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RESUMO

RELAGAO DO TECIDO ADIPOSO E DAS ADIPOCINAS COM OS PARAMETROS
BIOQUIMICOS E IMUNOLOGICOS NA LEISHMANIOSE VISCERAL
EXPERIMENTAL

As leishmanioses sao infec¢gdes causadas pelo tripanosomatideo Leishmania sp.
Estima-se que 350 milhdes de pessoas estao sob o risco de contrair leishmaniose, em
todo mundo. A Leishmaniose visceral (LV) € a forma clinica mais grave da doenca.
Os principais sintomas apresentados sdo febre prolongada, hepatomegalia,
esplenomegalia, hipergamaglobulinemia, pancitopenia, perda de peso, e em casos
nao tratados, obito. Algumas alteragdes bioquimicas e metabdlicas sdo observadas
na VL, principalmente aumento das concentragbes plasmaticas de triglicerideos,
colesterol e LDL. O tecido adiposo e as adipocinas, podem participar da regulagéo da
resposta imune em processos inflamatérios e em diversas infecgdes. O objetivo geral
desse trabalho foi investigar a relagcdo do tecido adiposo e das adipocinas com
parametros bioquimicos e imunoldégicos observados na leishmaniose visceral
experimental. Foram utilizados 41 hamsters dourados (Mesocricetus auratus) machos
adultos, com peso médio de 132 gramas. Os animais foram infectados com 1X10°
promastigota de L. infantum na derme da orelha. A eutanasia ocorreu 4 e 8
meses apos a infecgdo. O Tecido adiposo, o bago e o figado foram coletados, pesados
e acondicionados em solugédo de conservagdo. A carga parasitaria do bago e figado,
foi avaliada por meio da técnica de diluicdo limitante. A expressao das citocinas no
baco foi avaliada por meio da realizagdo do gRT-PRC. Os parametros bioquimicos e
as adipocinas foram dosadas no soro. Foi realizada a analise histopatoldgica e a
morfometria do tecido adiposo corado por HE. As analises estatisticas foram
realizadas usando o Software GraphPad Prism 5.0. Os animais infectados
apresentaram perda de peso e esplenomegalia no oitavo més de infec¢ao. Os animais
apresentaram carga parasitaria moderada, tanto no bago, quanto no figado. Nao
houve diferenca na expressdo das citocinas, nem na concentragcdo seérica dos
parametros bioquimicos e das adipocinas. A carga parasitaria do bag¢o e do figado
apresenta correlagdo negativa com os niveis de albumina. A carga parasitaria do bago
apresentou correlagdo negativa com os niveis de colesterol total. A Analise de
correlagdo das adipocinas, mostrou que a adiponectina esta correlacionada
negativamente com as concentragdes de glicose e albumina dos animais controles. E
a leptina apresentou correlagado negativa com o peso relativo do bago no grupo dos
animais controle e correlagao positiva com as concentragdes séricas de triglicérides e
VLDL, em ambos os grupos. Adicionalmente, a leptina apresentou correlagao positiva
com a carga parasitaria do bago e com o peso relativo do tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal. Ja as concentragdes de HDL estdo correlacionadas negativamente
com os niveis de leptina, em hamster infectados com L. infantum. As analises de
correlagdo mostraram que leptina tem relagcdo com o estabelecimento da LV em
hamsters.

PALAVRAS CHAVES: Leishmaniose Visceral. Tecido adiposo. Adipocinas



ABSTRACT

RELATION OF ADIPOCITE TISSUE AND ADIPOKINES WITH THE PARAMETERS
BIOCHEMICAL AND IMMUNOLOGICAL IN EXPERIMENTAL VISCERAL
LEISHMANIASIS.

Leishmaniasis are infections caused by trypanosomatid Leishmania sp. It is estimated
that 350 million people are at risk of leishmaniasis worldwide. Visceral leishmaniasis
(VL) is the most severe clinical form of this disease. The main symptoms are:
prolonged fever, hepatomegaly, splenomegaly, hypergammaglobulinemia,
pancytopenia, weight loss and death, in untreated cases. Some biochemical and
metabolic abnormalities are observed in VL mainly increased levels of triglycerides,
cholesterol and LDL. Adipose tissue and adipokines can participate on regulation of
the immune response and in inflammatory processes in various infections. The aim of
this study, was to investigate the relation of the adipose tissue and adipokines with
biochemical and immunological parameters observed in experimental visceral
leishmaniasis. Were use 41 golden hamsters (Mesocricetus auratus) adult, male,
average weight of 132 grams. The animals were infected with 1x10° promastigotes of
L. infantum in the ear dermis. Euthanasia was realized in the 4 and 8 months after
infection. Adipose tissue and organs were collected, weighed and wrapped in
conservation solution. The parasite load of spleen and liver was assessed using the
limiting dilution technique. The cytokine expression in the spleen was evaluated by
performing the qRT-PRC. The biochemical parameters and adipokines were measured
in serum. Were analyze the histopathology and morphometry of the adipose tissues,
stained by HE. Statistical analyzes were performed using GraphPad Prism Software
5.0. The infected animals showed weight loss and splenomegaly in 8 months of
infection. The animals showed moderate parasite load in both the spleen and in the
liver. There was no difference in the expression of cytokines of the spleen and
biochemical parameters and adipokines in serum of the hamsters. The parasite load
of the spleen and liver is negatively correlated with albumin levels. The parasite load
of the spleen showed a negative correlation with levels of total cholesterol. The
correlation analysis of adipokines showed that the adiponectin was negatively
correlated with the concentrations of glucose and albumin, and leptin was negatively
correlated with the relative weight of spleen, in the control animal group. The leptin has
positive correlation with serum concentrations of triglycerides and VLDL in both
groups. In hamsters infected with L. infantum, leptin was positively correlated with the
parasite load of the spleen and with relative weight of adipose tissue (epididimal and
retroperitoneal) and negatively correlated with serum HDL concentrations. Correlation
analysis showed that leptin is related to the LV establishment in hamsters.

KEYWORDS: Visceral Leishmaniasis. Adipose tissue. adipokines
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INTRODUGAO GERAL

As leshimanioses sdo um conjunto de doengas causadas pelo tripanossomatideo do
género Leishmania, um parasito intracelular obrigatorio (LAISON & SHAW, 1978).
Elas apresentam uma ampla distribuicdo mundial. Estima-se que 350 milhdes de
pessoas estao sob o risco de ter a doenga, em todo mundo. De modo geral, essas
enfermidades se dividem em Leishmaniose Tegumentar Americana, que afeta a pele
e as mucosas, e Leishmaniose Visceral (LV), que atinge os 6rgaos internos. (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). Sendo, esta a forma mais grave, podendo ser fatal
em casos nao tratados (BEKAERT et al., 1989).

No Brasil, a forma de transmiss&o da LV é através da picada dos vetores Lutzomyia
longipalpis ou Lutzomyia cruzi infectados pela Leishmania (L.) infantum (BRASIL-
MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Essa espécie de leishmania se difunde através do
sistema linfatico (CHAPPUIS et al., 2007). Os sinais e sintomas da doenca incluem
febre, fadiga, fraqueza, perda de apetite e perda de peso. Além disso, a invasao
parasitaria do sistema sanguineo e reticuloendotelial causa anemia, leucopenia,
hipergamaglobulinemia, gerando o aumento do bago e do figado, e em alguns casos
dos ganglios linfaticos (CARVALHO; TEIXEIRA; JOHNSON, 1981; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

O controle da infeccdo € mediado por resposta imune do tipo Th1, sendo que a citocina
IL-12 é crucial para o controle e resolugdo da doenca(ENGWERDA et al., 1998).
Durante a forma ativa da LV, as citocinas interferon-gama (IFN-y), Interleucina (IL)-2
e IL-12 estdo diminuidas e as citocinas produzidas pelas células Th2 estdo elevadas,
0 que causa a inibicdo da resposta imunolégica mediada por células (CALDAS et al.,
2005; CARVALHO; TEIXEIRA; JOHNSON, 1981). Os pacientes podem apresentar
niveis plasmaticos elevados de Fator de necrose tumoral (TNF) (LAM et al., 1986).
Essa citocina pode desempenhar um papel importante no metabolismo, pois niveis
elevados dela, foram associados a anorexia e perda de gordura e musculos
(PEARSON et al., 1990).

Os modelos experimentais sao ferramentas importantes na investigagcéao de patologias
como a LV, uma vez que, os procedimentos para analise de o6rgaos e tecidos de
pessoas infectadas com leishmania, sGdo muito invasivos (NIETO et al., 2011). O
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hamster uma vez infectado com as formas visceralizantes de Leishmania desenvolve
uma doenga progressiva, em que o parasita se replica amplamente no figado, bago e
medula éssea o que pode eventualmente conduzir a morte, o que € semelhante ao
observado em caes e seres humanos naturalmente infectados (MELBY et al., 2001a;
REQUENA et al., 2000). Algumas alteragcdes bioquimicas e metabdlicas sao
observadas na LV. Caes infectados com L. infantum, por exemplo, apresentam niveis
elevados de triglicérides, colesterol e de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
diminuidos de lipoproteina de alta densidade (HDL) (NIETO et al., 1992).

Com os avangos nas pesquisas sobre obesidade, inflamagcdo e doencas
cardiovasculares, ficou bem estabelecido que o tecido adiposo atua como um 6rgéo
endocrino, pois secreta varias substancias bioativas denominadas adipocinas
(FANTUZZI, 2005; FRUHBECK, 2008; OUCHI et al., 2011). Estas regulam varios
processos metabdlicos nos tecidos corporais, atuam sobre o sistema nervoso central
e sobre os tecidos periféricos, regulando a adiposidade, a homeostase da glicose, a
ingestao de alimentos, a pressao sanguinea, a fibrindlise, a inflamagéo, o metabolismo
lipidico e a angiogénese (ALVAREZ-LLAMAS et al., 2007; FANTUZZI, 2005).

As adipocinas também participam de processos ndo metabdlicos podendo afetar a
resposta imunologica de diversas formas (FANTUZZI, 2005). Na obesidade por
exemplo, os niveis de algumas adipocinas est&do alterados, causando mudanga nas
funcbes metabdlicas e enddcrinas do tecido adiposo, ocasionando o aumento da
liberagao de acidos graxos, hormdnios, e moléculas pré-inflamatérias que contribuem

para as complicagdes associadas a obesidade (WEISBERG et al., 2003).

Varios estudos tém demonstrado a importancia do tecido adiposo e das adipocinas na
regulacao da resposta imunolégica durante infecgdes. A leptina, por exemplo, possui
acdes pro inflamatodrias. A deficiéncia dessa adipocina pode levar ao aumento da
susceptibilidade a doencas infecciosas, devido a desregulagdo da producdo de
citocinas ou por imunossupressao (FAGGIONI; FEINGOLD; GRUNFELD, 2001). Em
modelo animal de camundongos infectados com M. tuberculosis, foi demonstrado que
a leptina tem papel no desenvolvimento da resposta imunoldgica inicial a tuberculose,
(WIELAND et al., 2005). A adipocina adiponectina € um dos poucos fatores produzidos
pelo tecido adiposo que tem agéo anti-inflamatoéria. Ela exerce agdes relevantes sobre
a imunidade inata e adaptativa (GOMEZ et al., 2009; TILG; MOSCHEN, 2006). Em
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pacientes com a tuberculose ativa, os niveis de leptina estdo mais baixos que nos
pacientes assintomaticos. Além disso, niveis aumentados de adiponectina e
diminuidos de leptina, estdo associados com a presenga de grandes infiltrados

inflamatdrios, independente do indice de massa corpérea (KEICHO et al., 2012).

O papel do tecido adiposo, tem sido estudado, na patogénese da Doencga de Chagas.
Foi demostrado que os adipdcitos podem atuar como reservatério de parasitas,
contribuindo com a cronicidade da infecgdo (COMBS et al., 2005). Dados recentes,
mostraram que o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), infecta os adipdcitos humanos em
cultura, com alta eficiéncia. A infec¢cado gera alteragdes nos niveis de expresséo de
diferentes proteinas produzidas nos adipécitos, dentre elas a diminuigdo dos niveis de
adiponectina (FERREIRA et al., 2011; NAGAJYOTHI et al., 2011, 2012). Devido a
proximidade filogenética entre Leishmania spp. e o T. cruzi, & possivel que o tecido

adiposo também tenha uma papel na leishmaniose.

Foi levantada a hipotese de que as concentragdes plasmaticas de leptina poderiam
estar diminuidas em pacientes com LV, devido a ma nutricdo, e que esta diminuigao
contribuiria para o aumento das respostas Th2, promovendo a sobrevivéncia do
parasita (DAYAKAR et al., 2011). Dados recentes mostraram que a leptina € capaz
de ativar os macrofagos humanos, infectados com L. donovani, e estimular a
capacidade fagocitica, aumentando a producédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) intracelular, o que contribuiu para a eliminagao do parasita (DAYAKAR et al.,
2016).

