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EXPRESSAO DA GLICOPROTEINA-P E MRP1 EM TECIDOS DE CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
(P-GLYCOPROTEIN AND MRP1 EXPRESSION IN TISSUES FROM DOGS WITH

VISCERAL LEISHMANIASIS)

A. M. C. CALADOY, R. A. N. RAMOS?, R. J. CINTRAZ L. C. ALVES* M. TINUCCI-

COSTA®

RESUMO

Buscou-se avaliar a expressao por imuno-histoquimica da gp-P e MRP1 em amostras de
tecidos de 24 cées com Leishmania (L.) infatum chagasi. Os resultados mostraram que a
expressdo da gp-P nas amostras LV C foi maior (p < 0,01) em todos os tecidos em comparacao
ao grupo controle, com excecdo da pele, que ndo diferiu. Entretanto, apenas as glandulas
adrenais nas amostras LVC, em comparacéo as controle, expressaram significativamente mais
MRP1 (p <0,01). As expressdes de gp-P e MRP1 foram menores (p<0,01) no bago e pele das
amostras LVC positivas, em comparacdo aos demais tecidos. Os resultados sugerem que a
falha da cura parasitoldgica poderia ser devido a alta expressdo da gp-P e MRP1 no figado,

adrenal e rins, por impedir a acdo parasiticida dos farmacos recomendados no tratamento.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the P-gp and MRP1 expression through the
immunohistochemical technique in tissue samples from dogs infected with Leishmania (L.)
infatum chagasi. The results showed that the expression of P-gp was higher (p < 0.01) in all
tissues of the positive animals, except in the skin. When analyzing the expression of MRP1, it
was possible to detect a significant difference (p <0.01) only in the adrenal glands of the
positive animals compared with the control group. Considering only the results of the positive
animals it was observed that the gp-P and the MRP1 expression were significantly lower
(p<0.01) in the spleen and skin than the other tissues. These findings suggest that the high P-
gp and MRP1 expression in dog tissues may impair the suitable action of antileishmanial

drugs making difficult the treatment of the disease.

KEY-WORDS: Dog. Immunohistochemical. Leishmania (L.) infatum chagasi. MDR.

INTRODUCAO
As opcoes existentes de tratamento para leishmaniose visceral canina (LVC) ndo séo
satisfatoriamente efetivas e seguras, pois ndo elimina completamente o parasita (PARADIES
et al., 2012). No entanto, diversos pesquisadores a indicam, pois induz a melhora clinica e
pode atrasar a progressdo da doenca, além da reducéo da carga parasitaria (RIBEIRO et al.,

2013). O arsenal de drogas é limitado, constituindo um impedimento importante para o
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controle da enfermidade, e o aparecimento de resisténcia aos medicamentos poderia
comprometer a utilizacdo dos mesmos (ROUGIER et al., 2012).

Um dos mecanismos que podem explicar a falta de eficacia dos farmacos e o
desenvolvimento de resisténcia € a ativacdo das proteinas da familia transportadoras ABC
(ATP Binding Cassete), que promovem o efluxo de diferentes substancias do interior da
célula, abrangendo uma gama de medicamentos com diferentes estruturas e objetivos,
surgindo entdo, o fenotipo MDR (resisténcia a multiplas drogas) (SCHRICKX & FINK-
GREMMELS, 2008).

A gp-P, primeira proteina do tipo ABC a ser descoberta, atua como uma bomba capaz
de expulsar drogas do citoplasma de diferentes tipos celulares, limitando o efeito citotoxico
das mesmas no seu local de acdo (JULIANO & LING, 1976; STAVROVSKAYA, 2000).
Esta expressa em células tumorais e em tecidos normais de cées, tais como figado, epitélio
tubular renal, cértex da adrenal, epitélio do colon e barreira hemato-encefalica (GIN, 1996).
Fisiologicamente a gp-P tem como funcdo impedir a absor¢do de compostos toxicos
(HENNESSY & SPIERS, 2007), interferindo na absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e
excrecdo de farmacos, com reducdo da biodisponibilidade da droga (ROULET et al., 2003).
Outro mecanismo de MDR esta ligado a MRP (proteina associada a resisténcia a maltiplas
drogas). Sabe-se que existe um total de 9 genes MRP, porém a mais estudada é a MRP1
(BERGMAN, 2003; GOTTESMAN et al., 2002). Ela age aumentando o efluxo das drogas,
resultando na reducdo do acumulo intracelular das mesmas (LOE et al., 1996). O papel
fisiolégico da MRP1 envolve o transporte de compostos excretorios e eliminacdo de
xenobidticos, além de mediacdo da resposta inflamatdria. Sdo amplamente expressas,
principalmente em tecidos importantes para absor¢do, metabolismo e eliminagdo (LESLIE et

al., 2005).



