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RESUMO

Cées sao os principais reservatérios domésticos da leishmaniose visceral humana,
sendo também vitimas da infeccdo. Elementos traco, como cobre (Cu), ferro (Ferro),
zinco (Zn) e selénio (Se) sao encontrados em baixas concentragdes no organismo dos
mamiferos e atuam na maturacéo e funcéo de linfécitos T e B, no desenvolvimento da
imunidade inata, além de participarem de atividades antioxidantes, evitando o dano
tecidual. Na resposta infecciosa frente aos parasitos do género Leishmania, macrofagos
sdo considerados as principais células microbicidas efetoras, pois sintetizam
substancias microbicidas como espécies reativas de oxigénio e oOxido nitrico e que
também podem promover dano tecidual. Os ERMOs s&o capazes de provocar
lipoperoxidacdo. Para se proteger contra tais danos, os hospedeiros vertebrados tém
amplo sistema antioxidante que compreende sequestro de metais via proteinas ou via
antioxidantes ndo enzimaticos tais como catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e
glutationa-peroxidase (GSH-Px), nas quais participa o Fe, Cu, Zn e Se. O objetivo
desse trabalho foi investigar as alteracées dos elementos traco e suas relacbes com
aspectos clinicos, histopatologicos e o estresse oxidativo na leishmaniose visceral
canina. Trinta cdes sem raca definida, adultos, de ambos o0s sexos, naturalmente
infectados com L. infantum, oriundos do centro de zoonoses de Ribeirdo das Neves,
MG, com diagnosticos sorologicos (RIFI, ELISA) e parasitoldgicos (histologico,
imunohistoquimico) e PCR positivos foram divididos de acordo com aspectos em: 19
cées sintomaticos e 11 assintomaticos. Outros nove caes também sem raca definida, de
ambos os sexos, adultos, com testes sorolégicos e parasitoldégicos negativos para
Leishmania foram obtidos do municipio de Carandai, MG (area ndo endémica). Todos
0os animais foram eutanasiados com dose letal de Thiopental sédico® com sedacao
prévia, sendo obtidos sangue e fragmentos de figado, baco e linfonodos cervicais.
Foram avaliados no soro os elementos traco e NO, no plasma a LPO; no sangue e
tecidos (figado, baco e linfonodos cervicais), a atividade da CAT, SOD e GSH-Px, além
da deposicéo de Fe, a fibrilopoiese (fibrose) e a expressédo de iINOS e da calprotectina
pela imuno-histoquimica .Em todos os animais infectados observou-se uma diminui¢do
sérica de Se, Zn e Fe e um aumento do Cu paralelamente a elevacdo de LPO
plasmatica e niveis mais baixos de CAT e GSH-Px no sangue. Em contrapartida
encontrou-se elevada atividade da SOD nos animais infectados, principalmente nos
sintoméaticos. Nos diversos 6rgaos e principalmente nos tecidos dos caes sintomaticos
observamos (1) baixa atividade das enzimas antioxidantes; (2) lesbes intensas e
frequentes, em geral caracterizadas por processo inflamatorio cronico e difuso,
congestdo com deposi¢cdo de hemossiderina e carga parasitaria elevada; (3) elevada
deposicdo de Fe tecidual associada a congestdo; (4) aumento da fibrilopoiese; (5)
diminuicdo da expressdo da iNOS e da producdo de NO; (6) maior ndmero de
macrofagos expressando Calprotectina (L1). Correlacbes positivas foram encontradas
entre a maior deposicédo de ferro e a inflamagéo ou fibrose e a LPO e deposicdo de
hemossiderina, bem como negativa entre o Fe e INOS e NO.)Em conjunto, esses dados
sugerem gue o0s aspectos clinicos traduzidos por lesdes acentuadas, maior carga
parasitaria e menor producdo de NO em cées naturalmente infectados com L. infantum
chagasi, estdo diretamente relacionados com o desbalanco dos elementos traco,
principalmente do Fe e a exudagdo de macrofagos imaturos.
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ABSTRACT

Dogs are the main domestic reservoirs acting as sources of parasites for transmission
and infection of human visceral leishmaniasis. Trace elements, like cooper (Cu), iron
(Fe), zinc (Zn) and selenium (Se) are found at low levels in the body of mammals and
participate in some immunological process as maturation as function of T and B
lymphocytes, innate immunity development and acting as anti-oxidants, preventing
tissue damage. The immune response against Leishmania parasites is especially
triggered by macrophages, as these cells can produce microbicidal substances such as,
reactive molecular oxygen species (ROS) and nitric oxide that can Kill the parasite and
promote lipoperoxidation. Vertebrate hosts have an anti-oxidant system as catalase,
superéxido dismutase and glutationa-peroxidase, dependent of Fe, Cu, Zn and Se. The
aim of this work was to investigate possible alterations in trace elements and correlate
these alterations with clinical and histopathological aspects and oxidative stress in
visceral canine leishmaniasis. To answer these questions we studied 30 mongrel adult
dogs, males and females, naturally infected with L. infantum from control of zoonosis
center in the city of Ribeirdo das Neves, MG. Their positivity for the disease was
assayed by serological (RIFI, ELISA) and parasitological diagnostic (histology,
immunohistochemistry) and PCR. After testing positive, animals were divided in 2
groups based on clinical features: 19 dogs were symptomatic and 11 were
asymptomatic. Control animals were obtained from a nonendemic gerographical area,
Carandai, MG and tested negative for Leishmania in all assays mentioned above. All the
animals were sedated, then euthanized with a lethal dose of Thiopental sodium®.
Samples of blood and fragments of liver, spleen, and cervical lymph node were
obtained. The trace elements and NO were tested in the serum, the LPO in the plasma,
the activity of anti-oxidant enzymes CAT, SOD and GSH-PX were measured in the
blood and tissues. We also did some histochemical stainings to detect iron deposition
and to visualize fibrotic areas. Finally, we did immunohistochemistry for iINOS and
immature macrophage detection (calprotectin). When we analyzed trace elements, we
observed a reduction in the serum levels of Se, Zn and Fe and an increase in Cu levels.
At the same time there was an increase in plasma levels of LPO and a decrease in the
blood levels of the enzymes CAT and GSH-Px. In spite of these results, we detected a
higher activity of SOD enzyme in infected animals, especially the symptomatic ones.
Regarding the organs and tissues of symptomatic animals, we found a decrease in the
activity of anti-oxidant enzymes and innumerous macroscopic lesions: as a
consequence of an intense, difuse and chronic inflammatory process as (1) congestion
and deposition of hemosiderin with a high parasitic load; (2) congestion associated with
high levels of iron deposition ;(3) increase in fibrilopoiesis; (4) decrease in the levels of
INOS and NO (5) high number of L1 positive macrophages. We found some positive
correlations between iron deposition and degree of inflammation/fibroses and LPO and
hemosiderin deposition. However there is a negative correlation between iron deposition
and iNOS and NO. Together, these data suggest that the clinical status marked by
injuries, higher parasite burden and lower NO production in dogs naturally infected with
L. infantum chagasi, are directly related to the imbalance of trace elements, especially
Fe, oxidative stress and exudation of immature macrophages.
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1- INTRODUCAO

1.1 - As Leishmanioses

As leishmanioses caracterizam-se por um grupo de doencas causadas por mais
de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania. Sdo endémicas em 88 paises
(21 do Novo Mundo e 66 do Velho Mundo). Constituem um grave problema de Saude
Publica, com prevaléncia global estimada em 14 milhdes de casos e incidéncia anual
de 1,5-2,0 milhdes de casos, sendo 1,0 a 1,5 milhdes de leishmaniose cutanea (LC) e
500 mil casos de leishmaniose visceral (LV) (Desjeux 1996; WHO/OMS 2011). Destes,
cerca de 90% estdo concentrados em paises do subcontinente indiano (india,
Bangladesh e Nepal), além de Suddo e Brasil (Alvar et al. 2004; Desjeux 2004;
WHO/OMS 2011). Dentre os individuos acometidos, cerca de 50.000 evoluem para o
Obito, o que torna a LV a segunda doenca mais grave causada por um protozodario,
namero menor somente que o0s apresentados pela malaria. A LV é a forma grave e
sistémica, sendo fatal quando nao tratada, com estimativa de 50 mil mortes anuais
(WHO/OMS 2011). Cerca de um terco da populacdo mundial reside em areas
endémicas da doenca (Alvar et al. 2012).

De acordo com a espécie de Leishmania envolvida, com os hospedeiros
invertebrados e com os reservatérios, a LV pode apresentar carater antropondético em
alguns paises ou regides, como na india, Nepal, Suddo, Kénia e nordeste da China,
onde o homem é o reservatério do parasito; ou zoondtico, como nos paises europeus,
nas Américas Central e do Sul, inclusive no Brasil, onde os principais reservatérios do
parasito sdo membros da Familia Canidae, em especial o cdo doméstico (Canis
familiaris) (WHO/OMS 2011). Estudos pioneiros realizados por Chagas et al (1937,
1938), na regido norte do Brasil, evidenciaram a existéncia de cdes naturalmente
parasitados em paralelo com a infeccdo humana. Todavia, a leishmaniose canina no
Brasil s6 teve relevancia quando foi estudada em uma area de grande endemicidade: o
nordeste brasileiro. De fato, no Ceara, Deane & Deane (1955) e Deane (1956), em

estudo comparativo entre a infeccdo humana e canina, encontraram protozoarios do
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género Leishmania na pele de 16,3% dos individuos e em 77,6% dos céaes
naturalmente infectados. Além disso, Deane (1956) verificou que a infeccéo
experimental de flebotomineos era mais frequente e intensa quando os insetos se
alimentavam em caes (75%) do que em pacientes humanos (28,5%). Estas
observacdes, bem como as de outros trabalhos que investigaram a doenca canina em
outras areas endémicas de LV humana no Brasil (Brener 1957; Alencar 1959; Iversson
et al. 1983; Marzochi et al. 1985) mostram o cdo como a principal fonte de infeccdo
para os flebotomineos.

Assim, no Brasil, bem como no mundo, esses animais sdo considerados alvos
estratégicos para medidas de controle da doenca (Alvar et al. 2004; Baneth et al.
2008; Moreno & Alvar 2002). Atualmente, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) esta
em expansao e urbanizacdo devido aos problemas socio-econémicos agravados nos
ultimos anos e que forcam o éxodo rural. Tem como determinante epidemiolégico a
movimentacdo de pessoas e animais domésticos de areas endémicas para areas onde
0 inseto transmissor jA se encontrava adaptado. Esse fator associa-se a falha no
controle do inseto e a presenca do reservatério doméstico - o céo. (Michalick et al.
1993; Tesh 1995). Os tratamentos atualmente empregados em cées causam apenas
uma remissdo temporaria dos sintomas, mas ndo a cura parasitologica (Nieto et al.
2003).

A infeccdo canina, geralmente, precede o aparecimento de casos humanos e é
ainda mais prevalente que a LV humana. No ambito doméstico, a maioria dos caes
com sorologia reagente ndo apresenta sinais clinicos, entretanto, podem, como
reservatorios, infectar os flebotomineos (Moreno & Alvar 2002; Silva et al. 2005). No
ambiente silvestre, os principais reservatérios sdo também canideos, destacando-se
as raposas Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus (Voltarelli et al. 2009). No novo
Mundo, gambas Didelphis marsupialis (Corredor et al. 1989; Zulueta et al. 1999) e
ratos Rattus rattus (Zulueta et al. 1999) foram encontrados naturalmente infectados
com L. chagasi, sendo também incriminados como reservatorios silvestres da LV.
Portanto, a presenca peridomiciliar de animais domeésticos e sinantrépicos possui
grande importancia na manutencdo do inseto vetor Lutzomyia longipalpis (Desjeux
2004).
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A Leishmania (Leishmania) donovani constitui 0 agente etiolégico da LV na
india, Paquistdo, China Oriental, Bangladesh, Nepal, Suddo e Quénia; a L. (L.)
infantum na regido do Mediterraneo e L. (L.) chagasi no Novo Mundo (Guerin et al.
2002). As duas ultimas espécies sdo consideradas coespecificas dentro do complexo
L. donovani de acordo com estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares
(Mauricio et al. 2000). No Brasil, a LV é transmitida pela picada de fémeas de dipteros
da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género Lutzomyia, cujo principal
vetor € Lutzomyia longipalpis. A L. infantum é um parasito digenético cujo ciclo
biolégico se inicia no momento em que fémeas do vetor realizam o repasto sanguineo
em um hospedeiro infectado. Nesse momento, pode ocorrer a ingestdo de formas
amastigotas do parasito, existentes no citoplasma de células do sistema mononuclear
fagocitario (SMF), principalmente macréfagos presentes na derme, juntamente com
componentes do repasto sanguineo. Uma vez no intestino médio do flebétomo, essas
formas amastigotas se diferenciam nas chamadas promastigotas prociclicas que séo
moveis, capazes de se aderir ao epitélio do tubo digestivo e se multiplicar por divisdo
binaria (Alexander et al. 2007). Essas formas possuem uma camada de moléculas de
lipofosfoglicanos (LPG) em sua superficie. Durante a metaciclogénese, extensa
modificacdo estrutural envolvendo o tamanho e a expressao de LPG, transforma essas
formas em promastigotas metaciclicas infectantes. A expressédo de grande quantidade
de LPG na superficie do parasito, bem como de outros glicoconjugados como a
metaloprotease de 63 KD- (gp63), € capaz de protegé-lo da acdo das enzimas
hidroliticas no trato digestério do vetor e de produtos de defesa produzidos por células
dos hospedeiros vertebrados como espécies reativas de oxigénio (ERMOS) (Killick-
Kendrick 1990; Alexander et al. 1999; Cunningham 2002).

Em nova alimentacdo, as formas promastigotas metaciclicas infectantes séo
depositadas na derme do proximo hospedeiro, junto a saliva do inseto, sendo
internalizadas por macrofagos, processo mediado por receptores (Cunningham 2002;
de Almeida 2003). As formas promastigotas se diferenciam em amastigotas nos
fagolisossomas. Dentro das células do SMF, as amastigotas multiplicam-se por divisao

binaria até rompimento da célula hospedeira, com posterior infeccdo de novas células.
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Ao realizar nova hematofagia, o flebotomineo ingere os macrofagos infectados,
perpetuando, assim, o ciclo bioldgico.

1.2 Aspectos Clinicos e Histopatoldgicos da Leishmaniose Visceral Canina
(LVC)

Os sinais clinicos da LVC sédo inespecificos, de grande espectro e bem
similares aos do homem, resultantes das complexas interacfes parasito-hospedeiro
envolvendo: espécie dos parasitos do género Leishmania, resposta imune e aspectos
genéticos do hospedeiro (Alvar et al. 2004). Segundo Barbiéri (2006), a infeccao
sintomatica estd associada com a crescente producdo de anticorpos e
imunorregulacdo negativa da resposta celular com a decrescente producdo de
interleucina IL-2, interferon gama (I FN-y) e fator de necrose tumoral alfa ( TNF-a).
Assim, 0s animais sensiveis a LVC estabelecem resposta imune
predominantemente humoral caracterizada por hipergamaglobulinemia policlonal,
ineficiente para a eliminacao do parasito.

Os sinais clinicos mais comumente observados na LVC sdo as alteracdes
dermatolégicas como onicogrifose, descamacdo (alopecia), dermatite esfoliativa e
Ulceras (principalmente no focinho e orelha) e as linfadenopatias. Outros sinais
concomitantes sdo: a hepatesplenomegalia, ceratoconjuntivite, coriza, apatia, diarréia,
melena ou hematoquesia, edema das patas, vomito, além da emaciagcdo muscular.
Pode ocorrer febre irregular por longos periodos, anemia, perda progressiva de peso e
na fase final da infeccdo ocorrem em geral paraparesia, caquexia, inanicdo e o6bito do
animal (Abranches et al. 1991; Brener 1957; Deane & Deane 1955; Genaro 1993;
Marzochi et al. 1985; Slappendel & Greene 1990, Solano-Gallego et al. 2009).

Os orgaos acometidos na LVC em geral apresentam uma reacao inflamatoria
cronica caracterizada por infiltrado celular predominantemente constituido por
plasmadcitos, macréfagos e linfécitos (plasmo histiolinfocitario). Os macréfagos por sua
vez podem se diferenciar em células epitelidides formando arranjos especiais
denominados granulomas epitelidides. Sao descritas lesées acometendo 6rgaos como
figado, baco, linfonodos, pulmdes, medula dssea, rins, intestinos, tegumento e vasos
(Tryphonas et al. 1977; Anosa & ldowu 1983; Keenan et al. 1984; Ferrer et al.1988,
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1991; Genaro 1993; Tafuri et al. 1996,2001; Silva et al. 2002; Solano-Gallego et al.
2004; Lima et al. 2004;). A medula 6ssea encontra-se hiperplasica, podendo ou nao
conter parasitos (Keenan et al. 1984).

O crescimento dos linfonodos é atribuido ao aumento do numero e do tamanho
dos foliculos linféides e a marcante hiperplasia e hipertrofia dos macréfagos da regiao
medular do érgao (Lima et al. 2004). Os parasitos podem provocar lesbes hepéticas
induzindo alteracbes na morfologia dos hepatécitos e consequentemente no
metabolismo do 6rgao (Alvar et al. 2004; Solano-Gallego et al. 2009). Alteracdes no
baco séo variaveis. Os parasitos induzem uma desorganizacdo na estrutura celular do
orgdo, com a hiperplasia da polpa branca e polpa vermelha que determinam
esplenomegalia em graus variados, formacdo de granulomas e atrofia de foliculos
linféides (Alvar et al. 2004; Santana et al. 2008). A esplenomegalia parece ser
associada, também, ao aumento da celularidade do 6rgdo, em especial no nimero de
mondcitos e macrofagos, associado com alterac6es na estrutura da microvasculatura
e aumento do numero das fibras reticulares (Santana et al. 2008). Baneth et al.

(2008) relatam que esta alteracdo esta presente em cerca de 10 a 53% dos casos.

1.3 Diagndéstico e classificacao clinica da LVC

Um diagnéstico acurado de LVC geralmente € multilaboratorial, e s6 é possivel
de ser estabelecido apos proceder a cuidadoso exame fisico, testes soroldgicos,
exames parasitologicos, além dos laboratoriais de rotina, como hemograma, provas
bioguimicas e urindlise (Alvar et al. 2004; Solano-Gallego et al. 2009). Dentre os testes
sorologicos destacam-se a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), que em
diferentes estudos demonstra sensibilidade variando de 83% a 100%, e
especificidade, dependendo da regido geografica em que o teste é aplicado, entre
74% a 100% (Almeida et al. 2005; da Silva et al. 2006) e “Enzyme Linked
Imunosorbent Assay” (ELISA), cuja sensibilidade oscila entre 97% a 100% e
especificidade de 88% a 100%, quando sdo usados antigenos brutos (Rosario et
al. 2005). Para Gradoni (2002) a RIFI é considerada padrdao ouro para o diagnostico

soroldgico da LVC, pois além de ser o teste mais utilizado por pesquisadores europeus
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nos ultimos anos, & também a técnica recomendada pelo “Office International
Epizooties” (OIE).

Os exames parasitolégicos sdo fundamentados na demonstracdo de formas
amastigotas de Leishmania em material bioldgico obtido por esfregacos de aspirados
de medula 6ssea, baco e linfonodos, por aposi¢éo de fragmentos de pele ou de outros
tecidos, e indiretamente, pelo isolamento dos parasitos presentes nestes
materiais, em meio de cultura (Alvar et al. 2004; Barrouin-Melo et al. 2006; Gradoni
2002).

O exame histopatoldgico de fragmentos da pele e linfonodos pode ser usado
como método de diagndstico, mas deve-se ter em mente que o infiltrado
inflamatorio encontrado ndo é especifico e que o diagnéstico de positividade sera
estabelecido mediante encontro das formas amastigotas (Alvar et al. 2004). As
técnicas de imuno-histoquimica pode melhorar a visualizacdo do parasito, pois
anticorpos especificos marcados detectam com maior sensibilidade e especificidade
as formas amastigotas nos tecidos (Tafuri et al. 2004; Baneth & Aroch 2008; Maia &
Campino 2008).