Até o presente momento, ndo foram publicados trabalhos que investiguem o papel do
tecido adiposo e das adipocinas na LV. Os resultados preliminares obtidos com o
desenvolvimento desse trabalho, ndo demonstraram a participagao do tecido adiposo,
na patogénese da LV. No entanto, a adipocina leptina apresentou correlagdo com

alguns parémetros clinicos.
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REVISAO DE LITERATURA

ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

As Leishmanioses sao infecgbes, causada pelo tripanossomatideo do género
Leishmania. Este € um parasito intracelular obrigatério, digenético que desenvolve seu
ciclo biolégico em dois hospedeiros: um vertebrado e um invertebrado, que é o vetor
da doenga (LAISON & SHAW, 1978). Elas podem ser transmitidas por 30 espécies
diferentes do inseto vetor do género Lutzomyia, no Novo Mundo, e Phlebotomus, no
Velho Mundo. Cerca de 20 espécies de leishmania podem causar a doenca
(ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; HERWALDT, 1999).

As leishmanioses afetam principalmente a populagdo pobre de paises em
desenvolvimento, sua prevaléncia esta associada com o status imunoldgico do
hospedeiro, desnutricdo, deslocamento da populacdo, condicbes precarias de
habitacao e falta de recursos (DESJEUX, 2001). Além disso, as diferentes espécies
de Leishmania, apesar de apresentarem similaridades genéticas e morfoldgicas,
podem promover alteragbes patologicas diferentes. (ALEXANDER; SATOSKAR,;
RUSSELL, 1999; CUNNINGHAM, 2002). Contudo, trés caracteristicas sdo comuns na
infecgcdo por qualquer espécie de leishmania: a infeccdo tecidual persistente, a
replicacdo do parasita nos macrofagos teciduais residente, e a resposta
imunoinflamatdéria. Esta regula as caracteristicas fisiopatologicas apresentadas pelo
hospedeiro vertebrado (MURRAY et al., 2005).

As Leishmaniose sdo um complexo de doencas, que se dividem em Leishmaniose
Tegumentar Americana, que afeta a pele e as mucosas, e Leishmaniose Visceral (LV),
que atinge os orgaos internos (BEKAERT et al., 1989; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). ALV é a forma clinica mais grave da doenga, o periodo de
incubacdo varia de 10 dias a 1 ano (BRASIL- MINISTERIO DA SAUDE, 2014). No
velho mundo a LV é causada pelo complexo L. donovani-L. infantum. No Novo Mundo,
a LV é endémica, sendo causada pela L. infantum (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). A L. infantume a L. chagasi podem ser consideradas
sinbnimos, ou seja, L. infantum (=L. chagasi ) (DANTAS-TORRES, 2006).
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A LV afeta principalmente as criangas, e pode levar a morte, em casos em que 0O
tratamento sdo seja instituido (CARVALHO; TEIXEIRA; JOHNSON, 1981; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). A razdo da maior susceptibilidade das criangas é
explicada pelo estado de relativa imaturidade imunoldgica celular, agravado pela
desnutricdo, muito comum nas areas endémicas, além de uma maior exposi¢cdo ao
vetor no peridomicilio (BRASIL- MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Estima-se que 350 milhdes de pessoas estao sob o risco de contrair leishmaniose, em
todo mundo. As leishmanioses sdo prevalentes em 5 continentes e ocorrem em 98
paises. Mais de 90% dos casos de LV acontecem em Bangladesh, Brasil, Etidpia,
india, Nepal, Sudao do Sul e Sudao. A cada ano, ocorrem aproximadamente 2 milhdes
de novos casos, dos quais, 500 mil sdo de LV. (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010). A leishmaniose visceral € autoctone em 12 paises das Américas, sendo
registrado no periodo de 2001 a 2013 o total de 45.490 casos com média anual de
3.499 casos (OPAS, 2015).

Em 2013, um total de 3.389 casos de LV, foram registrados em oito paises,
distribuidos em 798 municipios. Os paises com o maior numero de casos foram o
Brasil com 96% (3.253) dos casos, seguidos do Paraguai 3,2% (107) e Coldmbia 0,4%
(13). O Brasil e Paraguai apresentaram as maiores taxas de incidéncia de LV, com
4,35 e 3,85 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (OPAS, 2015).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL

No Brasil, a LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados,
em fungao da sua ampla distribuicdo, envolvendo as regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste. Segundo o Ministério da Saude, em 19 anos de notificagdo (1984-
2002), os casos de LV somaram 48.455 casos, sendo que aproximadamente 66%
deles ocorreram nos estados da Bahia, Ceara, Maranh&o e Piaui. Nos ultimos anos,
a média anual de casos no Pais foi de 3.156 casos, e a incidéncia de dois
cas0s/100.000 habitantes (BRASIL- MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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Inicialmente a LV tinha um carater eminentemente rural e, mais recentemente, vem
se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte, sendo também
conhecida por Calazar. Os dados epidemioldgicos revelam a periurbanizacéo e a
urbanizagao da leishmaniose visceral, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de
Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS),
Teresina (PIl), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagari (BA) e mais
recentemente as epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo
Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL- MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

No estado da Bahia, a LV encontra-se em rapida expansdo urbana, acometendo
individuos de diferentes grupos etarios, estando presente em 180 (43,26%)
municipios. O potencial de urbanizagao é demonstrado pela ocorréncia de casos (131)
nos centros urbanos de importantes cidades do Estado, entre os quais: Feira de
Santana, Serrinha, Jequié, Juazeiro, Irecé, Camacari e Salvador, correspondendo a
23,73% dos casos (SESAB, 2015). Até margo de 2015, obteve-se um coeficiente de
incidéncia de 33,3% (0,1/10.000 habitantes), e reducdo média de 50% entre os anos

de 2014 e 2015, no mesmo periodo (janeiro a margo) (SESAB, 2015).

1.2 CARACTERISTICAS E CICLO BIOLOGICO DA LEISHMANIA

A Leishmania €é um parasita flagelado, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Os organismos que fazem parte desta ordem, caracterizam-se por
apresentar uma mitocdndria Unica, denominada cinetoplasto, rica em DNA
mitocondrial, o KDNA. Este é formado por dois componentes o minicirculos e
maxicirculos (GRIMALDI JUNIOR G., 1993; RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990;
SIMPSON et al., 1987).

A leishmania apresenta duas formas, em seu ciclo de vida (Figura 01). A forma
amastigota é circular e intracelular obrigatéria. Ela vive dentro de vacuolos lisossomais
presentes nas células fagocitarias do hospedeiro vertebrado infectado, ou seja, os
monaocitos e os macrofagos, que séo ingeridos pelo flebotomineo, durante o repasto
sanguineo (ALEXANDER, 1999; CHANG, 1990; CUNNINGHAM, 2002). No intestino
médio do vetor, a amastigota se diferencia na forma promastigota, que é a forma

extracelular que possui flagelo. A promastigota pro-ciclica, se liga as paredes do
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intestino do inseto e se divide rapidamente. Ela se transforma na promastigota
metaciclica, que ndo tem a capacidade de se ligar as paredes do intestino do vetor, e
migra para a probdscide do hospedeiro invertebrado (ALEXANDER; SATOSKAR,;
RUSSELL, 1999; CUNNINGHAM, 2002; GRIMALDI JUNIOR G., 1993). Quando o
flebotomo infectado pica o hospedeiro mamifero, ele inocula as formas promastigotas
metaciclicas juntamente com a saliva (ANDRADE et al., 2007). Apds isso, as
promastigotas sado fagocitadas por macréfagos, e se instalam no interior do vacuolo
parasitéforo, onde se diferenciam em formas amastigotas, sobrevivendo e
multiplicando-se rapidamente (RITTIG; BOGDAN, 2000). A replicagdo continua de
amastigotas, leva ao rompimento da célula hospedeira. O fagocito vizinho, engloba
0s corpos apoptéticos e as bolhas de membrana que contém parasitas viaveis, o que

permite a propagacgao da infecgdo (REAL et al., 2014).

ESTAGIO NO HOSPEDEIRO INVERTEBRADO ESTAGIO NO HOSPEDEIRO VERTEBRADO
o Flebotomineo inocula as

Promastigotas  sofrem promastigotas, ao picar o As promastigotas sio fagocitadas
divisio bindria & migram hospedeiro mamifero. pelos macréfagos ou por outros

para a probdscide do fagacitos mononucleares.
e flebotominea. ﬁ

v

N

o Amastigota transforma-se em
promastigota

As promastigotas transforma-se
em amastigotas dentro das células
fagocitarias

»/
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e g Ne
> 2%
‘.O
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A replicagio continua das
amastigotas, leva ao rompimento
v da célula hospedeira
Rompimento das células
parasitadas e liberagio

das amastizotas no 0O flebotomineo ingere as células
intestino do vetor infectadas com amastigotas,
durante o repastosanguineo

Figura 1. Ciclo biologico da leishmania. FONTE: CENTER OF DISEASE CONTROL AND
PREVENTION - CDC, 2013 (Figura adaptada).
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1.3 LEISHMANIOSE VISCERAL (LV)

No Brasil, a forma de transmissao da LV ¢é através da picada dos vetores L. longipalpis
ou L. cruzi infectados pela Leishmania (L.) infantum (BRASIL- MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Essa espécie de leishmania tem tropismo através dos sistemas
linfatico e vascular, e infecta os macréfagos e mondcitos no sistema reticuloendotelial,
0 que resulta em infiltragdo da medula 6ssea, do bago, do figado, da mucosa do
intestino delgado, dos nodulos linfaticos e de outros tecidos linfoides (CHAPPUIS et
al., 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

A LV abrange um amplo espectro de gravidade e manifestagdes clinicas. O
aparecimento pode ser cronico, subagudo, ou agudo. O periodo de incubagéo
geralmente, que geralmente dura de 2 a 6 meses. Os sinais e sintomas da infecgéo
persistente sistémica incluem febre, fadiga, fraqueza, perda de apetite e perda de
peso. Além disso, a invasdo parasitaria do sistema sanguineo e reticuloendotelial
causam anemia, leucopenia, hipergamaglobulinemia, levam ao aumento do baco e do
figado, e em alguns casos dos ganglios linfaticos (CARVALHO; TEIXEIRA;
JOHNSON, 1981; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). A febre geralmente
estd associada com calafrios e pode ser intermitente. A fadiga e a fraqueza séo
agravados por anemia, além disso, trombocitopenia e neutropenia também séao
frequentes e refletem, tanto sequestro esplénico, quanto supressdo da funcédo da
medula 6ssea. Em estagios avangados, a trombocitopenia juntamente com a depleg¢ao
de protrombina pode levar a hemorragia grave. Com o avango da doenga, a
esplenomegalia pode causar distensdo e dores abdominais, que podem ser
acentuadas por hepatomegalia concomitante (BRASIL- MINISTERIO DA SAUDE,
2014; CHAPPUIS et al., 2007; RODRIGUES et al., 2016).

O diagnéstico e o tratamento precoce sao essenciais para pacientes individuais e para
a comunidade (CHAPPUIS et al., 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). O
diagnostico parasitologico consiste na observacdo da forma amastigota do parasita
nas células do hospedeiro. A puncido aspirativa esplénica € o método que oferece
maior sensibilidade (90-95%) para demonstragao, seguida pelo o aspirado de medula
Ossea, biopsia hepatica e a aspiragao de linfonodos. Por ser o procedimento mais
seguro, recomenda-se a pungao aspirativa da medula éssea (BRASIL- MINISTERIO
DA SAUDE, 2014; GRIMALDI JUNIOR G., 1993). A deteccéo de parasitas no sangue
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ou em tecidos, por meio de culturas ou por técnicas de biologia molecular, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sdo mais sensiveis que o exame
microscépico (BRASIL- MINISTERIO DA SAUDE, 2014; CHAPPUIS et al., 2007).

A infeccdo desencadeia uma resposta humoral, levando a produg¢ao de anticorpos,
que tém um papel insignificante na defesa do hospedeiro, mas sdo uteis no
diagnostico laboratorial. Este, pode ser realizado através de exames sorologicos
como, a imunofluorescéncia indireta (IFl) e enzyme linked immmunosorbent assay
(ELISA), ou através da Intradermorreagdo de Montenegro reativa. Os titulos de
anticorpos em geral s&o baixos e podem permanecer positivos por um longo periodo.
Pacientes que apresentam cura clinica podem apresentar reatividade nos exames
sorolégicos e na intradermorreacdo de Montenegro (BRASIL- MINISTERIO DA
SAUDE, 2014; GRIMALDI JUNIOR G., 1993).