76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

Este estudo teve como proposito investigar se a LVC poderia induzir resisténcia a
multiplas drogas em cdes com infeccdo naturalmente adquirida, com a expectativa de que 0s
resultados obtidos possam oferecer perspectivas de uma abordagem terapéutica mais segura e

eficaz nesta doenca, além de fornecer mais subsidios as autoridades de salde puablica.

MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA — Unesp/Jaboticabal), sob nimero 007763/10.

Amostras de pele, rins, glandulas adrenais, figado e baco foram obtidas de 24 cdes com
sorologia (Imunofluorescéncia indireta e ELISA) e imuno-histoquimica positivas para
Leishmania (L.) infantum chagasi, oriundos do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) das
cidades de Caruaru e Petrolina, no Estado de Pernambuco, Brasil. Amostras de tecidos dos
mesmos oOrgaos foram colhidas de trés cdes sadios, de area ndo endémica, imediatamente
depois de declarado o 6bito por causas naturais, durante atendimento emergencial no Hospital
Veterinario da UNESP, campus de Jaboticabal, SP, que serviram como controle das reacdes.

Os cdes soropositivos para LVC, de sexos e idades variados, apds passarem por exame
fisico, receberam uma aplicacdo de 4mg/kg de Cloridrato de Lidocaina (Cloridrato de
Lidocaina 2%, Hipolabor, Brasil), como anestésico local, para coleta de amostras da pele na
face interna da orelha, com auxilio de “punch” com didmetro de 4mm. ApOs a coleta,
receberam injecao letal de Thionembutal a 30% (Tiopental sédico — Abbot Laborat6rios do
Brasil) em dose suficiente para produzir parada cardiaca, conforme protocolos estabelecidos
nos CCZs de Pernambuco, Brasil. Apds a confirmacdo dos Obitos, realizaram-se as
necropsias, durante as quais foram coletadas as amostras em frascos com solucéo de formol a
10% tamponado com fosfatos, na qual permaneceram por um periodo aproximado de 48

horas, sendo entdo transferidas para alcool 70°.
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A expressao da MRP1 e gp-P foram pesquisados em cortes de 3 um de espessura
montados em laminas pré-tratadas com Poly-L-lisina (Cod. P4832 - Sigma ChemicalCo., St
Louis, MO EUA). As laminas contendo os cortes foram colocadas em estufa a 60°C por 30
minutos, seguindo-se 0s processos de desparafinizagdo, hidratacdo e bloqueio da peroxidase
enddgena (peroxido de hidrogénio a 8% em metanol, por 30 minutos). A recuperagdo
antigénica para o anticorpo anti-MRP1 (MRP1 — Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle,
UK, Cdd. NCL-MRP1) foi feita com tampao tris-EDTA (pH 9,0), em panela de presséo,
cozendo por 5 minutos, e em tampao citrato (pH 6,0) pré-aquecido a 92° em banho-maria para
gp-P, clone C494 (SignetLaboratories, Inc. Dedham, MA, USA, Cdd. 8720-01) por 30
minutos. Seguiu o bloqueio das reacdes inespecificas (Leite em p6 Molico®- Nestlé Brasil
LTDA) por 30 minutos e a incubagédo (4°C) com os anticorpos primarios MRP1 ou gp-P, nas
diluicdes de 1:25 e 1:200, respectivamente, durante 18 horas. Subseqlentemente, as laminas
foram incubadas com o anticorpo secundario (Envision® - DAKO North América,
Carpinteria) durante 60 minutos para a gp-P e com o sistema de deteccdo de polimeros
(MACH 4 — Biocare Medical, Concord) durante 30 minutos para a MRP1. Finalmente, as
reacOes foram reveladas pelo substrato cromogénico, 3,3 diaminobenzendina (Cod. SK4100 —
DAB — Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), contra coradas com a hematoxilina de
Harris por um minuto, desidratadas e montadas.

Como controle positivo utilizou-se cdlon canino e como controle negativo substituiu-se
0 anticorpo primario por imunoglobulina G de camundongo (Dako North America,
Carpinteria).