O diagndstico molecular realizado, sobretudo pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), é baseado na amplificacdo de uma sequéncia conhecida de
oligonucleotideos especificos do patégeno. Este teste € altamente sensivel e
especifico para Leishmania, e sua sensibilidade esta diretamente relacionada ao alvo,
e conseguentemente ao numero de coépias de DNA (4cido desoxirribonucleico)
amplificado. A grande vantagem de sua utilizagcdo no diagnostico da LVC é a
possibilidade do uso de grande variedade de materiais clinicos, como sangue,
aspirados de medula ou linfonodos, bidpsias de pele, urina, dentre outros (Maia &
Campino 2008; Mir6 et al. 2008). Recentemente, tem sido proposto o uso da PCR em
amostras coletadas na conjuntiva de cées, com auxilio de swab. Esta técnica, além
de apresentar alta sensibilidade e especificidade, é ainda de abordagem néo invasiva,
0 que possibilita seu uso em inquéritos epidemiolégicos, devido a simplicidade para
coleta das amostras no campo (Ferreira et al. 2008; Gramiccia et al. 2010; Strauss-
Ayali et al. 2004).
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1.4 Elementos Trago e Resposta Imune

Os elementos considerados como traco sao 0s que apresentam concentracdes
da ordem de 0,01 — 100 pg/g * (Cornelis 1985). Cerca de 24 elementos foram
classificados como essenciais para a vida e muitos foram considerados como
participantes de diversas patologias (Andrasi et al. 1995). Esses elementos participam
de muitos processos bioldgicos e atividades enziméaticas antioxidantes as quase tem a
funcdo de desfazer as “espécies reativas do metabolismo do oxigénio” (ERMOs)
evitando o dano tecidual (Miller 1985; Chandra 1997; Scrimshaw & SanGiovanni 1997,
Erickso et al. 2000; Catherine et al. 2002). Além disso, os elementos traco apresentam
uma relacdo importante no desenvolvimento da imunidade inata e adaptativa, atuando
na producéo, maturacdo e fungdo de células como macréfagos, células “natural killer”
(NK), neutrdfilos, células B e T (Erickson et al. 2000; Ibs & Rink 2003). Essas células
requerem suplementacdo adequada de alguns elementos traco para expressao,
preservacao da estrutura, funcdo de metaloproteinas e producdo de energia (como
ferro (Fe) nos citocromos a, b e ¢, NADH e succinato desidrogenase) (Erickson et al.
2000; Linder 2001).

A redistribuicdo dos elementos traco foi relacionada a diminuicdo de resisténcia
as doencas e as falhas na resposta imune ou das funcdes leucocitarias. Desta forma, o
estado nutricional foi considerado determinante da resposta imune (Chandra 1997,
Scrimshaw & San Giovanni 1997; Erickson et al. 2000; Field et al. 2002; Faryadi et al.
2003; Weyenbergh et al. 2004). Infeccbes agudas e cronicas podem alterar o
metabolismo e niveis dos elementos traco, através do sequestro hepatico de Fe e Zn e
aumento de ceruloplasmina, que, por sua vez, aumenta o Cobre sérico, modificando os
niveis destes elementos no soro (Miller 1985). Neste trabalho investigamos o papel do
cobre (Cu), zinco (Zn); selenio (Se) e ferro (Fe), elementos que iremos descrever a

sequir:

1.4.1 Cobre

Cofator essencial de enzimas que participam do processo de oxido reducéo,

como citocromo c¢ oxidase, superoxido desmutase, catecol oxidase, dopamina-b-
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monoxigenase, dentre outras. (Fuentealba & Aburto 2003). Em geral o cobre encontra-
se complexado a proteinas, peptideos, aminoacidos e outras substancias orgéanicas,
sendo necessario as atividades estruturais e cataliticas das metaloenzimas que o
contém (Linder et al. 2001; Alexandrova et al. 2003). Cerca de 70% do cobre absorvido
encontra-se ligado a ceruloplasmina ou ferroxidase (glicoproteina de fase aguda),
enzima capaz de ligar 6 a 7 atomos de cobre em 3 sitios quimicamente distintos e
transporta-lo para o figado, possuindo também a funcéo de oxidacdo do Fe®" em fon
férrico (Fe®") possibilitando seu transporte plasmatico pela transferrina (Linder et al.
2001; Bonham et al. 2002). Alguns defeitos metabdlicos como Sindrome de Menkes e
Doencga de Wilson, gravidez e inflamagao, influenciam no metabolismo do cobre (Miller
1985; Percival 1998; Bonham et al. 2002; Fuentealba & Aburto 2003).

A deficiéncia de cobre é frequentemente resultado de uma dieta inadequada,
sindromes de ma absorcédo, condicbes que predispde uma grande perda do elemento
ou que aumentam a sua necessidade (Percival 1998).

Ja o0 aumento da concentracdo sérica deste elemento é relatado em resposta ao
estresse, inflamacdo e infeccdo, na doenca de Parkinson, diabetes mellitus e em
condi¢gbes envolvendo obstrucdo do fluxo da bile (Percival 1998; Bonham et al. 2002,
Fuentealba & Aburto 2003). Esse aumento de Cu pode ser prejudicial ao organismo
sendo associado a danos oxidativos nos tecidos através da formagédo de ROS (Huang
et al. 2001).

AlteracGes dos niveis séricos de cobre tém sido relatadas durante o processo
inflamatério (Klassing et al. 1987; El-Khoyl et al. 1990; Mastousek et al. 1993; Kocyigit
et al. 1998; Faryadi & Mohebali 2003), assim como uma relacdo com o aumento da
sintese da ceruloplasmina como estratégia de defesa do organismo induzidas por
substancias liberadas por macrofagos ativados, como IL-1, TNF-a e IL-6 (Percival 1998;
Bonham et al. 2002).

1.4.2 Zinco

O Zn é um elemento essencial amplamente encontrado na natureza, sendo, apos

o Fe, o segundo mais abundante no corpo. Possui trés grandes papeis biolégicos no
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corpo: catalitico, estrutural e regulador. E cofator de mais de 300 enzimas, como
anidrase carbonica, fosfatase alcalina (FA) e superdxido dismutase (SOD), atuando
como componente catalitico ou como constituinte estrutural (Chandra et al. 1984;
Shankar & Prasad 1998; Rink e Haase 2006; Stefanidou et al. 2006; Yanagisawa &
Yakugaku 2008). O Zn tem papel fundamental no metabolismo dos &cidos nucléicos e
de proteinas e, por consequéncia, nos processos de multiplicacédo celular uma vez que
fatores de transcricdo e replicacdo sao Zn dependentes. Além disso, a estabilidade do

RNA mensageiro (RNA, ) € influenciada pelo Zn (Shankar & Prasad 1998; Stefanidou et

al. 2006; Yanagisawa & Yakugaku 2008). Durante periodos de gravidez, amamentacao
e crescimento ha um maior requerimento deste elemento, uma vez que ele é necessario
a proliferacdo das células, sendo fundamental ao desenvolvimento e manutencao dos
sistemas com alta proliferacdo celular como a pele, sistema imune e reprodutor
(Chandra et al. 1984; Shankar & Prasad 1998). Apresenta ainda, participacdo na
biossintese e manutencao da integridade do tecido conjuntivo (Yanagisawa & Yakugaku
2008).

Boa parte do zinco contido na dieta é absorvida no duodeno, sendo, entdo,
mobilizado no figado por uma proteina carreadora especifica, denominada
metalotioneina que regula a homeostase do Zn e sua disponibilidade (Chandra et al.
1984; Rink & Haase 2006). O zinco, ndo é estocado em nenhum 6rgao. Ele constitui um
"pool" mével, comandado pela metalotioneina que o mobiliza para um tecido ou érgao
de maior demanda (Shankar & Prasad 1998).

Durante a deficiéncia de zinco ocorre diminuicdo da quantidade de neutrofilos,
células NK e macrofagos, bem como do recrutamento, da capacidade fagocitica e
citotoxica destas células (Shankar & Prasad 1998; Rink & Haase 2006; Yanagisawa &
Yakugaku 2008). O papel essencial deste elemento na imunidade relaciona-se ao
desenvolvimento de células T, visto que sua deficiéncia leva a uma atrofia timica, por
ser cofator da timulina, hormdnio secretado pelas células epiteliais do timo que induz a
diferenciagdo de células T imaturas. Este elemento também modula secrecdo de

citocinas por células mononucleares do sangue periférico e induz proliferacdo de

+

células T CD8 em combinacgéo com IL-2 (Shankar & Prasad 1998), anergia, reducéo da

resposta linfoproliferativa a mitdogenos. Estas mudancas s&o reversiveis apos
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suplementacao de zinco, sendo também um importante adjuvante em vacinas (Shankar
& Prasad 1998; Yanagisawa & Yakugaku 2008). Em relacdo a producdo de citocinas,
este elemento traco esta relacionado a manutencdo do equilibrio entre as células T
“helper” (Th1 e Th2), induzindo a produgédo de IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y, além de
aumentar a expressdo de receptores de alta afinidade para IL-2 nas células
mononucleares do sangue periférico (Shankar & Prasad 1998).

Véarios autores sugerem que a hipozincemia encontrada entre individuos
infectados por Leishmania ou com qualquer outro processo inflamatério, seja resultado
de uma redistribuicdo sérica de Zn no organismo, assim como no caso do Cu e Fe,
induzido principalmente por citocinas como IL-1, IL-6 e glicocorticéides, ativando a

sintese hepética de metalotioneina (Rofe et al. 1996; Mocchegiani et al. 1995, 2000).

1.4.3 Selénio

O selénio € um elemento traco que, a partir da década de 50 e apos avaliacdo de
suas diversas funcodes, foi reconhecido como essencial ao organismo humano. Cerca
de 30 selenoproteinas foram identificadas, mas apenas 12 foram caracterizadas. E
caracterizado por sua versatil capacidade de oxireducdo, sendo tal caracteristica
fundamental para sua atuagdo no centro ativo da enzima glutationa-peroxidase,
responsavel pela eliminacdo de peréxidos. O selénio se encontra incorporado em
proteinas na forma dos aminoacidos L-selenocisteina e L-selenometionina, em tecidos
animais (Turner & Finch1991: Kiremidjian-Schumacher & Roy 1998; Mckenzie et al.
1998; Combs 2001).

O nivel de selénio nos produtos agricolas varia proporcionalmente ao teor do
elemento no solo onde séo cultivados e séo refletidos nos niveis séricos deste elemento
na populagéo (Combs 2001). Os alimentos contém formas orgénicas de selénio como a
selenometionina e a selenocisteina, mas muitos experimentos que utilizam
suplementacdo tém usado formas inorganicas como selenito, embora as orgéanicas
sejam melhor biodisponibilizadas no organismo. Entretanto o selenito reage

rapidamente com a glutationa peroxidase presente nos eritrécitos para formar as
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selenoglutationas, ou seja, ativando a enzima que possui atividades anticarcinogénicas
e induz apoptose de células tumorais humanas (Mckenzie et al. 1998; Combs 2001).

A primeira selenoenzima identificada foi a glutationa peroxidase, sendo
provavelmente a principal enzima na protecdo contra danos oxidativos (Thomson et al.
1977; Turner & Finch 1991). A glutationa peroxidase inibe enzimas inflamatérias, como
a oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e a proteina C kinase, e atua na sintese de
metabodlitos do &cido araquiddnico, na sintese de lipoxinas, prostaglandinas e
leucotrienos, reduzindo os lipoperéxidos, cujo acumulo prejudica a sintese de
prostaciclina e promove um aumento de tromboxana, que leva a uma maior agregagao
plaquetaria nas doencas cardiovasculares (Mackenzie et al. 1998). A agdo antioxidante
da glutationa peroxidase é responsavel pela reducdo dos danos no DNA provocados
pelos radicais livres, e pela modulacdo de enzimas que atuam na degradacdo de
xenobibticos envolvidos no metabolismo carcinogénico, reduzindo o impacto de
substancias carcindgenas exodgenas provenientes da dieta e prevenindo a degeneragao
do tecido e a ocorréncia de doencas cardiovasculares. Na deficiéncia do elemento
selénio ha diminuicdo na atividade da glutationa peroxidase. (Kiremidjian-Schumacher
& Roy 1998).

Outro papel do selénio é atuar na regulacdo da expresséao de receptor para IL-2
de alta afinidade nas células T, na proliferacdo e na citotoxicidade destas células (Roy
et al. 1994; Mackenzie et al. 1998). De fato, uma diminuicdo da imunidade celular
relativa a idade pode ser parcialmente revertida com suplementacdo de selénio
aumentando a resposta para IL-2 (Roy et al. 1994). Experimentos com suplementacao
de selénio demonstram um aumento da atividade de células NK, macrofagos e células
T citotoxicas, em camundongos e humanos (Mackenzie et al. 1998). O selénio regula
positivamente a apoptose em células tumorais in vitro, aumenta a atividade fagocitaria
dos macrofagos e protege o DNA de danos oxidativos; além de ter acdo anti-
angiogénica e anti-aterogénica (Fleming et al. 2001). (Turner & Finch1991; Kiremidjian-
Schumacher & Roy 1998). Kocyigit et al. (1999a) observaram diminuicdo sérica de
selénio associada a menor atividade da glutationa peroxidase em individuos com

leishmaniose cutanea, comparados com individuos saudaveis.
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1.4.4. Ferro

O ferro € um mineral vital para a homeostase celular e o mais abundante no
corpo humano (Grotto 2008). Grande parte do ferro do organismo esta dentro das
células ligado a hemoglobina (70%), mioglobina (4%), enzimas contendo ferro (<1%) ou
na forma de estoque, como ferritina (proteina citoplasmética sollvel de estocagem do
ferro) e hemossiderina (corresponde a forma degradada da ferritina, permitindo que o
ferro forme agregado) (25%). Uma pequena fracdo pode ser encontrada no plasma
(0,1%) ligado a transferrina (Bricks et al. 1994). O figado e o bagco sdo os principais
orgdos de estoque de ferro, contendo cerca de 60% de ferritina, que é diariamente
utilizada quando ha necessidade de suprir demanda das células mediante uma ingestao
insuficiente deste elemento (Andrews 2005). O ferro utilizado € obtido da dieta e da
reciclagem de hemacias senescentes e € regulado pela necessidade do organismo
(Bricks et al. 1994; Beard 2001; Grotto 2008).

Um suprimento adequado de ferro € necessario para muitos processos
bioldgicos, tais como reacfes de transferéncia de elétrons, regulacdo génica, ligacdo e
transporte de oxigénio, regulacdo do crescimento e diferenciacao celular (Beard 2001).
Entretanto seu excesso pode provocar danos teciduais e favorecer o crescimento
intracelular de patogenos (Bricks et al. 1994; Cardier et al. 1995). A homeostase do
ferro envolve regulacdo da sua absorcdo, distribuicdo pela transferrina ou pela
lactoferrina, estocagem em ferritina, incorporacdo em proteinas e regulacdo da sua
liberacdo pelos transportadores para outras células ou 6rgdos (Bricks 1994; Beard
2001; Grotto 2008).

O ferro é distribuido em 3 compartimentos dentro da célula: de transporte (Fe*?
livre); funcional e de estocagem (Andrews 2005). Sendo essencial ao organismo e ao
mesmo tempo apresentando uma toxicidade potencial as células, faz-se necessario um
esquema regulador sofisticado e complexo, a fim de suprir a demanda celular e impedir
um acumulo deletério deste elemento (Bricks et al. 1994; Beard 2001; Grotto 2008).
Para evitar excesso de ferro livre ou falta dele dentro da célula a homeostase do ferro é
regulada por dois mecanismos principais: um deles intracelular, de acordo com a

quantidade de ferro que a célula dispde, e o outro sistémico, onde o hormonio hepcidina
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tem papel crucial promovendo uma comunicagéo entre os locais de absorc¢éo, utilizagao
e estoque no organismo, uma vez que este ndo possui mecanismo especifico para
eliminar o excesso de ferro (Grotto 2008, 2010).

Na regulacéo intracelular do ferro participam proteinas reguladoras (IRP-1 e IRP-
2) juntamente com estruturas em forma de algcas presentes nas regides nao
codificadoras do RNA,, conhecidas como elementos responsivos ao ferro (IRE) IRE
sdo sequéncias de RNA, constituidas de 30 nucleotideos altamente conservados.
Estdo localizados na regido ndo codificadora 5 do RNA, da ferritina, do primeiro
precursor da hemoglobina, da aconitase mitocondrial (do ciclo de Krebs) e da
ferroportina ou ainda na regido néo codificadora 3’, local onde varias copias de IRE
estdo presentes no RNA, do receptor da transferrina (Grotto 2008, 2010).

Quando os IREs estdo localizados na extremidade 3', a ligacdo com as IRPs
protege o RNA, da degradacéo e prossegue a sintese proteica. A ligacdo da IRP com o
IRE localizado na extremidade 5' inibe a traducdo do RNA, em proteina, diminuindo
sua sintese (Weiss et al 1999, Weiss 2005) A afinidade da IRP ao IRE depende da
guantidade de ferro dentro da célula. (Bricks 1994; Grotto 2008, 2010). Na deficiéncia
do Fe o complexo IRP-IRE bloqueia a extremidade 5’ e seus produtos, enquanto sua
ligacdo na extremidade 3’ resulta no aumento da expressao do receptor de transferrina
(TfR) (prolongando a vida do RNAy,). Ao contrario, o aumento de Fe intracelular reduz a
afinidade de IRP e IRE, ndo havendo repressao a traducdo da extremidade 5 e a
limitacdo da producdo da transferrina (Weiss et al 1999; Weiss 2002, 2005; Grotto
2008, 2010).

O ferro é importante para varios mecanismos de resposta imunolégica, como a
producdo de intermediarios reativos de oxigénio, NO e a capacidade citotdéxica dos
fagécitos (Alford et al. 1991; Bricks 1994; Cunningham-Rundles et al. 2000). Sua
deficiéncia aumenta a suscetibilidade as infec¢cbes através da atrofia do timo, e reduz a
reacdo de hipersensibilidade tardia (Omara & Blakley 1994; Bricks 1994), aléem de
diminuir a atividade das células NK, diminuir a producdo de IL-1, IL-2, IFN-y e TNF-a
(Omara & Blakley 1994), diminuir o numero de linfocitos T e de sua blastogénese e
mitogénese (Kuvibidila et al. 1999). Porém, ndo afeta a producdo de neutrofilos, altera
apenas sua atividade por reduzir a atividade da mieloperoxidase (Spear & Sherman
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1992; Bricks 1994; Beard 2001). A biodisponibilidade do ferro e seu transporte para o
interior das células influencia sua diferenciacao via receptor de transferrina, sendo este
um possivel mecanismo que explica um dos efeitos da deficiéncia de ferro no sistema
imunologico (Beard 2001). A imunidade humoral parece ser menos afetada pela
deficiéncia de ferro que a imunidade celular, ja que, em individuos com caréncia de
ferro ocorre preservagdo da producédo de anticorpos em resposta a imunizagdo com
varios antigenos (Hallquist et al. 1992).

Citocinas (IFN-y, TNF-qa, IL-1, IL-6 e IL-10, em especial IL-1, IL-6 e IFN-y)
influenciam o movimento do ferro no organismo através das IRPs, reduzindo seu pool
intracelular disponivel ao diminuir o receptor de transferrina na superficie da célula,
aumentando os estoques de ferritina e ativando os sistemas de sintese de NO, isto leva
a diminuicdo sérica do ferro e aumento da resposta Thl (Murray et al. 1978;
Kochanowski & Sherman 1985; Hallquist et al. 1992; Brock & Mulero 2000; Grotto
2008). Por outro lado, o aumento de ferro livre pode modular a resposta imunolégica
para o tipo Th2 ao inibir a producéo de citocinas proé-inflamatérias pelos macréfagos,
além de reduzir a expressdo do complexo maior de histocompatibilidade do tipo I
(MHC-II) e a expressdo de molécula de adeséo intercelular (ICAM) (Weiss et al. 1994,
1999; Weiss 2002, 2005). Como consequéncia, macréfagos perdem sua capacidade
microbicida, em parte devido reducdo da producdo de NO, que por sua vez como
“feedback” de regulagdo pode atuar no complexo das IRPs e diminuir o ferro livre e sua
atuacdo (Weiss et al. 1999; Weiss 2005). Pelo exposto acima, o efeito do ferro livre
sobre a atividade do IFN gama afeta o balan¢o das respostas Th1/Th2, condicdo n&o

favoravel nas neoplasias e infecc¢des, resultando em processos crénicos.

1.5 Leishmanioses e elementos traco

Varios trabalhos descrevem o papel dos elementos traco e as leishmanioses
considerando diversos fatores como, estado nutricional do hospedeiro vertebrado,
gravidade da doenca, resposta imune e a resposta ao tratamento com antimoniatos em
humanos (Dye & Williams 1993; Kocyigit et al. 1998a, 1998b, 1999a, 1999b; Anstead et
al. 2001; Faryadi et al. 2003; Nieto et al. 2003; Weyenbergh et al. 2004). Por exemplo,
Weyenbergh et al. (2004) demonstraram deficiéncia de Zn em pacientes com LV, LC, e
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leishmaniose mucocutanea (LMC), além de correlacdo positiva da resposta imune
humoral entre os grupos de pacientes, sendo LV>LC>LMC. Além disso, estes autores
demonstraram que o aumento dos niveis de Cu pode aumentar a suscetibilidade a
infeccdo devido a diminuicdo da producdo de IFN-y. Klassing et al. (1987, 1988)
demonstraram uma relacdo do aumento de Cu com o aumento da IL-1 e a indug&o da
ceruloplasmina durante processos inflamatorios e infecciosos, como observado na
leishmaniose cutanea (Faryadi & Mohebali 2003; Kocyigit et al. 1998) e na leishmaniose
tegumentar com modelo murino de resisténcia e suscetibilidade (Amini et al. 2009).
Interessante Kocyigit et al. (1998) e Van Weyenbergh et al. (2004) observaram que
apos tratamento convencional, 0s niveis séricos de cobre voltaram a niveis
semelhantes aos de individuos saudaveis.

