400 *p< 0,0182. ANOVA

“one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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Figura 5: (A-D) Reacgdo imunohistoquimica para Calprotectina (L1) em sec¢des de rins de caes
experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra= 16 um: (A) Grupo BH 401 (B)
Grupo BH 400 (C) Grupo Controle Positivo (D) Grupo controle negativo. ## Expressdo de Calprotectina (L1) no
glomérulo
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Grafico 6: Reacdo imunohistoquimica para Calprotectina (L1) nos rins em todas as condigdes
experimentais: Cées experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cdes naturalmente
infectados (controle positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum. (controle negativo). Os resultados
s8o exibidos como médiat erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cdes no grupo BH 400,
20 no grupo controle positivo e 4 no grupo controle negativo C. Positivo * *p< 0,0045 quando comparada ao
BH 400, BH 401 *p< 0,0195 quando comparado ao BH 400 ; e BH 400 *p< 0,0157 comparado ao C.
negativo. ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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Figura 6: (A-D) Reagdo imunochistoquimica para CD163 em secgOes de figado de cdes experimentalmente e
naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 pm: (A) Grupo BH 401 (B) Grupo BH 400 (C)

Grupo Controle Positivo (D) Grupo controle negativo. ## Expressdo de CD163 nos granulomas hepaticos
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Grafico 7: Reacdo imunohistoquimica para CD163 no figado em todas as condicdes experimentais: Caes
experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cées naturalmente infectados (controle
positivo), cdes negativos para infeccéo de L. infantum. (controle negativo). Os resultados séo exibidos como
médiat erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cdes no grupo BH 400, 20 no grupo
controle positivo e 4 no grupo controle negativo C. Positivo *p< 0,0258 quando comparado ao BH 401, BH
401 **p< 0,00011 quando comparado ao BH 400 ; e BH 401 *p< 0,0011 comparado ao C. negativo.
ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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Figura 7: (A-D) Reacdo imunohistoquimica para CD163 em seccOes de pulmdes de cdes experimentalmente e
naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 pm: (A) Grupo BH 401 (B) Grupo BH 400 (C)
Grupo Controle Positivo (D) Grupo controle negativo. ## Expressdo de CD163 nos septos interalveolares com
pneumonite intersticial cronica
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Grafico 8: Reacdo imunohistoquimica para CD163 nos pulmdes em todas as condi¢fes experimentais:
Cées experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cdes naturalmente infectados
(controle positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum. (controle negativo). Os resultados sdo
exibidos como média+ erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cédes no grupo BH 400, 20 no
grupo controle positivo e 4 no grupo controle negativo BH 401 ** *p< 0,0008 quando comparado ao BH 400,
BH 401 ***p< 0,0003 quando comparado ao BH 400. ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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Figura 8: (A-D) Reacdo imunochistoquimica para CD163 em seccOes de rins de cdes experimentalmente e
naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 pm: (A) Grupo BH 401 (B) Grupo BH 400 (C)
Grupo Controle Positivo (D) Grupo controle negativo. ## Expressdo de CD163 nos glomérulos
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Grafico 9: Reacdo imunohistoquimica para CD163 nos rins em todas as condigdes experimentais: Caes
experimentalmente infectados com as cepas BH 401 e BH 400, cées naturalmente infectados (controle
positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum. (controle negativo). Os resultados sdo exibidos como
médiaz erro padrdo da média, com n de 5 cdes no grupo BH 401, 5 cdes no grupo BH 400, 20 no grupo controle
positivo e 4 no grupo controle negativo. C. positivo * p < 0,0459 quando comparado ao BH 401; BH 401
***p< 0,0005 quando comparado ao BH 400; BH 401 ***p< 0,0005 quando comparado ao BH C. negativo.

ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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8.6 Andlise do fator de crescimento tumoral beta 1 (TGF-B1) no figado, pulmdes e rins de
caes naturalmente e experimentalmente infectados

A expressdao de TGFp1 foi observada no parénquima hepético ao longo dos sinusdides
(células de Kupffer), nas células que compdem os granulomas intralobulares hepéticos
(Figura 8A-D). No pulmdo, a expressdo desse marcador se deu nos pneumacitos, nas células
epiteliais dos bronquiolos terminais e sacos alveolares (Figura 8E-H). No rim, foi observada
nos glomérulos e tubulos proximais e raramente nas areas de nefrite intersticial (Figura 8 I-L).