Apenas uma pequena parcela de individuos infectados, desenvolvem sinais e
sintomas da doenga. Os pacientes provenientes de areas endémicas, onde ha
evidéncia epidemioldgica e imunolégica da infecgdo, mas ndo apresentam sintomas
da doenga, sao classificados como assintomaticos. E importante ressaltar, que para o
diagnostico clinico da LV, & necessario avaliar os sinais e sintomas clinicos em
conjunto com os resultados do ensaios a base de anticorpos (BRASIL- MINISTERIO
DA SAUDE, 2014; CHAPPUIS et al., 2007).

1.3.1 MODELO EXPERIMENTAL DALV

Os modelos experimentais sao ferramentas importantes na investigagcéao de patologias
como a LV, uma vez que, os procedimentos para analise de 6rgaos e tecidos de
pessoas infectadas com leishmania, sdo muito invasivos (NIETO et al., 2011). A
quantidade e a natureza do in6culo do parasita sao fatores que contribuem para as
diferencas apresentadas entre a infeccdo nos seres humanos e nos modelos animais
(HANDMAN, 2001; REQUENA et al., 2000).

Em infec¢des naturais, o vetor introduz na pele, um numero muito pequeno de parasita
(100 a 1000 promastigotas metaciclicos), em conjunto com a saliva. Enquanto que,

em infec¢des laboratoriais séo injetadas de milhares a milhdes de promastigotas,
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derivadas de cultura, ou amastigotas, derivadas de tecidos. Além disso, a progresséo
da LV experimental depende ainda da via de infecgdo e da espécie da Leishmania
utilizada (HANDMAN, 2001; REQUENA et al., 2000).

Camundongos quando infectados com espécie viceralizante de Leishmania,
inicialmente apresentam uma elevacgéo da carga parasitaria, mas com o decorrer da
infeccdo, sdo capazes de desenvolver uma resposta imunoldgica contra a leishmania
e controlar a infeccao. Este € um bom modelo para observar a replicagao do parasita,
o controle imunoldgico e a infecgao subclinica. Porém, ndo ha um modelo murino que
simule a progressao da doenga como observada na LV humana ativa (MELBY et al.,
2001a; REQUENA et al., 2000).

Os caes apresentam sintomas muito semelhantes aos humanos com LV. Muitos dos
animais infectados sao susceptiveis e desenvolvem a doencga ativa. Enquanto que,
uma pequena parcela ndo desenvolve a doenga ou cura espontaneamente. Devido a
esses fatores, estes animais sdo considerados bons modelos para LV (NIETO et al.,
1999). No entanto, a dificuldade de gerir estes animais, faz com que este modelo seja
pouco utilizado (REQUENA et al., 2000).

O hamster desenvolve sinais clinicos e sintomas graves da LV, semelhantes aos
observados em cées e seres humanos naturalmente infectados (MELBY et al., 2001a;
REQUENA et al., 2000). O modelo experimental de Hamsters Sirius (Mesocricetus
auratus) infectados com L. infantum ou L. donovani , sdo considerados bons modelos
para estudo das manifestacdes clinicas da LV, que podem variar de infecgoes
assintomaticas e oligossintomaticas até uma doenga visceral progressiva e fatal
(DORIA et al., 2000; MELBY et al., 2001). A principal limitagdo desse modelo € a falta
de reagentes imunoldgicos disponiveis. Este obstaculo vem sendo superado pela
utilizacdo de novas abordagens moleculares para a avaliagdo imunoldgica destes
animais (Melby et al., 1998; Melby et al., 2001).

1.3.2 RESPOSTAIMUNE NALV

A Leishmaniose visceral humana esta associada com um padrao misto de resposta,

com a participacao tanto de células Th1, quanto de células Th2. A cura da doencga,
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apés o tratamento, € acompanhada pelo aumento dos niveis de IFN-y e IL-12, e
diminuicdo dos niveis de IL-10 e o fator de transformacgao do crescimento — beta (TGF-
B) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Isso acontece porque a resisténcia a
infecgao por Leishmania depende do desenvolvimento de uma resposta do tipo Th1,
caracterizada pela producéo inicial de IL-12, por células apresentadoras de antigenos
(APCs), e pela liberacdo de IFN-y, pelas células Th1(MULLER, 1989). O IFN-y, induz
a ativagdo de mecanismos microbicidas do macréfago, como a producédo de éxido
nitrico (NO) e de ROS, que possuem importante ag¢ao leishmanicida (LIESE;
SCHLEICHER; BOGDAN, 2008; MURRAY; NATHAN, 1999). A IL-10 desempenha um
papel importante na supressao da respostas imune pré-inflamatoria. Ela é um potente
inibidor da producao e das citocinas IL-12 e IFN-y, inibindo assim a ativacdo dos
macrofagos (AYE, 1996; STANLEY; ENGWERDA, 2007; VASCONCELOS et al.,
1993)

A leishmaniose visceral experimental leva ao desenvolvimento de uma imunidade
especifica no tecido hepatico e no tecido esplénico. No figado ha a formacéo de
granulomas, na tentativa de conter a infecgéo (AYE, 1996). Enquanto que no baco, a
resposta imune mediada por células, ndo consegue eliminar o parasita, levando ao
estabelecimento de uma infecgdo crénica e alteragbes imunopatoldgicas, como
alteragdes na arquitetura desse 6rgao (STANLEY; ENGWERDA, 2007).

Em camundongos, a formagéo do granuloma hepatico € dependente da produgao de
citocinas, recrutamento de mondcitos, neutrofilos, células T CD4+ e CD8+, produgao
de citocinas inflamatérias e ativagao das células de kupffer infectadas. As citocinas
desempenham um papel critico no desenvolvimento do granuloma. As pro-
inflamatdrias, como IL-12, IFN-y e TNF, sdo importantes para a formacao eficiente do
granuloma, uma vez que, elas estimulam a produgao de citocinas e a geragao de
moléculas leishmanicidas pelas células infectadas (AYE, 1996; RODRIGUES et al.,
2016; STANLEY; ENGWERDA, 2007). A IL-12 atua de forma efetiva na resposta do
hospedeiro contra a leishmania, através de um mecanismo dependente de IFN-y. Este
ativa os macrdéfagos, o que é essencial para a eliminagao dos parasitas (AYE, 1996).
O TNF também atua na ativagado dos macrofagos e na formagéo e desenvolvimento
do granuloma (KAYE et al., 2004).
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A infec¢ao no bago ocorre de forma persistente, onde o numero de parasitas aumenta
lentamente e persiste durante a vida do animal (ENGWERDA et al., 1998). A Resposta
imune protetora no baco é iniciada pelas células que foram expostas aos produtos
antigénicos da leishmania. Elas secretam IL-12, que leva a diferenciagcédo das células
Th1 que v&o produzir IFN-y e TNF. Em paralelo, as células T CD8 naives (virgens),
na presencga de IL-12 e IFN, diferenciam-se em células efetoras, que potencializam a
resposta protetora, devido a producgéo de IFN-y e TNF (RODRIGUES et al., 2016).
Niveis elevados de TNF no bacgo estdo associados com a inducao de IL -10, o que
contribui de forma significante para o estabelecimento da infecgdo. Além disso, o
excesso de TNF no ambiente esplénico € responsavel por danos na arquitetura
tecidual e disfungcdo imunolégica associada ao estado inflamatério crénico do bago
(STANLEY; ENGWERDA, 2007). Mas esses dados foram obtidos com modelos
experimental de camundongo, pouco se sabe sobre a resposta imune em modelo de

hamsters.

2.0 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo € um tecido conjuntivo frouxo, composto por varios tipos celulares,
incluindo os adipocitos (correspondem 35% a 70% do tecido), pré-adipdcitos, células
estaminais, fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imunoldgico
(FRUHBECK, 2008; HUH et al., 2014). Essas células s&@o cercadas por redes de
capilares e inervagao (GUENGERICH et al., 2001; MURANO et al., 2009).

Existem dois tipos principais de adipocitos que sao faceis de distinguir pela morfologia:
os adipécitos marrons e os adipocitos brancos. Os adipécitos marrons sao células
poligonais, com um nucleo arredondado e varias goticulas lipidicas citoplasmaticas,
apresentam inumeras mitocondrias e atuam no controle da termogénese (MURANO
et al., 2009; MURANO; ZINGARETTI; CINTI, 2005). Os adipécitos brancos sao células
esféricas, com aproximadamente 90% do seu volume compreendendo uma unica gota
citoplasmatica de lipidio, com nucleo periférico (Figura 02). Eles armazenam energia,
sob a forma de triglicérides, durante periodos de abundancia nutricional, e liberam sob
a forma de acidos graxos, em periodos de privagao (CANNON; NEDERGAARD, 2004;
RICHARD; STEPHENS, 2014; TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994). O tecido
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adiposo branco € caracterizado pela sua capacidade de adaptacao e expansdo em
resposta a energia excedente, por meio do processo de hipertrofia dos adipdcitos e/ou
recrutamento e proliferagdo de células precursoras (PELLEGRINELLI; CAROBBIO;
VIDAL-PUIG, 2016). A diferenciacdo dos adipdcitos € um processo complexo, que
envolve mudangas drasticas na morfologia celular e na expressao génica
(TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994).

o -% . Legenda
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Branco Marrom

Figura 2. llustragdo dos adipdcitos branco e marrom. FONTE: RICHARD & STEPHENS,
2014 (figura adaptada).

A presenca de dois tecidos distintos, que particionam a energia contida em lipidios
entre a termogénese e as outras fungbes metabdlicas, faz com que o tecido adiposo
possa ser classificado como 6rgéo, pois este € definido como uma série de tecidos
(no minimo dois tecidos distintos) que realizam conjuntamente uma ou mais fungdes
interligadas (CINTI, 2001). O 6rgao adiposo € composto de varios depédsitos
localizados em dois compartimentos do corpo: depdsitos subcutdneos e depdsitos
viscerais. Além disso, os adipdcitos entdo presentes em todo o corpo, associados com
multiplos 6rgaos, incluindo o coragéo e os rins. Eles também podem ser encontrados
na medula 6ssea, pulmdes e na camada adventicia de vasos sanguineos principais
(OUCHI et al., 2011).

As células imunoldgicas presentes no tecido adiposo podem ser divididas em células
imunes da resposta inata, que sdo os macrofagos, neutréfilos, eosindfilos e
mastocitos; e as células imunes da resposta adaptativa, que incluem varios subtipos

de células T e células B (HUH et al., 2014). Os fatores secretados pelo macréfagos,
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em cultura de células, interferem no metabolismo dos &acidos graxos livres e na
absorcdo de glicose pelo adipdcito (PERMANA; MENGE; REAVEN, 2006). Na
obesidade, o numero de macrofagos presente no tecido adiposo branco, esta
diretamente relacionado com a adiposidade e com o tamanho dos adipdcitos. Tanto
em humanos, quanto em ratos, os pré-adipocitos podem proliferar e se diferenciar em
adipdcitos ou em macréfagos (CHARRIERE et al., 2003; FANTUZZI, 2005).
Demostrando que a interagao entre os diferentes tipos celulares € importante para a
realizagao das fungdes fisioldgicas do tecido adiposo e que existe uma interagao entre

os adipocitos e as células do sistema imunoldgico.

O tecido adiposo pode reagir a infecgbes por ativagdo de varias cascatas
inflamatdrias, através da transducéo de sinal, da secreg¢ao de citocinas como TNFa,
IL-1, IL-6 e IFN (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993), e da produgéo e
secregao de varias substancias bioativas, dentre elas uma variedade de horménios
peptidicos e protéicos, denominados adipocinas (FANTUZZI, 2005; FRUHBECK,
2008; OUCHI et al., 2011; TILG; MOSCHEN, 2006) Assim, a expressao desregulada
desses fatores, pelo tecido adiposo, pode levar a alteracdes na respostas imunes e
metabdlicas (OUCHI et al., 2011).

2.1 ADIPOCINAS

Por um longo periodo de tempo, acreditou-se que as fungdes do tecido adiposo
branco, eram limitadas ao armazenamento de energia. No entanto, com os avangos
nas pesquisas sobre obesidade, inflamacido e doencas cardiovasculares, ficou bem
estabelecido que o tecido adiposo atua como um érgéo enddcrino. Pois ele pode
influenciar e estabelecer comunicagdo com outros 6rgaos, incluindo cérebro, coragao,
vasculatura, figado e musculos, através de secrecao das adipocinas. (FANTUZZI,
2005; FRUHBECK, 2008; OUCHI et al., 2011; TILG; MOSCHEN, 2006). H4 uma
grande diversidade de adipocinas, tanto no que se refere a estrutura proteica, quanto
em relacdo a funcdo (TRAYHURN; WOOQOD, 2004).