Sabe-se que a deficiéncia de Zn diminui a producdo e maturacdo de mondcitos;
a maturacdo de linfécitos e atividade timica; diminui a resposta Thl com redu¢cédo dos
niveis de IL-1B, IL-12, TNF-a e IFN-y (Chandra 1997; Erickson et al. 2000; Field et al.
2002; Weyenbergh et al. 2004). A relacdo inversa Cu/Zn promove uma diminuicdo da
secrecdo de IFN-y e esta associada a uma baixa atividade celular e elevada resposta
humoral na LV experimental (Weyenbergh et al. 2004). Amini et al. (2009) sugeriram
que a relacdo Cu/Zn poderia ser marcador Util na patofisiologia da leishmaniose.

Niveis aumentados de interleucinas plasmaticas como interleucina 1 (IL-1) e
interleucina 6 (IL-6), tal como ocorrem na inflamacdo e também no exercicio intenso,
estimulam o figado a aumentar a captacdo do Zn do plasma para a sintese de
metalotioneina (e possivelmente de superdxido dismutase e outras zinco-proteinas),
necessaria aos mecanismos de resposta aguda (Shankar & Prasad 1998; Rink & Haase
2006; Stefanidou et al. 2006; Yanagisawa & Yakugaku 2008). J& a deficiéncia de Fe
inibe a producao de superdxidos pelos leucocitos, promove diminuicdo da multiplicacédo
de linfocitos T e da producao de interleucina 2 (IL-2) (Chandra 1997; Field et al. 2002).

Durante os processos inflamatorios e infecciosos, como na LC, 0s niveis séricos
de Fe encontram-se diminuidos quando comparados ao grupo controle (Kocyigit et al.
1998; Faryadi & Mohebali 2003). Como muitos patégenos (fungos, bactérias e
protozoarios) necessitam do ferro para replicacéo e desenvolvimento, uma estratégia de

defesa do organismo seria a redistribuicdo desse elemento, tornando-o indisponivel aos
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parasitos. Estas mudancas sao induzidas por citocinas como IL-1, TNF-a e IL-6
liberadas por macréfagos ativados (Klassing 1988; Brock & Mulero 2000; Kocyigit et al.
1998b). Ao contrario, em experimentos com camundongos, Bisti et al (2000)
observaram que o excesso de Fe modula a infec¢do por L. major, resultando em uma
menor multiplicagdo do parasito, com uma redugéo de IL-4, IL-6 e IL-10 e aumento de
IFN -y e iNOS.

Outro elemento relacionado a funcionalidade do sistema imune € o Se cuja
deficiéncia diminui o nimero de linfocito T e a atividade da GSH-Px (Kocygit et al.
1999a; Field et al. 2002). Kocyigit et al. (1999) observaram uma diminuicdo sérica de Se
associada a uma menor atividade da GSH-Px em individuos com LC, na Turquia,
guando comparados com individuos saudaveis.

Chandra (1997) em revisao relatou que a fagocitose é afetada na desnutricdo
devido a diminuicdo da concentracdo e atividade da maioria dos componentes do
complemento, tais como C3, C5, fator B e da atividade hemolitica total. Huang et al.
(2001), em cultura celular, demonstraram que o Cu é essencial no processo de
diferenciacdo de mondcitos, contribuindo para a competéncia do sistema de defesa do
hospedeiro e esta relacionado a expressao de marcadores de maturagcdo como Mac-1
(CD11b), ICAM (CD54) e LPS-R (CD14). Além disso, Anstead et al. (2001) observaram
uma relacdo entre a desnutricdo e a diminui¢do da atividade de iINOS no baco e figado
de camundongos infectados com L. donovani, causada por uma falha na barreira dos
linfonodos apds a infeccdo, com excessiva producdo de prostaglandina (PGE;) e de
baixos niveis de IL-10 e NO.

Pasad et al. (2003) ndo encontraram diferencas nos niveis de Zn e Cu em pelo
de cdes com LVC, mas observaram diminui¢cdo dos niveis de Zn e Fe, e aumento de Cu
no soro destes animais. Lal et al. (2012), ao compararem pacientes em fase aguda e
cronica de LV, observaram diminuicdo de Zn e aumento de magnésio (Mg) e Cu na fase
cronica, mas nenhuma diferenca entre grupos quando analisado o Fe e o Calcio. Estes

autores sugeriram suplementacao de Zn na prevenc¢ao da cronicidade da LV.
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1.6 LVC —imunidade e defesas antioxidantes

As linhas de defesa implementadas pela resposta imune do hospedeiro
vertebrado para eliminar os parasitos intracelulares do género Leishmania tem sido
extensivamente estudadas (Mastousek et al.1993). Em leishmaniose, a resposta imune
protetora do hospedeiro € a adaptativa e ndo a resposta humoral. Essa € considerada
ineficaz para o processo de cura da infeccdo. Assim, 0 mecanismo mais eficiente da
resposta celular € a producdo de linfocitos T CD4 (Thl) produtores de (IFN-y),
interleucina (IL)-2, fator de necrose tumoral (TNF)-a, ativadores de linfocitos T CD8 e
macrofagos, enquanto que o subtipo Th2 secreta IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 resultando na
hipergamaglobulinemia policlonal e susceptibilidade (Mosmann et al. 1986; Fiorentino et
al. 1989).

Na LVC, segundo Pinelli et al. (1994), a infeccdo sintomatica esta associada com
uma imunorregulacdo negativa da resposta celular periférica, associada a decrescente
producédo de IL-2, INF- y e TNF-a com ineficiente eliminagdo do parasito. Desta forma,
cdes com sintomatologia classica da doenca visceral tendem a desenvolver resposta
imune predominantemente humoral caracterizada por hipergamaglobulinemia policlonal,
enquanto que 0s resistentes apresentam expressiva resposta celular, como a
potencializacdo da fagocitose mediada por citocinas tipo Thl. Esta potencializacao
induz a expressao da enzima iINOS nos macréfagos, e subsequente producao de o6xido
nitrico (NO), ambos essenciais para o controle da replicacdo do parasito. (Sisto et al.
2001; Zafra et al. 2008; Cangussu et al. 2009; Silva Araujo et al. 2009; Reis et al 2009;
Tomokane et al. 2010).

Além da producdo de NO, os macréfagos ativados geram espécies reativas de
oxigénio (ERMOs) processo caracterizado por um aumento rapido no consumo de
oxigénio com producédo de anion superoéxido (O3), peréxido de hidrogénio (H,O,) e ions
hidroxila OH" (Crichton et al. 2002). A formacao do O, é catalisada pelo complexo
NADPH oxidase (NOX). O éanion superéxido € pouco reativo, quando gerado
intracelularmente, ele exerce sua toxicidade inibindo enzimas bacterianas que contém
agregados de [Fe-S]. Simultaneamente o Fe?" é liberado e pode converter o H,O, em
OH’ pela Reacao de Fenton (Weiss et al. 1999).
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Apesar da ampla utilizacdo da terminologia ROS, esse ndo é um termo ideal para
designar todos os agentes reativos de oxigénio, pois alguns deles n&o apresentam
elétrons desemparelhados em sua ultima camada como exemplo do H,O, (Ferreira &
Matsubara 1997). Os ERMOs sdo moléculas toxicas como O, peréxido de hidrogénio
(H20,), radicais hidroxil (OH") e exitem também espécies reativas de nitrogénio (RNS),
incluindo o NO (Mauel et al. 1991, Ferreira & Matsubara 1997; Bogdan et al. 2000; Sisto
et al. 2001). Esses séo capazes de degradar varias biomoléculas como proteinas, DNA
e lipideos poliinsaturados de membrana, tendo por isso efeitos citotoxicos também nas
células dos hospedeiros se ndo controlados ou produzidos em excesso resultando na
lipoperoxidagao (LPO) e desorganizagao celular (Haidaris & Bonventre 1982; Ferreira &
Matsubara 1997; Biswas et al.1997; Serarslan et al. 2005; Zafra et al. 2008).

A LPO pode ser determinada por métodos quimicos, sendo o teste do acido
tiobarbitarico (TBA) o mais utilizado e considerado um bom indicador. A formacéo do
malonaldeido (MDA) ocorre através da decomposicdo de hidroperéxidos, produtos
primarios da oxidacao lipidica. Existem, além do MDA, outras substancias que reagem
com o TBA, sendo estas chamadas genericamente de TBARS (Assure et al. 1994;
Ferreira & Matsubara 1997). O dano ou alteracbes resultantes dos ERMOS sdo:
apoptose, necrose, isquemia e fibrose.

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acado dos ERMOs e assim
como nossas células tem mecanismos de defesa. O parasito Leishmania pode inibir a
producdo ou atuacdo de ERMOs e replicar dentro dos fagocitos através da atuacdo de
suas proteinas de superficie como o LPG, gp63 e SOD-Fe (Cunningham 2002;
Paltrinieri et al. 2010).

Para proteger contra os danos oxidativos é essencial o equilibrio entre agentes
oxidoredutores (como os ERMOS) e o sistema de defesa antioxidante. Para tal os
organismos aerobicos desenvolveram uma variedade de defesas antioxidantes
(Erickson et al. 2000; Field et al. 2002), como: (a) o transporte, utilizacdo e estocagem
do ferro e o cobre sempre ligados a proteinas especificas (transferrina, ferritina e
ceruloplasmina), as quais previnem ou minimizam as reac¢des de oxidacéo catalisadas
por estes minerais quando presentes na forma livre (Ferreira & Matsubara 1997; Huang
et al. 2001). Estes ions sdo muito ativos e participam da reacédo de Fenton que resulta
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na formacgédo de um potente radical oxidante hidroxila (OH") a partir do H,0O,. (Ferreira &
Matsubara 1997; Davies 2000); (b) sistema antioxidante ndo enzimatico como a
vitamina C, vitamina E, selénio, flavonoides, B caroteno e a glutationa (Ferreira &
Matsubara 1997; Davies 2000) e; c) um sistema antioxidante enzimatico descrito a

sequir:

(1) Cu-Zn Superoxido-Dismutase (SOD) - Metaloenzima, na qual o zinco (Zn)
participa da estabilizacdo da proteina e o cobre (Cu) tem papel na atividade
catalitica convertendo ERMO em H,0, e O,. Existem basicamente dois tipos
de SOD (citoplasméatica e extracelular — dependente de Cu e Zn, e a

mitocondrial — dependente de manganés (Mn) (Ferreira & Matsubara 1997).

(2) Catalase (CAT)- Hemeproteina citoplasmatica, dependente de NADPH e Fe.
Catalisa a conversédo de H,O;, a H,O e O, (Kocygit et al. 1998a; Britti et al.
2008). Na maioria das células de mamiferos (sangue; medula 0&ssea;

mucosas, rim e figado.

(3) Glutationa-peroxidase (GSH-Px) - duas classes distintas desta enzima sao
conhecidas, a GSH-Px selénio-dependente e a GSH-Px selénio-
independente, cada uma possuindo maior especificidade por um determinado
substrato (Arthur 2000a). GSH-Px selénio-dependente contém quatro atomos
de selénio, atua no final do sistema antioxidante ap6s a SOD, catalisando a
conversdo de H,O; a H,O pela converséo de glutationa oxidada (GSSG) em
glutationa reduzida (GSH). Sua atividade esta relacionada aos niveis de
selénio (Se) (Kocyagit et al. 1998a; Britti et al. 2008). Junto com a CAT s&o o0s
principais “varredores” de ERMOS. Embora a GSH-Px tenha acéo citosolica,
in vitro foi capaz de reduzir hidroperoxidos de membrana e em modelo
experimental de hemocromatose observou-se uma redugcdo de 36% na
atividade da GSH-Px em figado de ratos (Ferreira & Matsubara 1997). O
segundo tipo, a enzima GSH-Px selénio-independente, esta apta a reduzir

gualquer hidroperdoxido orgéanico, exceto o H,O, (Arthur 2000), e em
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substituicdo a selenocisteina, possui um residuo de tirosina no sitio catalitico.
Esta classe de enzimas selénio-independentes corresponde as glutationa S-
transferases (Arthur 2000).

1.7 O Fe implicado na injuriatecidual e suscetibilidade

Em processos inflamatorios agudos, cronicos ou neoplasias é observada uma
captacdo do ferro sérico para os tecidos, em especial para o figado (Bricks 1994; Weiss
et al. 1999; Soubasis et al. 2006; Grotto 2008). Essa condicdo € mediada por citocinas
Thl e Th2 que mantem a homeostase do Fe através da regulacdo do complexo
IRP/IRE (Weiss et al. 1994, 1999, 2001; Weiss 2002, 2005). Para tal, citocinas proé-
inflamatdrias em especial IFN-y, IL-6 e IL-1 e proteinas de fase aguda (fibrinogénio,
haptoglobulina, ceruloplasmina) atuam inibindo a eritropoiese e diminuindo a
disponibilidade do Fe para os microrganismos através da diminuicdo da absorcéo
intestinal (sintese da hepcidina); retencdo de Fe pelos macréfagos (digerem a
hemoglobina de eritrdcitos); sintese de ferritina (aumento do estoque intracelular de Fe)
e diminuicdo da expresséo do TfR (Bricks 1994; Weiss 2002, 2005).

Uma importante célula participante deste processo sdo o0s macréfagos,
orquestrando a resposta inflamatéria e regulando a homeostase do Fe através da
fagocitose de eritrocitos senescentes (Crichton et al. 2002; Grotto 2008). Macrofagos do
baco e da medula 6ssea e, em menor extensdo, células de Kupffer no figado
reconhecem modificacdes bioquimicas na membrana da hemécia sinalizando para o
processo de fagocitose seguido da degradacdo dos componentes da heméacia (Grotto
2008). Normalmente o ferro fica estocado nas células reticuloendoteliais desses orgaos,
nas formas de ferritina e hemossiderina. (Grotto 2008, 2010). A eritrocaterese e o
estresse oxidativo tém sido implicados na patogenia da leishmaniose somada a um
guadro de anemia hemolitica na LVC (Biswas et al. 1997; De Luna et al. 2000; Bildik et
al. 2004; Britti et al. 2008); LV experimental (Sen et al. 2004); na LC (Vural et al. 2004;
Ozbilge et al. 2005; Serarslan et al. 2005; Kocyigit et al., 2003, 2005) na LV (Samanta et
al. 2012)

Em processos cronicos o acumulo elevado de ferro tecidual pode gerar danos

teciduais pela LPO (Arthur 1996; Alexander et al. 2007) uma vez que aumento de Fe
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gera OH" pela reacédo de Fenton e Haber-Weiss (Arthur 1996; Huynh et al. 2008;
Alexander et al. 2007). O dano tecidual causado pelo aumento de Fe foi associado a
sintese anormal de colageno (Gualdi et al., 1994; Pietrangelo et al. 1994; Pantopoulos
& Hentze 1995; Arthur et al. 1996; Casaril et al. 2000; Dai & Churg 2001; Ozginer &
Sayin 2002; Ramm et al. 2005; Alexander et al. 2007) a um processo inflamatorio mais
intenso (Bricks 1994; Weiss et al. 1999; Tsukamoto et al. 1999; Fritsche et al. 2001;
Soubasis et al. 2006) e a uma diminuicdo da expressao e atividade da iINOS (Weiss et
al. 1994; Pantopoulos & Hentze 1995; Recalcati et al. 1998, Weiss et al. 1999; Fritsche
et al. 2001; Alexander et al. 2007; Hill et al. 2010). Além disso, uma conexao entre NO e
IRP foi demonstrada por Weiss et al. (1994) que mostraram que o aumento de ferro
intracelular conduz a uma diminuicdo da atividade da iNOS, enquanto a deplecdo
(quelar) do Fe intracelular aumenta a atividade da enzima. (Bricks 1994; Weiss et al
1999; Tsukamoto et al. 1999; Fritsche et al. 2001; Soubasis et al. 2006).

1.8 LVC — ERMO e lesdes teciduais

Na LVC alteracdes teciduais séo observadas nos varios 6rgdos acometidos e
associada a um processo inflamatério cronico no figado, baco, linfonodos, pele, rim,
pulmao, intestino nas diferentes formas clinicas (Tryphonas et al. 1977; Anosa & Idowu
1983; Ferrer et al.1988, 1991; Genaro 1993; Tafuri et al. 1996, 2001; Silva et al. 2002;
Lima et al. 2004; Solano-Gallego et al. 2004).

Na infeccdo experimental de hamster com L. chagasi a producdo de ERMOs foi
relacionada com a injuria das células hepaticas. Oliveira & Cecchini (2000) observaram
altos niveis de MDA e correlagdo significativa com a infeccdo, sugerindo que o
mecanismo do dano hepético era o estresse oxidativo e LPO. Sen et al. (2001) também
demonstraram o estresse oxidativo como possivel causa no modelo experimental de L.
chagasi.

Recentemente Heidarpour et al. (2012) demonstraram na LVC que animais
sintomaticos apresentaram estresse oxidativo mais intenso que o0s assintomaticos e que
a LPO pode estar relacionada ao dano hepatico e renal.

Os ERMOs também foram implicados na injuria das células vermelhas (CV)

resultando no aumento da eritrocaterese na LVC (Biswas et al. 1997; de Luna et al.
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2000; Bildik et al. 2004; Britti et al. 2008; Samanta et al. 2012), LV experimental (Sen et
al. 2004); na LC (Vural et al. 2004; Ozbilge et al. 2005; Serarslan et al. 2005; Kocyigit et
al. 2003, 2005) devido a diminuicdo da vida das hemacias associada a alteracdo da
fluidez da membrana (de Luna et al. 2000). De acordo com Paltrinieri et al. (2010) o
aumento de ERMOS depende mais do processo inflamatério crénico do que da

presenca do parasito Leishmania.

1.9 Justificativa

Diversos estudos tém demonstrado a natureza multifatorial dos mecanismos
envolvidos no estabelecimento das diferentes formas clinicas da LVC tais como o tipo
de cepa e sua viruléncia, inerentes ao parasito (Baneth et al. 2008; Solano-Gallego et
al. 2009). No ambito do hospedeiro vertebrado, o estado nutricional e o padrdo de
resposta imune tém sido apontados como os principais fatores determinantes das
diferentes formas clinicas e da eficacia terapéutica (Kocyigit et al. 1998a, 1998b, 1999a,
1999b; Anstead et al. 2001; Faryadi et al. 2003; Nieto et al. 2003; Weyenbergh et al.
2004; Baneth et al. 2008; Solano-Gallego et al. 2009). Entretanto, além da resposta
imune, ndo esta ainda bem elucidado como outros fatores poderiam influenciar na LVC
(Baneth et al. 2008; Solano-Gallego et al. 2009).

Embora estudos na Leishmaniose Tegumentar Humana (TH) (Kocyigit et al.
1998a, 1998b, 1999a, 1999b; Faryadi et al. 2003; Araujo et al. 2008; Mishra et al. 2010;
Lal et al. 2012) e em modelos experimentais da TH e LV (Oliveira & Cecchini 2000;
Anstead et al. 2001; Sen et al. 2001; Weyenbergh et al. 2004) relacionarem o estado
nutricional, a presenca de elementos traco e a gravidade da doenca, muito pouco foi
enfatizado neste contexto sobre a LV e principalmente a LVC (Pasa et al. 2003; Nieto et
al. 2003 Adamama-Moraitou et al. 2005; Heidarpour et al. 2012). Assim, apesar da
aceitacdo geral de que a nutricdo é um determinante na resposta imune, S840 poucos 0s
dados sobre o papel dos elementos traco na LVC e sua relagdo com aspectos clinicos,
patoldégicos, imunolégicos bem como com o sistema oxidante/antioxidante. Este estudo
teve a proposta de contribuir com o entendimento da relagcdo existente entre estes

fatores e a LVC buscando responder as seguintes perguntas:
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Existe relac@o entre os niveis séricos de elementos tragco e o estresse oxidativo
associada as diferentes formas clinicas da LVC?
Os elementos traco estariam implicados na suscetibilidade e aspectos

histopatolégico da LVC?
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2- OBJETIVO

2.1- Objetivo geral

Investigar as alteracbes dos elementos traco e a relagdo desses com aspectos
clinicos, histopatolégicos e o estresse oxidativo na LVC.

2.2- Objetivos especificos

- Analisar clinicamente os animais classificando-os em assintomaticos e sintoméaticos.

- Analisar as alteracdes histopatologicas no figado, baco, linfonodos (cervical e
popliteo) e pele dos animais infectados.

- Determinar a carga parasitaria no figado, baco, linfonodos (cervical e popliteo) e pele.
- Determinar os niveis séricos de Cu, Zn, Fe e Se dos cées.

- Avaliar a deposicéo de Fe tecidual no figado, baco, linfonodo cervical.

- Avaliar a atividade das enzimas: GSH-Px CAT e SOD no sangue, figado, baco e
linfonodo cervical e da INOS, via producao de NO.

- Avaliar a deposicao de matriz extracelular (colageno) nos diferentes 6rgaos.

- Quantificar a expresséao da, iINOS e Calprotectina nos diferentes 6rgaos.

- Avaliar in vitro a atuacao do Fe, Desferal (DF) sobre a ativagdo da iNOS.

- Avaliar a Lipoperoxidacao no plasma e em cultura

- Correlacionar os dados dos elementos traco com aspectos clinicos e histopatolégicos

e 0 estresse oxidativo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aprovacdo do Comité de Etica em Experimentac&o Animal

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (CETEA - numero de protocolo N° 213/07).

3.2 Animais e Delineamento experimental

Para este estudo foram utilizados 39 caes sem raca e idade definidas mantidos
no canil experimental do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB).