Em todos os érgdos, os animais infectados pela cepa BH 401 apresentaram média
superior de marcacdo em relacdo a ambos os grupos naturalmente infectados, ao grupo
infectado pela cepa BH 400 e ao grupo controle, 0 mesmo ocorreu em ambos 0S grupos de
animais naturalmente infectados em relagéo ao grupo BH 400 e controle negativo (Tabela 15).
A expressdo génica do TGFB foi maior em cdes no grupo BH401 do que nos grupos
naturalmente infectados e ndo infectados em todos os érgéos estudados (p <0,099 figados; p
<0,0015 pulmdes; p <0,08857 e rins). O grupo controle positivo apresentou maior expressdo
do que o grupo de controle negativo.

TGFB1 no figado
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Gréfico 10: Expressdo génica do TGFp no figado de cdes experimentalmente infectados com as cepas BH
401, cdes naturalmente infectados (controle positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum.
(controle negativo) p <0,099.
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TGFR1 nos pulmoes
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Gréfico 11: Expressdo génica do TGFp N0S pulmades de cées experimentalmente infectados com as cepas

BH 401, cdes naturalmente infectados (controle positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum.
(controle negativo) p <0,0015.
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Griafico 12: Expressdo génica do TGFp nos rins de cdes experimentalmente infectados com as cepas BH

401, cdes naturalmente infectados (controle positivo), cdes negativos para infeccdo de L. infantum.
(controle negativo) p < 0,08857.
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Figura 9: (A-L) Reacdo imunohistoquimica para TGFBl em seccdes de figados, pulmdes e rins corados em cies

experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 um (A-D) Figado: (A) Grupo BH 401 (B)
Grupo Bh 400 (C) Grupo controle positivo (D) Grupo controle negativo. Marcagdo de TGFB1 em células do granuloma intralobular,
Pulm@es: (E) Grupo BH 401 (F) Grupo BH 400 (G) Grupo controle positivo (H) Grupo controle negativo. *** Marcacdo de TGFB1 no
infiltrado inflamatorio, * Marcagdo de TGFB1 nos pneumdcitos. (I) Rim: (1) Grupo BH 401 (J) Grupo BH 400 (K) grupo controle

positivo. Marcacdo de TGFB1 nos glomérulos.
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8.7 Anédlise de a-actina de musculo liso (e -SMA), vimentina, no figado, pulméo e rim de
caes experimentalmente e naturalmente infectados

Células positivas para os antigenos a-actina de masculo liso (a-SMA) (Figura 3),
vimentina (Figura 4) foram observadas distribuidas difusamente no parénquima de todos os
6rgdos de forma semelhante. No figado, ou seja, nos I6bulos hepéticos, no espaco portaductos
biliares, entretanto, as células endoteliais apresentaram-se negativas (Figura 3 A-D), (Figura 4
A-D). Em todo o intersticio pulmonar foi possivel observar a expressdo desses marcadores
nos pneumacitos (Figura 3 E-H), (Figura 4 E-H).

Nos rins, tiveram sua expressdo nas células da regido cortical na capsula de Bowman,
células epiteliais dos tabulos proximais e distais. Na camada medular dos rins as marcacdes
foram semelhantes (Figura I-L) (Figura 4 E-H). Apos analise morfométrica para todos 0s
marcadores observou-se 0 mesmo padrdo em todos os 0rgaos, de todos os individuos de cada
grupo. Todavia, houve maior expressao nos animais do grupo BH 401 em relacdo ao BH 400,
animais naturalmente infectados (controle positivo) e controle negativos. Ja os caes do grupo
controle positivo também tiveram maior expressao do que os individuos do grupo BH 400 e

controle negativo, como se segue na tabela abaixo (Tabela 15).



