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Resumo

A Leishmaniose Canina € uma doenca parasitaria com grande importancia devido a sua
distribuicdo mundial e caracter zoonético. Esta doenca é causada por um parasita do género
Leishmania e transmitida por fleb6tomos infetados. A forma como esta doencga se manifesta no
animal depende de varios fatores, no entanto esté intimamente relaciona com 0os mecanismos
de defesa do seu sistema imunoldgico. O sistema imunolégico divide-se em mecanismos inatos
e adquiridos, em que participam diferentes tipos de células. Na imunidade inata, apesar de todas
as células envolvidas exercerem funcdes importantes, os macréfagos desempenham um papel
fulcral, tendo em conta que € nestas células que ocorre a transformacgédo de formas promastigotas
da Leishmania spp. em amastigotas. J&4 a imunidade adquirida divide-se em imunidade mediada
por células e imunidade humoral, mas sado as células CD4+ que determinam a resisténcia ou
suscetibilidade do animal a infecdo. Esta doenca tem uma prevaléncia elevada na populacéo
canina em varias zonas de todo o mundo, sendo fundamental a implementacdo de medidas de
prevencdo. A forma como o sistema imunoldgico tenta combater o agente invasor € importante
para evitar a progressdo da doenca, a deposicdo de imunocomplexos e as manifestacdes
clinicas em diferentes 6rgdos. Apesar dos mecanismos do sistema imunolégico ainda ndo serem
totalmente conhecidos, esta dissertacédo bibliografica pretende reunir informacdes referentes a

este tema.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose; Zoonose; Leishmania infantum; Canideos; Infe¢éo;

Imunidade; Vacinacao; Imunocomplexos.



Abstract

Canine Leishmaniasis is a parasitic disease of great importance due to its worldwide distribution
and zoonotic character. This disease is caused by a parasite of the genus Leishmania and
transmitted by infected sandflies. The way this disease manifests itself in the animal depends on
several factors, but it is closely related to the defense mechanisms of its immune system. The
immune system is divided into innate and acquired mechanisms, in which different types of cells
participate. In innate immunity, although all the cells involved have important functions,
macrophages play a key role, considering that it is in these cells that the transformation of
promastigotes of Leishmania spp. into amastigotes occurs. Acquired immunity is divided into cell-
mediated immunity and humoral immunity, but it is the CD4+ cells that determine the animal's
resistance or susceptibility to infection. This disease has a high prevalence in the canine
population in several areas around the world, and the implementation of preventive measures is
essential. The way the immune system tries to fight the invading agent is important to avoid the
progression of the disease, the deposition of immunocomplexes and the clinical manifestations
in different organs. Although the mechanisms of the immune system are not yet fully known, this

bibliographic dissertation intends to gather information regarding this subject.

KEY-WORDS: Leishmaniasis; Zoonosis; Leishmania infantum; canids; Infection; Immunity;

Vaccination; Immune complexes



1 Introducao

A Leishmaniose Canina (LCan) € uma doenca que pode ser causada por diferentes
espécies de Leishmania no entanto, o principal agente etioldgico é da espécie Leishmania
infantum (L. infantum) (Ribeiro et al., 2018). Esta parasitose é considerada endémica em 70
paises e atinge milhdes de cies na Bacia do Mediterraneo, Asia e América (Maia & Campino,
2018; M. A. Pereira et al., 2019a). A LCan é uma das doencas parasitdrias mais importantes na
Europa, sendo Portugal, Espanha, Franca e ltalia considerados paises endémicos (Vaselek,
2021). O principal hospedeiro vertebrado desta doenca é o cdo e em algumas areas,
nomeadamente zonas rurais da China, do médio Oriente e norte de Africa, os caes infetados s&o
abatidos como medida de controlo da Leishmaniose humana. No entanto, ao longo dos ultimos
anos, essa medida de controlo tem vindo a ser descontinuada e substituida por outras medidas,
tais como o uso de inseticidas topicos e vacinagdo dos animais (Dantas-Torres et al., 2019). Esta
parasitose também apresenta uma grande importancia devido ao seu caracter zoonético,
potencialmente fatal tanto para os cdes como para os humanos (Moreno, 2019), sendo
considerada uma doenca emergente (Apostolopoulos et al., 2018; Ribeiro et al., 2018) e, por
este motivo, € um exemplo de extrema importancia no conceito “One Health” (Cacheiro-Llaguno
et al., 2020; Cacheiro-llaguno et al., 2021; Dantas-Torres et al., 2019; Maia & Campino, 2018). A
infecéo do cao resulta da interacdo do protozoario, com os mecanismos de defesa e a genética
do hospedeiro (Maia & Campino, 2018). O sistema imunoldgico do hospedeiro é fundamental
para evitar a infecdo do animal no entanto, ainda sdo necessarios mais estudos para
compreender todo 0 mecanismo envolvente (Bourdoiseau et al., 2009).

Esta revisao bibliografica tem o objetivo de reunir informacdes recentes de forma a compreender

0s mecanismos envolvidos na imunologia desta doenca.



2 Leishmaniose Canina

A LCan é uma doenca causada por um protozoario do género Leishmania, através da
picada de um fleb6tomo fémea infetado (Maia & Campino, 2018; Otranto & Dantas-Torres, 2013;
Serafim et al., 2020). Esta doenca apresenta como hospedeiros vertebrados os cées domésticos
e selvagens, sendo que na Bacia do Mediterraneo, Paises Asiaticos e Médio Oriente é causada
pela espécie Leishmania infantum, e na América Latina é causada pela espécie Leishmania
chagasi (L. chagasi) (Gharbi et al., 2015; Maia & Campino, 2018; Ribeiro et al., 2018; Toepp &
Petersen, 2020). Agentes do género Leishmania sdo protozodrios que pertencem ao Reino
Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Sub-filo Mastigophora, Ordem
Kinetoplastida, Sub-ordem Trypanosomatina e Familia Trypanosomatidae, sendo que este
género se divide em dois subgéneros: Leishmania e Viannia (Kaszak et al., 2015; Rombola et
al., 2021). O fleb6tomo responsavel por esta transmissdo é do género Phlebotomus, no velho
mundo e do género Lutzomyia, no novo mundo (Otranto & Dantas-Torres, 2013; Ribeiro et al.,
2018). Estes vetores bioldgicos encontram-se principalmente nas zonas quentes da América, sul
da Europa, Asia, Austrélia e Africa (Gharbi et al., 2015). Os fatores de risco sdo a idade, uma
vez que afeta sobretudo animais a partir dos dois anos de idade; género, afetando mais os
machos; a tipologia do pelo, pois afeta animais com pelo curto; e acesso ao exterior, afetando
animais que se encontram no exterior ou com acesso ao exterior pois estado mais expostos a
picada do fleb6tomo (Gharbi et al., 2015; Rombola et al., 2021). Este protozoario apresenta duas
formas parasitarias, a forma promastigota e a amastigota que sdo flageladas e nao flageladas,
respetivamente (Kaszak et al., 2015). O ciclo bioldgico da Leishmania spp. divide-se em duas
fases: uma em que a forma promastigota extracelular de Leishmania spp. se encontra no
intestino do vetor bioldgico (fleb6tomo) e uma fase em que a forma amastigota intracelular
obrigatéria se localiza nos macréfagos do hospedeiro vertebrado (Figura 1) (Forestier, 2013;

Gongalves-de-Albuquerque et al., 2017).
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Figura 1 — Ciclo bioldgico do parasita Leishmania spp. O fleb6tomo fémea pica o hospedeiro
vertebrado e inocula as formas promastigotas metaciclicas. No hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas sédo fagocitadas no local da inoculacdo por macréfagos onde ocorre a
transformacdo destas em formas amastigotas. A replicacdo destas formas parasitarias pode
levar a rutura dos macréfagos e, posteriormente, infecdo de outras células. Quando outro
flebétomo fémea pica este hospedeiro para se alimentar, ingere juntamente com o sangue
formas amastigotas, que se transformam em promastigotas no intestino do fleb6tomo. Adaptado
de Veras & de Menezes, 2016.