Trinta cé@es provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Ribeirdo das
Neves (CCZ), Regiao Metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, sendo
esses previamente diagnosticados com leishmaniose visceral pelos testes de (RIFI - Kit
Biomanguinhos®) padrdo ouro diluicdo 1:40 e ELISA - Kit Biomanguinhos®) (densidade
Otica 100; diluicdo 1:400) destinados a eutanasia. E nove animais ndo reativos na RIFI
e ELISA provenientes do controle de zoonoses da regido ndo endémica de Carandai,
MG.

Os cées foram mantidos em quarentena (40 dias) com agua e racdo (Nero
Refeicdo, Total Alimentos, Brazil) ad libitum. Os animais foram tratados contra
helmintos intestinais (Helfine caes®, 133 Agener Uni&o, Brasil), ectoparasitos (Frontiline
Top Spot®, Merial, Brasil) e vacinados contra raiva (Defensor®, Pfizer Saude Animal,
Brasil) e outras doencas infecciosas (Vanguard HTLP 5/CV-L®, Pfizer Saude Animal,
Brazil). Contencdo, anestesia e todos o0s procedimentos realizados nos animais
estavam de acordo com o Instituto de protecdo animal.

Ao final da quarentena exames sorolégicos foram repetidos assim como 0s
exames parasitologicos (esfregaco de medula 6ssea e fragmento de pele (5 mm
“punch”) para visualizagdo do parasito confirmaram a reatividade dos 30 cées
infectados e a nao reatividade dos 9 caes do grupo controle para Leishmania infantum,
nestes animais procedeu-se também a PCR convencional de baco para confirmacéo da

negatividade. Os animais foram entdo avaliados clinicamente quanto a: 1- condi¢des
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corporais (perda de peso, caquexia e anemia); 2- linfadenopatias; 3- sintomas
dermatolégicos  (alopecia, dermatite  esfoliativa, Ulcera, onicogrifose e
ceratoconjuntivite). Os animais sorologica e parasitologicamente positivos foram
classificados através de sorologia, parasitologia e aspectos clinicos de acordo com
(Manciante et al.,1998; de Amorin, et al. 2010). em : 11 cdes assintomaticos (CA) com
exame parasitologico e sorologico positivos e sem sinais clinicos ao exame fisico) e 19
cées sintomaticos (CS) com exames parasitologico e soroldgico positivos e com pelo
menos um sinal clinico. Os cdes negativos na sorologia e parasitologia para Leishmania
infantum foram classificados como controle (C) (n = 9). Todos 0s animais apresentaram
exame soroldgico negativo para Erlichia e Babesia.

ApOs esta avaliacao e classificacdo procedeu-se a necropsia dos animais.
3.3 Coleta e processamento do material
3.3.1 Coleta de sangue, plasma e fragmentos de 6rgaos,

Para a coleta dos materiais propostos pelo estudo todos os animais foram
anestesiados com associagdo de 1,0 mg/Kg de Cloridrato de Xilazina (2%)
(Anesedan®, Vetbrands, Brasil) e 10mg/Kg de Cloridrato de Cetamina (10%) (Ketamina
Agener®, Agener Unido, Brasil), por via intramuscular. Dez minutos (min) apés a
inducdo anestésica foi administrado, quando necessario, 0,5mg/Kg de diazepan
(ampolas de 10 mg/2 mL) (Diazepan®, Unido Quimica, Farmacéutica Nacional S/A,
Brasil) por via endovenosa.

O Sangue periférico foi coletado para separacao de soro e plasma. Amostras de
sangue, plasma e soro foram estocados em temperaturas de -20 e -80°C. O soro foi
usado para as dosagens de elementos traco, NO e sorologia (RIFI e ELISA - laboratorio
de sorologia do Departamento de Parasitologia (ICB/UFMG). O plasma foi usado para a
deteccéo da atividade da GSH-Px, TBARs. E o0 sangue total para deteccao da atividade
da GSH-Px; SOD e CAT.

Durante a necropsia, figado, bago, pele e o linfonodo cervical foram analisados

macroscopicamente levando-se em consideracao critérios como tamanho, peso e
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presenca de les6es. Em seguida, fragmentos dos 6rgdos foram coletados e fixados em
solucdo de formol a 10% tamponado, para inclusdo em parafina. Outros fragmentos
foram criopreservados, embebidos a fresco em Tissue Tek (OCT- Division Miles Lab.
Inc. Neperville llimes) ou congelados a temperatura de -80°C para a dosagem da
atividade das enzimas SOD, CAT e GSH-Px.

3.3.2. - Exames Parasitoldgicos

3.3.2.1. Esfregago por extensao

Os esfregacos por extensdo da medula 6ssea foram secados ao ar e fixados
com alcool metilico (Alcool Metilico PA, LabSynth Produtos para Laboratérios, Brasil)
por 5 minutos (min), e corados em solugdo de Giemsa (Renylab Quim Farm Ltda,
Brasil), utilizando o corante diluido na proporcdo 1:20 em agua destilada, por 20 a 60
min, consoante com a intensidade de coloracdo desejada. Apds coloracdo, o0s
esfregacos foram observados em microscopio optico (Olympus CBA, Olympus Optical
Co., Japao) para a identificacdo de formas amastigotas dos parasito (Lipowitz & Blue
1998; Raskin & Beldner 1998).

3.3.2.2.- Diagnéstico molecular

A. Extracdo de DNA de tecidos

As extracBes de DNA das amostras de baco foram realizadas segundo Xavier et
al. (2006) e Silva et al., (2009) e posterior kit “DNeasy Blood & Tissue Kit®” (Quiagen
Inc., EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante, com modificacdes. Fragmentos
dos tecidos emblocados em parafina foram retirados e processados para a retirada da
parafina e posterior do xilol. Para tal realizou-se banhos de xilol associado a
homogeneizagdo e centrifugacdo a 14.000 g, 1 min a temperatura ambiente com
lavagem e troca do xilol por 3x, posterior 3 banhos de etanol e centrifugacédo. Apos a

amostra foi incubada em estufa 37°C por 40 min para evaporar o etanol. A essa mistura
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foram adicionados 20puL de proteinase K (DNeasy Kit®), 100uL de Phosphate Buffered
Saline (PBS) (pH 7.2) e incubada em banho maria a 56 °C overnight até a completa lise
dos tecidos. Apos, foram adicionados 200uL de tampédo AL (DNeasy Kit®) e as
amostras submetidas a agitacdo com auxilio de aparelho vortex (Certomat MV, B.
Braun Biotech International, EUA) a 20.000 g por 15 segundos (s) e colocados em
incubacéo a 56°C por 10 min. Apés nova agitacdo com aparelho vortex a 20.000 g por
15 s, foram acrescentados 200 pL de etanol absoluto (Merck, Alemanha) e as amostras
foram novamente agitadas no aparelho vortex. As amostras foram entdo transferidas
individualmente para coluna DNeasy Mini Spin (DNeasy Kit®) acoplada a um tubo
coletor (DNeasy Kit®). As colunas foram centrifugadas a 6.000 g por 1 min, o tubo
coletor descartado, e logo as amostras foram transferidas para um novo tubo coletor.
Foram adicionados 500 pL do tampao AW1 (DNeasy Kit®), centrifugado a 6.000 g por 1
min e o tubo coletor descartado. As colunas foram transferidas para novos tubos
coletores e em cada uma foram adicionados 500 pL do tamp&do AW2 (DNeasy Kit®),
seguido de centrifugacédo a 20.000 g por 3 min para secagem da coluna. O tubo coletor
foi descartado e a coluna transferida para tubo de microcentrifuga autoclavado de 2 mL,
seguido de adicao de 50 pL de tampao AE (DNeasy Kit®) diretamente na membrana da
coluna. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 2 min e centrifugadas
a 6.000 g por 1 min. A coluna foi descartada e a concentragdo de DNA do produto
obtido na extracdo determinada utilizando um espectrofotémetro (Epoch Micro-Volume
Spectrophotometer System, BioTek Instruments, Inc., EUA), e entdo, ajustada para

5ng/uL. O produto de extracdo foi armazenado a -20°C para posterior analise.

B - PCR convencional

A amplificacdo do DNA pela PCR convencional foi realizada utilizando o par de
iniciadores direto: 5 TGT CGC TTG CAGACC AGA TG 3’, e reverso: 5GCA TCG
CAG GTG TGA GCA C 3, descritos por Bretagne et al. (2001), que amplificam um
fragmento de 90 pb do gene da DNA polimerase de L. infantum (sin. L. chagasi)
(acesso no GenBank: AF009147). Para a amplificagcdo, 1,5uL do produto da
extracdo de DNA foram adicionados a uma mistura contendo 1,5uL de iniciador direto
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(10 pmol/uL); 1,5uL de iniciador reverso (10 pmol/uL); 7,5uL de “Go Taq® Green

Master Mix” (Kit Go Taq® Green Master Mix, Promega, EUA); 3ul de H20 deionizada
‘nuclease free”. Como controles da reacdo foram utilizados amostra de céo
sabidamente negativo, amostra de cdo com diagndstico positivo para L. infantum
chagasi, DNA de L. chagasi, cepa MOHM/BR/1967/BH46 obtida de formas
promastigotas de cultura e mantida no Laboratério de Biologia de Leishmania. A
amplificacéo foi realizada a partir do passo inicial de desnaturacdo por 3 min a 95°C;
seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 60 s, anelamento por 60 s a
51°C, extensdo a 72°C por 30 s; e por ultimo, a extensao final a 72°C por 2 min.

Os produtos amplificados pela PCR foram analisados através de eletroforese em
gel de poliacrilamida 5% (Sigma Aldrich, EUA) ndo desnaturante em TBE (89 mM TRIS-
Borato, 2 mM EDTA, em pH 8.0) (Sambrook et al. 1982). Foram aplicados 4 pl do
produto amplificado por canaleta, a uma tensédo de 100 V, por aproximadamente 40
min. Apés a eletroforese, os fragmentos amplificados foram visualizados por coloragéo
pelo nitrato de prata (Synth, Brasil) (Santos et al. 1993). As amostras consideradas
positivas apresentaram bandas de 90 pb quando comparadas a um marcador de peso
molecular aplicado em uma canaleta do gel (100 bp DNA Ladder, Promega, EUA). O
gel foi fixado a temperatura ambiente por 5 min em solucdo contendo 10% de etanol
absoluto (v/v) e 0,5% de acido acético (v/v) (Merck, Alemanha), seguida de incubacao
por 5 min em 150 mL de solucdo contendo 0,7% de nitrato de prata (p/v) (Synth, Brasil),
e de nova incubagdo com solugdo reveladora contento 3% de NaOH (p/v) (Merck,
Alemanha) e 0,1% de formaldeido 37% (v/v) (Merck, Alemanha), por 10 min ou até o
aparecimento das bandas, sempre sob agitacdo suave (Orbit Shaker®, Lab-Line, EUA)
(Sambrook et al. 1982). Posteriormente, o gel foi transferido para a solucao fixadora e
documentado por fotografia para analise. A contaminacéo da reacao por amplicons foi
evitada pelo uso de diferentes ambientes para o processamento das amostras, além

dos processos rotineiros de descontaminacao das areas de trabalho.
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3.3.3 - Deteccédo soroldgica dos elementos traco

O soro foi diluido com 0,05% de Triton X-100 em 0,01% HNO3. Fe, Zn e Cu
foram mensurados por espectrometria de emissdo atdmica por plasma acoplado
indutivamente (ICP OES). Se foi mensurado por espectrometria de massa por plasma
acoplado indutivamente (ICP MS). Todos os métodos foram validados de acordo com
recomendacdes internacionais e nacionais do Instituto de metrologia (INMETRO 2010),
International Organization for Standardization (ISO 1999), e National Association of
Testing Authorities (NATA 1997). Os parametros adotados foram: seletividade, faixa
linear, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo e acuracia com um intervalo de
confianca de 95%. Recuperacao foi mais de 100% e a acuracia foi determinada pelas
matérias de referencia analisados da Seronorm L1 201405. A qualidade dos resultados
foi dada pela analise do material de referencia bem como ferramentas estatisticas como
media e recuperacdo. Todas as analises foram realizadas no laboratério de metais trago

do CETEC em area limpa de acordo como ISO5e 7.

3.3.4 - Métodos para a determinagao da atividade das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSH-Px

Para as dosagens da atividade da CAT, SOD e GSH-Px, 100 mg tecidos
(sangue, figado, baco e linfonodo cervical) e 100 microlitros de sangue foram triturados
(Euro Turrax T10 IKA LABORTECHNIK) e centrifugados por 15 min a 10.000 g 4°C e o
sobrenadante coletado e utilizado para as dosagens.

A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada pelo
método de Lowry et al. (1951) que consiste na adicdo de 20 pL do homogeneizado da
amostra mais 2,5 mL da mistura de Na,COs3 (2% ), CuSO, (1%) e tartarato duplo de
soédio (2%) nas propor¢cbes de 1:2:3 mais 180 pL de agua destilada por 10 min.
Posteriormente adiciona-se 250 uL do reagente de Folin (Sigma) diluido 1:2 em agua
destilada e incuba-se por 20 min a 37°C em banho maria. Apds homogeneizar a mistura
e ler em espectrofotometro a 660 nm. A albumina bovina foi utilizada como padréao
(Img/mL).
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3.3.4.1 - Atividade da Catalase

O ensaio da catalase foi realizado conforme o método de Nelson & Kiesov (1972)
com algumas modifica¢cdes. Depois da homogeneizacao dos tecidos em PBS 50 mM a
atividade da enzima foi determinada acrescentando-se a uma cubeta de quartzo 2 mL
de PBS mais 20 puL do homogeneizado da amostra. Em seguida foi adicionado 80 pL de
substrato (H,O, 0,3 M) e a leitura foi realizada durante 1 min a 25°C a 240 nm em
espectrofotdbmetro. A atividade da catalase foi calculada através de sua capacidade de
degradar H,O, e expressa em AE/min/mg proteina onde AE = variacdo da atividade da

enzima durante um (1) minuto.

3.3.4.2 - Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

Este ensaio foi realizado de acordo com Dieterich et al. (2007) com algumas
modificacdes. Foi adicionado a uma cubeta de plastico 1 mL de tampéo fosfato de sodio
(50 mM, pH 7.8) contendo 1mM de DTPA (&cido dietilenotriaminopentacético),
posteriormente foi aquecido a 37°C e adicionado 20 puL da amostra e a reacdo é entao
iniciada com a adicdo de pyrogallol (0,2 mM) 5 uL. A leitura foi realizada durante 3 min
a 37C° a 420 nm. A determinacdo da atividade da enzima representada em U/mg é
calculada como a capacidade da superoxido dismutase em inibir a autoxidacdo do

pyrogallol. 1U corresponde a 50% de inibicdo da autoxidacao do pyrogallol.

3.3.4.3 - Atividade da GSH-Px (Kit Cayman)

Os tecidos foram homogeneizados em tampao Tris HCI 50 mM (56 mM EDTA e 1
mM DTT pH 7.5). O experimento foi realizado de acordo com a descricdo do Kit. Foi
adicionado 20 pL da amostra mais 120 pyL do tampéo de ensaio (50 mM Tris HCI pH
7.6, 5 mM EDTA), 5 pL da mistura do co-substrato (NADPH, glutationa, glutationa
redutase). Logo apos, foi adicionado 20 pL do substrato Cumeno de hidroperéxido e a

leitura foi realizada a cada 1 min durante pelo menos 5 min a temperatura ambiente em
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um comprimento de onda de 340 nm. A determinacdo da atividade da enzima foi

representada em nmol NADPH/min/mL.

3.3.5 = Cultura de macréfagos

Para os testes in vitro, macrofagos peritoneais foram coletados da cavidade
abdominal de dois caes controle. Brevemente durante a necropsia a regiao abdominal
do cao foi limpa (raspagem dos pelos e assepsia com alcool 70%). Uma pequeno corte
no abdome exp0s a cavidade peritoneal e 1 L de PBS estéril foi adicionado. Procedeu-
se a massagem por 15 min e posterior coleta do liquido com seringa de 50 mL. O
lavado peritoneal foi entdo centrifugado a 2000 g por 15 min a 4°C e as células
ressuspendidas e plaqueadas em placas de 96 pocos na concentracéo de 3 x 10’ em
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium) suplementado com 10%
soro fetal bovino + L-glutamina + penicillina-streptomicina. As células permaneceram
em cultura a 37°C, 5% CO, em estufa, por uma hora para aderéncia dos macrofagos e
posterior lavagem das células ndo aderidas. A viabilidade dos macrofagos foi
determinada pelo azul de Tripan (98%). Posteriormente as células foram estimuladas
com Fe - 50 uM como Fe (NO3)3.9H,0, quelante de ferro Desferal (DFO) 100 uM e, ou
IFN-y -1ng/ml, LPS - 100ng/ml, aminoguanidina -100 mM e mantidas por 24, 48 e 72

horas. O sobrenadante das células foi utilizado para dosagem de NO.

3.3.6.-Dosagem de nitrito sérico como medida indireta da producédo de NO
(Método de Griess).

O soro coletado dos animais e o sobrenadante de cultura de macréfagos
peritoneais foram analisados quanto a producéo de nitrito pela reacédo de Griess (Green
et al. 1982), como medida indireta da producdo de NO. Para o ensaio, o soro foi
distribuido na placa de 96 pocos (TPP) contendo 25 uL de cada amostra em duplicata,
o branco, que corresponde a 25 uL de PBS, o padréo nitrito, que corresponde a 100 uM
de nitrito em duplicata, e o padrdo nitrato, correspondente a 25 uL de nitrato a 1 mM.

Os padrdes foram diluidos na proporcéo de 1:2 em PBS nos pocos subsequentes pelo
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menos 7 vezes com o objetivo de montar a curva. Em seguida, 25 uL de uma solucéao
coquetel que consiste em 500 uL de NADPH tetrasodium salt (Merk) a 5 mg/mL em
agua mili Q estéril, 500 uL de tampéo KH,PO4 a 0,5 M e pH 7,5, 500 uL de &gua mili Q
estéril e 1U de Nitrato Redutase (Sigma-Aldrich.) em agua mili Q estéril, foi adicionada
em todos 0s poc¢os, exceto no padréo nitrito. A placa foi incubada a 37°C por 6 h e logo
apos foi acrescentado em cada poco 50 uL de solucdo de Griess que consiste na
mistura entre solucdo de sulfanilamina 1% (sigma-Aldrich Co.) e solugcdo de
naphtylethylenodiamida 0,1% (Sigma-Aldrich Co.) ambas diluidas em &cido fosférico
2,5% (F Maia, Cutia, SP, Brasil). Ap6s 10 min no escuro, as placas foram lidas em
espectrofotometro com comprimento de 540 nm. Os resultados foram expressos

através da curva padrdo em pM de nitrito.

3.3.7 - Determinacdo da peroxidacado lipidica (LPO) pela medicdo de

substéancias reativas ao acido tiobarbitaricas (TBARS).-

A peroxidacdo lipidica foi avaliada pela mensuragdo de substancias
tiobarbitlricas acido-reativas (TBARS). A peroxidacdo lipidica é uma das mais
importantes expressfes organicas do estresse oxidativo induzido pela reatividade dos
radicais livres de oxigénio. O método mais empregado para determinacdo do MDA em
amostras biolégicas é baseado na sua reagdo com acido tiobarbitarico (TBA). Nesta
reacao, duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de
MDA para formar um pigmento réseo, que tem absorbancia maxima em solucédo acida
em 532 a 535 nm. A um volume de 200 pL de plasma (Grotto 2008) foram adicionados
1100 p L de H3PO4 1,4%, e 500 uL de acido Tiobarbittrico (TBA) 0,6%. As amostras
foram incubadas por 45 min a 90 °C. Posteriormente, 200 yL de Dodecil Sulfato de
sédio (SDS) 8,7% foram adicionados as amostras, essas foram homogeneizadas,
centrifugadas a 3000 g por 10 min. Para a mensuracao na cultura de células (Draper et
al.1990) apos o periodo de estimulos, as células foram lisadas com 1mL de Triton X
100. Entéo, 250 pL do homogenato foram adicionados a tubos de vidro, e incubados em
banho-maria a 37 °C por 1 h, seguido por adigdo de 400 pL de &cido perclorico 35%

para precipitar proteinas. A mistura foi centrifugada a 1400 g por 10 min e 600 uL do
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sobrenadante foi adicionado a 200 pL de uma solucéo de acido tiobarbittrico a 0,7%. A
mistura foi levada a banho-maria e aquecida a 95°C por 30 min. Para a leitura as

amostras foram lidas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 532 nm.

3.3.8 - Avaliacao Histopatoldgica dos 6rgaos - Hematoxilina & Eosina (H&E)

Laminas contendo cortes parafinados de figado, baco e linfonodos foram coradas
pela técnica da Hematoxilina & Eosina (H&E) e analisadas por microscopia Optica. As
laminas foram inicialmente desparafinadas em xilol | e Il por 15 min cada, hidratadas em
solucdes decrescentes de alcoois 3 min cada, e a seguir, lavadas em agua corrente.
Posteriormente foram coradas em hematoxilina (3 mergulhos) e, apdés lavagem em
agua corrente por 10 min, coradas em eosina por 1 min. Posteriormente, as laminas
foram imersas em &gua corrente, desidratadas em solugcbes crescentes de alcoois,
diafanizadas em xilol e montadas com Entellan®.