O termo adipocina é utilizado para descrever substincias que sao produzidas e
secretadas pelo tecido adiposo. Mas nem todas s&o derivadas exclusivamente deste
orgao (TILG; MOSCHEN, 2006; TRAYHURN; WOOD, 2004). A secregdao das
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adipocinas é dependente da composicao celular do tecido adiposo. Podendo ser
alterada, por mudancas no numero, fenétipos e localizacdo das células do sistema
imune, vascular e estrutural. A expressdo das adipocinas também pode variar

dependendo da localizagao do depésito de tecido adiposo(OUCHI et al., 2011).

As adipocinas regulam varios processos metabdlicos e também contribuem em
processos hao-metabdlicos numa variedade de tecidos. Elas atuam sobre o sistema
nervoso central e sobre os tecidos periféricos, regulando a adiposidade, a homeostase
da glicose, a ingestao de alimentos, a pressdo sanguinea, a fibrindlise, a inflamacéao,
o metabolismo lipidico e a angiogénese (ALVAREZ-LLAMAS et al., 2007; FANTUZZI,
2005). Na obesidade por exemplo, os niveis de algumas adipocinas estéo alterados,
levando a mudanca nas fungdes metabdlicas e enddcrinas do tecido adiposo,
ocasionando o aumento da liberagdo de acidos graxos, hormdnios e moléculas pro-
inflamatdrias, que contribuem para as complicagdes associadas a obesidade
(WEISBERG et al., 2003).

A adiponectina e a leptina s&o as adipocinas mais abundantes, produzidas pelo tecido
adiposo. Mas varios outros produtos tem sido caracterizados, dentre eles, citocinas
classicas como TNF, IL-6 e IL-1, e fatores de crescimento como o TGF-[3, entre outros
(FANTUZZI, 2005; TILG; MOSCHEN, 2006; TRAYHURN; WOOD, 2004). Estes
produtos apresentam fun¢des conhecidas no sistema imune, e apesar de serem
produzidos pelos adipdcitos, eles nao séo classificados como adipocinas. No entanto,
eles possuem um papel importante na interface entre os sistemas imunoldgico e o
metabolismo (TILG; MOSCHEN, 2006).

A TNF e IL-6, por exemplo, sdo citocinas com agao pro-inflamatdria, que tem sua
expressao aumentada no tecido adiposo, em modelos animais de obesidade e
diabetes (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; MOHAMED-ALI et al.,
1997). Os niveis plasmaticos delas, também estdo elevadas em seres humanos
obesos (KERN et al., 1995a). Embora, tanto a IL-6 quanto TNF sejam expressas pelo
tecido adiposo, existem diferencas na sua liberacido sistémica in vivo. A TNF nao é
liberada pelos depdsitos de tecido adiposo subcutidneo, enquanto que a IL-6 é
liberada (KERN et al., 1995b). Além disso, a analise da expressao dos macrofagos e
de outras populacgdes celulares, isoladas do tecido adiposo, demonstraram que os
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macrofagos sao responsaveis por quase toda expressao de TNF, e de quantidades
significativas de IL-6, em camundongos (WEISBERG et al., 2003).

2.1.1 ADIPONECTINA

A adiponectina € uma proteina de 247 aminoacidos, produzida quase que
exclusivamente pelo tecido adiposo branco (TILG; MOSCHEN, 2006). O RNA
mensageiro (RNAm) da adiponectina esta presente no tecido adiposo e nas células
sanguineas (MASAKI et al., 2004). As concentrac&o sérica de adiponectina, circulante
no organismo, € relativamente alta (micrograma/mililitro) (MANJU C, PILLIPS SA,
THEODORE C, 2003). Os receptores de adiponectina sdo abundantes no figado e no
musculo (MASAKI et al., 2004). A principal fungdo da adiponectina € modular o
metabolismo da glicose e dos lipidios, em tecidos sensiveis a insulina, tanto em
humano quanto em modelos animais. Uma vez que, ela atua aumentando a
sensibilidade dos tecidos a insulina (FANTUZZI, 2005).

Os niveis plasmaticos de adiponectina, estdo reduzidos em individuos obesos. Eles
foram associados com o desenvolvimento da resisténcia a insulina em modelos
animais de obesidade (MANJU C, PILLIPS SA, THEODORE C, 2003). Essa adipocina
€ expressa a niveis mais elevados pelos adipécitos funcionais, que sdo encontrados
em individuos magros, mas a sua expressao é regulada negativamente nos adipocitos
disfuncionais que estdo associados com a obesidade (OUCHI et al., 2011). A perda

de peso € um potente indutor da sintese dessa adipocina (TILG; MOSCHEN, 2006).

A adiponectina € um dos poucos fatores produzidos pelo tecido adiposo que tem agao
anti-inflamatéria. Ela exerce agdes relevantes sobre a imunidade inata e adaptativa.
Ela inibe a capacidade fagécitica dos macréfagos e a produgdo de TNF e de IL-6.
Além disso, reduz a linfopoiese de células B, diminui a resposta das células T e induz
a producgado de IL-10, por mondcitos, macréfagos e células dendriticas humanas
(GOMEZ et al., 2009; TILG; MOSCHEN, 2006). Por outro lado, a producdo de
adiponectina por adipécitos € inibida por fatores pro-inflamatérios, tais como TNF e IL-

6, que se encontram elevados em individuos obesos (FANTUZZI, 2005).
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A habilidade de inibir a produgao de TNF, sugere que a adiponectina tem uma papel
importante contra o desenvolvimento de doengas inflamatdrias graves. No entanto, na
defesa contra patdgenos intracelulares, niveis elevados de adiponectina,

aumentariam a susceptibilidade do hospedeiro a infecgdo (YOKOTA et al., 2000).

2.1.2 LEPTINA

A leptina é uma proteina, codificada pelo gene ob (ZHANG et al., 1994),
estruturalmente similar a familia das citocinas helicoidais de cadeia longa (ZHANG et
al., 1997). A maior parte da leptina circulante é produzida e secretada pelos adipdcitos,
mas a mucosa gastrica, musculo esquelético, placenta e epitélio mamario também
podem contribuir (BADO et al., 1998; FRIEDMAN; HALAAS, 1998; MASUZAKI et al.,
1997). A atividade biolégica é mediada pela interagdo da leptina com receptores de
membrana especificos, que apresentam sequencias homologas com os receptores de
citocinas (TARTAGLIA et al., 1995). A leptina e seus receptores estao presente em
uma variedade de tecidos e 6rgaos (DESRUISSEAUX et al., 2007).

A principal fungéo da leptina € regular o balango entre a ingestdo alimentar e o gasto
energético. Assim, os niveis circulantes de leptina estdo diretamente relacionados
com a massa de tecido adiposo. A perda de gordura corporal, leva a diminuigao dos
niveis de leptina, que por sua vez, faz com o que o individuo aumente o consumo de
alimentos, excedendo o gasto energético, o que leva a um estado de equilibrio
energético positivo. Por outro lado, um aumento da adiposidade, eleva os niveis de
leptina, que ird promover um estado de equilibrio energético negativo, com o gasto de
energia superior a ingestado de alimentos. Isso € possivel por meio da atuagao da
leptina no hipotalamo, este libera diferentes neuropeptidios, em resposta aos niveis
de leptina. Uma série de outras respostas metabdlicas e enddcrinas também ocorrem
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

A leptina atua na resposta imunolégica induzindo uma resposta pro-inflamatoria. Na
resposta imune inata, ela atua induzindo o aumento da produgao das citocinas TNF,
IL-6 e IL-12, pelos macréfagos e mondcitos; aumenta a fagocitose de macréfagos, e
induz a ativacao, proliferacdo e migragcdo de mondcitos; estimula a quimiotaxia dos

neutrofilos e a producdo de espécies reativas de oxigénio, por essas ceélulas; regula a
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diferenciagao, proliferacdo, ativacao e citotoxicidade das células natural killer (NK)
(FANTUZZI, 2005; LA CAVA et al., 2004; TILG; MOSCHEN, 2006).

Na resposta imune adaptativa, a leptina estimula a linfopoiese, protege os linfocitos T
da apoptose; modula a proliferagao das células T, induzindo a proliferacdo de células
T virgem e inibindo a producédo de células T de memoaria; estimula a producao da
citocinas IFNy e IL-2 e suprime a produgao da citocina IL-4 (FANTUZZI, 2005; LA
CAVA et al., 2004; TILG; MOSCHEN, 2006). Assim, a deficiéncia de leptina leva a o
aumento da susceptibilidade a varias doencas infecciosas, devido a desregulacao da
producdo de citocinas ou por imunossupressdo (FAGGIONI; FEINGOLD;
GRUNFELD, 2001).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar a relagdo do tecido adiposo e das adipocinas com paréametros bioquimicos

e imunolégicos observados na leishmaniose visceral experimental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressao das citocinas no bago (IFN-y, TNF-qa, IL-6, IL-12 e IL-10)

e Determinar as concentragdes séricas de glicose, albumina, triglicérides,
colesterol, HDL, LDL e VLDL.

e Determinar as concentragdes séricas das adipocinas, leptina e adiponectina,
dos animais.

e Correlacionar a carga parasitaria com os parametros bioquimicos, perfil de
citocinas e com os niveis séricos das adipocinas

e Verificar o tamanho dos adipdcitos presentes no tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal.

e Correlacionar os niveis séricos das adipocinas com parametros clinicos e

bioquimicos dos animais.
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MATERIAL E METODOS

Grupo amostral e aspectos éticos

Foram utilizados 41 Hamsters (Mesocricetus auratus) machos, com 3 meses de idade
e com peso médio de 132 gramas. Os animais foram divididos em dois grupos:
controle (n=20) e infectado (n=21). Todos os animais foram mantidos no Biotério
Experimental do Centro de Pesquisa Gongalo Muniz (CPQGM) da FIOCRUZ, sob as
mesmas condigdes. Eles foram manipulados e eutanasiados de acordo com os
principios de conduta e 0 manejo ético de animais utilizados para fins cientificos, da
Fundacdo Oswaldo Cruz para Experimentagdo Animal (Protocolo de aprovagao
CEUA: 034/2012).

Cultura de Leishmania Infatun e infecgao experimental

As formas promastigotas de L. infanfum (MHOM/BR00/Ba262) foram obtidas por meio
do cultivo em meio Schneider’s (Schneider insect medium) suplementado com 20%
de soro bovino fetal inativado, L-glutamina (2mM), penicilina (100U/ml), estreptomicina
(100pg/ml). Mantidas a 23°C , em estufa BOD, até a fase estacionaria. Os parasitas
foram obtidos na fase estacionaria sendo lavados trés vezes com salina a 3000 rpm

por 10 minutos e foram ajustados para uma concentragdo de 5x107-108/ml.

Delineamento e protocolo experimental

Os animais foram infectados intradermicamente na orelha com 1x10° promastigotas
de L. infantum ressuspensas em salina (20 pl). O animais foram avaliados
semanalmente, buscando identificar a presenca de sinais clinicos da doenga, como
perda de peso e pelo, aparecimento de lesbes na pele. Para a pesagem, foi utilizada
uma balanga eletrénica digital — Marte, modelo S-4000, com capacidade de 4kg e
sensibilidade de 0,001g. A eutanasia foi realizada por decapitacdo, em dois
momentos: 4 meses e 8 meses apods a infecgdo. O sangue total foi coletado, e o bago
e o figado foram removidos assepticamente e pesados. Foram utilizados 2 mg desses
orgaos, para a realizacdo da carga parasitaria. O tecido adiposo (retroperitoneal e

epididimal) foi coletado, pesado, e armazenado em formol a 10%, para analise
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histopatoldgica. E ambos, bacgo e tecido adiposo foram armazenados em solugéo de
preservacao de acidos nucleicos, para avaliagdo da expressao das citocinas.

No Fluxograma 01 encontra-se o delineamento experimental deste estudo. Os animais
foram divididos em dois grandes grupos experimentais: um grupo infectado com
promastigotas de L. infantum e um grupo controle n&do infectado. Os hamsters foram

necropsiados e avaliados no 4 e 8 meses apos a infecgao.

41 Hamsters (Mesocricetus
auratus)

l Infectados
Controle (n=20) 1x105promastigotas de L.

infantum
4 meses 8 meses
) O O
Eutanasia

o Avaliagao Resposta Avaliagédo do Avaliacao do
Sinais clinicos parasitologica Imune Metabolismo tecido adiposo
*Peso *Diluicdo *qRT-PCR *Parametros * Histopatologia

« Aspecto fisico limitante (Bago (Bago) bioquimicos +Morfometria

e Figado) + Adipocinas

Fluxograma 1: Delineamento experimental em modelo de infecgcdo de L. infantum em

hamster, utilizando a via intradérmica.