Dependendo da resposta imunoldgica desenvolvida, do parasita e do vetor envolvido, a
Leishmaniose pode ter diferentes manifestacfes clinicas (Kaszak et al., 2015; Koutinas &
Koutinas, 2014). A forma como esta doenca se manifesta é complexa. Animais naturalmente
infetados podem variar de assintomaticos a apresentarem manifestacdes graves da doenca. No
entanto, o nimero de animais infetados assintomaticos é maior do que os que manifestam a
doenca (Moreno, 2019). Existem ainda animais sintomaticos que tém a capacidade de auto-cura,
seja a nivel clinico ou parasitolégico e animais que sdo considerados resistentes que apenas
manifestam sinais clinicos quando a imunidade celular € comprometida (Koutinas & Koutinas,
2014). Inicialmente ocorre uma reacao inflamatéria em resposta ao parasita e,
consequentemente, podem ocorrer lesdes na pele, olhos, mucosas, 0ssos ou 6rgéos internos,
como os rins, figado ou intestino (Kaszak et al., 2015). O primeiro sinal clinico de LCan é o
aparecimento de uma lesdo ulcerativa no local da inoculagcéo, que apés alguns dias regride.
Consequentemente, ocorre um periodo de auséncia de sinais ou manifestacdes clinicas pouco
especificas, que se agravam ao longo do tempo. Os sinais clinicos desta doenca sao diversos e
inespecificos como: linfoadenomegalia, que por vezes pode ser o Unico sinal manifestado;

esplenomegalia associada ou ndo a hepatomegalia; alteracdes dermatolégicas tal como a
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hiperqueratose na cabeca, nariz e almofadas plantares; manisfestacdes oftalmoldgicas, como a
uveite anterior e a queratoconjuntivite; outros sinais como claudicacao, problemas vasculares,
epistaxis, polidria, polidipsia, vomitos e diarreia também se podem manifestar (Foroughi-Parvar
& Hatam, 2014; Gharbi et al., 2015). Esta doenca pode levar ao aparecimento de doenca renal,
que é considerada a principal causa de mortalidade desta (Foroughi-Parvar & Hatam, 2014;
Gharbi et al., 2015). A complexidade do diagndéstico deve-se ndo s6 a inumera variedade de
manifestacdes clinicas, mas também ao facto dos testes seroldégicos ndo serem totalmente
eficazes na distingdo de animais naturalmente infetados e vacinados (Solano-Gallego et al.,
2017; Velez et al., 2020). Os métodos de diagndsticos para a detecdo de infe¢éo por Leishmania
spp. sdo: métodos parasitolégicos que consistem na observagdo do parasita; métodos
moleculares como o teste de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) ou PCR em tempo real e
métodos seroldgicos que se dividem em quantitativos e qualitativos (Solano-Gallego et al., 2017).
Os métodos serolégicos mais usados na detecéo desta doencga séo imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Rombola et al., 2021). A eficacia do tratamento
depende do estadio clinico do animal e dos farmacos utilizados (Ribeiro et al., 2018), sendo que
os farmacos disponiveis apresentam algum grau de toxicidade e sao dispendiosos (Roatt et al.,
2014). Existem diversos protocolos de tratamentos para a LCan através de farmacos
leishmanistéticos e leishmanicidas (Gharbi et al., 2015), no entanto raramente se alcanca a cura
parasitologica e depois da realizacdo do tratamento podem mesmo ocorrer recidivas (Ribeiro et
al., 2018). Os farmacos mais usados no tratamento desta doenca sdo os antimoniais
pentavalentes, miltefosina e o alopurinol (Mir6 et al., 2017). Os protocolos disponiveis podem
promover a cura clinica, melhorar a qualidade de vida do animal, reduzir a carga parasitaria e
carga infeciosa para os vetores biologicos (Ribeiro et al., 2018). Esta doenga causa
imunossupressao e, por isso, a associacao de farmacos a imunoestimuladores é importante para
aumentar a imunidade do animal (Carvalho et al., 2022). A utilizacdo de corticosteroides no
tratamento deve ser ponderada caso se verifigue a deposicdo de imunocomplexos nas
articulagdes ou nos rins (Gharbi et al., 2015). Para definir o tratamento mais apropriado ao animal
e obter um progndstico é necessario determinar o estadio clinico do animal (Ribeiro et al., 2018).
O sistema de classificacdo usado para o estadiamento clinico do animal é do grupo LeishVet
(Solano-Gallego et al., 2016). O grupo LeishVet € constituido por Veterinarios e tem como
objetivo auxiliar os clinicos no maneio desta doenc¢a (Solano-Gallego et al., 2011). Este sistema
de classificacao apresenta quatro estadios baseado nos sinais clinicos que o animal apresenta,
nos achados clinicopatolégicas e titulos seroldgicos, sendo que para cada estadio é
recomendado um tratamento e determinado um progndéstico (Solano-Gallego et al., 2016). Os
quatro estadios séo: | (doenca leve), Il (doenca moderada), Il (doenca severa) e IV (doenca
muito severa) (Ribeiro et al., 2018).

Ao longo dos tempos, tém sido estudados em paralelo com as vacinas, outros farmacos ou novas
estratégias de tratamentos tais como a imunoterapia (Roatt et al., 2014). A imunoterapia ndo
combate o agente patogénico, mas reforca a resposta imunolégica. A domperidona

(Leishguard®) atua como antagonista do recetor D2 da dopamina (Baxarias et al., 2019) e é um



farmaco imunomodulador que estimula os mecanismos de defesa inatos através da ativacédo de

células fagocitéarias, sendo utilizado como um método preventivo da doenca (Ribeiro et al., 2018).

3 Imunologia da Leishmaniose Canina

O sistema imunolégico do hospedeiro € preponderante no mecanismo de defesa da LCan,
sendo constituido por diferentes células chave que vao atuar frente ao agente invasor, pelo que
a eliminacdo do parasita depende de uma boa resposta por parte das células envolventes
(Ikeogu et al., 2020). Quando o fleb6tomo infetado pica o hospedeiro vertebrado, inocula as
formas promastigotas e o sistema imunolégico € a primeira barreira de defesa do organismo
(Papadogiannakis & Koutinas, 2015). A resposta imunoldgica pode ser dividida em imunidade
inata e adquirida (Hosein et al., 2017; lkeogu et al., 2020). Esta resposta tem um papel
determinante na forma como o organismo combate a infe¢do e previne a progresséo da doenca
no entanto, existem diversos fatores que impedem uma resposta imune ideal (Kaszak et al.,
2015; Rodrigues et al., 2016). A capacidade do sistema imunitario do animal para eliminar o

parasita ira determinar o desenvolvimento ou ndo da doenga (Wardini et al., 2019).

