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Introducéo

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca sistémica, causada
pela Leishmania (Leishmania) chagasi no continente americano (LAINSON e
SHAW, 1992), caracterizada por de células do sistema fagocitico mononuclear
(BRANDONISIO et al., 1990). O cdo é considerado o principal reservatério
domeéstico do parasita (LAINSON e SHAW, 1987).

Células T desempenham papel fundamental na modulacdo da
leishmaniose visceral. Resisténcia a infeccdo estd associada a ativacdo de
células TCD4'Th1 especificas para Leishmania spp., que produzem IFN-? e,
desse modo, ativam macrofagos (PINELLI et al., 1994; ABBAS et al., 2000).
Células TCD8" também parecem estar envolvidas com a resisténcia a infecgao.
A ativacdo das células TCD4'Th2 pelo protozoario resulta no aumento da
sobrevivéncia do parasita e na exarcebacao das lesdes, em razdo das acgdes
supressivas de suas citocinas nos macréfagos (ABBAS et al., 2000; BARBIERI,
2006).

Assim, a imunopatologia da leishmaniose visceral esta intimamente
relacionada ao papel modulador da resposta imunoldgica do hospedeiro,
merecendo atencdo 0s mecanismos que estdo agindo diretamente como
fatores determinantes da cura ou progressdo da doenca. Desse modo, o
objetivo deste estudo foi avaliar a intensidade da resposta inflamatéria de
figado e linfonodo popliteo de céaes naturalmente infectados com Leishmania
(Leishmania) chagasi e relacionar a presenca de células TCD4+ e CD8+ com a
susceptibilidade a infeccao.

Material e métodos

Foram utilizados 25 c&es naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) chagasi provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de
Teresina-Pl. Os animais foram divididos em dois grupos: grupo 1 (G1), com 12
animais com sintomatologia clinica de leishmaniose visceral (LV) e grupo 2
(G2), com 13 animais sem sinais clinicos para LV. O diagnostico de LV foi
confirmado por imunofluorescéncia indireta (RIFI) e exame parasitolégico e/ou
cultura de medula 6ssea esternal, bago e linfonodo popliteo.

Sob efeito de anestesia geral, com tiopental sodico, os animais foram
sacrificados com cloreto de potassio a 20%. Foram colhidos fragmentos do
figado e linfonodo popliteo de 0,5 cm de espessura e preparado imprint em
laminas para coloragcdo com Giemsa. Os fragmentos foram fixados em formol a
10% tamponado com fosfato 0,01 M pH 7,4 e processados por técnica de
rotina, cortados a 5 ym e corados com hematoxilina-eosina para microscopia
de luz e imunoistoquimica.

A deteccdo de parasitos e antigenos nos 6rgaos foi feita com o uso de
anticorpo policlonal de camundongo anti-Leishmania amazonensis na diluicdo
1:1600. Células TCD4+ e TCD8+ foram detectadas com anticorpo policlonal de
camundondo anti-CD4+ e anti-CD8+ na diluicdo de 1:800. A amplificacdo da
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reacao foi realizada com sistema EnVision+, peroxidase (DAKO Corporation,
Carpinteria, CA, USA, Codigo k 4001). A revelacdo foi feita com
diaminobenzidina (Sigma Cemical, USA) e contracoloragdo com hematoxilina
de Harrys (Sigma Chemical, USA).

A quantificacdo de células TCD4+ e CD8+ foi realizada em cortes de
linfonodo e figado corados por imunoperoxidase, utilizando analisador de
imagem computadorizado Leica Qwin D-1000, werséo 4.1 (Cambridge, UK) do
Setor de Patologia animal / BIOLAI, do CCA/UFPI. Foram capturados 20
campos por corte de linfonodo e figado de cada animal para contagem do
namero de células TCD4+ e CD8+.

Os resultados foram analisados de forma semi-quantitativa,
mensurando-se a localizagao, distribuicédo e intensidade da lesdo, numa escala
de 0 a 4 onde: 0= normal, 1= minima ou duvidosa, 2= média, 3=moderada,
4=moderadamente severa e 5=severa. Nas analises dos dados comparativos
foram utilizados testes estatisticos ndo paramétricos de Mann Whitney. O nivel
de significancia adotado foi de p<0,05.

