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Avaliacao de IFN-y e IL-10 em caes naturalmente
infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi com e
sem manifestacoes clinicas?!
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ABSTRACT.- Rosario C.J.R.M., Dominici M.F, Braga M.S.C.B., Lima C.A.A., Pereira ].G. & Melo F.A.
2018. [Evaluation of INF-y and IL-10 in dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania)
chagasi with and without clinic events.] Avaliagdo de IFN-y e IL-10 em cdes naturalmente
infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi com e sem manifestacées clinicas. Pesquisa
Veterindria Brasileira 38(4):722-725. Departamento de Patologia, Universidade Estadual do
Maranhado, Cidade Universitaria Paulo VI, Tirirical, Sao Luis, MA 65055-00, Brazil. E-mail:
carlajanaina_rm@hotmail.com

Leishmaniasis has as obligatory intracellular parasitic etiological agents belonging to
the genus Leishmania capable of infecting different species of mammals and reproducing
them within the mononuclear phagocytic system. Domestic dogs are the main responsible
for maintaining the epidemiological chain of the disease, presenting a wide variety of clinical
profiles, from apparently healthy to severely affected. The expression of the cytokines from
dogs naturally infected with Leishmania (Leishmania) chagasi was evaluated. Blood samples
were collected from 50 animals, 20 from positive and symptomatic dogs for Leishmaniasis
Canine (CVL), 20 from positive asymptomatic animals and 10 negative. Samples were
analyzed by immunochromatographic test Dual Path Platform (DPP/Biomanguinhos®)
and by indirect ELISA (EIE/Biomanguinhos®) for detection of anti-Leishmania antibodies.
There was statistical difference between the groups observing an increase in IFN-y levels
in asymptomatic animals and an IL-10 increase in symptomatic.

INDEX TERMS: INF-y, IL-10, dogs, Leishmania (Leishmania) chagasi, leishmaniasis, clinical signs,

immunology, parasitoses.

RESUMO.- As leishmanioses tém como agentes etiolégicos
parasitas intracelulares obrigatorios pertencentes ao género
Leishmania capazes de infectar diferentes espécies de
mamiferos e nestes se reproduzirem dentro do sistema
fagocitico mononuclear. Os cdes domésticos sdo os principais
responsaveis pela manutencao da cadeia epidemiolégica
da doenga, podendo apresentar uma grande variedade de
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perfis clinicos, desde aparentemente sadios a severamente
acometidos. Avaliou-se a expressado das citocinas de caes
naturalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi.
Foram coletadas 50 amostras, sendo 20 de animais positivos
e sintomaticos para Leishmaniose Visceral Canina (LVC),
20 de animais positivos e assintomaticos e 10 de animais
sabidamente negativos para a LVC. As amostras foram analisadas
pelo teste imunocromatografico rapido Dual Path Platform
(DPP/Biomanguinhos®) e pelo ELISA (EIE/Biomanguinhos®)
indireto para detec¢do de anticorpos anti-Leishmania. Ap6s
as confirmacdes dos testes, foi realizado o ELISA de captura
(R & D Systems) para quantificacdo das citocinas IL-10 e IFN-y.
Houve diferenca estatistica entre os grupos observando um
aumento nos niveis de IFN-y nos animais assintomaticos e
um aumento de IL-10 nos sintomaticos.

TERMOS DE INDEXACAO: IFN-y, IL-10, cies, Leishmania (Leishmania)
chagasi, sinais clinicos, leishmaniose, imunologia, parasitoses.
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INTRODUCAO

As leishmanioses tém como agentes etioloégicos parasitas
intracelulares obrigatérios pertencentes ao género Leishmania
capazes de infectar diferentes espécies de mamiferos e nestes
se reproduzirem dentro do sistema fagocitico mononuclear
(Gontijo & Melo 2004).

Os caes domésticos sdo os principais responsaveis pela
manutencio da cadeia epidemiolégica da doenca, pois vivem
diretamente com o homem. Podendo apresentar uma grande
variedade de perfis clinicos, desde aparentemente sadios a
severamente acometidos, sendo este grau de apresentacao
dos sinais clinicos determinado pela cepa do parasito, genética
e estado imunolégico do animal (Handman & Bullen 2002).
Um fato intrigante é que a doenga canina pode permanecer
clinicamente inaparente por longos periodos e este é um dos
principais problemas na erradicacdo da leishmaniose, por
isso é de extrema importancia o estudo imunolégico dessa
enfermidade.

Sendo o parasita obrigatoriamente intracelular o seu
primeiro alvo sdo os fagdcitos. Porém, o controle da infeccdo
estd associado a destruicdo intracelular dos amastigotas pelos
macrofagos, pela ativagao das células NK e pelos linfécitos T
(Santos-Gomes et al. 2002).

Em camundongos, caracterizou-se que a resisténcia a
infeccio esta associada a resposta Th1 com a producio de
citocinas IL-12, [FN-y e TNF-a, enquanto a suscetibilidade
deve-se a resposta regulatéria Th2 com a produgdo de IL-4,
IL-10 e TGF-B. Porém é importante destacar que ha diferenca
entre a progressdo da enfermidade na infec¢do experimental ou
natural ja que a saliva do vetor tem fun¢do imunomodulatéria
(Paranhos et al. 1993).