3.1 Imunidade inata

A resposta imunitaria é iniciada no local de inoculacé@o do parasita envolvendo neutroéfilos,
macréfagos, mondcitos, células dendriticas (DCs), células natural Killer (NKs), mastécitos e
eosindfilos. Estas células envolvidas na imunidade inata determinam a resisténcia ou
suscetibilidade a infecdo (Ikeogu et al., 2020). Os mecanismos de imunidade inata dos caes
infetados por Leishmania spp. ainda sdo desconhecidos pois ndo se sabe se esta imunidade

contribui para o controlo da infecdo ou leva a progressao da doenca (Pereira et al., 2017).



Tabela 1 — Fungdes das diferentes células envolvidas na imunidade inata (Abbas et al., 2015;
Tizard, 2014; Costa-Da-silva et al., 2022).

Células envolvidas na Funcdes

Imunidade Inata

Neutrofilos Os neutréfilos sdo as células mais abundantes na corrente
sanguinea e a primeira linha de defesa no combate aos agentes
invasores. Sao células com tempo de semi-vida curta e, por isso,
apenas sobrevivem algumas horas (Tizard, 2014; Costa-Da-silva
et al., 2022).

Macrdéfagos Os macréfagos sé@o considerados as células sentinelas mais
importantes. Para além da sua fungéo fagocitaria, estas células
séo ativadas e respondem através da sintese de citocinas. Estas
células desempenham uma funcdo bastante importante na
imunidade pois sdo a ponte de liga¢do entre a imunidade inata e
a adquirida, uma vez que, sendo células com tempo de semi-vida
mais longa tém a funcdo de apresentar os antigénios aos
linfécitos T e, por isso, sdo células apresentadoras de antigénios
(APCs) (Tizard, 2014; Costa-Da-silva et al., 2022).

Monocitos Os mondcitos que circulam na corrente sanguinea sao 0s
precursores dos macrofagos e células dendriticas. A principal
funcdo € a migracao destes mondcitos para tecidos especificos
onde se diferenciam (Abbas et al., 2015; Costa-Da-silva et al.,
2022).

Células stz As principais fungbes das células dendriticas sdo a participacéo
(DCs) na imunidade inata uma vez que sdo consideradas células
sentinelas, o processamento dos antigénios exogenos e a
regulacdo da imunidade adaptativa. Estas células s&o
consideradas APCs (Tizard, 2014; Costa-Da-silva et al., 2022).
eciEsr el @llEie A designacao “natural killer” surge do facto da principal fungéo
(NKs) destas células ser eliminar células infetadas e ativar macréfagos
através da producéo de interferdo-gama (IFN-y) (Abbas et al.,
2015; Costa-Da-silva et al., 2022).

VESeTes S Els ekl e Os mastocitos maduros encontram-se nos tecidos e funcionam
como células sentinelas que reconhecem o agente invasor e
produzem citocinas e outros mediadores inflamatérios como
resposta a presenca deste agente. Os eosindfilos estdo
presentes em tecidos especificos, porém quando existem sinais
inflamatdrios, estas células sao recrutadas para o local (Abbas et
al., 2015; Costa-Da-silva et al., 2022).



3.1.1 Neutro6filos

Os neutrdfilos sao células polimorfonucleares (PMNSs) que constituem a primeira linha de
defesa contra infegBes e, quando o flebétomo infetado por Leishmania spp. pica o hospedeiro
vertebrado e inocula as formas promastigostas, estas células séo recrutadas e migram através
da corrente sanguinea para o local (Toepp & Petersen, 2020). O mecanismo pelo qual os
neutréfilos sdo atraidos e migram para o local de inoculagdo néo é totalmente conhecido (M.
Pereira et al.,, 2017) mas existem diversos fatores quimiotaticos derivados do parasita,
hospedeiro e fleb6tomo que podem originar esta migra¢do (Papadogiannakis & Koutinas, 2015;
M. Pereira et al., 2017). Segundo Kupani et al. (2021), a Interleucina 17 (IL-17) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) estdo envolvidas no recrutamento e migracao de neutréfilos. As formas
promastigotas da Leishmania spp. modulam o recrutamento de leucdcitos para o local,
promovendo a sua entrada nestas células, com o objetivo de evitar a destruicdo do parasita por
componentes imunes inatos sollveis, tais como componentes do complemento, possibilitando
assim a sobrevivéncia do parasita (M. Pereira et al., 2017). Os neutrdfilos quando chegam ao
local de inoculacdo expressam varios recetores de reconhecimento de padrées (RRPs), tais
como receptores toll-like (TLRs) que reconhecem a Leishmania spp. como um agente invasor e
estabelecem uma ligacdo a esta, através de padrBes moleculares associados a agentes
patogénicos (PAMP) que sé&o glicoproteinas que se encontram na sua superficie tais como
lipofosfoglicanos (LPGs), glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), glicoproteina 63 (gp63) e
proteofosfoglicanos (PPG) (Kupani et al., 2021). Quando o neutréfilo fagocita o parasita
Leishmania spp. e este fica contido dentro de vacuolos parasitoforos, esta célula secreta
Interleucina oito (IL-8) que promove a migragdo de um maior nimero de neutréfilos para o local
(da Silva et al., 2018). Estas células também promovem um processo oxidativo onde ocorre a
libertacdo de TNF-a e IFN-y, as quais desencadeiam o recrutamento de macrofagos para o local
e, consequente ativagcao destes e promovem a apoptose dos neutrofilos (Toepp & Petersen,
2020). Os neutrdfilos infetados que sofreram apoptose, expressam na sua superficie recetores
fosfatidilserina (PS) que é um sinal para os macr6fagos reconhecerem esta célula como
apoptética. O mecanismo pelo qual a célula expressa este recetor € denominado de mimetismo
apoptético (Kupani et al., 2021). Os neutréfilos funcionam como transportadores do parasita, de
forma silenciosa, para macrofagos, isto é, os parasitas que se encontram dentro de vacuolos
parasitéforos, induzem a apoptose precoce dos neutréfilos infetados e, consequentemente, sédo
fagocitados por macrofagos sendo que, nesse momento, 0 parasita encontra no macréfago um
ambiente favoravel para a sua multiplicacdo, um fenémeno conhecido como “cavalo de tréia”
(Goncgalves-de-Albuquerque et al., 2017; Ikeogu et al., 2020; Oikonomidis et al., 2019; Toepp &
Petersen, 2020). Os PMNs apresentam um alto potencial microbicida, nao s6 devido a presenca
de granulos que contém moléculas antimicrobianas e enzimas no seu interior, mas também
através da sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS). Apesar destes mecanismos, existem
formas promastigotas fagocitadas que conseguem sobreviver (Pereira et al., 2017). De acordo
com o estudo reportado por Pereira e colaboradores (2017), os PMNs reduzem