Resultados

No linfonodo popliteo o infiltrado inflamatério era constituido,
principalmente, de macréfagos e linfécitos, destacando-se, em alguns casos, a
grande presenca de plasmocitos. Chamou a atengcdo, em um caso, a intensa
presenca de fibroblastos como componente do infiltrado inflamatério. Na
capsula e seio-subcapsular a resposta inflamatoria variava de intensidade
minima a severa, sendo observada, também, presenca de eosinofilos.
Deplecédo de foliculos e de células da regido paracortical foi mais evidente em
G1 que G2 e hiperplasia de foliculos foi maior em G2 (Figura 1, 2, 3 e 4).
Acumulos focais de macrofagos, linfocitos e células plasmaticas, as vezes com
presenca de polimorfonucleares, foram considerados, neste estudo, como
formacdes granulomatosas. Observouse também hiperplasia de células do
seio medular com diferenca significante entre G1 e G2. Raros neutroéfilos foram
encontrados no contetdo celular do linfonodo.

No figado, foi observado metamorfose gordurosa de intensidade minima
a severa, distribuicdo difusa ou focal as vezes na zona 1 do lobo hepéatico ou
em torno da veia terminal hepatica. O espago porta apresentava-se alargado,
com infiltrado inflamatério constituido de macréfagos, linfécitos, plasmécitos e
polimorfonucleares. Nos sinusoides, a presenca de polimorfonucleares era
mais evidente, em alguns casos, em intensidade moderadamente svera em
Gl. Hiperplasia de células de Kuppfer foi maior em G2 (Figura 5 e 6) e
granuloma intralobular nos animais sintomaticos.

Pela técnica de imunoperoxidase, observou-se amastigotas e antigeno
de Leishmania tanto no figado quanto no linfonodo, em células mononucleares
no padrdo celular e como material particulado no intersticio, com a
caracteristica coloracdo marrom, em intensidade variando de minima a severa.
No figado, amastigotas foram encontradas em maior intensidade em G1
comparado ao G2. Presenca de antigeno foi significantemente maior em
hepatdcitos em G1, bem como em células inflamatérias na area periportal.
Células TCD4+ e CD8+ foram detectadas em figado e linfonodo (Figura 7),
localizadas neste ultimo érgao, principalmente na regido paracortical, mas néo
havia diferenca significante desta populacéo celular entre os grupos G1 e G2.
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Figura 1. Céaes sintomaticos. Linfonodo. Deplecdo de foliculos (A) e de células da regido
paracortical (B). Cao assintomatico. Hipercelularidade da regido paracortical. (C). H-E. 40x.
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Figura £ C&o assintomético. Figura 6. Céao. Figado. Figura 7. C&o. Linfonodo.

Figado. Hiperplasia de células Hiperplasia das células de Deteccdo de células TCD4+

de Kupffer. H-E. 40x. Kupffer, *p=0.0035 (Teste Mann (). Imunoperoxidase. 40x.
Whitney).

Discussao

No presente estudo, foi observado, no geral, que havia clara diferenca
da resposta inflamatéria dos 6érgaos analisados entre animais sintomaticos e
assintomaticos. Em linfonodo havia diferenca significante relativa a deplecéo de
foliculos linféides, de células da regido paracortical, hiperplasia de foliculos e
hiperplasia de células do seio medular, diferindo do estudo realizado por Lima
et al (2004) que ndo encontraram diferencas em relacdo a esses parametros.
As deplecdes de foliculos e de células da regido paracortical, observadas no
grupo G2, mostraram a importancia efetiva das células T CD4+ na modulagéo
da infeccdo por Leishmania (L.) chagasi, uma vez que essas células



encontram-se associadas a ativacdo da resposta Thl (SLAPPENDEL, 1988;
BOURDOISEAU et al, 1997).

Muito embora o padrdo da resposta Th na LVC nado esteja muito bem
estabelecido, os parametros imunolégicos mostram que em caes a resisténcia
a infeccdo estd associada ao desenvolvimento do perfil Thl (imunidade
celular), com a produgédo de IL-2, TNF-a e IFN-? (PINELLI et al., 1994). A
suscetibilidade esta correlacionada com altos niveis de anticorpos e auséncia
de resposta mediada por células, sem detectavel resposta Th2. A
imunossupressdo é uma consequéncia, em parte, da diminuicdo de células T
CD4+ (PINELLI et al., 1994; QUINELL et al., 2001; SILVA, 2007).