As alterac6es histopatolédgicas avaliadas no figado foram: inflamacéo da capsula;
inflamacédo portal; presenca de granuloma; fendbmenos degenerativos (Hidropica e
esteatose); hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer; congestao sinusoidal e
deposicdo de hemossiderina. No baco: espessamento e inflamacdo da capsula,;
hipertrofia e hiperplasia da polpa branca e da polpa vermelha; granuloma de Virshow;
deplecdo de areas T dependentes na polpa branca; congestédo sinusoidal e deposicdo
de hemossiderina. No linfonodo analisamos a linfadenite capsular, inflamacéo dos seios
subcapsulares, hiperplasia e hipertrofia dos nodulos linféides e dos macréfagos,
congestédo e presenca de hemossiderina.

Estas alteragbes foram classificadas, levando em consideragdo a auséncia ou a
presenca de alteragbes (frequéncia) e a extensdo das alteragcbes em todo o corte
histologico classificados em: 1- auséncia de alteracdo; 2- alteracdo discreta (20-30%);

3- alteracdo moderada (>30-60%) e 4 - alterac&o intensa (>60%).
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3.3.9. - Técnica de imunohistoquimica para avaliagdo da densidade de
parasitos nos 6rgéos e expressao iNOS e de Calprotectina (L1)

Laminas contendo cortes parafinados de figado, baco e linfonodos foram
hidratadas e submetidas aos banhos em PBS. A peroxidase enddgena foi bloqueada
com peréxido de hidrogénio (30 volumes) a 4% (30 mim em temperatura ambiente).
Reacdes inespecificas foram bloqueadas (relacionadas ao anticorpo secundario) com
leite em p6 (caseina) a 6% em PBS, em camara umida por 30 min em temperatura
ambiente, com lavagem em PBS 1X. Os cortes foram incubados com soro primario por
24 h em camara Umida a 4° C. No dia seguinte o anticorpo secundario biotinilado
(anticorpo biotinilado de cabra anti camundongo e anti coelho (kit DAKO - LSAB 2
System, Peroxidase — K0675), segundo Tafuri et al. (2004) foi adicionado por 30 min a
temperatura ambiente, em camara Umida. Posteriormente, o complexo estreptoavidina
peroxidase (kit DAKO — LSAB) foi adicionado por 30 min em camara Umida a
temperatura ambiente. A revelacdo é feita com a adicdo da solucdo reveladora
Diaminobenzidina (DAB) a 0,024%, acrescida da solucao de peréxido de hidrogénio por
5 min a temperatura ambiente. As laminas foram entdo lavadas em &gua corrente,
contra coradas com Hematoxilina de Harris, lavadas novamente, desidratadas em
alcoois crescentes (70°, 80° 90° e alcool absoluto), diafanizadas em xilol e montadas
com Entellan®.

Para marcacdo das formas amastigotas de Leishmania utilizamos soro de céo
naturalmente infectado (soro hiperimune) na diluicdo de 1:50.

- Para marcacéo utilizando INOS L1 vide Tabela 1.

Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados

Anticorpo Diluigcéo Marca
Rabbit polyclonal IgG anti — Human Anti NOS2 1/200 SC-651 - Santa Cruz
Biotechnology

Mouse anti Human Anti L1 (Calprotectin) 1/200 MCA 874G - Serotec
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O controle negativo foi realizado com PBS no lugar do soro primério. Foi utilizado
controle positivo para cada anticorpo.

A quantificagdo das formas amastigotas de Leishmania imunomarcadas e
coradas em marrom, foi realizada através da analise de toda a area do corte. Para
andlise da marcacdo de INOS e L1 utilizou-se o analisador de imagens Kontron
Elekelectronic através do software KS300 segundo Caliari (1997) e Lima et al. (2007).
Veja item 3.3.12

3.3.10. — Avaliacao da deposicéao de ferro tecidual

As laminas foram inicialmente desparafinadas em xilol por 20 min, hidratadas em
solucBes decrescentes de alcoois (alcool absoluto ao alcool 70% por 3 min cada), e a
seguir lavadas em agua corrente. Posteriormente foram coradas pela técnica de Azul
da Prussia para deteccdo de Ferro tecidual. A técnica consiste em colocar as laminas
por 5 min na solucéo de ferrocianeto de potassio 10%, escorrer e acrescentar a solucao
de uso (10% de ferrocianeto de potassio e 10%de acido cloridrico 1:1) por 20 a 30 min
em temperatura ambiente. Apds este periodo, lavar em agua destilada e contra corar
com eosina 1 a 2 mergulhos. Passar rapidamente pelos alcoois (solu¢des crescentes),
em xilol e montar com Entellan®.

Os resultados foram analisados pela analise quantitativa das células marcadas
utilizando-se o analisador de imagens Kontron Elekelectronic através do software
KS300 segundo Caliari (1997) e Lima et al. (2007). Veja item 3.3.12.

3.3.11- Anédlise Bioquimica

Afim de avaliar a deficiencia ou aumento de ferro, investigamos a capacidade
total de ligacéo do ferro (TIBC), transferrina e indice de saturacao da transferrina (%) no
soro de todos os animais. Para tal, aliquotas foram enviadas ao Laboratério de
Diagnostico TECSA Pet (Belo Horizonte, MG, Brazil).
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3.3.12 — Avaliacao da fibrose tecidual por prata amoniacal de Gomori

Para marcacéo das fibras colagenas foi utilizada a técnica histoquimica Prata
Amoniacal de Gomori que cora em negro as fibras colagenas tipo Il (fibras reticulares).
As laminas foram desparafinadas em xilol por cerca de 20 min, em seguida hidratadas
em ordem decrescente de alcoois (do alcool absoluto ao alcool 70%) até o banho de 5
min em &gua corrente. Cada lamina foi coberta com a solucdo aquosa de
permanganato de potassio 0,5% durante 2 min, em seguida lavadas rapidamente até
atingirem a cor marrom claro. O passo seguinte foi pingar solucdo aquosa de &cido
oxalico 3% até que os cortes figuem embranquecidos e em seguida lavar em agua
corrente rapidamente. Posteriormente, as laminas foram incubadas com sulfato férrico
amoniacal 2% por 2 min e lavadas com agua destilada para serem cobertas com a
prata amoniacal de Gomori por cerca de 2 min. Apos lavagem em &gua corrente as
laminas foram cobertas com solugdo aquosa de formol a 20% por 1 min. Nesta etapa
deve-se observar o enegrecimento dos cortes histologicos. As laminas foram lavadas
rapidamente em agua e mergulhadas na solucdo aquosa de cloreto de ouro 0,2% por 3
min e lavadas em seguida com agua destilada. Os cortes foram cobertos com
hipossulfito de sodio 2% por 1 min e lavados rapidamente com agua destilada. Para a
contra coloragéo foi utilizado o Verde Luz 1 % por 30 segundos (s), as laminas foram
lavadas rapidamente com &agua destilada. Segue-se entdo com a desidratacdo das
laminas em alcool 70% até os alcoois absoluto | e Il e diafanizacéo rapida em xilol por
no méximo 10 min. As laminas foram montadas em Entellan® .

Os resultados foram analisados pela analise quantitativa das células marcadas
utilizando-se o analisador de imagens Kontron electronic através do software KS300
segundo Caliari (1997) e Lima et al. (2007). Veja item 3.3.10.
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3.3.13 - Andlise morfométrica da marcagdo Imunohistoquimica para L1,

iINOS e histoquimica para Ferro e Prata tecidual

Para quantificar a imunohistoquimica para L1 e INOS; a deposicdo e
espessamento das fibras colagenas e histoquimica foram realizadas analises
morfométricas através do analisador de imagem “Zeiss Imaging Processing Software
(KS 300)” do Departamento de Patologia Geral do ICB/UFMG. De cada material e
coloracdo, separadamente, foram selecionados vinte e cinco campos de cada lamina
histolégica contendo amostras (diversos tecidos) de forma aleatéria, usando-se a
objetiva de 40X. Esses campos foram capturados e posteriormente, através do
analisador de imagens, permitiu-se que as estruturas fossem marcadas e quantificadas
através de sua coloracgao diferencial com outras estruturas. Cada estrutura de interesse
foi selecionada manualmente, e o computador criou uma imagem negativa da mesma
(binarizacdo da imagem), e na sequéncia, as medidas foram realizadas de modo
automatico e os resultados expressos em pm? (a figura 1 exemplifica a técnica para a

andlise de colageno).

Figura 1 - Sequéncia de comandos no Software KS300 para determinacdo da deposicdo de
coldgeno no parénquima hepatico. (A) Digitalizacdo da imagem; (B) Selecdo dos pixels das fibras
colagenas; (C) Obtencdo da imagem binaria para posterior obtencdo da area correspondente ao
colageno; (D) Obtencao da area correspondente ao colageno.
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3.3.14 - Anédlise Estatistica

As analises foram realizadas utilizando o programa Graph Pad Prisma 5.0. Todas
as analises foram feitas aleatoriamente e os resultados agrupados no grupo de cées
infectados sintomaticos ou assintomaticos e de cdes nédo infectados (controles). Os
resultados obtidos para os elementos traco, enzimas, NO, TBARs, Fe e fibrose foram
comparados entre 0s grupos de cées sintomaticos, assintomaticos e controles atraves
de ANOVA one-way e teste de Tukey post-hoc. Seguido por analises residuais para
verificar a distribuicdo de erro e adequacdo do modelo normal. Alteracdes teciduais
(intensidade e frequéncia) e imunohistoquimica para amastigotas no tecido foram
comparadas entre os grupos utilizando o teste de Kruskal-Wallis por ndo terem
distribuicdo normal. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi calculado para avaliar
a correlacdo entre as varidveis dos grupos. As diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise soroldgica e parasitoldgica

As amostras dos 30 cées provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de
Ribeirdo das Neves (CCZ), Regido Metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil, tiveram sorologia positivas reconfirmadas para RIFI e ELISA e exames
parasitolégicos positivos para esfregaco de medula 6ssea e fragmento de pele (5 mm

‘punch”).

Os nove cées provenientes do controle de zoonoses da regido ndo endémica de
Carandai, MG tiveram sorologia negativa, reconfirmada para RIFI e ELISA, e exames
parasitolégicos negativos para esfregaco de medula éssea e fragmento de pele (5 mm

“punch”), assim como para a técnica de PCR convencional com a amplificacdo de

fragmentos especificos para a espécie de L. infantum chagasi (Figura 2).

Figura 2 - Andlise do produto de PCR.. Resultados foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 5%. S - peso molecular 100 bp (Thermo-Scientific)y PCl1l e PC3 L.
infantum (MHOM/BR/1972/BH46 strain) genomic DNA;— Controle positivo 10 pico mols de DNA L.
infantum; PC2 — pGEM-T Easy vector system plasmid (Promega) contendo fragmento de 90-bp do gene
da DNA polymerase da L. infantum, ,PCA —controle positivo do material das amostras (extra¢do). 1 — 9
amostras dos 9 cées ditos controles. B — branco da reacéo.
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4.2- Associacao entre os niveis de elementos traco e atividade antioxidante

Niveis séricos de Fe e Zn apresentaram-se significativamente menores no grupo
dos animais sintomaticos (grupo CS) do que nos grupos dos caes assintomaticos (CA)
e animais-controle (C) (P < 0,01 para todos) (Figura. 3 A e C). Em contraste, 0s niveis
séricos de Cu no grupo CS foram significativamente maiores comparados aos grupos
CAeC (P<0,01eP<0,001, respectivamente) (Figura 3 B). A concentracdo de Se se
apresentou significativamente diminuida nos grupos CS e CA comparados ao grupo C
(P < 0,001 e P < 0,01, respectivamente), e também diminuida comparando-se aos
grupos CS e CA (P < 0,01) (Fig. 3 D).
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Figura 3. - Niveis dos elementos tragco em animais controle e infectados com L. infantum chagasi.
Concentragbes séricas de Fe (A), Cu (B), Zn (C) e Se (D) em cédes sintomaticos (CS), caes
assintomaticos (CA) e controle (C). Diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo aos cdes do grupo
controle foi representada por * e em relacéo ao grupo CA por **

A enzima antioxidante CAT foi mensurada no sangue e GSH-Px no sangue e
plasma. Encontramos uma diminuicdo significativa da CAT no sangue e GSH-Px no
plasma dos animais dos grupos CS (P < 0,001 e P < 0,01, respectivamente) e CA (P <

0,001 e P < 0,01, respectivamente) comparados aos niveis encontrados no grupo C
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(Figura 4 A, B). A atividade da GSH-Px no sangue apresentou-se diminuida nos grupos
CS (P <0,0001) e CA (P <0,001) comparados ao grupo C. Essa atividade de GSH-Px
CS foi ainda diminuida quando comparada aos animais do grupo CA (P < 0,01) (Figura.
4 C).

Os grupos CS e CA apresentaram atividade significativamente aumentada da SOD
comparada ao grupo C (P < 0,01 e P < 0,01, respectivamente) (Figura. 4 D).
Observamos uma correlacao positiva nos grupos CS e CA entre a GSH-Px e 0 Se no
sangue (r=0,758 e P =0,001;r=0,643 e P =0,01) e no plasma (r=0,588e P =0,01; r
= 0,623 e P = 0,01) e uma correlacao positiva entre a CAT e o Fe no grupo dos animais
infectados (r = 0,658 e P = 0,01; r = 0,639 e P = 0,01), mas nenhuma correlacdo entre a

SOD e Cuou Zn.
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Figura 4. - Atividades das enzimas antioxidantes no sangue ou plasma de animais controles e infectados
com L. infantum chagasi. CAT (A), GSH-Px no sangue (B) e no plasma (C) e SOD (D) em cées
sintométicos (CS), cées assintométicos (CA) e controle (C). Diferenca significativa (P < 0,05) em relagéo
ao grupo controle foi representada por * e em relag@o ao grupo CA por **.

Atividades das enzimas CAT, GSH-Px e SOD nos tecidos do figado (Figura 5 A-
C), baco (Figura 5 D-F) e linfonodo (Figura 5 G-l) apresentaram-se significativamente
diminuidas (P < 0,05) nos grupos CS e CA comparados ao grupo C. Entretanto,

nenhuma diferenga foi observada entre os animais infectados (Figura 5 A-1).
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N&o evidenciamos nenhuma correlacdo entre enzimas dos tecidos e o0s

elementos traco séricos.
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Figura 5. Atividades das enzimas antioxidantes nos tecidos de animais controles e infectados com L.
infantum chagasi. CAT Figado (A), Baco (D) e Linfonodo Cervical (G); GSH-Px Figado (B), Baco (G) e
Linfonodo Cervical (H) e SOD Figado (C), Bago (F) e Linfonodo Cervical (I) em cdes sintométicos (SD),
cédes assintomaticos (CA) e controle (C). Diferencga significativa (P < 0.05) em relagdo ao grupo controle
foi representada por * e em relagcdo ao grupo CA por **.
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4.3 - Peroxidacao Lipidica (LPO) — mensurada como TBARs

LPO foi significativamente elevada no plasma dos animais infectados dos grupos
CS e CA comparada ao grupo C (P < 0,0001; e P < 0,01) e elevada nos animais do
grupo CS (P < 0,001) comparados ao grupo CA (Figura 6).

Correlacdo negativa foi observada entre LPO e Zne Se (P >0,01 er =-0,785; P
> 0,01 e r =-0,765, respectivamente) e correlacédo positiva entre LPO e Cu (P>0,01er

= 0,657) nos animais infectados.
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Figura 6 — Peroxidacao Lipidica (LPO) no plasma de animais controle e infectados com L. infantum
chagasi. Cées sintométicos (CS), cdes assintomaticos (CA) e controle (C). Diferenca significativa (P <
0,05) em relacdo ao grupo controle foi representada por * e em relagdo ao grupo (CA) por **.
Observamos também aumento significativo da LPO no sobrenadante da cultura
de macrofagos peritoneais estimulada com 50 pM de Fe nos tempos de 24 horas (h) (P

= 0,03), 48 h (P = 0,006), e 72 h (P = 0,03) (Figura 7).
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Figura 7 — Peroxidacao lipidica (LPO) em cultura de macréfago peritoneal de cdes do grupo controle
suplementadas com 50 uM de Fe (m). Experimentos realizados em quintuplicata para cada tempo (24, 48
e 72 horas) com células de 2 caes controles. Diferenca significativa (P < 0,05) em relagéo ao controle (o)

foi representada por *

4.4 Aspectos histolégicos e parasitolégicos

4.4.1. Figado

Através da andlise microscépica dos fragmentos de figado de todos os animais
infectados observamos: (1) inflamacé&o portal, perivascular e capsular, variando de leve
a severa, com predominio de células mononucleares (plasmdcitos, macréfagos e
linfocitos) (Figura 8 A-E); (2) presenca de granulomas intralobulares constituidos
principalmente de macrofagos, parasitados ou ndo, plasmécitos, linfocitos e raros
polimorfonucleares neutrofilos e/ou eosindfilos. (Figura 8 C); (3) hiperplasia e hipertrofia
das células de Kupffer, muitas parasitadas por amastigotas (Figura 8 F), sendo o
parasitismo significativamente maior (p < 0,01) nos CS quando comparados aos CA
(Teste T nédo pareado); (4) degeneracado hidropica e esteatose microvesicular (Figura 8
E); (5) congestao sinusoidal; e (6) hemossiderose, evidenciada principalmente e em
maior intensidade nos CS (Figura 8 C).

A Intensidade e frequéncia (Tabela 2) das lesbes teciduais foram
significativamente maiores (P < 0,05) nos animais infectados comparados aos
controles. A frequéncia do espessamento capsular associado com a inflamacéo foi
maior nos CS comparados aos CA (P < 0,04). O contrario foi observado para os



-63 -

granulomas hepaticos, isto €, sua frequéncia foi maior nos CA quando comparados aos
CS (P = 0,01). A frequéncia e intensidade dos depodsitos de hemossiderina,
principalmente nos capilares sinusoides indicando hemocromatose, foram
significativamente maiores nos CS comparados aos CA (P = 0,04; P < 0,02). Necrose

hepatocelular também foi evidenciada, mas néo foi amplamente frequente ou intensa.



Tabela 2
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Avaliacao histopatolégica e parasitologica do figado de cdes controles e infectados com Leishmania infantum.

Simtomaticos —N = 19

Assintomatico — N = 11

Controle—N =9

Histopatologia A L M S P<0051/ A L P<005*1/ A L M S
F F
Inflamacédo Capsular 9 7 3 0 o el 5 2 *[* 9 0 0 0
Espessamento capsular 8 8 3 0 *[x 7 2 *[* 9 0 0 0
Inflamagé&o Portal 3 10 2 4 *[* 0 4 *[* 9 0 0 0
Presenca de granuloma 10 8 1 0 *[x 0 5 *[* 9 0 0 0
intralobular
Hiperplasia das células de 1 10 6 3 *[* 2 9 9 0 0 0
Kupffer
Degeneracgdo 0 5 8 6 *[* 0 2 *[* 7 2 0 0
Congestéao 3 4 10 2 *[* 0 5 *[* 7 2 0 0
Hemossiderina 11 5 3 0 * [k *x 9 2 *[* 8 1 0 0
Fibrose (um?)® 2751 + 866 * ** 2039 + 597 1567 + 303
Diagndstico Parasitologico 26,4+5 10,6 + 2 0

AAndlise das lesdes hepaticas classificadas de acordo com a frequéncia (auséncia (A) ou presenca) e intensidade em: leve (L); moderada (M) e

Severa (S). Diferencga significativa (P < 0.05) relativa ao controle foi representada por * e relativa aos cées Assintomaticos por**.