significativamente a carga parasitaria através de mecanismos de defesa intra e extracelulares no
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entanto, segundo o estudo de Silva e colaboradores (2018), consta que apesar do parasita ser
suscetivel aos neutroéfilos, algumas formas parasitarias da Leishmania spp., conseguem escapar
ao mecanismo microbicida dos neutréfilos, através da entrada rapida das formas promastigotas
nos macrofagos, iniciando assim a proliferacdo no sistema mononuclear fagocitario (SMF). Os
neutrdfilos tém diversos mecanismos através dos quais tentam eliminar o parasita, tais como a
fagocitose, NETs, ROS (Wardini et al., 2019) e exocitose enzimatica (Pereira et al., 2017). A
Leishmania spp. é considerada um indutor de NETs dos neutréfilos (Wardini et al., 2019) que
sdo redes fibrosas extracelulares constituida por cromatina e proteinas granulares e
citoplasméticas, com a finalidade de dificultar a disseminac¢éo do parasita e facilitar a fagocitose.
Este mecanismo, para além de ter um efeito microbicida, também modula o sistema imunolégico
do hospedeiro promovendo assim a resposta pré-inflamatéria (Pereira et al.,, 2017). A IL-8
estimula a producdo de NETs (Wardini et al., 2019). No estudo de Wardini et al. (2019), é descrito
gue as NETs provocam a morte de algumas formas promastigotas da Leishmania spp. no
entanto, segundo os estudos de Ikeogu et al. (2020) e Pereira et al. (2017), este mecanismo &
apenas eficaz contra algumas espécies de Leishmania, mas ineficaz contra a L. infantum. No
interior da célula, séo ativados os mecanismos efetores oxidativos, que servem para destruir 0s
parasitas intracelulares, e ndo oxidativos, que tém como fun¢éo tentar eliminar os parasitas que
permanecem no ambiente extracelular (Ikeogu et al., 2020; Kupani et al., 2021). Os mecanismos
efetores oxidativos produzem espécies reativas como 6xido nitrico (NO) e os mecanismos nao
oxidativos secretam enzimas liticas tal como a elastase (Pereira et al., 2017), que aumenta a
producdo de citocinas e estimulam os macréfagos na producdo de superédxidos (Teufel et al.,
2021). Segundo Kupani et al. (2021), a Leishmania spp. € conhecida pela produ¢do de um
inibidor de serinopeptidases (ISP) que é constituido por um grupo de enzimas que inibe a acéo
de serinopeptidases derivadas do hospedeiro tais como a elastase de neutréfilos. Segundo o
estudo (Pereira et al., 2017), as formas promastigotas da Leishmania spp. ndo se transformam
em amastigotas dentro dos neutrdfilos provavelmente devido a inexisténcia de condi¢bes 6timas
no interior da célula para ocorrer o processo de transformacdo ou ao tempo insuficiente que o
parasita permanece nesta célula. Por fim, os neutréfilos podem estabelecer uma ligacéo entre a
imunidade inata e adquirida, através da apresentacdo de antigénios as células T e producao de
anticorpos pelas células B (Goncalves-de-Albuquerque et al.,, 2017). Segundo Kupani et al.
(2021), este mecanismo geralmente acontece pela secrecdo de citocinas e quimiocinas, que
segundo Goncalves-de-Albuquerque et al. (2017), os principais responsaveis por este

mecanismo sdo as citocinas Interleucina dois (IL-2), Interleucina 10 (IL-10), TNF-a e IFN-y.

3.1.2 Macro6fagos

Os macréfagos desempenham uma funcdo importante no ciclo deste parasita pois é
nestas células que ocorre a transformacéo das formas promastigotas em amastigotas (Shapira
& Zinoviev, 2011). Enquanto os neutréfilos sdo as primeiras células a migrar e fagocitar o
parasita, 0s macrdfagos séo as células hospedeiras definitivas, onde a Leishmania spp. é capaz

de promover a sua sobrevivéncia (Toepp & Petersen, 2020). Estas células também atuam como
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APCs uma vez que transportam a L. infantum para os linfonodos regionais (Papadogiannakis &
Koutinas, 2015). O papel desempenhado pelos macriéfagos depende da via de ativagédo que é
utilizada, ou seja, estas células podem promover a infecdo proporcionando um ambiente
favoravel a sua replicacéo, através do fenétipo M2 (via alternativa do macréfago) ou promover a
eliminacado do parasita intracelular através do fenétipo M1 (via classica do macréfago) (Sandoval
Pacheco et al., 2021). Como foi referido anteriormente, o fenébmeno denominado “cavalo de tréia”
€ bastante importante pois € através deste mecanismo que a Leishmania spp. consegue garantir
a sua sobrevivéncia e replicacdo dentro dos macrofagos, uma vez que nao existe contacto do
parasita com os recetores dos macréfagos e, por isso, ndo sao ativados os mecanismos efetores
responséveis pela destruicdo do parasita, que conduz ao desenvolvimento de um fenétipo M2
do macréfago (Pereira et al., 2019; Sandoval Pacheco et al., 2021). Os macro6fagos apresentam
na sua superficie varios TLR, incluindo TLR-4, que se ligam aos PAMP do agente invasor (Toepp
& Petersen, 2020), consequentemente, ocorre a fagocitose e o parasita permanece dentro de
um vacuolo parasitéforo, sendo que este mecanismo diminui a viabilidade do parasita (Pereira
et al., 2019). O IFN-y é uma citocina produzida pelas células T-helper tipo 1 (Thl), células T
citotoxicas (T CD8+) e NKs, que medeia a ativagdo da via classica dos macrofagos, ou seja,
fendtipo M1 (Barbosa et al., 2011; Ikeogu et al., 2020; Sandoval Pacheco et al., 2021; Sanz et
al.,, 2022). Esta ativacdo origina a sintese de 6xido nitrico sintase induzida (INOS) que é
responsavel pela conversao de L-arginina em NO, sendo esta uma molécula efetora, que pode
contribuir para a morte das formas amastigotas intracelulares. Em contrapartida, o protozoario
Leishmania spp. inibe a producéo de NO através da conversdo de L-arginina em ornitina, que
contribui para a sobrevivéncia do parasita no macréfago (Ikeogu et al., 2020). A Interleucina 12
(IL-12) é considerada uma citocina essencial na inducdo das células Thl que promove a
eliminacao do parasita em macréfagos infetados (Barbosa et al., 2011; Toepp & Petersen, 2020),
contudo a Leishmania spp. inibe a producéo de IL-12 assegurando a sobrevivéncia dentro dos
macrofagos (lkeogu et al., 2020). O protozoario produz IL-4, IL-10 e fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) que s&o citocinas inibitérias dos macréfagos, ou seja, favorecem a
sobrevivéncia e proliferacdo do parasita (Rodrigues et al., 2017). Segundo o artigo Parody et al.
(2019), quando os mecanismos de defesa ndo sdo eficazes contra 0 parasita, ocorre a
multiplicacdo de formas amastigotas dentro dos macréfagos, levando a rutura da célula e

disseminacao destas no espaco extracelular, originando a sintese de anticorpos pelas células B.

3.1.3 Mondcitos

Os mondécitos sao precursores de macréfagos que séo recrutados para a derme por meio
de citocinas (TNF-a e IL-8), proteinas do complemento (C5a e produtos de degradacao de C5)
e quimiocinas que sao citocinas quimiotaticas (como MIP-1f3 e CCL3) (Ikeogu et al., 2020; Teufel
et al., 2021), onde permanecem algumas horas ap0s a inoculacdo das formas promastigotas do
parasita (Pereira et al., 2019). Segundo Pereira et al. (2019), verificou-se que as formas

promastigotas da Leishmania spp. ligam-se aos mondcitos através da extremidade do flagelo.
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3.1.4 Células dendriticas

As DCs, também consideradas APCs, podem ser infetadas por Leishmania spp. e estao
envolvidas ndo sé na imunidade inata frente ao agente invasor, mas também na diferenciagéo
de células T-helper (T CD4+) em células Thl efetoras, através da producao de IL-12 (Ikeogu et
al.,, 2020). Estas células apresentam PAMP que reconhecem e se ligam aos RRPs que se
encontram na membrana de superficie do protozoario Leishmania spp.. Subsequentemente,
estas células migram até aos 6rgaos linféides secundarios, onde apresentam o antigénio (Ag) as
células T. Para além disso, estas células expressam moléculas co-estimuladoras (CS) (CD40,
CD80 e CD86) que s&o importantes na apresentacéo do Ag (Ikeogu et al., 2020; Tiburcio et al.,
2019). A transformacéo das formas promastigotas do parasita em amastigotas também pode

ocorrer nestas células (Ikeogu et al., 2020).