57

Figura 10: (A-L) Reagdo imunohistoquimica para a -SMA em sec¢Bes de figados, pulmdes e rins corados em cées

experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 pm (A-D) Figado: (A) Grupo BH 401
(B) Grupo Bh 400 (C) Grupo controle positivo (D) Grupo controle negativo.*** Marcagdo de o -SMA nos sinusdides,
*Marcagdo de o -SMA nos sinusdides, Pulmdes: (E) Grupo BH 401 (F) Grupo BH 400 (G) Grupo controle positivo (H) Grupo
controle negativo. *** Marcagdo de o -SMA no infiltrado inflamatério, * Marcagdo de a -SMA nos pneumdcitos. (I) Rim: (1)

Grupo BH 401 (J) Grupo BH 400 (K) grupo controle positivo. Marcagdo de a -SMA nos glomérulos.
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Figura 11: (A-L) Reacdo imunohistoquimica para vimentina em seccfes de figados, pulmdes e rins corados em caes
experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 pm (A-D) Figado: (A) Grupo BH 401
(B) Grupo Bh 400 (C) Grupo controle positivo (D) Grupo controle negativo.* Marcacdo de vimentina em granuloma
intralobular, *** Marcacdo de vimentina em granuloma intralobular *Marcacéo de vimentina sinusoides, Pulmdes: (E) Grupo
BH 401 (F) Grupo BH 400 (G) Grupo controle positivo (H) Grupo controle negativo. *** Marcacdo de vimentina no
parénguima pulmonar, * Marcagdo de vimentina na parede alveolar. (1) Rim: (I) Grupo BH 401 (J) Grupo BH 400 (K) grupo

controle positivo (L) grupo controle negativo. *** Marcacdo de vimentina nos glomérulos, * marcacdo de vimentina no

glomérulo.
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8.8 Andlise de fibras reticulares (colageno tipo I11) no figado de cées naturalmente e

experimentalmente infectados

Apobs analise morfométrica da coloracdo de prata amoniacal de Gomori, a deposi¢cdo
colagenogénica no figado, pulmao e rim observados apresentou-se intensa em todos os animais
infectados principalmente naqueles que tiveram presenca de um infiltrado inflamatério crénico
de moderado a intenso, ou seja, nos individuos do grupo BH 401. Os animais naturalmente
infectados sempre apresentaram médias inferiores aos do grupo BH401. Mas tiveram maior
média de deposicdo de fibras coldgenas em relacdo aos animais BH 400 e controle negativo
(Tabela 15).

No figado, tais fibras colagenas foram observadas no espacgo porta em todo parénquima
hepatico de forma intensa e difusa reforcando a parede dos sinusoides. Todavia essas fibras
apresentavam-se ora mais espessadas ou ora mais espiraladas distribuidas em vérias direcdes e
por vezes enclausurando grupos de hepatocitos ou hepatdcitos individualmente. Esses
apresentaram fibras coladgenas mais delgadas e de distribuicdo multifocal e discreta. Nos
pulmdes a deposicdo também foi difusa nos septos alveolares acompanhando pneumonite
intersticial difusa ndo raro, no grupo BH401 e nos cdes naturalmente infectados, essas fibras
reticulares mostravam-se enoveladas sustentando verdadeiras projecdes dos pneumacitos
hipertréficos e hiperplasicos para o espaco alveolar. Nos rins a fibrilopoese ocorreu
preferencialmente na camada da cortical, i de forma difusa, mas predominantemente no tufo

glomerular, capsula de Bauman e reforcando a parede dos tubulos proximais e distais (Figura 6).
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Figura 12: (A-L) Coloracdo de prata amoniacal de Gomori em sec¢des de figados, pulmdes e rins corados em caes
experimentalmente e naturalmente infectados com Leishmania infantum. barra = 16 um (A-D) Figado: (A) Grupo BH 401
(B) Grupo Bh 400 (C) Grupo controle positivo (D) Grupo controle negativo. * Fibras reticulares em granuloma intralobular.
Pulmdes: (E) Grupo BH 401 (F) Grupo BH 400 (G) Grupo controle positivo (H) Grupo controle negativo. *** Fibras
reticulares no parénquima pulmonar, * Fibras reticulares na parede alveolar. (I) Rim: (I) Grupo BH 401 (J) Grupo BH 400 (K)