Avaliagcao da Carga Parasitaria

A avaliagdo da carga parasitaria do bago e do figado foi analisada pela técnica de
dilui¢cao limitante descrita previamente (HONDOWICZ & SCOTT, 2002). Onde foi retira
uma amostra de bago e uma de figado (2mg). Elas foram maceradas individualmente,
em peneira metalica ultrafina descartavel, com 1 ml de meio Schneider (Sigma, St
Louis, MO, USA) suplementado com soro bovino fetal a 10%, 2 mM de L-glutamina,
100 Ul/mL de penicilina e 100U/mL de estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA, USA).

Adicionou-se 4 ml de solugao salina. O material foi transferido para tubo falcon (15
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mL), onde foi adicionado solugéo salina até completar o volume final de de 10 mL.
Foi retirada uma aliquota de 20ul dessa solugao, para a diluicdo seriada. Que foi
realizada em uma placa de 96 pocos, contendo 180upl de meio Schneider
suplementado, em cada po¢o. A diluicao foi realizada na proporcao de 1:10. As placas
foram armazenadas na estufa BOD a 23° C por 7 dias. No sétimo dia, apds a
realizagao da diluicdo, as placas foram observadas, em microscopio invertido, para
verificagdo da presenga das formas promastigotas de L. infantum. A quantificacdo da
carga parasitaria foi estimada com base no valor da diluigdo mais elevada, que foi
positiva para o crescimento dos parasitas. O valor obtido foi multiplicado pelo peso do

6rgao (mg), e calculado os valores do log na base 10.

Extracdo de RNA e preparo de cDNA para detecciao da expressao de citocinas

no baco

O RNA total do bacgo, foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. O tecido foi macerado, em 1 mi
de trizol, com o homogeneizador de tecidos (OMNI 125). O RNA foi isolado e
precipitado na presenga de cloroférmio e isopropanol. Apds lavagem com etanol a
70% e a 100%, o RNA foi dissolvido em agua livre de DNAse e RNAse. A quantificagéo
e avaliagao do grau de pureza do RNA total extraido foi realizada por meio do Thermo
Scientific NanoDrop 2000c. Foi utilizado 1uL de RNA total e o grau de pureza em
relagdo a presenca de proteinas, foi avaliado utilizando a relagdo dos valores de
absorbancia obtidos A260/280nm. O grau de contaminagdo por outros compostos
(como sais, polissacarideos e compostos orgéanicos como fenol) foi avaliado pela
absorbancia A260/230nm. As amostras que apresentaram absorbancia A260/280nm
maior ou igual a 2 foram consideradas com um grau de pureza satisfatorio. Apds a
quantificagdo, o material foi armazenado a -80 °C. A Integridade do RNA extraido, foi
avaliada por meio da separagéo eletroforética das amostras de RNA total em gel de
agarose em condi¢cdes desnaturantes e especificas para RNA. A sintese de DNA
complementar (cDNA), foi realizada acrescentando 2 uyg de RNA a 30 pl de uma
mistura contendo primers oligo (dT)12-18, 2,5 yM. dNTPs, 1 mM, tampé&o IX (Tris-HCI
20 mM, pH 8.4, KCI 50 mM, MgC12 2 mM), 20U de inibidor de ribonuclease e 50U da
transcriptase reversa Superscript (SuperScript® Il SuperMix for gRT-PCR - Thermo
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Scientific). A reacdo foi incubada no termociclador a uma temperatura de 42 °C

durante 50 minutos.

Desenho dos iniciadores (primers)

Os primers foram desenhados utilizando o software Primer Express (Applied
Biosystems, EUA). As sequéncias de nucleotideos referentes aos genes avaliados
nesse estudo foram obtidas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando
sequéncias completas de CDs, e quando nao disponivel foram utilizadas sequéncias
parciais encontradas. Para os genes que apresentavam variagdes de transcritos, foi
realizado um alinhamento das sequéncias para identificar regides em comum entre os
transcritos, e a partir dessas, foram desenhados os respectivos primers. Os tamanho
dos amplicons variou de 50 a 150 pb. Os primers utilizados nesse estudo estao
relacionados no quadro 1.

Quadro 1- Relagédo das Sequéncias de primers forward e reverse referente aos genes
avaliados, utilizados para quantificacdo da expressao de citocinas por qPCR.

Gene Sequéncia de oligonucleotideos

alvo

HPRT | F: TGATAGATCCACTCCCATAACTGTAGA
R: CCATTAATTTTTAAGTCCCCTGTTG
IFN-Y | F: GCTACTGCCAGGGCACACTC

R: TAAAGACGAGGTCCCCTCCA

TNF F: GCTCCATGGGCCAGACACT

R: ACAGGCTTGTCGTTCGAATTTT

IL-6 F: CACCATCAAAACCCTAAGTCAGATC
R: TGGGCTAGGCGTGACTATTTTATC
IL-10 F: TTGGGTTGCCAAACCTTATC

R: TTTTCACAGGGGAGAAATCG

IL-12 F: CCATATGGGAGCTGGAGAAA

R: CCCAGAGCCTACAGCTTCAC
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PCR em Tempo Real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em placas de 96 pog¢os, usando
o reagente “SYBR-Green PCR Master MIX” (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e termociclador “Applied Byosystems 7500 real time PCR system”. A reacéo foi
realizada em 40 ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 60°C, de acordo com o
manual do fabricante ABI PRISM 7500. A determinacdo da intensidade de
fluorescéncia na reagao foi feita pelo calculo do ARn (ARn=Rn” - Rn ), onde Rn* =
intensidade de emissdo do SYBR-Green / intensidade de emissdo do ROX em um
dado momento da reagdo, e Rn" = intensidade de emissdao do SYBR-Green /
intensidade de emissdo do ROX, antes da amplificagdo. O composto ROX ¢ utilizado
como controle interno passivo, pois a fluorescéncia que emite tem intensidade
constante durante toda a reacao, enquanto que a fluorescéncia emitida pelo SYBR-
Green aumenta a medida que este se liga nas duplas fitas de DNA. Durante os ciclos
iniciais da reagao, nao ha acumulo de produtos de amplificacao e os valores de ARn
permanecem na linha de base (fluorescéncia do ROX > SUBR-Green). Na fase
logaritmica da reagdo ocorre acumulo dos produtos de amplificacdo e a ARn
ultrapassa a linha de base. Para a quantificagao relativa foi estabelecido um valor de
ARnN, que é uma linha de corte (Threshold) para cada curva de amplificagdo de um
dado par de primers. O numero do ciclo em que a ARn cruza o threshold corresponde
ao Ct {cycle threshold) da amostra. O valor de Ct é preditivo da quantidade de mRNA
alvo, presente na amostra. O calculo da quantificacao relativa foi feito pelo método do
ACt, onde ACt = Ct gene alvo - Ct gente referéncia. O valor de Ct € um valor logaritmo
gerado no grafico da curva de amplificacdo da reacdo de qPCR (ja explicado
anteriormente nesse estudo) e os valores de "Ct sdo gerados a partir da normalizag&o
dos valores de quantificagdo da amostra alvo em relagdo a amostra constitutiva, ou
seja, "Ct = (Ct alvo — Ct controle enddgeno). O gene de controle enddgeno utilizado
foi o hipoxantina fosforribosil transferase (HPRT). Os resultados foram expressos em
2M-ACt. O numero 2 que compde a base da funcdo exponencial denota que a
amplificagdo dobra a quantidade de alvos a cada ciclo, isso em condi¢cdes de reagao
onde a eficiéncia é de 100%.
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Parametros bioquimicos

O sangue total foi coletado em tubos sem anticoagulante, processado para obtengao
do soro. Este foi armazenado a -20°. Foram realizadas as determinagdes das
concentragdes séricas de glicose, albumina, triglicérides, colesterol total, lipoproteina
de alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL), por método
automatizado, utilizando kits comerciais da Labtest (Labtest Diagnostica SA, Lagoa
Santa, MG, Brasil), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para calcular os niveis

da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), foi utilizada a formula de Friedewald.

Analise histolégica do tecido adiposo

Apoés a pesagem, foi retirada uma porgéo do tecido adiposo, que foi preservada em
solugao de formol a 10%. O tecido foi submetido ao procedimento histolégico de rotina
para fixacado, desidratacdo, diafanizacdo e parafinizacdo. Apds serem processados
eles foram cortados (5um) em microtomo. As secgbes foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) e analisadas por microscopia Optica. Foi realizada a
captura de 5 campos de cada lamina, no aumento de 40X, através do programa
computadorizado AxioVision. As medidas do didametro, de todos os adipdcitos dos
campos fotografados, foram realizadas no software de analise histomorfométrica de
imagem do Instituto nacional de Saude, ImagedJ. Para medir o diametro foi
padronizado a maior distdncia possivel entre dois pontos na membrana celular dos

adipocitos.

Determinacao das concentracoes séricas das adipocinas

Para determinar as concentracdes séricas da adiponectina, foi utilizado um kit de
ELISA sanduiche, produzido pela MyBioSource. A leptina foi dosada utlizando um kit
de ELISA para rato, previamente validado (HUNG et al., 2009), produzido pela Enzo

Life Science.

Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 5.0 (Prism
Software, Irvine, CA, USA). Os pesos relativos dos 6rgaos e tecidos foi calculado,
dividindo o peso do 6rgao ou tecido, pelo peso do animal no dia da eutanasia. Os
resultados obtidos foram submetidos a teste de normalidade para a escolha de teste

paramétrico ou nado paramétrico. Os dados das amostras que apresentaram uma
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distribuicdo normal, na comparacgao entre os grupos, foram analisados pelo teste t de
Student. As que nao apresentaram distribuicdo normal, foi realizado o teste de Mann-
Whitney. Em comparagdes com mais de 2 grupos, foi feita a analise de variancia
(ANOVA 2way). Além disto, foram realizadas analises de correlagdes entre as
variaveis pelo método de correlagdo de Spearman (r). Em todas as analises
estatisticas as diferencas foram consideradas significativas quando o valor de P foi

menor que 0,05.
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RESULTADOS

AVALIAgIT\O DA VARIAGCAO DO PESO CORPORAL E DA PROGRESSAO DA
INFECCAO

Nao foram identificados sinais clinicos aparentes da doenga, como perda de pelo e/ou
descamacao ou ulceracdes na pele dos animais infectados, eles apresentam
emagrecimento, mas ha a preservagao do estado geral do animal. A evolugao do peso
corporal mostrou que os animais infectados, ganham menos peso que os animais
controles. Além disso, a partir da 27 semana, os animais infectados comegcam a perder
peso, apresentando emagrecimento. A média do peso dos animais controles (CTL)
(163,49 = 0,8273), quando comparado, com os animais infectados (INF) (142,79
11,724), apresentou diferenca estatisticamente significante (Pvalor< 0,0001) (Figura
3).
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Figura 3. Evolucao do peso corporal dos hamsters controle e infectado com L. infantum.
Realizado teste t. Os valores apresentados correspondem a média e * o erro padrao da
média.

O bacgo e o figado dos animais infectados, ndo apresentaram diferenga no peso

relativo, apos 4 meses de infeccdo. No entanto, o bago, apds 8 meses de infecgéo,
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apresentou um aumento significativo no peso relativo (Pvalor <0.001). Enquanto que o

figado, ndo apresentou alteragdes significativas (Figura 4 A e B).
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Figura 4. Peso relativo do bago e do figado dos Hamsters controle e infectados com L.
infantum. apés 4 e 8 meses. O peso relativo foi obtido dividindo-se o peso do érgéo (mg) pelo
peso do animal (mg). (A) O peso relativo do bago dos animais controles (n= 7) e infectados
(n=8), no tempo de 4 meses. Tempo de 8 meses, animais infectados (n=12) e controles (n=13)
(***P<0.001). (B) O peso relativo do figado dos animais, tanto no tempo de 4 meses, quanto
no tempo de 8 meses. Realizado o teste 2way ANOVA e pods teste de Bonferroni.