3.1.5 Células Natural Killer

As células NK séo células grandes granulares, que tém extrema importancia na resposta
imune precoce. Quando ocorre a interacdo destas células com as formas promastigotas do
parasita, ha producdo de IFN-y que, consequentemente, ativa os macroéfagos e promove a
atividade leishmanicida. Esta interacao resulta numa atividade citotdxica que leva a lise da célula

e morte das formas parasitarias (Teufel et al., 2021).

3.1.6 Mastoécitos e Eosindfilos

Os mastocitos e eosindfilos sdo células granulociticas que sdo igualmente importantes no
controlo da infecdo por Leishmania spp. As fungdes que estas células desempenham na
presenca de Leishmania spp. ainda ndo sdo totalmente conhecidas (Cardoso et al., 2017). Os
mastocitos, por se encontrarem em grande ndmero no local de infecdo, podem estar implicados
na remodelacéo dos tecidos de cées infetados. Para além disso, estas células podem regular a
resposta imune das células T, através de producdo de fatores quimiotaticos, expressdo de
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade Classe Il (MHC II) e podem recrutar
neutréfilos, macréfagos e células dendriticas para o local, tentando proporcionar um ambiente
hostil para a sobrevivéncia do parasita. Ja os eosindfilos, quando ativados na presenca de IFN-
Yy, estimulam a producdo de mediadores inflamatorios e expressam recetores de membrana tais
como, TLRs 4, 7 e 8 que podem ser relevantes na ligacdo e posterior eliminacdo do parasita,
uma vez que estas células desempenham uma funcdo microbicida contra a Leishmania spp.
(Costa et al., 2018; da Silva et al., 2018).

3.2 Imunidade adquirida

Apesar da resposta imune inata ter bastante importdncia, uma vez que as células

envolvidas chegam rapidamente ao local, a resposta imune adquirida é fulcral na resolucao da
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infeco por Leishmania spp. (Dayakar et al., 2019). Algumas formas promastigotas podem
escapar aos mecanismos de defesa da resposta imune inata e, nestes casos, sobreviver (Pereira
etal., 2017). A imunidade adquirida mediada por linfcitos B e T, divide-se em imunidade humoral
e celular respetivamente; é considerada especifica e apresenta memoria imunolégica (lkeogu et

al., 2020), sendo que diversas citocinas apresentam uma funcdo importante (Hosein et al., 2017).

Tabela 2 — Fung8es das diferentes células envolvidas na imunidade adquirida (Abbas et al., 2015;
Tizard, 2014)

Células envolvidas na imunidade Funcgdes

adquirida
Elatieleliiersaf | Células T CD4 +

Estas células tém como principais fungées, a
ativacdo de macrdfagos, estimular a
diferenciagdo de células B e a estimulagao de
uma resposta inflamatéria (Tizard, 2014).

Células T CD8 + A principal funcao é a eliminacéo das células

infetadas com agentes invasores

intracelulares (Tizard, 2014).
Linfécitos B Estas células tém como funcéo a producéo de
anticorpos (Abbas et al., 2015; Tizard, 2014)

3.2.1 Imunidade celular mediada por linfécitos T

A imunidade mediada por células apresenta um papel fundamental na protecdo contra o
agente invasor (Ikeogu et al., 2020). Segundo Papadogiannakis & Koutinas (2015), a imunidade
celular desempenha a funcéo de estabelecer a resisténcia ou a suscetibilidade a doenca, e a
gravidade esta relacionada com a imunossupressédo das células T (Foroughi-Parvar & Hatam,
2014).

3.2.1.1 Células T CD4 +

As Células T CD4+ séo bastante importantes, uma vez que estabelecem uma ligacao
entre a imunidade inata e adquirida (Gongalves-de-Albuquerque et al., 2017) e podem
diferenciar-se em trés subpopulacdes de células efetoras: Thl, Th2 e Thl7, que produzem
diferente grupos de citocinas; enquanto que as células Thl produzem INF-y, TNF-q, IL-2
(Barbiéri, 2006) e IL-12 (Barbosa et al., 2011), as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10
(Barbiéri, 2006) e as células Th17 produzem IL-17 (Teufel et al., 2021; Toepp & Petersen, 2020),
IL-17F, IL-21 e IL-22 (Gongalves-de-Albuquerque et al., 2017). Os animais assintomaticos ou
clinicamente resistentes, desenvolvem uma resposta imune celular Thl (Cacheiro-llaguno et al.,
2021). A célula Thl tem como fungdo o combate de microrganismos intracelulares através da
defesa mediada por fagdcitos (lkeogu et al., 2020). A ativagdo das células Thl depende dos

seguintes fatores: a genética do hospedeiro, a natureza dos antigénios da Leishmania spp. e as
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citocinas presentes. A IL-12 é considerada a principal citocina indutora das células Thl (Barbiéri,
2006) e, juntamente com a INF-y produzida pelas células T CD4+, contribuem para a resisténcia
a infecdo (lkeogu et al., 2020). Segundo Reis et al. (2010), a INF-y promove a ativagdo dos
macrofagos e, em cooperacdo com TNF-a estimulam a atividade leishmanicida dos macréfagos.
No entanto, segundo Teufel et al. (2021), as citocinas IFN-y e TNF-qa, para além de ativarem e
estimularem a atividade leishmanicida dos macréfagos, estdo também envolvidas na ativagao
das células dendriticas. As células Thl produzem também IL-2 que é responséavel pela
proliferacédo de outras células T (Toepp & Petersen, 2020) e regulacao negativa das células Th2
(Figura 2) (Papadogiannakis & Koutinas, 2015). Assim, em animais resistentes prevalece uma
resposta mediada por células com niveis baixos de anticorpos especificos, niveis parasitarios

baixos e sem manifestacdes de sinais clinicos (Maia & Campino, 2018).

-
.-
Células NKs ativadas -»'
g Resisténcia

Figura 2 — Animais resistentes a infe¢cdo. Os macrdfagos infetados (MAC) expressam moléculas
co-estimuladoras (CS) que se ligam ao CD28 da célula Thl, e o antigénio (Ag) de Leishmania
spp. reconhecido pelo MCH Il se liga ao TCR e ativa a célula Thl. Quando esta célula Thl é
ativada, ocorre a producédo de INF-y e IL-2 que promove uma regulacao negativa sob as células
Th2. Adaptado de Papadogiannakis & Koutinas, 2015.