Além das células CD4+Thl, as células TCD8+ parecem estar envolvidas
com a resisténcia a infeccdo na LVC (BARBIERI, 2006). Estudos usando
camundongos atimicos BALB/c (nu/nu) e experimentos de deplecao de células
em camundongos BALB/c (nu/+) utilizando anticorpos monoclonais anti-CD4+
ou anti-CD8+, mostraram a necessidade de ambas as células, TCD4+ e
TCD8+, na protecao contra a infeccéo por L. donovani (STERN et al, 1988). Na
fase inicial da infeccdo, camundongos infectados por L. donovani mostraram
gue células L3T4+(CD4+) sdo importantes, quando o parasita esta ocorrendo,
principalmente, com a formacao de granulomas hepéticos. Com a evolugdo da
infeccdo, a populacdo de células decresce e € substituida por células Lyt-
2+(CD8+), quando o processo infeccioso é controlado (McELRATH et al, 1988).

O papel protetor das células TCD8+ na LVC sugere que a migracdo
preferencial dessas células possa ocorrer no baco parasitado, com o objetivo
de promover a lise de macréfagos infectados (REIS, 2001). NoOs néo
observamos esse comportamento em linfonodos, pois além de ndo haver
diferenca entre G1 e G2, os animais sintométicos apresentavam uma
mobilizacdo maior de células TCD8+, com maior evidéncia em cédes com carga
parasitaria intensa. Isso parece um tanto contraditério, pois teoricamente
animais que possuem uma participagdo maior dessas células deveriam
controlar a infeccdo. O que pode explicar tal fato € que a ativacao das ceélulas
TCD8+, também, pode ser desencadeada por células TCD4+, particularmente
do perfil Thl (ABBAS et al., 2000) e, conforme a andlise histopatoldgica, 0s
animais sintomaticos apresentavam deplecéo dessas células protetoras.

Constatouse, também, que o0 maior numero de marcadores
histopatolégicos, que podem ser tomados como padrdo para distingdo entre
animais sintomaticos e assintomaticos, encontravam-se no linfonodo popliteo
guando comparado ao figado. Neste aspecto, destacamos que este 6rgdo pode
ser facilmente examinado por meio de biépsia.

No figado, a andlise histopatoldgica revelou alteracbes semelhantes as
observacdes de Tafuri (2001). No entanto, hiperplasia das células de Kupffer foi
maior nos animais assintomaticos e granuloma intralobular maior em animais
sintométicos, sendo que em alguns casos havia formagfes granulomatosas na
regido centrolobular e perioportal. Estudos realizados em camundongos
BALB/c infectados por Leishmania donovani, mostraram que a formacéo de
granuloma é dorgao-especifico (MURRAY, 2001) e nem sempre esta associado
com o controle da infecgdo (LEMOS et al., 2000). E o que parece acontecer no
cdo, pois nos animais assintomaticos havia presenca de poucos granulomas no
figado e em linfonodos, granulomas estavam presentes tanto nos animais
sintomaticos quanto assintomaticos, sem diferenga significante.



Para alguns autores a infeccdo hepatica € autolimitante e a resposta
imune hepética € um bom exemplo de resposta inflamatéria granulomatosa,
predominada por células mononucleares envolvendo células de Kupffer,
monadcitos, células TCD4+ e TCD8+ (ENGWERDA et al.,, 2004). Estudos
realizados na Venezuela demonstraram que animais assintomaticos
apresentavam imunidade efetiva com formagdo de granulomas bem
organizados, restringindo os parasitas em um ambiente central de células T de
memoria, e ativando células T efetoras, células dendriticas e células que
expressavam CD18+ e CD44+. No entanto, no presente estudo, o figado dos
animais sintomaticos apresentavam infiltrado celular desorganizado composto
por células T e células de Kupffer densamente parasitadas. Embora haja relato
de diferenca na propor¢cdo e distribuicdo de células imunocompetentes no
figado por imunoistoquimica (SANCHEZ et al., 2004), em nosso estudo, ndo
observamos diferenca entre a populacdo de células CD4+ e CD8+ nos grupos
Gl e G2.

Conclusao

Conclui-se que a analise do linfonodo popliteo apresenta marcadores
histopatoldgicos que permitem distinguir um animal sintomatico de um
assintomatico, com participacdo importante de células T CD4+ e CD8+.
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