® Valores foram expressos como média + desvio padréo.
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Figure 8 -: Imagens representativas de cortes histolégicos parafinados de fragmentos de
figado de caes naturalmente infectados com L. infantum. (A e B) - Inflamacédo e
espessamento da capsula de Glisson (Cap). No I6bulo hepatico observar formacao de
granulomas (GR), areas de congestdo sinusoidal (S) (*). (C) Detalhe de um granuloma
intralobular contendo macrofagos, plasmadcitos (seta branca), linfocitos (seta preta), células
epitelioides (seta grande branca). Notar a presenca de granulos de hemossiderina dentro de
macrofagos (cabeca de seta branca) (D), Observar intenso infiltrado inflamatorio nos espacos-
porta. (E) Detalhe do l6bulo hepatico evidenciando hepat6citos em intensa degeneracao
hidrépica (DH cabeca de seta preta). A direita da figura presenca de granuloma (GR) (F)
Observar infiltrado inflamatério crénico de mononucleares no espaco-porta e formas
amastigotas de Leishmania no interior de macréfagos (setas pequenas pretas). Cap —
capsula; GR - granuloma; V — vaso; DH — degeneracao Hidropica S - sinusoide. A - E -
H&E; F- Estreptoavidina-peroxidase. Barras (A, B e D) = 62 um, (C-F) = 16 um.
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4.4.2 - Alteragdes Esplénicas

As principais alteracdes histopatologicas observadas em todos os animais
infetados foram: (1) inflamacéo crbnica e espessamento da capsula (fibrose); (5)
congestdo sinusoidal (polpa vermelha) com consequiente deposicdo de pigmentos de
hemossiderina principalmente observados no grupo dos animais CS (confirmado pela
coloracdo especial do Azul da Prussia) (Figura 9 A, B); (2) deplecéo da polpa branca: a
substituicdo dos linfécitos por macrofagos ao redor da arteriola central na polpa branca
foi uma alteracdo observada em alguns casos (Figura 9 C, D); (3) hiperplasia e
hipertrofia da polpa branca - A polpa branca foi evidente apresentando foliculos
linfoides muitas vezes confluentes, com células dispostas em diferentes camadas. As
células mais centrais eram claras com nucleo vesiculoso e citoplasma acidéfilo, as mais
periféricas eram mais escuras evidenciando nucleos bem corados pela Hematoxilina (4)
hiperplasia e hipertrofia da polpa vermelha em decorréncia do aumento do nimero de
macrofagos. Por vezes esses macrofagos formavam arranjos especiais em forma de
nodulos ou granulomas conhecidos como Granuloma de Virchow. Esses macréfagos
apresentavam citoplasma amplo, pouco corado e cromatina frouxa. (Figura 9 E). N&o
raro apresentavam-se parasitados com inumeras formas amastigotas de Leishmania
Vérios parasitos foram evidenciados nos macréfagos sinusoidais, sendo a parasitose
significativamente mais intensa nos animais do grupo CS (P < 0,02) (Teste T) (Figura 9
F); (5) plasmocitose presenca de iniumeros plasmdécitos caracterizados por morfologia
peculiar: nacleo excéntrico deslocado para a periferia da célula, cromatina hipercorada
e granulosa, citoplasma amplo tendendo a basofilia, por vezes vacuolizados (vacuolo
representando morfologia sugestiva da hipertrofia do complexo de Golgi devido a
atividade protéica intensa dessas células como produtoras de anticorpos) ou por vezes
tendo a acidofilia indicando exaustdo funcional (Corpusculo de Russel — inclusdo
citoplasmatica como indicativo morfoldgico da degeneragéo hialina).

A Intensidade e frequéncia (Tabela 3) das lesbes teciduais foram
significativamente maiores (P < 0,05) nos animais infectados quando comparados aos
controles. O espessamento capsular e a inflamacéo foram significativamente mais

frequentes no grupo CS comparados ao grupo CA (P = 0,01); granulomas de Virchow,
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gue foram mais intensos e frequentes no grupo CS (P = 0,001 e P = 0,01). A frequéncia
da deplecdo de areas T dependentes foi maior nos CS comparados aos CA (P = 0,02).
Intensa congestéo (p < 0,01) e intensa e frequente deposicdo de hemossiderina foram
observadas na polpa vermelha dos CS comparados aos CA (P < 0,01 e P =0,01). Além
disso, a carga parasitaria no baco, da mesma forma que no figado, foi mais elevada nos
CS (P =0,0269).



Tabela 3

Avaliacao histopatolégica e parasitologica do baco de cées controle e infectados com Leishmania infantum chagasi.

Sintomatico— N = 19

Assintomatico — N = 11

Controle —N=9

Histopatologia A L M S P<005"I/F AL M S P<005"I/F A L M S
Inflamacédo Capsular 5 6 5 3 *[x 7 2 1 1 *[* 9 0 0 O
Espessamento capsular 0 6 8 5 *[x 5 2 2 2 *[* 9 0 0 O
Granuloma de Virchow 1 12 4 2 FEr 5 3 1 0 ** 9 0 0 O
Hipertrofia/Hiperplasia da polpa 9 5 5 0 *[* 1 2 6 0 ** 9 0 0 O
branca

Hipertrofia/Hiperplasia da polpa 2 3 1 2 *[* 1 3 7 0 ** 9 0 0 O
vermelha 1

Deplecdo da area T 0 6 8 5 *[x K 5 4 2 0 9 0 0 O
Hemossiderina 11 3 4 3 K[k 8 2 1 0 ** 9 0 0 O
Congestéo 0 4 6 9 * k[ 0O 5 3 3 *[* 7 2 0 O
Fibrose (pmz)b 3064 + 881 * ** 2022 + 385 1516 + 345
Parasitolégico 32 +6 84+2 0
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AAnalise das lesdes hepaticas classificadas de acordo com a frequéncia (auséncia (A) ou presenca) e intensidade em: leve (L); moderada (M) e

Severa (S). Diferenca significativa (P < 0.05) relativa ao controle foi representada por * e relativa aos cdes Assintomaticos por**.
® Valores foram expressos como média + desvio padréo.
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Figura 9 — Imagens representativas de cortes histologicos de fragmentos de baco de cées
naturalmente infectados com Leishmania infantum. (A) observar cépsula espessada
(Cap), polpa vermelha congesta (*). Grande deposi¢do de hemossiderina (setas brancas)
presentes na regido cortical e medular (B) com macréfagos contendo granulos marrons
grosseiros. (C) Cao sintomatico: polpa vermelha congesta (*), hiperplasia e confluéncia de
polpa branca (PB) sem formac&o de centro germinativo e muitas vezes com deplegéo de
area T ao redor da arteriola central (AC). (D) Céo assintomatico: observar polpa vermelha
congesta (s*) e polpa branca reativa, apresentado foliculo linfoide evidente hipertréfico e
confluindo. Células centrais no centro germinativo (CG) sdo mais claras com nucleos
vesiculosos e citoplasmas acidéfilos contendo ou nao parasitos. As células mais
periféricas sdo mais escuras evidenciando seus nucleos bem corados pela Hematoxilina.
(E) Regido da polpa vermelha contendo células epitelioides, macréfagos hipertréficos e
vacuolizados, sendo alguns deles repletos de formas amastigotas de Leishmania (setas
pretas) formando estruturas semelhantes a granuloma de Virchow. (F) Notar a presenca
de numerosas formas amastigotas imunomarcadas no interior de macrofagos da polpa
vermelha (setas pretas). Cap — capsula; S — sinusoide; AC - arteriola central; PB —
polpa branca; PV — polpa vermelha; CG - centro germinativo. A — E - H&E; F-
Estreptoavidina-peroxidase. Barras (A - D) =62 um, (E, F) = 16 um.
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4.4.3 - Alteragdes no Linfonodo Cervical

As alteracdes observadas nos linfonodos cervicais dos cées infectados foram: (1)
inflamacéo crbnica da capsula e dos seios subcapsulares (linfadenite capsular); (2)
hiperplasia e hipertrofia dos foliculos linféides com formacédo de centro germinativos
com ou sem expansao da camada da paracortical. (3) hiperplasia e hipertrofia das
células dos corddes e seios medulares representadas principalmente por plasmacitos,
macrofagos (por vezes diferenciados em células epitelidides e linfocitos). N&o raro os
macréfagos mostravam-se parasitados apresentando formas amastigotas de
Leishmania no seu citoplasma. (4) congestdo dos vasos dos corddes e seios medulares
com deposicdo de pigmentos de hemossiderina (Figuras 10 A-C). Parasitos foram
evidenciados significativamente em maior nimero nos animais do grupo CS (P < 0,01)
nas areas subcapsulares e de corddes medulares (Figura 10 D).

Intensidade e frequéncia (Tabela 4) das lesdes teciduais foram significativamente
maiores (P < 0,05) nos animais infectados comparados aos controles. A Intensidade e
frequéncia do espessamento capsular associada a inflamacédo foram maiores no grupo
CS comparadas ao grupo CA (P < 0,01 e P < 0,01). A frequéncia e distribuicdo da
hemossiderina foram maiores no grupo CS (P < 0,01; P = 0,01) quando comparados ao
grupo CA. Da mesma forma, a carga parasitaria foi significativamente maior no grupo
CS (P =0,01).

Correlacdo negativa foi demonstrada entre a atividade antioxidante das enzimas
teciduais: (1) do figado e sua inflamacgéo capsular e portal; (2) do baco e sua inflamacao
capsular, congestdo, hemossiderina e fibrose e, (3) do linfonodo cervical com a

inflamacéo capsular e a CAT (Tabela 5).
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Avaliacao histopatolégica e parasitologica do linfonodo cervical de caes controles e infectados com Leishmania infantum

Sintomatico— N = 19

Assintomatico — N =11

Controle — N =9

Histopatologia A L M S P<005"I/ A L M S P<005*I/F A L M S
F

Inflamacédo Capsular 0 7 9 3 KRRk 4 4 3 *[* 8 1 O 0

Espessamento capsular 5 6 5 2 KRRk ok 8 2 1 *[* 9 0 O 0

Hiperplasia de Macréfagos 0 4 12 3 ** 0O 2 8 *[* 9 0 O 0

Hipertrofia/Hyperplasia de foliculos 9 2 4 4 x* 3 4 2 *[* 8 1 0 0

linféides

Hipertrofia/Hiperplasia dos seios e O 3 11 5 *x* 0O 3 8 *[* 8 1 0 0

corddes medulares

Hemossiderina 10 4 3 2 [k 8 1 1 *[* 8 1 O 0

Congestéo 7 3 5 2 3 2 4 *[* 8 1 O 0

Fibrose (pm?)° 1943 + 392 * 1596 + 261 1280 + 3217

Parasitolégico b 28+ 3 6,72 0

AAndlise das lesdes hepaticas classificadas de acordo com a frequéncia (auséncia (A) ou presenca) e intensidade em: leve (L); moderada (M) e
Severa (S). Diferencga significativa (P < 0.05) relativa ao controle foi representada por * e relativa aos cdes Assintomaticos por**.

® Valores foram expressos como média + desvio padréo.
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Tabela 5 — Correlagdo entre a intensidade das alteracfes histopatologicas e as enzimas antioxidantes do tecido ou
deposicao de Fe, producdo de NO e LPO em animais infectados com Leishmania infantum

Tecidos Figado Baco Linfonodo
Histopatologia
CAT SOD GSH-Px Fe LPO CAT SOD GSH-Px Fe LPO CAT Fe LPO
Inflamacé&o - - -0,781 0,659 0,659 -0,723 -0,584 -0,787 0,780 0,592 -0,729 - -
0,735 0,768
Degeneragcdo - - - 0,758 0,698 - - - - - - - -
Hemossiderina - - - 0,597 0,725 -0,659 -0,653 -0,783 0,677 0,652 - 0,729 0,553
Congestad - - - - - -0,696 -0,624 -0,774 0,723 0,734 - - -
Fibrose - - -0,699 0,598 0,638 -0,648 -0,685 -0,598 0,678 0,658 0,726 0,698
0,677 0,598

A tabela representa apenas os valores significativos do coeficiente de correlacdo e Sperman (P < 0,01). Sem correlacéo significativa (-). Enzimas
antioxidantes: catalase (CAT), Cu-Zn superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px); ferro (Fe); oxido nitrico (NO) e peroxidacao

lipidica (LPO).
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Figura 10 — Imagens representativas de cortes histologicos de fragmento de
linfonodo cervical de cdes naturalmente infectados com Leishmania infantum: (A)
observar capsula (cap) e seio subcapsular espessados e inflamados. (B)
hiperplasia e hipertrofia das células dos corddes (CM) e seios medulares (SM). (C)
congestdo dos vasos nos cordbes e principalmente seios medulares com a
presenca de pigmentos de hemossiderina no interior de macréfagos (setas
brancas) (D) Notar a numerosa presenca de formas amastigotas imunomarcadas
(setas pretas). Cap — capsula SM — seio medular; CM — corddes medulares. A-
C-H&E; D- Estreptoavidina-peroxidase. Barras (D) = 62 pym, (A, C) =32 um e
(D) =16 pm.
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4.5Deposicéao tecidual de Fe

Em todos os oOrgdos estudados de todos os animais infectados
observamos elevada deposicao de Fe, mas sem areas caracteristicas de necrose
concomitante.

No figado observamos, pela histoquimica do azul da Prussia, deposicéo
elevada de Fe no grupo CS comparados aos grupos CAe C (P<0,05e P <
0,001) e entre os grupos CA e C (P < 0,05) (Figura 11 A). A deposicao de Fe foi
observada dentro das células de Kupffer e dentro de hepatdcitos (Figura 12 A, B).
No baco, animais do grupo CS apresentaram maior deposicdo de Fe comparados
aos grupos CAe C (P <0,05e P<0,01), mas ndo houve diferenca na deposicao
de Fe entre os grupos CA e C. (Figura 11 B). A deposicdo de Fe no baco
apresentou-se dentro dos macrofagos da polpa vermelha, mas ndo na polpa
branca (Fig. 12 C, D).

Nos linfonodos cervicais a deposicdo de Fe apresentou-se elevada no
grupo CS comparados aos grupos CAe C (P <0,01 e P <0,001) (Figura 11 C) e
foi observada dentro de macréfagos nos corddes medulares (Figura 12 E, F).

Nos animais infectados foi observada uma correlacdo positiva entre LPO e
a deposicao tecidual de Fe hepatico (P = 0,003 e r = 0,659), esplénico (P < 0.002
e r = 0,728) e do linfonodo (P < 0,01 e r = 0,765), bem como entre 0 Fe a

intensidade das alteracdes histologicas dos tecidos (Tabela 5)
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Figura 11 - Andlises morfométricas do Fe no Figado (A), Baco (B) e Linfonodo Cervical (C) de
cées infectados com L. infantum sintométicos (CS), assintomaticos (CA) e cdes do grupo controle
(C). Diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao controle foi representada por * e em relagéao
ao (CA) por **,
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Figura 12 - Fragmentos de tecidos de cées naturalmente infectados com
Leishmania infantum. Imagens representativas da deposi¢cdo de ferro tecidual
coradas pelo Azul da Prassia - (A, B) Figado — observar macréfagos corados no
interior dos sinusoides e em B detalhe de macréfagos corados (setas pretas)
dentro de um granuloma (GR). (C, D) Bagco — observar a coloracdo de células por
toda a polpa vermelha (PV) e em D dentro de macréfagos hiperplasicos que
formam um granuloma de Virchow (VG). (E, F) Linfonodo — macréfagos do seio
marginal (SM) coradas e em F detalhe em maior aumento dos granulos de ferro
nos macrofagos. A direita observar inserto G com detalhes de macréfagos com
aspecto de células espumosas caracteristicas de inflamacgdes crénicas. Barras (C)
=62ume (A, B, D, E) =16 pm.
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4.6Analise do TIBC, transferrina e indice da saturacdo da transferrina.

A capacidade total de ligacéo do ferro livre (TIBC); transferrina e indice de
saturacao da transferrina foram siginificativamentes diminuidos nos CS e CA

em relacdo aos controles (p < 0,02) (Tabela 6).

Tabela 6- Valores de TIBC; Transferrina e indice de saturacdo da Transferrina

(%)
Parametros CS CA C
TIBC 1535+15* 1939 +8* 253+ 10
Transferrina 2.03+0.1* 240+0.1* 3.05+x0.1

indice de saturacdo da  49.5+ 7* 43.6 +6* 72.6 £5.

transferrina (%)

Diferenca significativa (P < 0.05) relativa ao controle foi representada por * e relativa ao CA por**.
CS - cao sintomatico e CA — cao assintomatico Valores foram expressos como média = desvio
padrao.

4.7 AlteracGes da matriz extracelular

A alteracdo da matriz extracelular dos tecidos foi avaliada através da
marcacdo com prata amoniacal de Gomori. A quantificacdo morfométrica
demonstrou aumento significativo da fibrilopoiese hepatica nos CS comparados
aos CAeao C (P <0,05; P<0,01) (Figura 13). As fibras reticulares hepaticas do
espaco porta e capilares sinusoides dos CS apresentaram-se espessadas
comparadas ao C. As fibras apresentaram-se espalhadas difusamente em varias
direcGes, muitas vezes enclausurando hepatocitos isolados ou em grupo. (Figura
14).

No baco, a analise quantitativa mostrou aumento significativo de matriz
extracelular entre os CS comparados aos CA (P < 0,01) e C (P < 0,001).
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Entretanto, assim como no figado, ndo houve diferenca entre CA e C (Figura 13).
As fibras depositadas no tecido dos CS apresentaram-se mais espessas (Figura
14).

Nos linfonodos cervicais, a deposicdo de fibras colagenas foi
significativamente maior nos CS comparados aos CAe C (P < 0,01 e P <0,01).
(Figuras 13 e 14).

Foi observada correlagéo positiva entre a deposicao de Fe e a deposicéo
de fibras reticulares nos 6rgéo analisados. No figado observamos tal correlacao
nos CS (r = 0,5735 e P = 0,0161) e CA (r = 0,7608 e P = 0,0086). No baco a
correlacao positiva também ocorreu nos CS (r = 0,6250 e P = 0,0073) e CA (r =
0,7333 e P = 0,03). No linfonodo ocorreu tal correlagdo nos mesmos grupos, isto
é,CS(r=0,62e P =0,002) e CA(r=0,659 e P=0,01).
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Figura 13 — Andlise morfométrica da deposicdo de colageno intersticial em cdes controles e
infectados por L. infantum. Figado (A), Bago (B) e Linfonodo Cervical (C). Cées sintomaticos
(CS), cées assintométicos (CA) e controle (C). Diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao
controle foi representada por * e em relagéo ao (CA) por **.
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Figura 14: Imagens representativas da marcacdo das fibras reticulares pela prata
Amoniacal de Gomori em caes infectados po L. infantum. (A) Figado - observar fibras
reticulares espessadas (setas pretas) distribuidas difusamente em varias diregdes,
formando trama compacta que muitas vezes enclausura os hepatdcitos. (B) Bago e (C)
linfonodo cervical — também se observa um espessamento das fibras (setas) e a
formacéo de trama mais compacta na polpa vermelha do bago e entorno dos corddes e
seios medulares do linfonodo. Barras (C) = 62 um e (A, B) = 16 um.



85

4.8 Expresséao e atividade da iNOS

A expressao da iNOS foi maior nos animais infectados comparados aos
controles. De fato, a quantificacdo morfométrica da deteccdo de INOS por
imunohistoquimica no figado detectou maior expressao nos grupos CS e CA (P <
0,05) (P < 0,001) comparados ao grupo C e menor expressdo no grupo CS
comparados ao grupo CA (P < 0,01) (Figura 15 A). No baco, encontrou-se o
mesmo resultado entre os grupos CS e CA (P < 0,001) e para os grupos CS e CA
guando comparados ao grupo C (P < 0,01 e P <0,001) (Figura 15 B). Da mesma
forma, no linfonodo cervical entre os grupos CS e CA (P < 0,01) e para 0s grupos
CS e CA quando comparados aos C (P < 0,01 e P <0,001), (Figura 15 C).

No figado foi observada uma marcacdo imunohistoquimica homogénea de
INOS dentro dos hepatocitos e macréfagos (Figura 16 A, B). No baco, a
expressao foi observada em macréfagos da polpa vermelha e ao redor da polpa
branca (zona marginal) (Figura 16 C, D). Nos linfonodos a marcacédo foi

observada nos macréfagos dos corddes medulares (figura 16 E, F).
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Figure 15 — Analise morfométrica da expressdo da iINOS em tecidos de cées controles e
infectados com Leishmania infantum. Figado (A), Baco (B) e linfonodo cervical (C). Caes
sintométicos (CS), caes assintomaticos (CA) e controles (C). Diferenca significativa (P < 0,05) em
relacdo ao controle foi representada por * e em relagcdo ao (CA) por **.
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Figura 16 — Fragmentos parafinados de tecidos de cades naturalmente infectados com
Leishmania infantum. Imagens representativas da expressao da enzima iNOS. (A, B)
Figado — Observar a marcagdo difusa nas células hepéticas e até mesmo em
hepatdcitos em degeneracdo. Em B detalhe da marcacao difusa nas células (seta preta).
(C, D) Baco - notar marcacdo na polpa vermelha, mas ndo na polpa branca. Em D
detalhe das células marcadas na polpa vermelha com caracteristicas de macréfagos. (E,
F) Linfonodo cervical — observar a marcagéo por todo o 6rgédo e maior (detalhe em F) nos
macrofagos dos seios medulares (SM). Barras (C) =32 um, (A,E)=62ume (B, D, F) =
16 pm.
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A atividade da iINOS foi mensurada indiretamente através da dosagem de
nitrito sérico. A quantificacdo foi elevada em ambos os grupos de animais
infectados comparados aos C (P < 0,001 e P < 0,001). Além disso, foi mais

elevada nos CA comparada aos CS (P < 0,001) (Figura 17).
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Figura 17 — Quantificagdo de Oxido Nitrico (NO) sérico em cées controles e infectados com
Leishmania infantum. Céaes sintomaticos (CS), cades assintomaticos (CA) e controles (C).
Diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao controle foi representada por * e em relagdo ao
(CA) por **,

Com o objetivo de avaliar a relacao entre Fe e atividade da iNOS, além do
dano tecidual induzido pelo Fe e pelo NO, tratamos culturas de macrofagos
peritoneais de 2 cdes nao infectados sem estimulo (controle) ou com adicédo de
Desferal (DF - 100MicroM); Ferro (Fe - 50 uM); e / ou estimulada com IFN/LPS -
1ng/ml /100ng/ml e aminoguanidina (AMG- 100mM) e avaliamos a producéo de
NO no sobrenadante das culturas e a LPO das células.