Os animais sintomaticos ou suscetiveis a infecdo sdo aqueles que desenvolvem uma resposta
imune celular Th2 (Cacheiro-llaguno et al., 2021). As células Th2, quando ativadas, sao
responsaveis pela suscetibilidade a doenga, ou seja, promove a sobrevivéncia do parasita e a
exacerbacao das lesdes através da inativagdo dos macréfagos, juntamente com a supressao da
via INOS que tem uma extrema importancia na eliminagéo do parasita intracelular. Estas células
Th2 vao ativar uma resposta humoral, caracterizada por producédo de anticorpos que ndo sao
imunoprotetores e IL-4 que regula negativamente a resposta imune Thl (Figura 3) (Barbiéri,
2006; Cacheiro-llaguno et al., 2021; Papadogiannakis & Koutinas, 2015; Teufel et al., 2021).
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Assim, animais suscetiveis apresentam uma resposta predominante humoral, uma inibicdo da

resposta mediada por células e apresentam sinais clinicos (Maia & Campino, 2018).

Susceptibilidade

(-) [1L-4

Figura 3 — Suscetibilidade & infe¢cdo. Os macrofagos infetados (MAC) apresentam antigénios (Ag)
de Leishmania spp. reconhecido pelo MCH Il que se ligam ao TCR, ativando a célula Th2.
Quando esta célula é ativada, ocorre a producdo de IL-4 que regula negativamente as células
Thl. Adaptado de Papadogiannakis & Koutinas, 2015.

Apesar de ainda ndo serem totalmente conhecidas as fungdes das células Th17, estudos indicam
que estas podem estar relacionadas com fatores inflamatérios durante a infecdo por Leishmania
spp. A célula Th17 produz IL-17 que recrutam neutréfilos e macréfagos para o local da infecao
(Teufel et al., 2021; Toepp & Petersen, 2020) e ativa a producdo de NO pelos macréfagos
(Gongalves-de-Albuquerque et al., 2017). Apesar das células T CD8+ e neutréfilos também
produzirem esta citocina, a célula Th17 é a principal produtora. Para além disso, esta citocina
coopera com a Interleucina IL-17F, IL-21 e IL-22, que s&o produzidas pelas células Th1l7,
provocando inflamacgéo tecidual (Gongalves-de-Albuquerque et al., 2017). O perfil misto Thl e
Th2 ainda ndo estd completamente esclarecido devido a existéncia de estudos com resultados
controversos (Rodriguez-Cortés et al., 2016). Existem varios estudos (Hosein et al., 2017; Reis
et al., 2010), onde esta descrito que pode ocorrer uma resposta imune mista de Thl e Th2
associada a animais assintomaticos, apresentando niveis aumentados de IL-2, IL-10 e INF-y.
No entanto, segundo Rodriguez-Cortés et al. (2016), a doenca ativa esta relacionada com uma
imunossupresséo especifica, o desenvolvimento de uma resposta humoral evidente e um perfil
misto Thl e Th2. Nos cées assintomaticos verifica-se a presenca de infiltrados inflamatérios na
derme e uma resposta imune mista nos tecidos cutaneos (Reis et al., 2010). Segundo Barbiéri
(2006), verifica-se a predominancia de IL-2 e INF-y em caes assintomaticos.

Para o desenvolvimento de uma resposta celular imune bem-sucedida, ou seja, para que ocorra

a eliminacdo do parasita sem provocar lesdes tecidulares, é necessario inicialmente, haver uma
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ligacdo das APC a célula T CD4+, este reconhecimento promove a secrec¢ao de citocinas que
levam a diferenciacdo das células T CD4+ em Thl e posterior ativacdo das mesmas. As células
Thl produzem IFN-y e TNF-a que ativam os macréfagos. Por fim, ocorre a ativa¢éo das células
Th2 que secretam IL-10 e inibem a produgédo de NO pelos macrofagos (Figura 4) (Goncgalves-
de-Albuquerque et al., 2017).

Imunidade mediada

por células Imunidade humoral
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Figura 4 — Células precursoras Thl e Th2. Células T CD4+ ativadas podem diferenciar-se em
célula que favorece a resposta mediada por células (Thl) ou células que promovem uma
resposta humoral (Th2). APC - Célula apresentadora de antigénio; Thl — Linfécitos T de ajuda
do tipo 1; Th2 - Linfécitos T de ajuda do tipo 2; IL — Interleucina; 1IgG — Imunoglobulina; NK -
Células Natural Killer; CTLs — Células T citotdxicas. Adaptado de Moreno, 2019.

3.2.1.2 Células T CD8 +

Segundo Sanz et al. (2022), estas células também denominados linfocitos T citotdxicos,
foram detetados em cées assintomaticos infetados por Leishmania spp.. As células T CD8+ sdo
responsaveis pela eliminacdo de macrofagos infetados por Leishmania spp. (Koutinas &
Koutinas, 2014; Loria-Cervera & Andrade-Narvéaez, 2014).

3.2.2 Imunidade humoral mediada por linfocitos B

A imunidade humoral ndo origina uma resposta protetora, uma vez que a Leishmania spp.
se encontra dentro de vacuolos parasitéforos no interior de macréfagos e, por este motivo, a
acessibilidade por parte dos anticorpos € bastante limitada (Ikeogu et al., 2020). A funcédo
principal das células B é a producdo de anticorpos, no entanto estas também desempenham

funcgbes reguladoras e agem como APC que ativam células T de ajuda (Sanz et al., 2022; Toepp
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& Petersen, 2020). Na fase inicial da doenca, sdo produzidos anticorpos especificos do parasita
Leishmania spp., porém no decorrer da infecdo subclinica, esta produc¢éo continua, mas em
niveis mais baixos permitindo a proliferagdo do protozoario. Quando o animal se encontra numa
fase clinica da doencga, ocorre um aumento dos niveis de imunoglobulina G (IgG) ndo especificos
(Toepp & Petersen, 2020). Todavia, segundo Foroughi-Parvar & Hatam (2014), a progresséo da
doenca clinica esta relacionada com imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina E (IgE) e
imunoglobulina M (IgM). No entanto, segundo Mhadhbi et al. (2021), todos os animais infetados
com Leishmania spp. produzem niveis altos de imunoglobulina G subclasse 2 (I9G2) especificos,
enquanto a presenca de altos niveis de imunoglobulina G subclasse 1 (IgG1) esta relacionada
com a gravidade da doenca. Em contrapartida, Reis et al. (2009) demonstrou que cdes que ndo
apresentam sinais clinicos e, com niveis parasitarios baixos, apresentaram um aumento de 1gG1,
enquanto animais sintomaticos e, com niveis parasitarios altos, apresentam um aumento de

imunoglobulinas IgA, IgE, IgG, 1gG2 e IgM.