grupo controle positivo. (L) grupo controle negativo. *** Fibras reticulares no parénquima renal
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Area total e pm? 20 campos)
Marcaciio {jrgﬁu
Controle negative  Control positive  Cepa BH4MM)  Cepa BH 401 Valor de p *
Figado 5145 1272997 1.671,87= 22,857,340 =0.0001
Colageno Pulmio 7647 9.337.15° 93,65 12.011.06° 0.0001
Rim 48.64° B.121.53¢ 62,05« 13,767,501 <0, 0001
Figado 1544 05" 448549¢" 4.004,58 T6.679.71 ¢ =(,0001
a-SMA Pulméo EEYAEE B.7B9. 421 1.747.91 Q575,65 ¢ =0.0001
Ritn N7.00° 20900135 ¢ 126126 32.566.82° <0,0001
Figado 1.250.53 9.303.640 328445 37.368.711 =0.0001
Vimenting Pulmio 48145+ 8.037,52 = 127624+ 727447 ¢ 0,0001
Rim 967,711 18.00808 712751= 27 828.35¢ =0, 0001
Figado 94,06 1.186,38 " 689,29 3201654 <0.0001
TGE-[} Pulmao 161,50 1.067.75% 301 42 = 3.688,55¢ =0.0001
Rim 447,649 1.202.98" 665,09~ 2.990,48 © <0,0001

* Pevalor obtide a partir do teste de Kruskal Wallis, indicando a existéncia de pelo menos um grupo diferente dos demais; ** Valores com letras
diferentes diferem pelo teste de Conover para comparagdes miltiplas de amostras independentes.

Tabela 15: Medianas de areas ocupadas por colageno, a-SMA, vimentina e TGF-p em diferentes orgdos de
animais ndo infectados (parasitologicamente negativos para Leishmania infantum, ou seja, controle negativo),
caes naturalmente infectados (controle positivo) e cdes infectados experimentalmente com as cepas BH 400 e
BH 401.

09. DISCUSSAO

Neste trabalho realizou-se uma andlise histopatoldgica, imuno-histoquimica e
molecular da fibrilopoese no figado, pulmdes e rins de cdes naturalmente e
experimentalmente infectados por L. infantum. Os resultados histoldégicos e imuno-
histoquimicos sdo semelhantes ao descrito por Silva et al., 2013, Madeira et al., 2016, Castro
et al.,2018, Alves et al., 2019 conforme apresentado na justificativa. Seguindo Wynn e
colaboradores (2008), fibrose pode ser definida como excesso de deposicdo de componentes
da matriz extracelular, sobretudo do colageno (fibropoiese), sendo uma resposta
fisiopatologica comum de muitos tecidos e 6rgdos submetidos a injaria. Assim, o objetivo
principal foi o de determinar a intensidade dessa fibrilopoese com intuito de se concluir ou
ndo esse processo como realmente uma fibrose. Para isso, analises quantitativas histoldgicas e
imunohistoquimica e ensaios moleculares foram realizados considerando-se cada céo
individualmente. As densidades da fibrilopoese e das expressdes dos marcadores moleculares
envolvidos nesse processo foram avaliados para comprovacdo do processo de fibrose.

O TGEFBI1 (fator de crescimento transformador beta 1) ¢ uma citocina potente que
desempenha um papel impulsionador no desenvolvimento da fibrose. Essa citocina é
sintetizada como um complexo de fator de crescimento que necessita de ligagdo com a LTBP

(Proteina Ligante de Fator de Crescimento de transformacdo latente beta) para secrecdo no



62

espaco extracelular (Lafyatis et al., 2014). O TGFp1 é sintetizado como um complexo de fator
de crescimento de predominio que requer ligacdo & LTBP para secre¢do eficiente no espago
extracelular (Gray & Mason, 1990).