Desta forma torna-se importante a avaliagdo da expressao de
citocinas, na infecgdo natural por Leishmania (Leishmania) chagasi
em caes com e sem manifestagdes clinicas.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Cinquenta cdes independentes do sexo, raca e
idade, foram selecionados aleatoriamente, dos atendimentos do
Hospital Veterinario Universitario da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA). Os cdes foram submetidos ao exame clinico
detalhado e os dados foram anotados em fichas clinicas individuais.
Aqueles caes com infeccdo por Leishmania chagasi comprovada
pelo teste rapido (DPP/Biomanguinhos®), e pelo teste sorolégico
(EIE-LVC/Biomanguinhos®), foram divididos em grupos com formas
polares da doenga: um grupo com vinte animais assintomaticos e
outro com vinte animais com sinais bem definidos para LVC e um
terceiro composto por 10 animais livres de infecgdo por L. chagasi.

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Estadual do Maranhao (CEEA/UEMA),
processon?020/2014. Amostras de sangue foram obtidas através da
venopuncdo da veia cefalica ou jugular dos animais e acondicionadas
em tubos de ensaio. Logo apds o soro foi acondicionado em microtubo
de polietileno e armazenado a -20°C até a realizacdo dos testes e
avaliacao do perfil de IL-10 e IFN-y.

Sorologia para leishmaniose. O teste de ELISA
(EIE-LVC/Biomanguinhos®) indireto foi realizado com o objetivo de
confirmar os animais positivos e negativos no DPP-Biomanguinhos®,
juntamente com a sintomatologia clinica dos cdes, por serem
oriundos de uma area endémica e com um alto indice de transmissao.
Identificando os que apresentavam titulo de anticorpos para

Leishmania (Leishmania) chagasi. Os cies que apresentaram titulos
baixos associados a clinica e aos demais indices, foram classificados
em animais livres da infec¢do por Leishmania (Leishmania) chagasi
e utilizados no grupo controle. O ponto de corte considerado para o
ensaio foi de 0,375 determinado pela média da densidade éptica dos
orificios do controle negativo multiplicado por dois. As microplacas de
polietileno de 96 pogos (EIE-LVC/Biomanguinhos®) sdo previamente
sensibilizadas com Leishmania major. Foram diluidos em tubos, 5uL
dos controles e das amostras de soro homogeneizadas, em 500pL do
diluente (1:100) disponibilizado no kit. Logo em seguida, na placa
sensibilizada foram distribuidos 100pL dos controles e das amostras ja
diluidas. A placa foilevada a estufa a 37°C por 30 minutos. Logo ap6s
o conteudo da placa foi lavado 6x em seguida, com 200uL/orificio,
aguardando 30 segundos entre cada lavagem. Foram homogeneizados
e distribuidos 100puL da dilui¢do do conjugado em cada pogo da placa
e incubada novamente a 37°C por 30 min. Lavados novamente em
solucdo PBS para entdo serem distribuidos 100puL do substrato em
todos os orificios. Deixado a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 50uL de
acido sulftirico 2M em todos os orificios para bloquear a reagao.
A leitura foi realizada em espectrofotometro para microplacas de
96 pocos utilizando-se filtro para comprimento de onda de 450nm.

Determinacgao das citocinas. A determinac¢do dos niveis de
IL-10 foi realizada através de ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
utilizando-se o soro sanguineo estimulado com antigeno soltivel
vacinal (VSA) e antigeno solavel de L. chagasi (SLcA). Foram
utilizados anticorpos e proteinas recombinantes R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA. Para determinar os niveis de IFN-y, foi utilizado
o kit DuoSets (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA., DY1969,
DY781) para realiza¢do do ensaio ELISA de captura em amostras
de soro sanguineo estimulado com antigeno vacinal e antigeno de
L. chagasi. Os ensaios foram desenvolvidos de acordo com instrugdes
do fabricante dos anticorpos R&D Systems. A leitura foi realizada
em espectrofotometro para microplacas de 96 pogos, Spectra Count
TM (Packard Bio Science Company, EUA), utilizando-se filtro para
comprimento de onda de 405nm.

Calculo estatistico. A realizacio dos testes estatisticos foi com
o apoio instrumental do software GraphPad Prism (Prism Software,
Irvine, CA, USA). A normalidade dos dados foi demonstrada pelo
teste T de Student. Os testes de andlise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de comparag¢des miultiplas de Tukey foram
empregados para avaliagdo entre os grupos do perfil de citocinas.
Os dados obtidos foram considerados estatisticamente significativos
quando o valor de P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As formas promastigotas inoculadas na pele através do
fleb6tomo sao fagocitadas pelas células monociticas podendo
ser destruidas ou escapar da lise e proliferar em seu interior.
Esta é a etapa onde ocorre a resposta imune do hospedeiro
(Kontos & Koutinas 1993).