3.3 Respostaimunitéria associada a vacinacéo

A vacinacdo é um dos métodos utilizados para a prevencdo da LCan, no entanto este
método apenas foi testado e licenciado no Brasil e na Europa, pelo que ainda é necessario um
estudo mais aprofundado para a obtengéo de uma vacina eficaz a nivel mundial (Velez & Gallego,
2020). As vacinas atualmente aprovadas na Europa séo a CaniLeish® e a LetiFend® (Solano-
Gallego et al.,, 2017). Apesar de nado existir um método de prevencdo totalmente eficaz,
recomenda-se a associacao de coleiras antiparasitarias ou produtos semelhantes a vacinacao
dos animais contra a LCan, uma vez que as vacinas atualmente disponiveis apresentam uma
baixa eficacia protetora que varia de 68% a 71% (Ribeiro et al., 2018; Velez & Géllego, 2020). A
CaniLeish® é uma vacina de segunda geracdo e foi licenciada na Europa em 2011. Esta é
composta por proteinas secretadas - excretadas de L. infantum (LIESAp) e uma frag&o purificada
de Quillaja saponaria (QA-21) (Giunchetti et al., 2019; Moreno, 2019), tendo sido considerada
altamente imunogénica em cées (Gradoni, 2015). O protoloco vacinal consiste inicialmente em
trés doses vacinais, uma primeira dose em animais com idade superior a 6 meses; a segunda
dose é realizada trés semanas depois da primeira; e a terceira, trés semanas depois da segunda.
ApoOs estas trés doses vacinais, 0 animal apenas necessita de refor¢cos anuais através de uma
dose Unica (Velez & Gallego, 2020). Apés a primeira dose, 0s niveis de anticorpos comecam a
subir até atingirem um pico duas semanas apds a terceira dose (Solano-Gallego et al., 2017).
Esta vacina induz uma resposta mediada por células do tipo Thl de longa duragéo (Lemesre et
al., 2007) e uma resposta imune humoral IgG2 especifica para LIESAp (Bourdoiseau et al., 2009).
Antes da administracédo da vacina CaniLeish®, é recomendado pelo fabricante a realizacdo de
um teste seroldgico rapido, que deteta anticorpos circulantes contra L. infantum, uma vez que
apenas os caes seronegativos devem ser vacinados. Um dos testes seroldgicos rapidos usados
€ 0 Speed Leish K1® que tem uma sensibilidade baixa, ou seja, animais infetados podem
apresentar um resultado negativo e serem vacinados (Solano-Gallego et al., 2017), mas séo

faceis de interpretar, usar e ndo requerem equipamentos sofisticados. A desvantagem destes é
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gue apenas fornecem um resultado qualitativo e, muitas vezes, € necessério a realizacdo de
testes seroldgicos quantitativos como o teste de imunofluorescéncia (IFAT) e ELISA para a
confirmacdo, o que aumenta o custo do diagndstico (Solano-Gallego et al., 2014). A vacina
CanilLeish® pode apresentar um efeito profilatico e imunoterapéutico (Bourdoiseau et al., 2009).
Segundo Lemesre et al. (2007), esta vacina é segura, pois ndo foram observadas reacdes
adversas em cdes ap6s a Ultima dose vacinal, e promove uma forte ativacdo do sistema
imunitario dos cédes. Para além disso, verificou-se um efeito imunoterapéutico, ou seja, animais
infetados com L. infantum, submetidos a esta vacina, apresentaram uma diminuicdo das
manifestacdes clinicas. Uma das limitacdes desta vacina € o facto de induzir a producédo de
anticorpos, que promovem uma reagdo cruzada com Ag de ELISA, que € um método de
diagnostico serologico para a detecdo da infecdo por L. infantum, ndo sendo possivel a
diferenciagdo de animais vacinados e infetados, isto é, os animais vacinados podem originar
falsos positivos ao teste de ELISA. Esta limitacdo entra em desacordo com o conceito DIVA
“Differentiating Infected from Vaccinated Animals” de vacinologia veterinaria, onde consta que a
producao das vacinas deve permitir a diferenciacéo sorolégica de animais vacinados e infetados
(Velez et al., 2020).

A LetiFend® é uma vacina recombinante e foi licenciada na Europa em 2016 (Velez & Gallego,
2020). Esta é constituida por uma proteina quimérica recombinante (proteina Q) que é formada
por cinco fragmentos antigénicos de quatro proteinas de L. infantum (LiPO, LiP2b e proteinas
ribossomais LiP2a e a histona H2A) sem a necessidade de adicdo de um adjuvante (Moreno,
2019). O protocolo de vacinagdo inicia-se aos seis meses com uma dose Unica e com reforgos
anuais (Velez & Gallego, 2020). No estudo de Cacheiro-Llaguno et al. (2020), verifica-se que
esta vacina, para além de induzir um aumento precoce de IgG2 contra a Proteina Q, parece
ainda aumentar a quantidade de proteinas do sistema complemento e a quantidade de serpinas,
originando niveis baixos de imunocomplexos circulantes que poderédo estar relacionados com a
diminuicdo da carga parasitaria. No entanto, 0 mecanismo de acédo da vacina LetiFend® ainda
nao esta completamente clarificado.

Ao longo dos Ultimos anos, tém sido estudadas outras estratégias de tratamento para a LCan,
principalmente através do uso de vacinas terapéuticas, que tém vindo a ser consideras uma
estratégia promissora no tratamento desta doenca (Roatt et al., 2017). A imunoterapia consiste
na utilizacdo de substancias biol6gicas que modulam a resposta imune de forma a promover
uma resposta terapéutica (Roatt et al., 2014). Segundo um estudo realizado, caes infetados por
L. infantum que apresentavam sinais clinicos, foram submetidos a imunoterapia através de uma
vacina heterdloga composta por Ag de Leishmania braziliensis (L. braziliensis) e adjuvante MPL
(vacina LBMPL). Neste estudo observou-se uma reducdo dos sinais clinicos e da carga
parasitaria, sendo que os parametros bioquimicos (ureia, bilirrubina, ALP e AST) e hematologicos
(eritrécitos, hematécrito, hemoglobina e plaquetas) normalizaram, encontrando-se dentro dos
valores de referéncia. Para além disso, observou-se um aumento das NKs, mondcitos, uma
diminuicdo de linfécitos B e um aumento de células T CD3+, sobretudo da subpopulacdo de

células T CD8+. Verificou-se também uma resposta imune linfoproliferativa contra o Ag de
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Leishmania e observou-se um aumento da producdo de TNF-a e IFN-y que s&o citocinas

inflamatdrias e niveis baixos de citocinas IL-10 e IL-4 (Roatt et al., 2017).

3.4 Respostaimunitaria associada aos 6rgaos envolventes

A LCan é uma doenca que apresenta uma diversidade de manifesta¢des clinicas, que
estdo na maioria das vezes, intimamente relacionadas com uma resposta humoral exuberante
(Cacheiro-llaguno et al., 2021) que leva a deposi¢éo de imunocomplexos em diferentes tecidos
(Cacheiro-Llaguno et al., 2020) e/ou producédo de autoanticorpos que pode originar, por exemplo
polimiosite (Koutinas & Koutinas, 2014). Quando as células T ndo exercem uma resposta eficaz
na eliminacdo do parasita, manifestam-se sinais clinicos da doenca, elevados niveis de
anticorpos especificos para Leishmania spp. e também cargas parasitérias elevadas na medula

0ssea, pele, figado, baco e linfonodos (Reis et al., 2010).

Eliminagdo do parasita
e ndo ocorre infegdo

Inoculagdo das formas i (e e

Imunocomplexos

promastigotas da Infegdo subclinica

Leishmania infantum

Elevada produgdo de
Imunocomplexos

Infegdo clinica

Figura 5 — A evolucdo da Leishmaniose Canina apés inoculacdo das formas parasitarias

(Cacheiro-llaguno et al., 2021)

Tal como referido anteriormente, a resposta imunologica que se desenvolve nos diferentes
orgaos ou tecidos dos cées infetados por L. infantum pode ser uma resposta Th1, Th2 ou mista,
gue se relaciona com a existéncia ou ndo de sinais clinicos e com a carga parasitaria presente
nestes drgdos (Hosein et al., 2017).