Os animais apresentaram carga parasitaria moderada tanto no bago, quanto no
figado. Nao foram observadas diferengas na carga parasitaria do bago nos tempos de
4 (9.117 £ 0.6541 n=8) e 8 (8.439 £ 0.3754 n=9) meses (Pvalor=0,3691). (Figura 5A).
O mesmo ocorre no figado nos 4 (8.592 + 0.5001, n=8) e 8 (8.571 £ 0.2502, n=9)

meses pos infec¢ao (Pvalor= 0,9691) (Figura 5B).
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Figura 5. Carga parasitaria do bacgo e do figado de Hamsters infectados por L. infantum. A
carga parasitaria foi realizada pela técnica de diluicdo limitante. Os resultados de carga
parasitaria obtidos foram multiplicados pelo peso do 6rgéo (mg). (A) Carga parasitaria do
baco, nos tempos de 4 e 8 meses (Pvalor= 0,3691). (B) Carga parasitaria do figado, nos
tempos de 4 e 8 meses (Pvalor=0,9691). Os dados foram comparados pelo teste t, os valores
apresentados correspondem a média + o erro padrdao da média).
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EXPRESSAO DAS CITOCINAS NO BAGO

A expressao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12, no baco n&o apresentou
diferenga nos valores de 2*-ACt, dos grupos controles e infectados, nos tempos de 4
e 8 meses (Figura 6A e B).
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Figura 6. Expressao relativa das citocinas IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-12, no bago de
hamsters controle e infectados por L. infatum. Os valores expressos no fold-change
corresponde aos valores de 2*-ACt. (A) Expressao de citocinas dos animais eutanasiados no
tempo de 4 meses. (B) Expressdo de citocinas dos animais eutanasiados no tempo de 8
meses. Realizado o teste 2way ANOVA e pos teste de Bonferroni.

PARAMETROS BIOQUIMICOS ANALISADOS

Foram determinadas as concentragdes séricas de glicose, albumina (Figura 7A e B),
triglicérides, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) dos animais
(Figura 8A, B, C, D e E). Os niveis séricos, desses parametros, nos animais controles
e infectados, nos tempos de 4 e 8, meses ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante em nenhum dos pardmetros bioquimicos analisados
(Tabela 1).
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Tabela 1. Concentragdes séricas dos parametros bioquimicos analisados.

4 meses 8 meses

Parametro CTL (n=7) INF (n=8) CTL (n=12) INF (n=11)

Glicose 54,429+6,094  58,87500+4,365 57,500+3,463 63,417+4,098

Albumina 3,157+0,184 3,125+ 0,214 3,283+0,183 3,383+0,212

Triglicérides 129,714+9,863  142,000+9,333  139,000+17,035 153,091£19,225

Colesterol 77,571+5,652 79,875+6,616 88,000 + 7,703 91,000 + 7,332

HDL 47,143+6,088 37,375+6,874 44,917 £ 4,027 52,364 + 4,405
LDL 6,571£1,445 14,625+3,359 15,250 + 2,547 11,091 £ 2,360
VLDL 25,857+1,993 28,375%1,870 27,750 £ 3,403 30,636 + 3,845,

Esses valores correspondem a média + o erro padrao da média.
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Figura 7. Concentracgdes séricas de glicose e albumina, dos hamsters controle e infectados
com L. infantum, apds 4 e 8 meses. (A) Concentragdes séricas de glicose. (B) Concentragbes
séricas de albumina. Os valores apresentados correspondem a média e + o erro padrao da

média. Realizado o teste 2way ANOVA e pds teste de Bonferroni e todos apresentaram
Pvalor> 0,05.
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Figura 8. Concentracdes séricas de triglicérides, colesterol total e das lipoproteinas HDL, LDL
e VLDL, dos Hamsters controle e infectados com L. infantum, apds 4 e 8 meses. Os graficos
apresentam as concentragdes séricas dos parametros bioquimicos relacionados ao
metabolismo de Lipidios. (A) Triglicérides. (B) Colesterol. (C) HDL. (D) LDL e (E) Os niveis
plasmaticos de VLDL. As dosagens foram realizadas por método automatizado, as
concentragdes de VLDL, foram calculadas pela férmula de Friedewald. Realizado o teste
2way ANOVA e pos teste de Bonferroni e todos apresentaram Pvalor> 0,05.



45

ANALISE DE CORRELAGAO - CARGA PARASITARIA

A analise de correlagédo da carga parasitaria do bago apresentou correlagdo negativa
com a Albumina (r=-0.5686) e com o colesterol total (r=-0.5326), e correlagao positiva
com o peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal (r= 0.5221). A carga parasitaria
do figado também apresentou correlagdo negativa com os niveis séricos de albumina
(r=-0.6101) (tabela 2).

Tabela 2. Correlagdes da carga parasitaria do bago e do figado com diferentes parametros
clinicos da LV experimental.

Carga Parasitaria Carga Parasitaria
Baco Figado
r p r P

Peso eutanasia -0.1202 0.6437 -0,1239 0,6334
IFN-y 0.4000 0.7500 0.4000 0.7500
TNF-a --- --- --- ---
IL-6 0.4000 0.7500 0.4000 0.7500
IL-10 0.0000 >0.9999 -0.1000 0.9500
IL-12 0.2000 0.7833 -0.1000 0.9500
Glicose -0.3980 0.1141 -0.3084 0.2271
Albumina -0.5686 0.0364 -0.6101 0.0107
Triglicérides -0.0269 0.9209 0.0441 0.8686
Colesterol total -0.5326 0.0431 -0.4270 0.0884
HDL -0.3686 0.1454 -0.3661 0.1482
LDL -0.0650 0.8035 0.1486 0.5668
VLDL -0.0282 0.9152 0.0466 0.8591
TA Epididimal 2 0.4608 0.0645 0.2475 0.3367
TA Epididimal ® 0.1429 0.7825 0.8000 0.3333
TA Retroperitoneal @ 0.5221 0.0336 0.3382 0.1842
TA Retroperitoneal ® 0.3000 0.6833 -0.5000 >0.9999

2 peso relativo ® média do didmetro dos adipdcitos r: coeficiente de correlagéo de
Spearman
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ANALISE DO TECIDO ADIPOSO

O peso relativo do relativo do tecido adiposo epididimal dos animais controles e infectados,
nos tempos de 4 (0,014 +0,001, n=7 e 0,014 £ 0,001 n=8) e 8 (0,012 £0,001, n=13 € 0,013
1 0,001 n=12) meses, respectivamente, nao apresentaram diferenga quando comparado aos
infectados(Figura 9A). O tecido adiposo retroperitoneal, também n&o apresentou diferenca,
tanto no tempo de 4 meses (0,010 £0,0009, n=7 e 0,010 £ 0,001 n=8) quanto no tempo de 8
meses ((0,007 +0,0007, n= 13 e 0,008 + 0,001 n=12) (Figura 9B). Foram preparadas
laminas do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal para analise histopatoldgica.
Foram analisadas 21 laminas do tecido adiposo epididimal, das quais 9 Laminas dos
animais controles e 4 dos animais infectados apresentaram aspecto histolégico normal
e 8 laminas dos animais infectados, foram observadas inclusdes intracitoplasmatica
basdfilicas (Figura 10A e B). Das 17 laminas do tecido adiposo retroperitoneal
analisadas, 6 laminas dos animais controles e 4 dos animais infectados, apresentaram
aspecto histoldégico normal. Em 5 ldminas dos animais infectados, e em 1 dos animais
controles foram observadas inclusdes intracitoplasmatica basofilicas (Figura 10C e D).
Foi realizada a analise morfométrica dos adipdcitos, onde foi medido o didmetro das
células, mas nao houve diferenga estatistica entre os grupos em ambos os tecidos
(Figura 11).
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Figura 9. Peso relativo do tecido adiposo epididimal e do tecido adiposo retroperitoneal, dos
Hamsters controle e infectados, apds 4 e 8 meses. (A) O peso relativo do relativo do tecido
adiposo epididimal dos animais controles e infectados, nos tempos de 4 (n=15) e 8 ( n=25)
meses. (B) O peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal dos animais, de 4 (n=15) e 8
(n=25) meses. Foi realizado o teste2way ANOVA e pos teste de Bonferroni, Pvalor>0,005,
valores apresentados correspondem a média £ erro padrdo da média.
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Figura 10. Foto representativa do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal dos Hamsters
controle e infectados com L. infantum , coradas com HE, no aumento de 40x. (A) Tecido
adiposo epididimal de animal controle, com aspecto histolégico normal. (B) Tecido adiposo
epididimal de animal infectado com a presenca de inclusdes intracitoplasmaticas basofilicas
(indicada pela seta). (C) Tecido adiposo retroperitoneal de animal controle, com aspecto
histolégico normal. (D) Tecido adiposo retropeitoneal de animal infectado, com a presenca de
inclusdes intracitoplasmaticas basofilicas (indicada pela seta).

500+
O CTL
© E 400- INF
w 3. —— - —— T m
@ ' u
E o . !
« S 300 g "
T o o .
° ‘O " ] =
T .2 200+ . .
g 'g ' ] u
S - -
\Q 0 "
100- ! ]
=3 . -
0 S L
Epididimal Retroperitoneal

FIGURA 11. Média do didmetro dos adipdcitos do tecido Epididimal e Retroperitdneal, dos
hamsters controle e infectados. Os dados foram comparados pelo teste 2way ANOVA e pés
teste de Bonferroni t, os valores correspondem a média * o erro padrao da média.
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CONCENTRAGOES SERICAS DAS ADIPOCINAS

As concentragdes séricas das adipocinas, adiponectina e leptina, nos animais
controles e infectados, ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante nos

tempos de 4 e 8 meses (Figura 7B).
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Figura 12. Concentragdes séricas das adipocinas nos hamsters controle e infectados com L.
infantum, apos 4 e 8 meses. (A) Concentragbes séricas de adiponectina (ug/ml). (B)
Concentragdes séricas de leptina(pg/ml). Os valores apresentados correspondem a média e
* 0 erro padrao da média. Realizado o teste 2way ANOVA e pds teste de Bonferroni e todos
apresentaram Pvalor> 0,05.

ANALISE DE CORRELAGAO — ADIPONECTINA E LEPTINA

A analise de correlacdo das adipocinas mostrou que, a adiponectina se correlaciona
negativamente com os niveis de glicose (r=-0.6140) e de albumina (r=-0.6290) nos
animais controles, mas isso ndo ocorre nos animais infectados (Tabela 3). A leptina
apresenta uma maior numero de correlagcdes. Nos animais controle, ela esta
correlacionada positivamente com as concentragbes séricas de triglicérides
(r=0.7484) e VLDL (r=0.7012) e esta correlacionada negativamente com o peso
relativo do bacgo (r= -0.6530). No grupo de animais infectados, a leptina apresentou
correlagao positiva com a carga parasitaria do bago (r=0.7000), com o peso relativo
do tecido adiposo epididimal (r=0.7040) e retroperitoneal (0.6620) e com as
concentragdes séricas de triglicérides (r= 0.6690) e VLDL (r= 0.6690). Ja as
concentragdes de HDL (r= -0.7461) estdo correlacionadas negativamente com os

niveis de leptina, na LV experimental (Tabela 4).
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Tabela 3. Correlagao das concentragdes séricas da adiponectina com diferentes parametros

clinicos dos hamsters controles e infectados com L. infatum

Variagao de peso?
Peso eutanasia
Carga parasitaria bago

Carga parasitaria

Figado

Bago P

Figado P

TA Epididimal ®
TA Retroperitoneal ®
Glicose
Albumina
Triglicerides
Colesterol Total
HDL

LDL

VLDL

Adiponectina

Adiponectina

Controle Infectado

r p r P
0.3462 0.2670 -0.2351 0.4590
-0.1213 0.7043 0.0857 0.7875

--- --- -0.3939 0.2632

--- --- -.01515 0.6821
-0.3368 0.2826 -0.1119 0.7329
-0.2316 0.4661 0.1399 0.6673
0.8286 0.0583 -0.0909 0.7830
-0.2162 0.6357 -0.0559 0.8692
-0.6140 0.0371 0.1193 0.7111
-0.6290 0.0315 0.3316 0.2903
0.1582 0.6196 0.2098 0.5137
-0.3820 0.2185 0.3439 0.2720
-0.3480 0.2648 -0.2561 0.4186
0.4261 0.1667 0.3776 0.2276
0.1272 0.6903 0.1856 0.5614

@ peso final — peso inicial

b peso relativo

r: coeficiente de correlagdo de Spearman
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Tabela 4. Correlagao das concentragdes séricas da leptina com diferentes parametros clinicos

dos hamsters controles e infectados com L. infatum.