A adicdo apenas de Fe ou apenas de DF nao afetou significativamente a
atividade de iNOS, diferente do observado quando estimulamos as culturas com
IFN/LPS, que provocou aumento significativo na producdo de NO em ambos o0s
tempos e em relacdo as outras condicdes (P < 0,05). A adicdo de quelante nas
células previamente estimuladas com IFN/LPS provocou aumento na producao
de NO, enquanto que a adi¢do de Fe diminuiu esta producéo aproximadamente
4x em relacédo aos dois estimulos anteriores (p < 0,05). Com a adi¢ao do inibidor
de INOS, nem o estimulo com IFN/LPS nem a adicdo de Fe ou DF alteraram a
producdo de NO (Figura 18 A).

Ao avaliarmos o possivel dano (LPO) das células com os diferentes

estimulos nos tempos de 48 e 72 h (Figura 18 B), observou-se que Fe adicionado
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a cultura e o estimulo com IFN/LPS com e sem DF elevou a LPO de 2 a 4x (P <

0,01) em relacéo ao inibidor de INOS, DF e controle.
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Figura 18 - Deteccdo de o6xido nitrico (NO) e lipoperoxidacdo (LPO) em cultura de células
(macréfagos de caes nao infectados) sem estimulo (C); suplementada com Desferal (DF — 100
MicroM); Ferro (Fe - 50 uM); e / ou estimulada com IFN/LPS - 1ng/ml /100ng/ml e aminoguanidina
(AMG- 100mM) . Dois experimentos em quintuplicata para cada condicdo. * diferenca
estatisticamente significativa entre tratamentos (p < 0,05).

Como indicado pela tabela 7, observamos nos tecidos correlagdo positiva
entre prata, NO e iNOS. Entretanto, houve correlacdo negativa entre Fe, INOS e
NO. Estes resultados sugerem que o Fe pode estar relacionado com o dano
tecidual e a atividade da INOS. Interessante que a dosagem de NO néo

apresentou correlacées com o Fe e com a prata.

Tabela 7 - Correlagcéao entre NO e INOS e a deposicdo de Fe e prata nos animais
infectados com Leishmania infantum chagasi.

Grupo Fe XNO INOS X Fe NO X prata iNOS X prata
Figado cs | '=08150 | r=-06642 | | 46455 r=0,5544
CA r=-0,7213 r= 0,9337
Baco cs | 705393 | r=05651 | |_ggg57 r= 0,4861
CA r=-0,6634 r=0,8261
Linfonodo | CS =OEEE | e 1=0,649 1=0,659
CA r=-0,764 r=0,652

A tabela representa apenas os valores significativos do coeficiente de correlagcdo de Spearman (P
< 0,01). Sem correlagdo significativa (-). Ferro (Fe); oxido nitrico (NO); Enzima o6xido nitrico
sintase induzida (iNOS).
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4.9 Caracterizacao do infiltrado inflamatorio através da expressdo da

Calprotectina

Observou-se maior expressdo da calprotectina nos diversos 6rgaos
estudados nos cées naturalmente infectados em relacdo ao grupo controle. No
figado houve uma tendéncia ao aumento da expressdo desta proteina nos
animais infectados quando comparados ao grupo C. Entretanto este aumento foi
significativo apenas quando comparamos animais do grupo CS com 0s animais
do grupo C (P < 0,001) e, por sua vez, grupo CS em relagdo ao grupo CA (P <
0,01) (Figura 19 A). Nesse 6rgdo observamos marcacao celular difusa em células
do espaco porta e capilares sinusoides (Figura 20 A, B).

No baco, também foi observado aumento da expresséo da calprotectina no
grupo CS em comparacao ao grupo C (P < 0,001) e em relagdo aos animais do
grupo CA (P < 0,01) (Figura 19 B). O padrao de marcacao celular foi difuso, com
células na zona marginal e na polpa vermelha (Figura 20 C, D).

No linfonodo observou-se aumento da expressdo da calprotectina nos
grupos CS e CA em comparacao ao grupo C (P < 0,001 e P < 0,02) (Figura 19
C). O padrédo de marcacdo celular também foi difuso, com células por todo o
orgdo, mas especialmente nos seios medulares e raramente nos foliculos
linfoides.

As células imunomarcadas para calprotectina em sua maioria tinham

caracteristica de mondcitos/macrofagos (Figura 20 E, F).
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Figura 19 — Quantificacdo da calprotectina no figado (A); bago (B) e linfonodo cervical (C) em
cées infectados com Leishmania infantum. Caes sintomaticos (CS), cdes assintomaticos (CA) e
controle (C). Diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo ao controle foi representada por * em
relagéo ao (CA) por **.
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Figura 20 — Fragmentos parafinados de tecidos de cdes naturalmente infectados com
Leishmania infantum. Imagens representativas da imuno-histoquimica para calprotectina no
figado (A, B); baco (C, D) e linfonodo cervical (E, F) de caes naturalmente infectados. (A,
B) observar células marcadas no interior dos sinusoides, dentro do granuloma hepético e
em regibes de inflamag¢do no parénquima (inserto em B). (C-F) a marcacdo celular se
apresenta por todas as areas do 6érgado principalmente em torno da polpa branca e dentro
dela. Detalhe de células marcadas na polpa branca. (E, F) a marcagéo celular se deu
principalmente em torno ou em células dos corddées medulares. (F) Detalhe das células
marcadas e inserto mostrando que ndo ha marcacdo nos foliculos linfoides. As células
marcadas em sua maioria apresentam caracteristica de mondécito/macréfagos.
Estreptoavidina-peroxidase. Barras = (C, E) =62 um, (A) 32 um, (B, D, F) = 16 um.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que cées naturalmente infectados
com L. infantum chagasi principalmente os sintomaticos, apresentam diminui¢éo
da atividade das enzimas antioxidantes no sangue e em 0Orgaos como figado,
baco e linfonodo cervical. Associada a essa diminuicdo observa-se outras
alteracbes como a desregulacdo dos elementos traco séricos, elevada
peroxidacao lipidica e lesdes mais intensas nesses 0rgaos. Todos esses danos
foram ainda potencializados por varios fatores como: (1) producdo de NO via
aumento da atividade da INOS, (2) carga parasitaria tecidual; (3) deposicédo de
ions ferro nos tecidos. Cada um desses fatores faz parte dos resultados

encontrados nesse trabalho. Todos merecem discussao, o que sera feito a seguir:

Parte 1 - Existe relagcdo entre os niveis séricos de elementos traco e o

estresse oxidativo associada as diferentes formas clinicas da LVC?

ERMOS sé&o capazes de iniciar e promover a LPO como resultado do dano
oxidativo (Erickson et al. 2000; Field et al. 2002) sendo um mecanismo bem
estabelecido da injuria celular. S&o indicadores do estresse oxidativo em varias
doencas assim como no dano eritrocitico na LVC (Biswas et al. 1997; Serarslan
et al. 2005; Britti et al. 2008). O dano resultante dos ERMOS afeta todas as
biomoléculas e pode resultar na desnaturagéo, perda de funcéo, ligacéo cruzada,
agregacédo e fragmentacdo das mesmas. Entretanto, o dano primordial € a LPO
dos lipideos acidos poliinsaturados das membranas biologicas que néo so resulta
na diminuicdo da funcdo de barreira como da fluidez (Arthur 1996; Alexander et
al. 2007). A LPO é uma reacdo em cadeia composta pela iniciacdo, propagacao e
término e os seus varios produtos como hidroperdxidos e os aldeidos, podem
inibir a sintese proteica, bloquear a acdo dos macrofagos, enzimas e a

guimiotaxia de leucocitos (Fridovich & Porter 1981).
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Nesse trabalho demonstramos elevados niveis de LPO plasmatico nos
animais infectados, especialmente nos sintomaticos, associados a uma
desregulacéo do sistema antioxidante enzimético exemplificado pelo aumento da
SOD e diminui¢gdo da atividade da GSH-Px e CAT. Esses resultados estdo de
acordo com Britti et al. (2008) na leishmaniose visceral canina, mas também em
outras doengas no cao como na infec¢do por Dirofilaria immitis (Dimri 2012) ou
em humanos, na leishmaniose tegumentar (Kocyigit et al. 1998a, b) e no vitiligo
(Hazneci et al. 2005).

A elevada atividade da SOD sanguinea pode ser atribuida ao aumento da
regulacdo em sua sintese para contrabalancear a elevacdo na producédo de
ERMOS. Por outro lado, este aumento resultaria em elevada conversédo de H,0,
e diminuicdo da atividade da GSH-Px e CAT em converter H,0, em H,O. E
sabido que embora o H,O, ndo seja um radical, ele é reativo e rapidamente
convertido em "OH na presenca de Fe ** pela reacéo de Fenton a menos que seja
removido (Mates, 2000). Como resultado haveria o aumento de ERMOS e
predisposicao das células ao estresse oxidativo, 0 que se soma ao resultado da
elevada LPO encontrada no plasma dos animais infectados.

O aumento da SOD observado, também esta em acordo com resultados
encontrados em pacientes com leishmaniose tegumentar (Erel et al. 1999;
Kocyigit et al. 2003), mas difere da observacdo de outros autores também na
leishmaniose tegumentar (Serarslan & Atik 2005) ou mesmo na visceral canina
(Biswas et al. 1997). Esses resultados contraditorios podem estar relacionados
com a metodologia de deteccdo dos antioxidantes ou mesmo pelas amostras
obtidas de pacientes (homem e cdo) com tempos de infeccéo distintos e as vezes

indeterminado.

bY

Associada a desregulacdo da atividade das enzimas antioxidantes,
encontramos baixos niveis de Zn, Fe, Se, e aumento de Cu nos soros dos
animais infectados, de forma mais intensa nos sintomaticos. Esses resultados
sugerem uma elevada utilizagao dos elementos (Kocyigit et al. 1998a, b; Erickson
et al. 2000; Field et al. 2002; Britti et al. 2008) e estdo de acordo com resultados
encontrados para elementos traco na LVC (Adamama-Moraitou et al 2005; Pasad
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et al 2003; Nieto et al. 2003). Entretanto, sabe-se que a redistribuicdo dos
elementos do soro para os tecidos ou vice-versa pode ser secundaria as diversas
doencas (Mastousek et al. 1993). Essa redistribuicdo pode ser entendida como
parte do sistema de defesa de nosso organismo para modular a infeccéo (Faryadi
& Mohebali 2003), mas também pode estar ligada a dieta. Porém, os animais do
presente estudo foram tratados durante todo o experimento com racao canina
comercial balanceada de boa qualidade. Assim, o desbalanco sérico dos
elementos encontrado poderia estar mais relacionado com a suscetibilidade do
hospedeiro vertebrado ao patogeno (Pasad et al 2003; Nieto et al 2003;
Weyenbergh et al. 2004; Adamama-Moraitou et al 2005). De fato, de acordo com
a literatura, esses elementos participam da resposta imune através do estimulo
da maturacdo, diferenciacdo e atividade dos leucocitos como linfécitos,
macrofagos e neutréfilos (Erickson et al. 2000; Field et al. 2002; Faryad &
Mohebali 2003; Weyenbergh et al. 2004).

Em conjunto, os resultados da LPO; enzimas antioxidantes e elementos traco
seéricos, sdo indicativos de estresse oxidativo que concorrem para o dano celular
e tecidual de carater reversivel ou ndo. Assim, as alteracBes histolégicas
encontradas no figado, baco e linfonodos cervicais nos animais infectados,
preferencialmente nos sintoméaticos, podem estar associadas com esse estresse
oxidativo. De acordo com a literatura, o dano oxidativo afeta as células pela
indugcédo das degeneragdes, necrose, inflamagdo e fibrose Na LVC, as lesbes
histol6gicas classicas sdo descritas em 6rgdos ricos em células do sistema
monocitico mononuclear (SMM) como o figado, baco, linfonodo, medula, trato
gastrointestinal e pele. Em geral observa-se uma reacéo inflamatoéria crbnica e
intensa consistindo de um infiltrado de plasmadcitos, macrofagos e linfocitos

(plasmolinfohistiocitario) em todos esses orgaos (Alvar et al. 2004).

No figado, as alteracbes mais importantes relacionadas ao estresse sao as
degeneracBes hidrépica e gordurosa (esteatose). Essas alteracbes foram
encontradas de forma intensa e frequente nos animais infectados em relacao ao
grupo controle, embora ndo existindo diferencas entre os dois grupos de
infectados. Entretanto, o estudo histoloégico dos fragmentos dos figados dos

animais infectados revelou maior frequéncia de lesdes nos animais sintomaticos



97

em relacdo aos assintomaticos. Estas lesdes foram: inflamac&o da capsula com
espessamento da mesma (fibrose) e congestdo sinusoidal com deposicdo de
pigmentos de hemossiderina revelados pela técnica histoquimica do Azul da
Prussia. Outro achado frequente foi a formacdo dos granulomas intralobulares
hepaticos caracterizando a hepatite cronica granulomatosa presente na maioria
dos animais infectados. Porém, a formacéo desses granulomas teve uma maior
frequéncia nos assintomaticos. Todos esses achados estdo em concordancia
com a literatura (Tryphonas et al. 1977; Anosa & ldowu 1983; Tafuri et al. 1996,
2001; Alvar et al. 2004; Rallis et al. 2005; Giunchetti et al. 2008; Solano-Gallego
et al. 2009).

No baco, como no figado, chamou atencéo a inflamacéo crénica da capsula,
que também se apresentava espessada. Outros achados foram: exuberancia do
sistema trabecular, deplecdo das areas T dependentes, formacdo dos
granulomas de Virchow na polpa vermelha, congestao sinusoidal e depdsitos de
hemossiderina. Todas essas lesfes apresentaram maior frequéncia nos animais
infectados sintomaticos, o que estaria de acordo com a literatura. (Alvar et al.
2004; Santana et al. 2008; Baneth et al. 2008; Melo et al. 2009).

A andlise histolégica dos fragmentos dos linfonodos cervicais revelou intensa
e frequente inflamacdo crbnica com espessamento capsular (linfadenite
capsular), espessamento dos seios capsulares, reatividade da camada cortical
com formacado de foliculos linféides e principalmente a hipertrofia e hiperplasia
dos macréfagos dos seios e corddes medulares, congestao dos vasos e depdsito
de hemossiderina. Todos esses achados estdo em concordancia com Ciaramella
(1997); Lima et al. (2004) e Costa et al. (2008).

Uma notavel fibrilopoiese foi observada nos trés 6rgdos estudados e
principalmente nos animais infectados sintomaticos comparados aos
assintomaticos e controle como caracterizado por Rallis et al. (2005) e Melo et al.
(2009) para o figado, por Alexandre-Pires et al. (2006) no baco e por Lima et al
(2004) nos linfondos. De acordo com Silva et al. (2013 — artigo in press) o cao

7z

com leishmaniose visceral é importante modelo de doenca fibrosante por
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apresentar uma fibrilopoiese intensa e sistémica provavelmente secundaria a

inflamac&o crénica encontrada nos diversos 6rgaos nesse hospedeiro vertebrado.

Apesar das alteracdes acima serem bem caracterizadas na LVC estas néo
foram correlacionadas as enzimas antioxidantes do figado, bagco e linfonodo
cervical e em conjunto com a LPO e elementos traco. Diferente do sangue e dos
tecidos (figado, baco e linfonodos cervicais) houve uma diminuicdo da atividade
das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px. Essa diminuicdo ndo se
correlacionou aos elementos trago séricos, mas correlacionou-se negativamente
com a LPO,sugerindo que o dano na CVL pode também estar relacionado a
diminuicAo da capacidade antioxidante. Oliveira e Cechini (2002) na LV
experimental e Bildik et al. (2004) analisando os eritrécitos na LVC sugerem que
as enzimas sao “‘consumidas” durante o processo oxidativo exacerbado na

leishmaniose resultando na diminuida atividade dessas enzimas.

A diminuicdo da atividade das enzimas também se correlacionou
negativamente com a fibrilopoiese observada nos trés 6rgdos, bem como com a
inflamacé&o. No baco a fibrilopoiese correlacionou-se também com a congestao e
deposicdo de hemossiderina. No linfonodo sé houve correlacdo entre a CAT e a

inflamacé&o.

Alexandre-Pires et al. (2006) e Melo et al. (2009) relataram anormalidades no
sistema microvascular do baco e na arquitetura do figado resultando em
mudancas da dinamica circulatéria, com reducao da circulacéo relacionada com a
congestdo e hemossiderose. Santana et al. (2008) também relataram alterac6es
na estrutura da microvasculatura do baco e o aumento do numero das fibras
reticulares. Baneth et al. (2008) relatam que esta alteracéo estaria presente em
cerca de 10-53% dos casos de LVC.

Na tentativa de avaliar um possivel causador do dano tecidual, mensuramos a
producdo de NO sérica uma vez que este € produzido frente a infecgbes contra
patégenos, e em conjunto com a produgdo de radicais livres de oxigénio pode
conduzir a exaustdo do sistema antioxidante do hospedeiro potencializando
lesGes. (Kocyigit et al. 2005). Como descrito por Alvar et al. (2004); Reis et al.

(2006 a,b) e Zafra et al. (2008) e descrito nesse trabalho, animais sintomaticos
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apresentam elevada carga parasitaria e baixos niveis de NO comparados aos
assintomaticos. O NO é um mediador citotoxico e citostatico contra a Leishmania
e a resisténcia esta relacionada ao aumento da producao desse elemento (Mauel
et al. 1991; Assrue et al. 1994; Murray & Nathan 1999; Sisto et al. 2001).
Macrofagos estimulados sintetizam NO e superéxidos que podem gerar peroxido
nitrito (ONOO-), e dependendo da quantidade e duracéo, teriam acdo microbicida
ou citotoxica (Assrue et al. 1994;). O fato dos animais nesse trabalho
apresentarem elevado NO em relagdo aos animais do grupo controle, ndo parece

ser suficiente para atuacao microbicida como sugerido por Panaro et al. (1998).

O papel de injuria tecidual via NO vem sendo discutido e uma nova funcéo
dentre as varias e complexas funcbes vem ganhando forca: a de seu papel
protetor e anti-apoptotico (Kanner et al. 1991; Wink et al. 1993; Muriel 1998;
Mojena et al. 2001; Abe et al. 2008). Nesse contexto, a menor producédo de NO,
associada a elevada LPO suportada pela desregulacdo das enzimas
antioxidantes, encontrada nos animais sintomaticos, resultaria em maior
quantidade de ROS e injuria. Por outro lado, a maior produ¢cdo de NO nos
animais assintomaticos explicaria as alteracdes mais discretas, talvez mediadas
pelo seu papel protetor e ndo como microbicida e agente de injuria. Além disso, o
NO pode interferir na reacdo de Fenton e diminuir a producdo de OH", (Kanner et
al. 1991; Wink et al. 1993). Entretanto, o papel exato do NO ainda € discutido
(Wink et al. 1993 Mojena et al. 2001; Abe et al. 2008).

O parasito do género Leishmania também pode se proteger contra o estresse
oxidativo adotando varios mecanismos de escape, como por exemplo o
lipofosfoglicano (LPG) de membrana e o receptor 3 do complemento (CR3) que
inibem a atividade da NADPH oxidase durante a fagocitose com consequente
producdo de superoxidos ou pela expressdo de enzimas antioxidantes como a
Fe-SOD etc (Cunningham 2002). Isso explicaria em parte a presenca de

parasitos apesar do estresse e do NO nos animais infectados.

Um aumento nos niveis oxidativos e da LPO foi bem descrito nos eritrécitos
na leishmaniose com aumento da eritrocaterese e diminuicdo da vida dessas

células na LVC somada a um quadro de anemia hemolitica (Biswas et al. 1997;
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De Luna et al. 2000; Bildik et al. 2004; Britti et al. 2008; Samanta et al. 2012.); na
leishmaniose visceral experimental (Sen et al. 2001); na leishmaniose cutanea
(Vural et al. 2004; Ozbilge et al. 2005; Serarslan et al. 2005; Kocyigit et al. 2003,
2005). De fato, os eritrécitos séo altamente suscetiveis aos ERMOS e participam
do seu “scavenging” no plasma. Por serem diretamente expostos aos ERMOS
Sao mais suscetiveis ao estresse do que qualquer outra célula do corpo o que
resulta na hemdlise e eritrocaterese (De Luna et al. 2000; Britti et al. 2008;
Samanta et al. 2012). No presente estudo ndo determinamos a anemia hemolitica
nos animais como caracterizada em outros trabalhos (De Luna et al. 2000;
Samanta et al. 2012), mas visualizamos provaveis causas e consequéncias da
mesma, como: desbalanco do sistema oxidativo/antioxidante, o aumento de Cu
sérico e 0 acumulo de Fe tecidual em diferentes 6rgdos. A anemia, frequente na
doenca canina, € reportada em cerca de 50 a 70% dos doentes e tem como
caracteristicas marcantes a normocitose, normocromia e arregeneracdo (Da
Costa-Val et al. 2007; De Amorim et al. 2011). As principais causas desta
alteracdo no hemograma seriam: perda sanguinea pela epistaxe e ulceracdes da
pele, eritrolise, inflamacdo generalizada e insuficiéncia renal crénica, além de
hipoplasia ou aplasia medulares (Baneth et al. 2008; De Luna et al. 2000;
Koutinas et al. 1999). Por outro lado, ha autores que consideram a anemia como
um achado pouco frequente na LVC (Alvar et al. 2004; Amusategui et al. 2003).