Apos a liberacdo, esse grande complexo latente é sequestrado por ancoragem em redes
da MEC, a partir das quais o fator de crescimento maduro precisa ser ativado para atingir seus
receptores e iniciar a sinalizacdo (Ota, Kazushige, et al. 2011). Existem trés isoformas
diferentes dessa citocina, o TGFB1, TGFB2 e TGFP3. Todas elas sdo responsaveis por
estimular o crescimento da MEC e de fibroblastos, assim como pela diferenciacdo do
fibroblasto em miofibroblastos.

Sendo que 0 TGF-B1 ¢ considerado a isoforma principal ou predominante envolvida
na fibrose, entretanto o papel das isoformas TGF-B2 e -3 ainda ndo sdo bem esclarecidos
(Lindsay et al., 2012). Yu e colaboradores (2003) ao avaliar as trés isoformas do TGFf na
fibrose renal observaram que todas aumentaram a sintese e a degradacdo da MEC de forma
similar. Em relagao ao TGFB3 nao foi observado efeito anti fibrogénico, entretanto o efeito
fibrogénico do TGFB3 foi mediado pelo TGFB1. Além disso, o TGFB1 aumenta a sintese do
TGFB2. Em nosso trabalho a expressdao génica e proteica do TGFB1 foram maiores no grupo
BH 401 em relagdo aos grupos BH 400, controle positivo (animais naturalmente infectados) e
controle negativo. Ao passo que no grupo controle positivo foi maior do que no grupo
inoculado com a cepa BH 400 e controle negativo. Esse aumento esteve sempre associado a
ocorréncia de infiltrado inflamatorio cronico e da deposicéo colagenogénica.

O desvio padrdo observado na expressdao génica e na analise morfométrica do
marcador imunohistoquimico pode ser justificado pela possivel agdo de outras isoformas do
TGFP que ndo foram avaliadas em nosso estudo. O TGFB1 desempenha um papel importante
na progressdo da leishmaniose ao suprimir a expressdo de NO sintase induzivel, IFN-y e 0
desenvolvimento de células Thl e Th2 (Gantt et al., 2003). Em estudos utilizando roedores,
diversos autores relatam o aumento dessa citocina na infeccdo por L. infantum (Mauricio et
al., 1999; Roldo et al., 2003).

Alves e colaboradores (2009) ao estudar a expresséo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e TGF-
em linfonodos associados a carga parasitaria e forma clinica da doenca em cdes naturalmente
infectados por Leishmania infantum observaram que os linfonodos pré-escapulares de cées
assintomaticos apresentaram maior expressdo de IFN-y e TNF-a e baixa carga parasitaria,
indicando que essas citocinas desempenham um papel na protecdo contra infeccdo enquanto

que a maior expressdo de IL-10 e TGF-B e alta carga parasitaria foram observadas em caes
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sintomaticos, sugerindo um papel dessas citocinas na progressdo da doenga. Concluindo que,
portanto, o equilibrio da expressdo de IFN-y e TNF-a (protetor) e IL-10 e TGF-B (progressdo
da doenca) em linfonodos determinam a carga parasitaria e a expressao clinica em cées
naturalmente infectados.

Em nossos achados, os grupos BH 401 e controle positivo, respectivamente, em
comparagdo com o grupo BH 400 e controle negativo de fato, apresentaram maior intensidade
das lesdes e do parasitismo tecidual associado a expressdo do TGF-B1. Os macrdfagos sdo as
células hospedeiras finais para a proliferacdo dos parasitas do género Leishmania, e essas
células sdo a chave para uma resposta controlada ou exacerbada que culmina em
manifestacdes clinicas. M1 e M2 sdo os dois principais fendtipos de macr6fagos. M1 é um
subtipo pro-inflamatdrio com propriedades microbicidas, e M2, ou alternativamente ativado, é
um subtipo antiinflamatério / regulador que esté relacionado a resolu¢do da inflamagéo e
reparo tecidual (Arango et al., 2014).