Em nosso estudo a IL-10 parece ter suprimido a resposta
imunoldgica protetora levando a progressdo da doenga com o
aumento da expressao do parasito na célula. A alta produgao
de IL-10 observada, talvez indique que os macro6fagos e as
células T, dos caes infectados, estejam produzindo IL-10 em
resposta ao antigeno de Leishmania e tal produgao talvez
seja importante para que o parasito persista nas células do
hospedeiro.

Devido a inibi¢ao da funcdo das células apresentadoras
de antigeno, pela diminuicdo da expressdo de moléculas do
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complexo MHC de classe II e moléculas coestimulatorias,
impossibilitando as fun¢des de apresentacdo de antigenos
por células dendriticas e macréfagos.

Foi detectada a presenc¢a da citocina IL-10 no soro obtido
dos dois grupos estudados (Fig.1) e, obtivemos diferencas
estatisticas significantes (P<0,05).

A alta produgdo de IL-10 pode estar relacionada a alta
carga parasitaria e o aumento da producdo de anticorpos
contribuindo para a patogénese da doenca, causando danos
teciduais pela deposicdo de imunocomplexos, que por sua
vez podem estimular monocitos e macrofagos a produzirem
mais IL-10 (Nylén & Sacks 2007). No entanto, em trabalhos
realizado por Quinnell et al. (2001), Santos-Gomes et al.
(2002), Corréa etal. (2006) e Manna et al. (2006, 2009) nao
foi constatado o papel imunossupressor da IL-10 na LVC.
Verificou-se maior expressao de IFN-y nos cdes infectados,
sendo que, ndo foi observado aumento da expressdo de
IL-10 nestes animais, em relagdo aos animais ndo infectados.
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O IFN-y é produzido por células T, dendriticas, macréfagos e
células “natural killer” (NK) e tem a fung¢do de induzir a sintese
de 6xido nitrico, ativando fun¢des microbicidas possuindo
um espectro de agdo muito amplo, sendo considerada uma
das principais citocinas estimuladoras da imunidade contra
infeccdes, atuando em ambas as respostas imunes, inata e
adaptativa. E considerado o principal ativador de macréfagos,
estimula a resposta imune por favorecer o crescimento de
células Th1 em detrimento das Th2, e estimula a apresentacao
de antigenos pelo aumento da expressdao de moléculas do
MHC das classes I e II.

Foi detectada a presenca da citocina IFN-y no soro obtido
dos dois grupos estudados (Fig.2) e, obtivemos diferencas
estatisticas significantes (P<0,05). Observando um aumento
significativo dessa expressdo de citocina em animais
assintomaticos, estimulando a apresentacdo de antigenos
pelo aumento da expressdao de moléculas do MHC das
classes 1 eIl e desencadeando resposta protetora a infec¢ao,
por meio da resposta Th1, Contrariando os achados de um

Sintomatico Controle

Fig.1. Quantificagdo de IL-10 no soro sanguineo. Média e desvio-padrdo do grupo de cdes assintomaticos e sintomaticos, naturalmente
infectados por Leishmania (L.) chagasi, obtidos no ensaio de ELISA de captura. As letras a, b e ¢ mostram diferencas significativas
(P<0,05) em comparagdo com os grupos assintomatico, sintomatico e controle, respectivamente.
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Fig.2. Quantificacdo de IFN-y no soro sanguineo. Média e desvio-padrdo do grupo de caes assintomaticos e sintomaticos, naturalmente
infectados por Leishmania (L.) chagasi, obtidos no ensaio de ELISA de captura. As letras a, b e ¢ mostram diferencas significativas
(P<0,05) em comparagdo com os grupos assintomatico, sintomatico e controle, respectivamente.
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trabalho desenvolvido por Sanchez-Robert et al. (2008) que
foi demonstrado um aumento da expressao de IFN-y em CMSP
nas formas clinicas mais graves da LVC, o que também aponta
para o papel imunopatolégico dessas citocinas nos processos
relacionados a inflamacdo generalizada e visceral.

A incapacidade das células TCD4+ de secretar quantias
significantes de citocinas ativadoras de macroéfagos, tais
como INF-y, em resposta aos antigenos de Leishmania sp.,
tem importante papel na imunopatologia da enfermidade
(Murray 1983, Carvalho et al. 1985).

Os fatores iniciais que contribuem para a inibicdo ou
proliferacdo dos parasitos nas células do hospedeiro sdo
pouco compreendidos, mas citocinas tais como IFN-y sdo
conhecidas por influenciarem na sua replicagao nos macroéfagos
(Murray et al. 1995, Wilson et al. 1998, Walker et al. 1999).

Os resultados provenientes da andlise da expressao de
IFN-y, possibilitam especular que a expressdo aumentada
e simultdnea desses mediadores deve estar intimamente
envolvida com mecanismos imunoprotetores durante a LVC,
visto que, observou-se aumento dessas citocinas no soro de
animais portadores da forma clinica assintomatica.

CONCLUSAO

Esse estudo sugere que os perfis da expressdo de citocinas
sdo importantes para o controle da infecgio e da manifestacao
dos sinais clinicos, pois contribuem para a compreensdo dos
mecanismos imunopatogénicos relacionados.
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