Variagao de peso?
Peso eutanasia
Carga parasitaria bago

Carga parasitaria

Figado

Bago P

Figado P

TA Epididimal ®
TA Retroperitoneal ®
Glicose
Albumina
Triglicérides
Colesterol Total
HDL

LDL

VLDL

Leptina Leptina
Controle Infectado
r p r P
-0.1187 0.7261 0.3497 0.2623
-0.0277 0.9217 0.0105 0.9758
--- --- 0.7000 0.0433
--- --- 0.6333 0.0760
-0.6530 0.0099 0.2592 0.4170
0.1091 0.6971 0.3993 0.1979
0.1786 0.7131 0.7040 0.0130
-0.1081 0.8222 0.6620 0.0221
-0.1670 0.5493 -0.2070 0.5147
0.0271 0.9238 -0.4519 0.1408
0.7484 0.0019 0.6690 0.0203
-0.1175 0.6737 -0.1684 0.5974
-0.1900 0.4936 -0.7461 0.0070
0.0511 0.8555 0.5194 0.0857
0.7012 0.0046 0.6690 0.0203

@ peso final — peso inicial

b peso relativo

r: coeficiente de correlagdo de Spearman
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DISCUSSAO

A utilizacdo do Hamster como modelo experimental tem importante papel no estudo
das leishmanioses, uma vez que, varios trabalhos tém demonstrado a elevada
susceptibilidade deste modelo a infecgao por espécies visceralizantes de leishmania,
como a L. donovani (DASGUPTA et al., 1999; GIFAWESEN; FARRELL, 1989),
responsavel pela LV no Velho Mundo, ou a L. infantum (Bories et al., 1998; Requena
et al.,, 2000) agente tiolégico da LV no Novo Mundo. O hamster apresenta uma
associacao caracteristica entre parasitismo, titulos elevados de anticorpos e auséncia
de respostas linfoproliferativas (MELBY et al., 2001b; PEARSON et al., 1990;
REQUENA et al., 2000; RICA-CAPELA et al., 2003), com perfis muito semelhantes
aos observados na LV humana e canina. Isso torna o hamster um excelente modelo
experimental para LV, pois ele reproduz diversos aspectos clinico-patolégicos da
doenga humana e canina (HANDMAN, 2001; MELBY et al., 1998a, 2001a; MOREIRA
et al., 2012; PAL et al., 1995).

A LV experimental € marcada pelo desenvolvimento de uma resposta imune 6rgéo
especifica, sendo o bago e o figado os principais 6rgaos alvos atingidos. O bacgo
desempenha um papel central na LV, pois € o sitio inicial da geragao de resposta
imune especifica contra o parasito mediada por células, podendo se tornar também
um local de persisténcia do mesmo apresentando inumeras alteragdes
imunopatolégicas (ENGWERDA; ATO; KAYE, 2004). O figado é o local onde a
resolucado da infecgdo aguda estd associada ao desenvolvimento de granulomas
hepaticos intralobulares tipicamente inflamatérios em torno das células de Kupffer
(STANLEY; ENGWERDA, 2007). Em hamsters com LV, as alteragbes hepaticas em
geral sao resultado da presenca de um infiltrado inflamatério e da formagcao de
granulomas (WILSON et al., 1987).

Nao foram observadas manifestacdes clinicas aparentes da doenga como: perda de
pelo, lesbes ou descamacgao da pele e caquexia. Os animais com maior tempo de
infeccdo apresentaram emagrecimento, mas mantiveram um bom padrao geral. Além
disso, os animais com maior tempo de infeccao desenvolveram esplenomegalia, sinal
classico da LV, e apresentaram carga parasitaria tanto no bago, quanto no figado,
nos tempos de 4 e 8 meses. Nao foi observada a presenga de hepatomegalia, uma
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vez que, ndo houve o aumento no peso relativo do figado dos animais infectados,
mesmo no grupo que foi eutanasiado 8 meses apos a infeccdo. No entanto,
hepatomegalia nem sempre é observada, ou aparece em menor frequéncia em
modelos de LV experimental (MOREIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011)

O emagrecimento e a esplenomegalia apresentados pelos hamsters, apés 8 meses
de infecgao, foram descritos por outros pesquisadores (DEA-AYUELA et al., 2007;
MELBY et al., 2001b; NIETO et al., 2011; REQUENA et al., 2000; RICA-CAPELA et
al., 2003). Embora a frequéncia desses sinais tenha variado nos diversos trabalhos, a
ocorréncia dos mesmos, esta de acordo com nossos resultados. As manifestacoes
clinicas da LV, em modelos experimentais, depende de alguns fatores como a
imunocompeténcia do hospedeiro, o tamanho do indculo, a rota de infeccéo utilizada
e a viruléncia da cepa (DEA-AYUELA et al., 2007; MELBY et al., 2001a; MOREIRA et
al., 2012, 2016; PAL et al., 1995; REQUENA et al., 2000; TRAVI et al., 2002). As vias
de infecgdo mais utilizadas séo a intracardiaca e a intraperitoneal . No entanto, as
rotas que melhor mimetizam a infecgao natural sdo a subcutanea e a intradérmica
(HANDMAN, 2001; MOREIRA et al., 2012; WILSON et al., 1987). Nesse trabalho
utilizamos a rota de infecgdo intradérmica e o indculo de 1x10° promastigotas de L.

infantum.

A via intradémica esta associada com o aparecimento mais tardio e menos frequente
de sinais clinicos da LV. Em trabalho realizado por Wilson et al (1987), no qual ele
utilizou a mesma via e tamanho de indculo que foram utilizadas no presente trabalho,
os sinais clinicos da LV sé apareceram a partir de 10 meses apds infecgao
experimental. Além disso, Moreira et al. (2012), também demonstrou que a via
intradérmica esta associada com o aparecimento tardio de sinais e sintomas clinicos

da LV em hamsters.

A viaintracardiaca tem a capacidade de gerar um quadro de LV mais grave em menos
tempo. Alguns trabalhos realizados com Hamsters, infectados por essa via, relataram
que os animais desenvolvem lesdes cutaneomucosas, acompanhada por ulceras
localizadas no focinho bem como, edema nas patas dos animais (MOREIRA et al.,
2012; NIETO et al., 2011). No entanto, em um trabalho que avaliou os paradmetros
clinicos da infecgdo experimental em hamsters, com diferentes tamanhos de in6culos

(103, 10* e 10° formas promastigotas de L. Infantum), utilizando a via intracardiaca,
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demonstrou que a sintomatologia do animal é dependente do tamanho do in6culo. Ele
observou dois tipos de infecgbes: sintomaticos e assintomaticos. Os animais tidos
como assintomaticos, eram aqueles que nao apresentavam sinais clinicos da
infeccdo, ou que ndo apresentavam sinais aparentes da doenga, mas tinha algum
sinal interno como esplenomegalia e moderada carga parasitaria no bago e no figado,
esses foram considerados oligossintomaticos (REQUENA et al.,, 2000). Estas
diferengas, bem como acontece com outras alteragdes, provavelmente sao inerentes

a complexidade das interagdes do parasito com o hospedeiro.

A quantificagdo da carga parasitaria € de fundamental importancia para um melhor
entendimento das manifestagdes clinico-patologicas da infec¢cdo. Neste trabalho a
quantificacdo da carga parasitaria do bago e do figado foi realizada utilizando a
técnica de diluicao limitante, e os valores obtidos foram multiplicados pelo peso do
orgao. Foi observado que ambos, bago e figado, apresentam valor de carga
parasitaria semelhante, tanto nos animais com 4 meses, quanto nos animais com 8
meses de infecgdo. O maior parasitismo no bago tem sido demonstrado, por diversos
pesquisadores, em estudos de infeccao experimental em hamsters por diferentes
especies de Leishmania, formas (amastigotas e promastigotas) e vias de in6culo
(DEA-AYUELA et al., 2007; MELBY et al., 2001b; OTT; HANSON; STAUBER, 1967;
REQUENA et al.,, 2000; RICA-CAPELA et al.,, 2003). Segundo Ott, (1967) a
parasitemia no bago € mais consistente em relagdo ao figado, uma vez que, existe
grande diferengca de tamanho e peso entre os mesmos. A diferenga do resultado
encontrado nesse trabalho pode ser explicada porque muitos desses autores nao
incluiram o peso do 6rgéao na quantificacdo da carga parasitaria.

Dessa forma, mesmo que os animais nao tenham apresentado quadro grave de LV
com manifestacdes clinicas aparentes da doenca. Apds 8 meses de infecgcao eles
apresentaram perda de peso e esplenomegalia. Além disso, os hamsters
apresentaram carga parasitaria tanto no bago, quanto no figado, nos tempos de 4 e 8
meses. Isto demonstra que apesar dos animais nao terem apresentado sinais clinicos
evidentes durante o periodo avaliado, eles apresentavam o parasito viavel no baco e
no figado, demostrando que a leishmania teve a capacidade de se desenvolver e se
multiplicar, estabelecendo a infecgao.
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O perfil de citocinas inicialmente liberado em resposta a infec¢ao por leishmania, é o
ponto chave para determinar se o hospedeiro sera resistente ou susceptivel. Quando
citocinas que promovem a expansao das células Th1 (IL-2, IFN-y e IL-12) e contribuem
com a ativagado dos macrofagos, como IFN-y e TNF-a, estdo sendo mais expressas o
hospedeiro é resistente. Em contrapartida, quando ha a alta expressao de citocinas
que promovem a expansao de células Th2, como IL-4 e IL-10, ou suprimem a
ativagdo dos macréfagos, como IL-4, IL-10 e TGF-[3, o hospedeiro torna-se susceptivel

a infecgao pelas formas visceralizantes de Leishmania (MELBY et al., 2001a).

A infeccdo no bago ocorre de forma persistente, onde o nimero de parasitas aumenta
lentamente e persiste durante a vida do animal (ENGWERDA et al., 1998). A resposta
imune protetora no bago é iniciada pelas CDs que foram expostas aos produtos
antigénicos da leishmania. Elas secretam IL-12, que leva a diferenciagcédo das células
Th1 que vao produzir IFN-y e TNF. Em paralelo, as células T CD8 virgens s&o ativados
pelas CDs, que na presencga de IL-12 e IFN, diferenciam-se em células efetoras, que
potencializam a resposta protetora, devido a produgao de IFN-y e TNF (RODRIGUES
et al., 2016). Niveis elevados de TNF no bago estdo associados com a indugao de IL
-10, o que contribui de forma significante para o estabelecimento da infecgéo
(STANLEY; ENGWERDA, 2007). Esses dados foram obtidos com camundongos, séo

poucas as informacdes referentes ao hamster.

A citocina IFN-y possui um papel chave no controle da infecgcao por leishmania, pois
ela € um dos principais ativadores de macrofagos, através da ativagdo iNOS e
consequentemente producao de oxido nitrico, que sdo mecanismos efetores criticos
envolvidos no controle da replicacdo do parasito (LIESE; SCHLEICHER; BOGDAN,
2008; MELBY et al., 1998b, 2001b). A citocina IL-6 é produzida por diferentes tipos
celulares, incluindo os macréfagos e as células dendriticas. Ela pode inibir
diretamente a producdo de TNF-a e também suprimir a resposta Th1 ou induzir a
respostas Th2 (DIEHL; RINCON, 2002). Na LV humana, foi evidenciado que altas
concentragdes de IL-6 e IFN-y, sdo preditores de morte (COSTA et al., 2013). A
associacao da IL-6 com a letalidade da infeccdo, também foi observada em estudos
recentes (DOS SANTOS et al., 2016).

Neste trabalho a expressao do mRNA das citocinas IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-12,

no baco de hamsters controle e infectados por L. infatum, por RT-PCR quantitativa
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em tempo Real (QRT-PCR), foi semelhante nos animais controles e infectados. Houve
uma expressao de minima de IL-10 e IL-12 e uma expressao muito discreta de IL-6 e
IFN-y. A citocina que apresentou uma expressao um pouco mais significativa foi a
TNF-a. A literatura dispde de poucos dados acerca da expressao de citocinas em
modelo experimental de hamster. Melby et al (1998), observou que a expresséo de
IL-12 e TNF-a sdo moderadas no inicio da infeccdo. Em 2001, o mesmo autor
demonstrou que ha aumento na expressao de IFN-y, bem como de TGF- e IL-10 no
baco de hamsters experimentalmente infectados por L.donovani. No entanto, o
hamster mesmo expressando citocinas Th1 no bago, no figado e na medula 6ssea,
nao € capaz de controlar a replicagao da leishmania, devido a falhas nos mecanismos

leishmanicidas dos macrofagos (PEREZ et al., 2006).

Alguns trabalhos tém evidenciado que a LV ativa pode alterar alguns parametros
bioquimicos. A avaliagdo bioquimica representa uma importante area de estudo da
leishmaniose visceral, seja humana ou canina, como fonte de monitoracédo da
evolugao do quadro clinico, bem como na identificagao de formas graves da doenca.
Alteragcdes nos parametros bioquimicos podem ocorrer devido a lesao celular ou
disfuncdo organica (MOREIRA et al., 2016).