Macrofagos M1 constituem a primeira linha de defesa contra patdgenos intracelulares
e induzem o desenvolvimento do Resposta Thl via secrecdo de IL-12 (Wang et al., 2014). A
polarizacdo de macrofagos M1 pode ser principalmente devido a presenca de
lipopolissacarideo (LPS), IFN-y ou TNF-a. O fator estimulador de colonias de granulécitos e
macrofagos (GM-CSF) também pode resultar na diferenciagdo e manutencdo do fenotipo M1
(Xu et al., 2013). Ruan e colaboradores (2015) demonstraram que a ativacdo do sistema
complemento também estéa relacionada a polarizacdo ML1.

Macrofagos expressando o antigeno calprotectina (L1) vem sido descrito como uma
célula de perfil M1(Constantinescu et al., 1998; Sjélander et al., 1998). Quando avaliamos a
expressdo de L1 os animais do grupo BH 400 apresentaram aumento em relacdo aos grupos
BH 401 e aos grupos controle positivo e negativo. Esse aumento correlaciona-se com
auséncia de lesbes significativas no grupo BH 400. A classificacdo dos macrofagos M2
subdivide-se em quatro subtipos, M2a, M2b, M2c e M2d, de acordo com o estimulo e funcéo
(Zanluqui et al., 2015).

Macréfagos M2 estdo associados com a producgéo de 1L10, TGF-B, CXCL13, CCL16 ¢
CCL18, o que leva a regulacdo negativa de citocinas pro-inflamat6rias e um aumento no
recrutamento de eosinéfilos e células T virgens. As células M2c expressam altos niveis de
arg-1, CD163, CD206, TLR1, TLR8, FPR1, CCR2, CCR5 e CD163. Silva e colaboradores
(2018) demonstrou que a molécula CD163 foi associada ao fendtipo M2, e pode ser usado

como um biomarcador de parametros de gravidade da VLH. Em nosso estudo os animais
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inoculados com a cepa BH 401 apresentaram maior expressdo desse marcador em relagdo ao
grupo BH 400 e aos grupos controle positivo e negativo, associado a maior carga parasitaria
tecidual e maior intensidade das lesoes.

Estudos in vitro demonstraram a capacidade dos promastigotas interagirem com
colageno I, indicando a presenca de um receptor de superficie do parasita (Lira et al., 1997).
Nos estudos de Petrépolis DB. et al, 2014 invasdo do parasita nas estruturas 3D do colageno |
levou a remodelacdo do colageno (degradacao de cerca de 20%), possivelmente mediada por
metaloproteinases.

Essas observacdes podem indicar que os promastigotas precisam secretar proteases
para quebrar estruturas de colageno rigidas para facilitar a migracdo no hospedeiro antes de
serem internalizadas por uma célula hospedeira. Curiosamente, ocorre uma “mudanca” de
colageno durante a infeccdo experimental com Leishmania: o colageno | observado nos
estagios iniciais € substituido pelo colageno I11 durante a fase cronica da infec¢do (Cardoso et
al., 2020).

O grupo BH 401 foi o grupo com maior deposicdo de colageno 111, seguido do grupo
controle positivo em relacdo ao grupo BH 400 e controle negativo, em nosso estudo. Madeira
e colaboradores (2016), estudando a fibrilopoese hepatica em cédes naturalmente infectados
por L. infantum, relataram uma correlacdo positiva entre a fibrilopoese e a expressao de
marcadores mesenquimais como a a-SMA, citoqueratina, e a citocina TGF-B1.
Diferentemente do que foi encontrado por Madeira e colaboradores (2016), neste estudo,
observou-se correlacdo entre a fibrilopoese e outro marcador mesenquimal adicional: a
vimentina. Além disso, avaliamos a presenca desses mesmos marcadores nos pulmdes e nos
rins onde a mesma correlacdo com a fibrilopoese ocorreu.