Nos caes infetados por L. infantum nos quais ocorre a sintese de elevados niveis de anticorpos
especificos de Leishmania spp. e, devido a presenca prolongada de Ag parasitarios, formam-se
imunocomplexos, que se ndo forem eliminados por fagocitose na corrente sanguinea, podem
depositar-se em tecidos ou 6rgdos especificos levando ao aparecimento de sinais clinicos tais

como vasculites, dermatites, uveites, glomerulonefrites e doenca renal (Cacheiro-Llaguno et al.,
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2020; Cacheiro-llaguno et al., 2021; Cortese et al., 2013; Gizzarelli et al., 2020). Estes
imunocomplexos sdo formados por imunoglobulinas, IgM e 1gG, Ag do parasita e componentes
do sistema complemento (Cacheiro-Llaguno et al., 2020; Cacheiro-llaguno et al., 2021; Parody
et al., 2019). Segundo estes estudos (Cacheiro-Llaguno et al., 2020; Cacheiro-llaguno et al.,
2021; Parody et al., 2019), existe uma correlagdo entre os niveis de imunocomplexos e o
estadiamento da doenga em animais infectados com Leishmania spp., ou seja, animais infetados
gue manifestam uma resposta humoral baixa ou ausente, ndo apresentam lesGes. Assim, a
formacdo de complexos imunes esta relacionada com a ineficacia na resolucdo da infecao
(Cacheiro-Llaguno et al., 2020). As manifestacdes renais resultantes desta doengca podem ser a
Unica manifestagdo clinica (Koutinas & Koutinas, 2014; Ribeiro et al., 2018), originando
proteindria, sindrome nefrético ou até mesmo doenca renal terminal (Foroughi-Parvar & Hatam,
2014). A insuficiéncia renal crénica (IRC) é a principal causa de mortalidade associada a LCan
e, ultimamente, tem sido incluida como um paradmetro no estadiamento clinico da doenca
(Cacheiro-llaguno et al., 2021; Giunchetti et al., 2019).

Ganglios linfaticos:

Os ganglios linfaticos sdo os primeiros tecidos linfoides a serem afetados. As principais
alteragcbes imunofendtipicas encontradas nos linfonodos sdo um aumento dos linfécitos T,
principalmente T CD8+ e diminuicao dos linfécitos B (Moreira et al., 2010). Segundo Costa et al.,
(2018), os eosindfilos sao recrutados para os linfonodos de caes infetados e, quando ocorre este
recrutamento, origina diminuicdo da carga parasitaria neste tecido. A IL-5 é uma citocina
bastante importante na ativacdo dos eosindfilos (Costa et al., 2018). Os ganglios linfaticos dos
animais assintomaticos apresentam diminuida carga parasitaria e expressam citocinas pro-
inflamatérias, sendo que as citocinas IFN-y e TNF-a podem ter um papel relevante no combate
ao agente invasor. Por outro lado, os linfonodos dos animais sintomaticos expressam citocinas
anti-inflamatérias, sendo que a IL-10 e TGF-B podem estar associadas a progressao da doenga
(Maia & Campino, 2012).

Baco:
O bago é um dos 6rgaos alvo de Leishmania spp., uma vez que pode apresentar inUmeras

células parasitadas do SMF, resultando em hiperplasia e hipertrofia da polpa vermelha do baco,
devido essencialmente a presenca de infiltrados de plasmadcitos. Uma desorganizacéo esplénica
da polpa branca também pode ocorrer devido ao comprometimento dos linfécitos nas arteriolas
centrais. Esta desorganizacéo na arquitetura esplénica pode contribuir para a imunossupressao
e, consequentemente, infegBes secundarias que pode levar a morte dos animais infetados
(Gharbi et al., 2015; Giunchetti et al., 2019). Este 6rgédo também pode apresentar granulomas na
capsula e polpa vermelha que séo formados principalmente por macréfagos infetados, escassos
linfocitos e plasmdcitos. A caracteristica macroscopica mais relevante neste 6rgdo é a

esplenomegalia, devido & densidade parasitaria e também aos infiltrados inflamatérios crénicos
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(Moreira et al., 2016). Neste 6rgdo, os animais assintomaticos apresentam niveis elevados de

IFN-y, IL-10, IL-17 e INOS em compara¢do com animais sintomaticos (Nascimento et al., 2015).

Figado:

O figado é o principal 6rgdo a produzir citocinas como IL-4, IL-10 e TNF-a durante a infegdo
(Maia & Campino, 2018) e a cronicidade da doenca depende deste 6rgao (Nascimento et al.,
2015). Em cé&es naturalmente infetados, verificou-se a presenca de granulomas intralobulares
formados principalmente por macréfagos, infetados ou néo, linfcitos e escassos neutréfilos
(Moreira et al., 2016). Numa fase final da doenca, o figado apresenta-se aumentado e calcificado
(Gharbi et al., 2015). Segundo Nascimento et al. (2015), a carga parasitaria hepatica € maior nos
animais sintomaticos, do que nos animais assintomaticos e nos animais infetados sintomaticos
verificou-se uma regulacdo negativa de IL-10, IL-17, IFN-y, TNF-a e INOS em comparagéo com
0s animais ndo infetados. Segundo Moreira et al. (2016), as formas amastigotas apresentam-se

em maior quantidade nos granulomas multifocais e em menor quantidade nas células de Kupffer.

Medula éssea:

A progressao da doenca tem sido relacionada com altera¢des que ocorrem na medula 6ssea, na
presenca do protozodrio Leishmania spp. Estas altera¢gfes incluem: inflamacgéo granulomatosa
da medula, hipoplasia eritroide e megacariocitca, um aumento dos linfécitos e plasmécitos
(Hosein et al., 2017; Maia & Campino, 2012). Na medula 6ssea dos cdaes infetados pode
observar-se um aumento de TNF-a e IFN-y, que pode estar relacionado com o aumento de

macréfagos que, consequentemente, produzem estas citocinas (Hosein et al., 2017).
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4  Conclusao

A Leishmaniose Canina é considerada uma doenca endémica em varios paises e bastante
importante no mundo. Atualmente, existe cada vez mais uma preocupacdo crescente na
descoberta de vacinas com maior eficacia. Esta revis@o bibliografica focou-se na doenca, no
sistema imunolégico, na vacinacao e nas alteracdes possiveis que esta doenca pode causar nos
orgdos envolventes. A imunologia € bastante importante na compreensdo da doenca e do
impacto que esta pode ter nos diferentes sistemas envolvidos, no entanto ainda sdo necessarios
mais estudos para clarificar todos os mecanismos do sistema imunol4gico no combate a esta
doenca. O perfil misto de Thl e Th2 é bastante relevante na compreensao da suscetibilidade ou
resisténcia a infecdo, no entanto existem informacdes contraditérias e, por esse motivo, é
necessarios realizar mais estudos cientificos. As células que participam tanto na imunidade inata
como adquirida tém um papel fundamental, porém as fun¢des que algumas destas células
desempenham néo estéo totalmente conhecidas e, por isso, ainda é necessario investigar mais
sobre este tema.

Em suma, esta doenca afeta milhares de cdes em todo o mundo e, por esse motivo, existe uma
preocupacéo tdo grande na descoberta de novas formas de tratamento, métodos mais eficazes
para diagnosticar a doenca e no conhecimento mais aprofundado sobre todos os mecanismos

referidos ao longo desta dissertacéao.
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