Nao foram observadas diferengas nas concentragdes séricas de glicose, albumina,
triglicérides, colesterol, HDL, LDL e VLDL, nos hamsters infectados com L. infantum,
No entanto, a carga parasitaria do bago apresentou correlagéo negativa com os niveis
de colesterol total. A correlagéo negativa da carga parasitaria com as concentragdes
de albumina também foi descrita por Carrilo et al. (2014). Ele observou que a infecgéo
com L. Infantum, em hamsters, esta associada a redugao dos niveis de albumina. No
que se refere a LV humana, Criangas com que apresentam concentracoes elevadas
de albumina, tem maior probabilidade de desenvolver uma infeccdo assintomatica, o
que sugeri um possivel efeito protetor da albumina (LIMA MACIEL et al., 2008). Esses
dados sugerem que o parasita apresenta o mesmo tipo de associagdo com os niveis

de albumina, tanto na LV experimental quanto na LV humana.

O metabolismo de lipidios na LV humana sofre diversas alteracbes. Em pacientes
adultos ha o aumento dos niveis de triglicerideos (BEKAERT et al., 1989; LAL et al.,
2015) e VLDL e niveis reduzidos de colesterol total, LDL e HDL circulantes (BEKAERT
et al.,, 1989; LIBEROPOULOS et al., 2002; SOARES et al.,, 2010). Pacientes
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pediatricos apresentam quadro similar aos adultos, com aumento dos niveis de

triglicéride e VLDL, diminuicao dos niveis de colesterol total e LDL (LAL et al., 2007).

O metabolismo de lipidios em caes também é alterado pela infecgdo com L. infantum,
eles apresentam elevagao dos niveis de triglicérides, colesterol e LDL e diminuigéo
nos niveis de HDL (NIETO et al., 1992). Em modelo de camundongo infectado com L.
donovani, nao foram observadas alteragées nos niveis de glicose, mas os niveis de

colesterol estavam diminuidos nos animais infectados (MAURYA et al., 2016).

A LV nao causou alteragdes nos niveis de triglicérides, colesterol, HDL, LDL e VLDL
dos hamsters infectados com L infantum, mas as analise de correlagao, mostraram
que a carga parasitaria do bago esta associada negativamente com os niveis de
colesterol total. Isso também é observado na LV humana, onde as concentracbées de
colesterol total em adultos, tem uma diminui¢ao significativa com o aumento da carga
parasitaria (GHOSH et al., 2011; LAL et al., 2010).

Varios estudos tém demonstrado a importancia do tecido adiposo e das adipocinas na
regulacdo da resposta imunoldgica durante infecgbes. Nas doencgas parasitarias, o
papel do tecido adiposo tem sido investigado na doenga de Chagas. Foi observada a
presenca de T. cruzi em adipécitos de camundongos (ANDRADE; SILVA, 1995).
Trabalhos recentes mostraram que o tecido adiposo é facilmente infectado pelo T.
cruzi (COMBS et al., 2005; NAGAJYOTHI et al., 2008), e que ele também infecta os
adipdcitos humanos (FERREIRA et al., 2011). Em cultura de adipdcitos infectados
com T.cruzi, foi possivel observar ainda, que o parasita causa alteragcbes na
expressao de diferentes proteinas produzidas e secretadas pelos adipdcitos. Umas
das adipocinas que tem a sua expressao diminuida devido a infecgao pelo T. cruzi é
a adiponectina (COMBS et al., 2005). Isso leva a crer, que os adipdcitos e o tecido
adiposo sirvam como um reservatoério de parasitas, que podem causar a enfermidade
décadas apos a infecgao(COMBS et al., 2005; NAGAJYOTHI et al., 2011, 2012).

A infeccao de camundongos por T. cruzi leva a diminuigdo do tamanho do adipdcito e
do conteudo de lipidico. Além disso, a carga parsitaria do tecido adiposo é maior que
a carga parasitaria do coracao e do bago desses animais (NAGAJYOTHI et al., 2012).
No presente trabalho, comparamos o peso relativo do tecido adiposo epididimal e

retroperitoneal dos hamsters controles e infectados com L. infantum, mas nao foram
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observadas diferenca. O tamanho dos adipocitos desses tecidos também nao
demostrou alteragdes significativas. No entanto, a analise histopatoldgica desses
tecidos, evidenciou a presenca de inclusdes intracitoplasmaticas basofilicas na lamina
dos animais infectados, esse achado é inespecifico e precisa ser melhor investigado,
pois até o presente momento ndo ha nenhum dado publicado que descreva a relagao
do tecido adiposo e das adipocinas com a LV em hamsters.

Alguns estudos tém mostrado que os niveis de algumas adipocinas estéo alterados
durante infecgdes, tais como infeccdo por HPV, tuberculose, malaria e doenca de
Chagas. A deficiéncia de leptina, por exemplo, tem sido associada com o aumento da
susceptibilidade a varias doengas infecciosas, devido a desregulagédo da produgéo de
citocinas ou por imunossupressao (FAGGIONI; FEINGOLD; GRUNFELD, 2001).

No HPV persistente, os niveis da adipocina resistina e da citocina TNF-a estao
elevados, e nao ha alteragao nas concentragdes plasmaticas de adiponectina e leptina
(BAKER et al., 2011). Em paciente com tuberculose pulmonar foi observado a
diminuicdo nos niveis plasmaticos de leptina (BUYUKOGLAN et al.,, 2007; VAN
CREVEL et al., 2002). No entanto, em pacientes com tuberculose pulmonar, mal
nutridos, os niveis de leptina estavam normais, mas os niveis de grelina estavam
reduzidos (KIM et al., 2010). Em pacientes com a tuberculose ativa, os niveis de
leptina estdo mais baixos que nos pacientes assintomaticos. Niveis aumentados de
adiponectina e diminuidos de leptina, estdo associados com a presenca de grandes
infiltrados inflamatdrios, independente do indice de massa corpérea dos pacientes
(KEICHO et al., 2012). Em modelo animal de camundongos infectados com M.
tuberculosis, foi demonstrado que a leptina tem papel no desenvolvimento da resposta
imunoldgica inicial a tuberculose (WIELAND et al., 2005). Na malaria placental foi
observado que ocorre redugao nos niveis de leptina nas pacientes e no cordao
umbilical, e que esses niveis estao correlacionados com o peso dos bebés ao nascer
(KABYEMELA et al., 2008a, 2008b). Pacientes com a doenga de Chagas, apresentam
reducao dos niveis plasmaticos de Leptina (FERNANDES et al., 2007).

As doencas infecciosas em que ha alteragao das adipocinas como, a tuberculose, tem
em comum com a LV a cronicidade da infecgdo e a perda de peso associada ao
estabelecimento da doenga. A LV afeta principalmente os paises em

desenvolvimento, onde muitas vezes coexiste com a desnutricdo crdonica que € um
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dos principais fatores de risco para o estabelecimento da doenga. Um estudo que
avaliou a influéncia da desnutricdo proteica sobre o desenvolvimento da LV, em
hamsters adultos infectados com L. infantum, mostrou que os animais que eram
alimentados com dieta hipoprotéica, apresentavam quadro mais grave e resposta
imunolodgica deficiente (CARRILLO et al., 2014).

Em 2011, Dayakar et al. Publicou a hipotese que as concentragdes plasmaticas de
leptina poderiam estar diminuidas em pacientes com LV, devido a ma nutricdo e que
esta diminui¢ao contribuiria para o aumento das respostas Th2, e assim favoreceria a
progressdo da infecgdo. O papel imunomodulador da leptina foi avaliado em
camundongos infectados com L. donovani. Esse estudo mostrou que os animais
infectados tratados com leptina recombinante apresentaram carga parasitaria no bago
menor que o0s animais infectados nao-tratados. Em adigdo, os camundongos
deficientes de leptina apresentaram maior carga parasitaria no bago e no figado,
quando comparados com os camundongos infectados normais (MAURYA et al.,
2016). Em cultura de células murinas, infectadas com L. major, a leptina aumentou a
capacidade fagocitica dos macréfagos (GAINSFORD et al., 1996). Em culturas de
células humanas, infectadas com L. donovani, a leptina foi capaz de ativar os
macrofagos e estimular a capacidade fagocitica, através do aumento da produgao de
ROS intracelular, o que contribuiu para a eliminagdo do parasita (DAYAKAR et al.,
2016).

As concentracdes séricas da adiponectina e da leptina nos hamsters infectados com
L. infantum, nao apresentaram diferenca quando comparadas ao grupo controle.
Corroborando com esse resultado, camundongos infectados com L. donovani também
nao apresentam alteracdo nos niveis de leptina (MAURYA et al., 2016). Analise de
correlacao das adipocinas forneceu dados importantes e inéditos sobre a atuagao das
adipocinas em modelo experimental de hamster infectado com L. infantum. No grupo
dos animais infectados, a adiponectina ndo apresentou correlagdo com nenhum
parametro. Contudo, no grupo dos animais controle a adiponectina esta
correlacionada negativamente com as concentragbes de glicose e albumina. A
adiponectina tem como principais fungdes: estimular a oxidagdo de acidos graxos,
diminuir os niveis de triglicérides plasmaticos e melhorar o metabolismo da glicose,

aumentando a sensibilidade a insulina (BELTOWSKI, 2003). Assim, esses dados
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evidenciam que a adiponectina atua no metabolismo da glicose em hamsters, e que a

infecgao interfere no papel dessa adipocina.

A leptina é produzida principalmente pelos adipécitos, ela possui papel central na
regulacdo do metabolismo energético (FERNANDES et al., 2007). Ela tem um papel
importante na regulagdo do peso corporal, sendo 0s seus niveis plasmaticos
correlacionados com o indice de massa corporea em roedores e em humanos obesos
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998). A leptina apresentou correlagdo negativa com o peso
relativo do bago no grupo dos animais controle e correlacdo positiva com as
concentragdes séricas de triglicérides e VLDL, em ambos os grupos. Adicionalmente,
a leptina apresentou correlagéo positiva com a carga parasitaria do bago e com o peso
relativo do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal. Ja as concentragdes de HDL
estdo correlacionadas negativamente com os niveis de leptina, em hamster infectados

com L. infantum.

Um trabalho em modelo experimental de camundongo infectado com L. donovani, os
animais que recebiam leptina exdgena apresentaram menor carga parasitaria no bacgo
que o0s animais nao tratados. Além disso, os animais deficientes de leptina,
apresentaram maior carga parasitaria no bago e no figado, quando comparados com
os animais normais (MAURYA et al., 2016). Esses dados sugerem que ha uma
associagao negativa entres os niveis de leptina e a carga parasitaria. No entanto,
nossos resultados apontam uma correlagao positiva entre a carga parasitaria do bago
e as concentragdes séricas de leptina em hamster com LV, e correlagcbes entre a
leptina e os parametros bioquimicos relacionados ao metabolismo de lipidios. E
importante lembrar que a o hamster € um modelo que melhor mimetiza a infecgdo em
humanos, o que ndo acontece com os camundongos, que apresentam resisténcia a
doencga. Assim, nossos resultados sugerem que a leptina tem um papel importante no
estabelecimento da LV em hamster. E a relagdo do tecido adiposo com a infecgao
precisa ser melhor estudado.
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CONCLUSOES

e Os animais com maior tempo de infeccdo apresentaram emagrecimento e
esplenomegalia, mas mantiveram um bom padrdo geral. Foi observado que
ambos, bacgo e figado, apresentam valor de carga parasitaria semelhante tanto no

tempo de 4 meses, quanto no tempo de 8 meses apods a infecgao.

¢ Nao houve diferenca na expressdo do mRNA das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-6, IL-

10 e IL-12, no bago dos animais controle e infectados.

e Os hamsters infectados com L. infantum, ndo apresentaram diferenga nas
concentragdes séricas de glicose, albumina, triglicérides, colesterol, HDL, LDL e

VLDL, quando comparados aos controles.

e A carga parasitaria do baco e do figado apresenta correlagdo negativa com os
niveis séricos de albumina. A carga parasitaria do bago apresentou correlagao

negativa com os niveis séricos do colesterol total.

e As concentragdes séricas de adiponectina e de leptina, o peso relativo do tecido
adiposo epididimal e retroperitoneal e o tamanho dos adipdcitos desses tecidos,

nao foi alterado pela infecgao.

e A leptina apresentou correlagdo negativa com os niveis de HDL dos hamsters
infectados e correlagao positiva com as concentragdes séricas de triglicérides e

VLDL, em ambos os grupos.

¢ A leptina apresentou correlagédo positiva com a carga parasitaria do bagco e com o
peso relativo do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal, dos animais
infectados.

Esses resultados sugerem que as adipocinas, em especial a leptina, apresentam
importantes correlagdes com os parametros bioquimicos e com a carga parasitaria,
dos animais infectados com L. infantum, e abrem perspectivas interessantes de
investigacdo sobre a relagdo do tecido adiposo e das adipocinas com parametros

bioquimicos da leishmaniose visceral experimental.
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