Alves e colaboradores (2019) observaram nos rins de cdes naturalmente infectados e
experimentalmente infectados com a cepa MCAN/BR/2002/BH401 o mesmo aumento de
TGFB1, a-SMA e vimentina associado a deposicdo de colageno Il que observamos em
nossos resultados. Silva e colaboradores (2013) avaliaram o figado, baco, rim, pulméo e
linfonodos de cdes naturalmente infectados por L. infantum, relatando o aumento da
deposicdo de colageno 111 nesses 6rgdos, evidenciando um carater fibrosante da LVC. Entéo,
esses autores chamaram a atencdo do carater sistémico da fibrilopoese propondo o cdo como
modelo de doenga fibrosante na LVC. A andlise da fibrilopoese, neste trabalho, confirma os
achados anteriormente descritos na literatura, mas agora com uma ressalva importante: os

individuos dos grupos BH 401 apresentaram tanto maior aumento de fibras reticulares tanto
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quanto de um infiltrado inflamatdrio granulomatoso intenso. Isso também ocorreu nos 6rgaos
dos cdes dos outros grupos de animais infectados, e sempre acompanhado de uma maior carga
parasitaria.

No grupo de animais negativos para a infecgdo, a fibrose foi discreta e quase
inexistente em todos os Orgdos. Esses resultados sdo importantes, pois sdo poucos 0s
trabalhos na literatura que fazem descrigdes sistémicas de lesdes anatomopatoldgicas de cdes
experimentalmente infectados por L.infantum ou mesmo L.donovani. De acordo com a
literatura cdes sdo excelentes modelos para estudos da leishmaniose visceral humana, pois
desenvolvem aspectos clinicos e anatomopatolégicos semelhantes (Verres et al., 1977;
Abranches et al., 1991; Alvar et al., 2004).

De acordo com Moreno & Alvar (2002), os estudos das infeccdes experimentais
caninas enfrentam desafios importantes como a variabilidade da resposta de cada animal, isto
€, um mesmo inoculo preparado para um determinado grupo de cdes pode promover
diferentes formas clinicas da doenca. Portanto, alguns animais podem desenvolver a doenga
manifesta (sintomaticos), outros podem permanecer assintomaticos (infectados saudaveis) ou
apresentarem sinais clinicos transientes ou mesmo com cura espontanea evidenciando
resisténcia natural (Solano-Gallego et al., 2000; Martinez-Orellana et al., 2017).

Dentro dessa ideia ha um consenso na literatura de que a resposta imune celular
iniciada por protozoarios do género Leishmania seria fundamental para a remissdo da
infeccdo (Pinnelli et al., 1994; Morenno & Alvar, 2002).

Cées naturalmente infectados em areas endémicas, apesar de na sua maioria serem
infectados saudaveis (Solano-Gallego et al., 2011), estdo expostos a varios outros fatores que
interferem nas respostas imunes humorais ou adaptativas e consequentemente na patogénese
da doenca (Portella-Aquila et al., 2018). Entdo a busca de protocolos experimentais caninos
que reproduzam aspectos clinicos, imunoldgicos e anatomopatoldgicos de forma homogénea
ao longo da infeccdo é uma realidade e esforco de varios grupos de pesquisa.

Alguns fatores, por exemplo, que desafiam esses protocolos sdo: (1) diferentes doses e
vias do indculo com a presenca ou ndo da saliva do inseto; (2) fases e viruléncia dos parasitos
do género Leishmania (promastigotas e amastigotas) mantidas em laboratério “in vitro” e “in
vivo”; (3) raga dos animais (Morenno & Alvar, 2002). Diferentes vias de inoculagdo como a
via intravenosa, subcutdnea e intradérmica sdo empregadas nos diferentes trabalhos
consultados na literatura. Porém, a via intravenosa parece ser mesmo a preferencial, pois seria

a melhor maneira de se obter cdes sintomaticos em um periodo pré-patente mais curto e
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também tornando 0s ensaios clinicos mais viaveis economicamente (Soutter et al. 2018;
Rodrigués-Cortés et al., 2007; Poot et al., 2005).

Como discutido por Abbehusen e colaboradores (2017) a via ideal e mais natural
possivel seria a intradérmica por meio do uso de insetos vetores (flebotomineos), mas isso
infere em manter uma robusta col6nia de flebotomineos em laboratério o que muitas vezes é
inviavel. Além disso, de acordo com esses autores e também outros, como Paranhos-Silva e
colaboradores (2003) e Costa e colaboradores (2003), a saliva dos flebotomineos ndo parece
potencializar ou modular o curso da infecgdo experimental de forma significativa nos cées.
Infecgdes com formas amastigotas ou promastigotas de Leishmania parecem néo interferir
muito no curso da infecgdo quando se considera a via intravenosa.