A frequéncia das imunomarcacOes foi obtida atraves das contagens de 100 células do
tecido, entre marcadas e ndo marcadas, com auxilio de um reticulo micrométrico (Nikon, Inc.
— Japan) em aumento de x400, em cinco campos por corte. Destes foram extraidas

porcentagens de células marcadas em relacéo ao total.
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Para avaliar a expressao entre os animais com LVC e do grupo controle, foi utilizado o
teste de normalidade Jarque-Bera (JARQUE & BERA, 1987). E depois submetidos ao teste T
ou Wilcoxon. Em todas as situacdes, o nivel de significancia considerado foi de p = 0,01.

Para analise dos dois marcadores apenas em tecidos com LVC empregou-se um teste
ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov, através da analise de variancia de via Unica. Em
sequida, foi realizado o teste de Tukey para comparar as médias entre os anticorpos (SSPS-
SigmaStat 3.0®, Systat Software inc, San Jose, USA), considerando-se o nivel minimo de
significancia p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de figado, baco, rins e adrenais dos 24 cdes LVC positivos mostraram
imunorreatividade aos anticorpos monoclonais anti-glicoproteina-P, clone C494, e anti-
MRP1, clone MRP1. Todas as amostras de pele foram reativas ao clone MRP1, porém apenas
21 delas ao C494. Também exibiram reatividade as amostras de célon canino, sem alteracdes
patoldgicas, que foram utilizados como controle positivo das reacdes, e todas as amostras dos
animais do grupo controle. Embora estes clones tenham sido concebidos para uso em
humanos e animais de laboratério, tecidos caninos também sdo reativos, como visto neste
estudo e nos de Ginn (1996) e de Gerardi et al. (2014).

A localizacdo da imunomarcacdo da gp-P foi em membrana plasmatica nas amostras de
figado, com total delineamento do hepatécito (figura 1), e no coértex das adrenais;
citoplasmatica e granular na polpa branca e vermelha do baco, na epiderme e glandulas
sudoriparas e sebaceas e no epitélio tubular renal. A intensidade de coloracdo variou de
moderada a intensa. Esses achados foram parcialmente congruentes ao descrito por Ginn
(1996), que descreveu padrdo de marcacdo semelhante em varios orgaos (figado, glandula
adrenal, célon, rim, estdbmago, pancreas, ductos das glandulas salivares), marcacdo néo

uniforme na epiderme, entretanto ndo obteve marcacdo em bacgo, discordando dos nossos
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resultados. Diferencas nos procedimentos laboratoriais adotadas poderiam justificar a
auséncia de marcacdo no baco. Uma das possibilidades poderia estar relacionada a diferencas
no sistema de recuperacdo antigénica. Enquanto Ginn (1996) utilizou um sistema enzimatico,
em nossa pesquisa utilizamos o calor. Alem deste, o tipo e o tempo de fixacdo e
armazenamento das amostras também poderiam interferir nos resultados, mas esses dados ndo
foram detalhados na publicacéo.

Ja na MRP1, todos os tecidos apresentaram marcacao citoplasmatica, de aspecto
granular, com intensidade de coloracdo que variou de intensa a moderada (figura 2),
semelhante ao que ocorre em tecidos humanos, onde é onipresente (BORST et al., 2000). Nos
caninos sua expressao ja foi assinalada em figado, rim, intestino, pulméo, cérebro e testiculo
(CONRAD et al., 2001).

A porcentagem de células marcadas com o anticorpo gp-P nas amostras LVC positivas
foram de 79,23%, 75,94%, 72,08%, 35,03% e 12,14%, nas adrenais, figado, rins, baco e pele,
respectivamente, ao passo que nas amostras controle a média foi de 0,73%, 3,49%, 21,13%,
9,81% e 22,33%, nas adrenais, figado, rins, baco e pele, respectivamente. Estatisticamente, a
expressao foi significativamente maior (p < 0,01) em todos os tecidos LVC positivos em
relacdo ao grupo controle, com excecdo da pele, que ndo diferiu. Variacdo na expressdo da
gp-P em tecidos humanos também foi identificada por Gottesman & Pastan (1993). Esses
pesquisadores observaram que a expressao da gp-P pode variar de muito baixo a indetectavel
nas células epidérmicas, a niveis altos no cdrtex da adrenal e epitélio tubular renal.