De acordo com a literatura sabe-se que a exposicdo das células ao aumento
de Fe e Cu livres em experimentos com animais ou em doencas cronicas eleva a
injuria tecidual (Jain et al. 1978; Morris et al. 1995; Arthur 1996; Huang et al.
2001; Fuentealba & Aburto 2003; Alexander et al. 2007). Proteinas séricas que
tem em sua constituicdo Zn (Metalotioneina e ceruloplasmina) ou selénio (niveis
séricos diminuidos nos animais infectados) funcionam como antioxidantes atraves
da oxidacédo e sequestro do Cu e Fe, limitando assim a producgé&o de radicais e 0
dano celular (Bettger & O’dell. 1993; Field et al. 2002). Um dos mecanismos pelo
qual o Fe e o Cu promovem o dano celular € por meio da formacédo de OH"; um
dos mais potentes radicais livres produzidos pela reacdo de Fenton e de Haber-
Weiss (Arthur 1996; Weiss et al. 1999; Soubasis et al. 2006; Alexander et al.

2007). Além disso, o Cu pode interagir ainda com o H,0O, gerando mais OH"
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(Weiss et al. 1999; Huang et al. 2001) o que pode ser implicado também na
elevada LPO encontrada nos animais infectados, especialmente sintomaticos. De
acordo com Weiss et al. (1999); Weiss (2002 e 2005); Huynh & Andrews (2008),
fons Fe” e Fe®* sdo capazes de iniciar a LPO nas células. Todavia, as
evidencias nesse trabalho de que o aumento de Fe tecidual resulte no dano

hepatico, esplénico ou do linfonodo, nado foi ainda relatado na LVC.

Para avaliar a deposicéo de Fe tecidual utilizamos o Azul da Prussia que cora
ambos os fons Fe?* e o Fe®. Os ions ferro marcados foram visualizados em todos
os 6rgdos estudados de todos os animais, controles e infectados, mas sempre
com maior intensidade nos ultimos, e em especial, nos sintomaticos. No figado
eram localizados preferencialmente nas células de Kupffer nos sinusoides,
macréfagos constituintes dos granulomas intralobulares hepaticos e/ou
macréfagos inflamatérios nos espacgo-porta. No baco, os ions ferro foram
detectados nos macréfagos da polpa vermelha, muitas vezes formando noédulos
(granuloma de Virchow). Ja nos linfonodos foram principalmente visualizados nos
macrofagos dos seios e cordées medulares. Houve uma correlagdo positiva entre
a deposicédo de ferro com a LPO e com a intensidade das alteracdes histoldgicas

principalmente com a inflamacéao.

A quantidade de Fe nos diferentes compartimentos do corpo € bem regulada
para evitar a toxicidade e controlar respostas contra patégenos. O Fe esta

2* solavel e muito téxica e na forma Fe ',

presente no corpo na forma Fe
quelada a ferritina no citosol de células de todo o corpo, em especial nos 6rgaos
que realizam eritrocaterese (Huynh & Andrews 2008). No processo inflamatorio,
citocinas proinflamatérias como IFN e IL-1 e IL-6, tem funcdo reguladora com
sequestro do ferro tecidual, principalmente através da atividade do NO (Weiss et
al. 1999; Weiss 2002, 2005; Huynh & Andrews 2008) para nao utilizacdo do
mesmo pelos patdgenos (Ganz 2009). Essa regulagao é descrita como “faca de

dois gumes” (Weiss 2002), pois o excesso de Fe livre no tecido pode ser toxico.

No presente trabalho, observamos uma correlagéo positiva entre LPO elevada
e a elevada fibrilopoiese nos animais infectados em destaque os sintomaticos, 0

que esta de acordo com a literatura (Gardi et al. 2002). Além disso, em um ensaio
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in vitro com macrofagos caninos obtidos de animais ndo infectados com
Leishmania, observamos que macréfagos peritoneais suplementados com Fe
mantidos em cultura 48 e 72 h, mostraram forte aumento de LPO, suportando
nossos dados.

Nesse momento, surgem perguntas importantes inerentes a patogénese da
LVC e o Fe: o acumulo progressivo de Fe nos tecidos estaria implicado na

progressao da LVC? Como se daria esse acumulo?

Apesar da complexidade desses provaveis mecanismos, e considerando as
limitacdes desse trabalho alguns resultados relacionados merecem discusséao.
Por exemplo, a capacidade total de ligagdo do ferro, transferrina e indice de
saturacdo da transferrina foram diminuidas nos animais infectados (mas sem
diferencas entre os assintomaticos e sintomaticos) em relagcdo aos controles.
Entdo, esses resultados somados aos menores niveis de ferro sérico e a
progressiva deposicdo de Fe nos tecidos encontradas em todos os animais
infectados parecem ser consequéncia da inflamac&o crbnica e sistémica que
carateriza a lesihmaniose visceral (Warner e Harrus, 2000; Cansado e Chiattone,
2002). Estudos em diferentes tipos de infeccbes sugerem que ha um aumento
dos niveis de ferritina e diminui¢cdo da transferrina, o que resultaria no sequestro
citoplasmatico do Fe e diminuicdo de sua liberacdo (Konijn e Hershko, 1977).
Entretanto, segundo Alvarez-Hernandez et al., (1986) a deposi¢ao seria na forma
mais inerte do Fe, como a hemossiderina, pigmento visualizado nas inflamacdes
cronicas. Nemeh et al. (2004) mostrou na inflamacgéo, que a IL-6 medeia a
hipoferrinemia através da inducéo da hepcidina (horménio regulador do Fe e que
controla a transcricdo da Ferritina e transferrina), sendo a chave para explicar o
desbalanco do ferro sérico e tecidual na anemia de doencas crénicas (ADC) ou
da inflamacgé&o. Paciente com ADC tem baixo Fe sérico e reduzida eritropoietina,
enquanto a inflamacdo perpetua a retencdo de Fe nos macrofagos (Lee, 1983,
Means, 2000). EI Hag et al. (1994) observaram um aumento de Fe em
macrofagos com evidencias ocasionais de eritrofagocitose em 18 biopsias de
figado humano com LV. Por outro lado, Soubasis et al. (2006), em um estudo

experimental de inducdo de hepatite crénica em cdes com CCL4, observaram
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acumulo de hemossiderina no interior de células de Kupffer e hepatécitos. Esses

dois achados implicam em uma natureza néo especifica deste sequestro de Fe.

No presente trabalho, consideramos que o aumento da deposicdo de Fe
tecidual observado € resultado de condi¢gBes distintas, mas que se sobrepéem:
(1) um estresse oxidativo que resulta na diminuicdo da vida dos eritrécitos
(eritrocitos senescentes) com elevada LPO nos animais infectados e também em
cultura suplementadas com Fe livre. Eritrécitos senescentes séo fagocitados por
macréfagos pelo processo de eritrocaterese, sendo que o Fe é reutilizado através
do transporte ou estoque nos tecidos (Weiss et al. 1999). (2) LVC é uma infeccao
cronica caracterizada por uma reacao inflamatoria sistémica em 6rgaos ricos em
células do sistema monocitico mononuclear (SMM) (Alvar et al. 2004). Os danos
teciduais ou inflamacéo nos 6rgdos estudados apresentaram correlacao positiva
com a LPO, NO e Fe tecidual. (3) Na LVC as anormalidades no sistema
microvascular do baco e na arquitetura do figado resultam em mudancas da
dindmica circulatoria, com reducédo da circulacao relacionada com a congestao e
hemossiderose (Rallis et al. 2005; Alexandre-Pires et al. 2006; Santana et al.
2008; Baneth et al. 2008; Melo et al. 2009).

A combinacgédo das trés condicdes explicaria os depésitos de Fe tecidual como
resultado da oxidacdo da hemoglobina frequentemente observado no figado
(Melo et al. 2009), baco (Alexandre-Pires et al. 2006; Santana et al. 2008; Baneth
et al. 2008), e linfonodo (Lima et al. 2004) na LVC.

Parte 2 - Os elementos tragco estariam relacionados na resisténcia e

sucetibilidade e histopatol6gico mais intenso na LVC?

Como descrito os elementos trago estdo associados a varias func¢des do
organismo como na participacdo da estrutura e atividade de metaloenzimas e
enzimas antioxidantes (Miller 1985; Chandra 1997; Scrimshaw & SanGiovanni
1997; Erickson et al. 2000; Field et al. 2002), bem como no desenvolvimento da

imunidade inata e adaptativa do hospedeiro. De fato, atuam na produgéo,
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maturacdo e funcdo de células como macrofagos, células NK, neutrofilos, células
B e T. (Erickson et al. 2000; Ibs & Rink 2003). Essas células requerem uma
suplementacdo adequada de alguns elementos traco para expressao,
preservacdo da estrutura, funcdo de metaloproteinas e produgédo de energia,
como por exemplo, o ferro nos citocromos a, b e ¢, NADH e succinato
desidrogenase. (Erickson et al. 2000; Linder 2001; Rink & Haase 2007).

Detectamos um aumento significativo de Cu, diminuicdo do Zn, Fe e Se
séricos nos animais infectados em especial nos sintomaticos. Weyenbergh et al.
(2004) na LV experimental e humana e Amini et al. (2009) na LC experimental,
demonstraram que esta relacdo inversa Cu/Zn promove uma diminuicdo da
secrecdo de IFN-y e estad associada a uma baixa atividade celular e elevada
resposta humoral. Por outro lado Huang et al. (2001), em cultura celular,
demonstraram que o Cu € essencial no processo de diferenciacdo de mondcitos,
contribuindo para a competéncia do sistema de defesa do hospedeiro e esta
relacionado a expressdo de marcadores de maturacdo como Mac-1 (CD11b),
ICAM (CD54) e LPS-R (CD14). Nesse contexto de maturagédo e quimiotaxia de
células inflamatdrias é sabido que as alteracdes histopatologicas observadas nos
orgdos na LVC (Genaro 1993; Alvar et al. 2004) tém os macrofagos como
principais células hospedeiras. De acordo com Russel & Talamas-Rohana (1989)
a internalizacdo das formas amastigotas de Leishmania pelas células do sistema
mononuclear fagocitario seria etapa fundamental para o estabelecimento da

infeccéo.

Para a identificacdo dos macrofagos teciduais caninos séo utilizados varios
marcadores de superficie e ativacdo como o CD68, lisozima, antigeno L1
(calprotectina) dentre outros. A Calprotectina € uma proteina de ligacdo ao célcio
e Zn pertencente a familia S100 (Odink et al. 1987; Schafer & Heizmann 1996).
Sua expresséo é detectada em neutrofilos e em mondcitos imaturos (Goto et al.
2008; Striz & Trebichavsky 2004), mas nao se expressa em macréfagos
residentes (Edgeworth et al. 1991). Pode também ser secretada por mondcitos
ativos em resposta a estimulos tendo atividade quimiotatica para macrofagos,
monocitos e neutrdfilos, participando da resposta inflamatéria ao induzir a

expressao do CD11b em mondcitos humanos (Devery et al. 1994; Rammes et al.
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1997; Harrison et al. 1999; Lackmann et al. 1993; Lau et al. 1995; Ryckman et al.
2003). Apresenta varios sinbnimos, tais como: “Myeloide-related protein” -

MRP8/14, antigeno L1, calgranulina, complexo S100A8 e complexo S100A9.

Sohnle et al. (1996, 2000) e Kehl-Fie & Skaar (2010) mostraram que a
calprotectina apresenta atividade microbicida ao sequestrar Zn e Mg durante o
processo de infeccdo. Sampson et al. (1997, 2002) demonstraram que uma
hipercalproteinemia resulta na deficiéncia do Zn e inflamacdo generalizada.
Esses dados estdo de acordo com nossos resultados, pois uma diminuigao de Zn
sérica e uma elevada expressao de calprotectina nos animais infectados, em
especial nos sintomaticos, foram observadas. Isso sugere uma possivel relacédo
desses fatores na resposta immune de animais sintomaticos durante a infeccéo

por Leishmania.

A expressdo da calprotectina regula o acumulo de células supressoras
mieléides que expandem durante a inflamacdo e em neoplasias, agindo como
células supressoras da resposta imune mediada por células T (Cheng et al. 2008;
Sinha et al. 2008; Gabrilovich & Nagaraj 2009; Ichikawa et al. 2011). Em modelo
murino a calprotectina foi relacionada a suscetibilidade na infec¢cdo por L. major
(Sunderkotter et al. 1999; Steinbrink et al. 2000; Goto et al. 2008) e inducéo de
células mieloides no evento de formacdo do granuloma (Yang et al. 1997). Goto
et al. (2007) demonstraram acumulo de macrofagos expressando essa proteina
em lesBes de pele de animais BALB/c deficientes em linfocitos T e B e
experimentalmente infectados por L. major. Por outro lado, Goto et al. (2008)
demostraram aderéncia da calprotectina nas formas amastigotas e promastigotas
sugerindo tal achado como um fator quimiotatico para macréfagos, monécitos e
neutrofilos, sendo mais uma vez implicada na inflamacéo por L. major (Lau et al.
1995; Ryckman et al. 2003). Em pacientes, o aumento da expressao da
calprotectina foi implicada na amplificacdo e persisténcia da inflamacé&o no lupus
eritematoso sistémico (Lood et al. 2011) e também na fibrose pulmonar (Bargagli

et al. 2011) e cicatrizacao (Thorey et al. 2001).

Outro elemento importante investigado por nés foi o Fe tecidual, bem

caracterizado na literatura como sendo extremamente regulado nos diferentes
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compartimentos do corpo evitando toxicidade (Grotto 2008, 2010) e controlando a
resposta contra patdgenos (Weiss 2002; Crichton et al. 2002), pois grande parte
desses utiliza o Fe do hospedeiro para proliferar, como € o caso da Leishmania
(Marcs 2007; Huynh & Andrews 2008; Ganz 2009). Mdultiplas func¢des efetoras do
sistema imune, principalmente as dos macréfagos, estdo reguladas pelos niveis
de Fe celular e vice versa, na chamada “faca-de-dois gumes” (Weiss et al. 1994,
1999; Weiss 2002). Em processos inflamatorios agudos, crénicos ou neoplasicos
€ observada captacdo do ferro sérico para os tecidos, em especial para o figado
(Bricks 1994; Weiss et al. 1999; Soubasis et al. 2006, Grotto 2008). Essa
condicdo € mediada por citocinas Thl e Th2 que mantem a homeostase do Fe
atraves da regulacdo do complexo IRP/IRE (Weiss et al. 1994, 1999, 2004; Weiss
2002, 2005; Crichton et al. 2002). A ativacao dos macrofagos pelo IFN-y aumenta
a deposicdo do Fe na ferritina, através do aumento da producdo de NO pela
INOS. Por outro lado, o aumento excessivo de Fe livre inibe a producdo de NO,
diminui a ativacdo dos monécitos mediada pelo IFN-y e da expressdo de MHC-II,
formacdo de neopterina, TNF e a transcricdo da iNOS, e por consequéncia a
citotoxicidade contra microorganismos (Weiss et al. 1994, 1999;). Por sua vez, os

guelantes de Fe aumentam a ativacdo medida por IFN-y (Weiss et al. 1994).

Nossos resultados indicaram, em um primeiro momento, diminuicdo do Fe
sérico e aumento do Fe tecidual nos animais infectados, sempre de maneira mais
expressiva nos caes sintomaticos. Esse aumento, como ja discutido, parece estar
relacionado ao dano tecidual promovido pela elevada LPO e diminuicdo das
enzimas antioxidantes (Gualdi et al. 1994; Arthur 1996; Ramm & Ruddell 2005;
Alexander et al. 2007). Sabendo da importancia da atividade da INOS na
leishmaniose, mas ndo de sua possivel ligagdo com o Fe nesta infecgao,
avaliamos a expressao e sua possivel relacdo com o elemento Fe. Um aumento
da expressdo de INOS nos tecidos (da enzima e atividade sérica de NO) foi
observada nos animais infectados e mais nos assintomaticos. O que vem de
encontro com a literatura que descreve sua atividade microbicida frente aos
parasitos (Tomokane et al. 2010; Araujo et al. 2009; Zafra et al. 2008). Ao
correlacionar a expressdo de INOS e a atividade com o Fe tecidual, uma

correlacdo negativa foi encontrada especialmente nos sintomaticos. Além da
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conhecida acdo microbicida da iINOS sabe-se que a quantidade de Fe disponivel
para o parasito também € importante para a proliferacdo deste (Ganz 2009;).
Portanto, essa correlacdo entre a expressao e atividade da iNOS e Fe tecidual,
principalmente nos sintomaticos, sugere ndo s6 uma atuagdo antagdnica de um

sobre o outro, mas somatodria na proliferacao parasitaria.

Estudos in vitro com macrofagos caninos suplementados com Fe foram
realizados com intuito de avaliar o papel do Fe no dano celular e demonstrar a
relacdo entre Fe e INOS encontrada in vivo. Culturas de macrofagos peritoneais
estimuladas com DF ou Fe e ou IFN/LPS e ou AMG, em diferentes intervalos de
tempos (48 e 72 horas) foram realizadas. O Fe livre foi capaz de promover
diminuicdo na producdo de NO nas células previamente estimuladas com
IFN/LPS. Ao contrario, observou-se aumento com a adicdo de DF nessas
mesmas células. Ja a adicdo de DF ou Fe ou destes nas células com adicdo de
AMG nao promoveu nenhuma alteracdo. Esses achados estdo de acordo com a
literatura para células de murino ou transformadas (Meneghini 1997; Weiss et al.
1994, 1999; Weiss 2005; Fritsche et al. 2001)

Por outro lado estudos relacionaram os niveis aumentados de ferro com o
dano tecidual (Bacon et al.,, 1983; Gualdi et al. 1994; Pietrangelo et al. 1994,
Pantopoulos & Hentze 1995; Arthur 1996; Recalcati et al. 1998, Casaril et al.
2000; Dai and Churg, 2001; Fritsche et al. 2001; Crichton et al. 2002; Ramm &
Ruddell 2005; Alexander et al. 2007; Hill et al. 2010). Gardi et al. (2002)
postularam que o0s mecanismos de injuria do excesso de ferro estariam
relacionados ao aumento da LPO, ao efeito direto do Fe sobre a sintese de
colageno e a combinacdo destes fatores. Entretanto, isto ndo foi implicado na
LVC. Observamos um aumento da fibrilopoese nos 6érgdos estudados dos
animais infectados mais notavel nos sintomaticos. No figado foi caracterizada por
espessamento das fibras colagenas na parede dos sinusoides, semelhante ao
observado por Rallis et al (2005) e Melo et al. (2009). No bacgo, intensa
fibrilopoese na capsula, sistema trabecular e sinusoides (polpa vermelha)
(Santana et al. 2008; Baneth et al. 2008). De fato, evidenciou-se uma correlacao
positiva entre a fibrilopoese com o aumento do Fe tecidual, NO e INOS. Tudo isso
pode ser reforcado com as ideias de Chojkier et al. (1989) e Maher et al. (1994)
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ao defenderam o fato de que o aumento de produtos da LPO pode também
aumentar a expressao da cadeia ai(I) da proteina colageno pelas células

estreladas (célula de Ito) (principal célula produtora de colageno no figado).

Os achados do Fe, NO, iNOS e fibrilopoese associados com o aumento da
expressao da calprotectina nos tecidos dos animais infectados, em especial nos
sintomaticos, também segue o discutido na literatura para uma infeccdo ampla e
persistente da Leishmania no hospedeiro vertebrado (Lau et al. 1995; Ryckman et
al. 2003; lkemoto et al. 2007; Bargagli et al. 2011; Sunderkotter et al. 1999;
Steinbrink et al. 2000; Goto et al. 2008).
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5 Conclusodes

- H4 um desequilibrio dos elementos traco séricos e da atividade enzimatica
oxidante e antioxidante nos animais naturalmente infectados com Leishmania (L)
Leishmania infantum chagasi diretamente relacionados as diferentes formas

clinicas da doenca.

- Cées sintométicos, além das alteracdes dos elementos traco e sistema
oxidante-antioxidantes mais intensos, apresentaram maior carga parasitaria,

menor producdo de NO, maior acumulo de Fe tecidual e dano tecidual.

- Ha um provavel mecanismo do desbalanco do metabolismo do Fe com a
expressao/atividade iNOs, o dano tecidual e o processo de fibrose sistémica na
LVC.

- O presente trabalho abre perspectivas de avaliagdo da LVC com o enfoque
dos elementos traco, principalmente o Fe como mecanismo de dano tecidual e
fibrose originados de uma congestdo generalizada caracteristica da LVC ou de

uma anemia por doenca crbnica.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO s

Certificamos que o Protocolo n° 213/2007, relfativo 20 projeto intitulado “Avaliagao
sorolégica e “in vitro” de elementos trago durante a interacdo de promastigotas
de Leishmania sp com mondcitos-macrofdgos de caes naturalmente e
experimentalmente infectados com Leishmania chagasi’, que tem como
responsavel(is) Wagner Luiz Tafuri , esta(do) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacio Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal
(CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reuniao de 13/ 08/2008.

Este certificado expira-se em 13/ 08/ 2013.

CERTIFICATE
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“Serological and "in vitro" evaluation of trace elements during the interaction of
promastigotas of Leishmania sp with monocyte-macrofigos of dogs naturally and
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Luiz Tafuri, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted
by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in August 13, 2008,

This certificate expires in August 13, 2013,
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