De fato, taxas médias de 86% de infeccdo sdo descritas utilizando formas amastigotas
de Leishmania (Abranches et al., 1991, Campino et al., 2000; Leandro et al., 2001; Oliveira et
al., 1993; Rhallen et al., 1999) muito semelhantes as taxas médias de infec¢do de 90% quando
se utiliza as formas promastigotas (Abranches et al., 1991; Martinez-Moreno et al., 1995,
Nieto et al., 1999, Riera et al., 1999). Doses de indculo de 5 x 10 formas promastigotas de
Leishmania, por via endovenosa, promovem 100% de sucesso para a infecgdo experimental
em cées da raca Beagle de acordo com varios autores (Moreno et al. 1993; Valladares et al.,
1998; Poot et al., 2005; Rodriguez-Cortés et al., 2007). Protocolo semelhante foi realizado
neste trabalho. Entdo, considerando a literatura consultada, protocolos para desenvolvimento
da LVC experimental ndo exploram a anatomia-patolégica em detalhes, muito menos 0s
aspecto da LVC como modelo de doenca fibrosante (George, et al., 1976; Marcussen, et al.,
1989; Nieto et al., 1992; Costa, et al., 2000 e 2003; Aresu et al., 2007; Costa, et al., 2010;
Fernandez-Costa et al., 2013; Hernandez et al., 2015). Assim, a cepa BH401 foi a que causou
lesbes classicas da leishmaniose visceral. Apesar de ndo descritos ou representados aqui,
analises histologicas, parasitologicas e imunohistoquimica, desses varios 0rgdos, como 0
baco, linfonodos cervicais, medula 6ssea costal, pele e todo o tubo gastrointestinal (TGI)
foram realizados.

As lesdes classicas podem ser assim descritas: (1) Baco: esplenite capsular cronica
com hipertrofia da polpa vermelha caracterizada pela intensa proliferacdo de macréfagos além
da presenca de inameros plasmdcitos. Presenca de granulomas na polpa vermelha constituidos
principalmente por células epitelidides e macrofagos repletos de formas amastigotas no seu
interior. Atrofia da polpa branca em especial na regido periarteriolar. Exuberancia do sistema

trabecular da polpa vermelha e espessamento notavel da capsula; (2) Linfonodos: linfadenite
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capsular cronica com notével espessamento, hipertrofia e hiperplasia dos cordfes e seios
medulares com infiltrado inflamatdrio rico em plasmocitos e macréfagos, esses repletos de
formas amastigotas no seu interior. Reatividade dos centros germinativos da regido cortical,
(3) Medula 6ssea: hipertrofia e hiperplasia das trabéculas ésseas além e de células de origem
mieloide, presenca da fibrose em células da linhagem mieloide; (4) Pele, inflamagdo cronica
ndo granulomatosa difusa nas camadas papilar e reticular da derme e focal ao redor de vasos e
anexos da epiderme; (5) TGI, hipertrofia e hiperplasia das células da lamina prépria
(macréfagos e plasmdcitos, principalmente) a partir do estdmago até o reto. Parasitismo

intenso especialmente no colon e reto de todos 0s animais.

Nossos resultados demonstraram que a expressdo génica de TGF-B em cées infectados
com a cepa BH 401 foi exuberante em relacdo ao grupo controle positivo, e foi acompanhada
por deposigdo de colageno, a-SMA, vimentina e citocina TGF-B1. Seria interessante
investigar outros genes, incluindo PDGF, TIMP e metaloproteinases para determinar 0s
mecanismos moleculares da fibrose canina na leishmaniose visceral de cées infectados

experimentalmente e naturalmente.

10. CONCLUSAO

A fibrose foi um achado comum no figado, pulmao e rim de todos animais infectados,
tanto experimentalmente quanto naturalmente infectados sendo que a cepa BH 401 apresenta

intensa patogenia ao gerar fibrose de forma sistémica.
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