A porcentagem média de células imunomarcadas para o anticorpo MRP1 nas amostras
LVC positivas das adrenais foi de 79,21%; no figado de 74,56%; nos rins de 70,09%; no baco
de 37,43%; e de 28,67% na pele. Nas amostras controle foram de 53,13% nas adrenais,
60,68% no figado, 77,67% nos rins, 26,01% no baco, e de 14,93% na pele. Entretanto, apenas

as amostras das glandulas adrenais nas amostras LVVC positivas em comparagao as amostras



176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

controle expressaram significativamente mais MRP1 (p < 0,01). E analisando em conjunto os
resultados das imunomarcacfes apenas entre as amostras LV C positivas pode-se observar que
a gp-P e a MRPL1 apresentaram expressdes significativamente menores (p < 0,01) no baco e
pele, em comparacao aos demais tecidos testados, os quais ndo diferiram entre si.

Embora até 0 momento ndo existam trabalhos que correlacionem a expressdo dessas
proteinas em tecidos caninos, muito menos em cdes com LV, esses resultados podem explicar,
ao menos em parte, a reducdo da parasitemia cutanea de cdes durante o tratamento com
antimoniato associado ao alopurinol, bloqueando a transmissdo de parasitos encontrados na
pele para os flebotomineos (DANTAS-TORRES et al., 2012).

Para alguns pesquisadores, ha correlacdo positiva entre a carga parasitaria em baco e
pele com o estado clinico da doenca, sendo este parametro importante no acompanhamento da
terapia (FERRER et al., 1988; REIS et al., 2006). Esses mesmos 6rgaos foram considerados
0s principais sitios de localizacdo e proliferacdo da LVC, e em menor intensidade o figado
(ALVES et al., 2009). Outros pesquisadores comentam que nos rins e glandulas adrenais, o
parasita também néo é facilmente encontrado (FERRER et al., 1988; TAFURI et al., 2004).
Todavia, para Reis et al. (2006) o baco e a pele de orelha sdo mais intensamente parasitados,
independente da sintomatologia clinica.

Como a pele apresenta baixa expressdo desses marcadores de resisténcia a multiplas
drogas, é possivel que os farmacos antiprotozoarios administrados corretamente exercam
atividade parasiticida eficiente na pele. Talvez por isso, o cdo durante o tratamento apresente-
se negativo nos testes que pesquisam a parasitemia cutdnea, tendo em vista que alguns
farmacos podem proporcionar em torno de 93% de cura clinica, como no caso da anfotericina
B. Todavia, a interrupcao ou falha na administracdo dos farmacos proporciona a reincidéncia
da parasitemia cutanea (RIBEIRO & MICHALICK, 2001). Isto sugere que durante o

tratamento, o parasita possa ficar albergado em outros Orgdos, possivelmente nos que
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expressem elevados niveis desses marcadores de resisténcia a multiplas drogas, nos quais 0s
farmacos ndo conseguem atingir concentracGes suficientes para exercerem sua atividade.

Mesmo com a cura clinica, at¢é 0 momento ndo existe a cura parasitologica no céo
(PARADIES et al., 2012) e apesar da baixa densidade parasitaria no figado, adrenal e rins, foi
verificado neste trabalho que estes dOrgdos apresentaram maior expressdo da gp-P em
compara¢do com o grupo controle, enquanto a MRP1 apenas nas glandulas adrenais. Isto
sugere que nestes 6rgdos os farmacos leishmanicidas ndo consigam exercer sua atividade,
favorecendo a permanéncia do parasita no interior da célula e, consequentemente, a ndo
erradicacdo da doenga no céo.

Estudos posteriores poderiam ser realizados, como a analise desses marcadores em
tecidos de cdes sob tratamento para LVC, muito embora possam existir outros fatores que
podem influenciar na resisténcia a farmacos, tais como o aparecimento de cepas resistentes; a
presenca de homologos desses marcadores na Leishmania (L.) infantum chagasi e a propria
resposta imunoldgica do céo.

Os resultados deste estudo, nas condi¢cdes em que foi desenvolvido, permitiram mostrar
que a presenca dessas bombas de efluxo em células do figado, das glandulas adrenais e dos
rins, principalmente, podem favorecer o parasita na sua sobrevivéncia contra os farmacos

anti-leishmania.
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Figura 1: Fotomicrografia de figado de cdo com LVC, imunomarcado pelo anticorpo anti-
glicoproteina-P  (clone c494), onde podemos ver marcacdo de membrana com total
delineamento do hepatécito. Reacdo imuno-histoquimica, método ABC, contracoloracdo

hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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Figura 2: Fotomicrografia de figado de cdo com LVC, imunomarcado pelo anticorpo anti-
MRP1 (clone MRP1), onde podemos ver marcagdo citoplasmatica granular no hepatocito.

Reacdo imuno-histoquimica, método ABC, contracoloracdo hematoxilina de Harris. Obj. 40x.
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