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Resumo

Os cdes sdo considerados os principais reservatorios domésticos de leishmaniose visceral no
Brasil e em muitas regifes do mundo. Na natureza, uma grande variedade de coinfec¢Ges pode
ocorrer em cées, especialmente aquelas causados por carrapatos e vermes intestinais. A saliva
de carrapatos possui propriedades farmacoldgicas capazes de contornar 0s mecanismos de
coagulacéo, inflamacé&o e percepcao do hospedeiro. Helmintos geralmente conduzem a resposta
imune a um perfil de Tn2, benéfico para os parasitos do género Leishmania. O papel da
imunomodulacéo produzida por carrapatos ou vermes na infec¢do por Leishmania spp. é pouco
conhecido. Camundongos (C57BL/6 e BALB/c) foram previamente infestados, uma Unica vez,
por duas fémeas adultas de Rhipicephalus sanguineus na pele dorso-torécica, por 7 a 10 dias e
infectados com 10° promastigotas metaciclicas de Leishmania major na pata posterior esquerda,
bem como um grupo nédo infestado. Como grupo de controle para alguns experimentos, 0s
camundongos foram infestados por R. sanguineus foram inoculados na pata com PBS estéril.
A espessura da pata foi monitorada semanalmente. O parasitismo e alguns parametros
imunologicos foram medidos apds cinco e oito semanas de infeccdo. Os titulos de anticorpos
anti-Leishmania e IL-10 foram medidos em soros por ELISA e a carga parasitaria na pele e no
baco foi medida por qPCR. Camundongos BALB/c foram previamente infectados trés vezes
com 2000 ovos embrionados de Ascaris lumbricoides e depois infectados com L. major como
descrito anteriormente. A infestacdo com R. sanguineus promoveu um menor aumento na
espessura da pata infectada quando comparado a camundongos ndo infestados. No entanto, a
carga parasitaria na pata e no baco foi ligeiramente maior nos grupos infestados. Nenhuma
diferenca no inchaco da pata foi observada em camundongos BALB/c, mas a carga parasitaria
na pata foi ligeiramente maior no grupo infestado. Curiosamente, os titulos de anticorpos anti-
Leishmania 1gG1 e IgG2 foram menores em camundongos oito semanas apds o final da
infestacdo. Nao foram observadas diferencas em camundongos infectados com A. lumbricoides,
quando comparados aos controles. Além disso, o papel dos eosinéfilos foi avaliado durante a
infeccdo de Leishmania usando camundongos que nao possuiam essas células. Os
camundongos deficientes em eosinofilos mostraram um pior desenvolvimento da doenca
devido ao aumento do numero de lesGes metastaticas na pele e reducdo da sobrevida apds o
desafio. Nossos dados sugerem fortemente que carrapatos podem afetar a imunidade e o curso

da doenga em camundongos co-infectados com Leishmania major.
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Abstract

Dogs are considered the main domestic reservoirs of visceral leishmaniasis in Brazil and many
regions of the world. In nature, a wide range of coinfections may take place in dogs, especially
those caused by brown ticks and worms. Tick’s saliva has many properties aiming the vector
to circumvent the clothing, inflammatory and perception mechanisms of the host. Worms,
usually drive the immune response to a Th2 profile which is beneficial to Leishmania parasites.
However, the role of the immunomodulation driven by ticks or worms in the outcome of
leishmaniasis is poorly known and is still a missing step of the host-parasite interface. Mice
(C57BL/6 and BALB/c) were previously infested once by two adult females of Rhipicephalus
sanguineus on the dorso-thoracic skin, for 7 to 10 days and infected with 10° metacyclic
promastigotes of Leishmania major in the left hind paw as well as a non-infested group. As a
control group for some experiments, mice infested by R. sanguineus were inoculated in the
footpad with sterile PBS. Footpad thickness was monitored weekly. Parasitism and
immunologic parameters were measured at five and eight weeks post infection. The titers of
anti-Leishmania antibodies and IL-10 were measured in sera by ELISA and the parasite load in
the skin and spleen was measured by qPCR. BALB/c mice were previously infected thrice with
2000 embrionated eggs of Ascaris lumbricoides and then infected with L. major as described
before. Infestation with R. sanguineus promoted a minor increase in the thickness of the infected
footpad when compared to non-infested mice. However, the parasite load in the paw and spleen
was slightly higher in infested groups. Moreover, no difference in footpad swelling was
observed in BALB/c mice, but the parasite load in the footpad was slightly higher in the infested
group. Interestingly, titers of anti-Leishmania IgG1 and 1gG2 antibodies were lower in infested
mice eight weeks after the end of infestation. No differences were sought in mice infected with
A. lumbricoides, when compared with their control. Moreover, the role of eosinophils were
evaluated during the infection of Leishmania using mice lacking these cells. Mice depleted of
eosinophils showed a worst development of the disease due to enhanced numbers of metastatic
lesions in the skin and reduced survival after challenge. Our data strongly suggests that ticks
may affect the immunity and the course of the disease in co-infected mice harboring Leishmania

major.



1 Introducéo

As leishmanioses sdo doencas infecciosas causadas por mais de vinte espécies de protozoarios
do género Leishmania (Ross,1903) e transmitidas pela picada de pelo menos 98 espécies de
flebotomineos. Ocorrem em 102 paises, areas ou territorios, onde estima-se que mais de um
bilhdo de pessoas vivam sob o risco de contrair a enfermidade (WHO, 2016). Nos ultimos cinco
anos foram relatados mais de um milhdo de novos casos, sendo destes, mais de 180 mil de
leishmaniose visceral e mais de 960 mil de leishmaniose tegumentar (WHO, 2017a). Estima-se
que a leishmaniose visceral seja responsavel por mais de 20 mil mortes anualmente (WHO,
2017b), mortalidade que, dentre as doencas parasitarias € superada somente pela malaria
(WHO, 2010).

A doenca apresenta um variado espectro de manifestacdes clinicas, usualmente divididas em
leishmaniose tegumentar, leishmaniose cutaneomucosa, leishmaniose cutdnea pés-calazar e
leishmaniose visceral. A forma tegumentar é a mais comum e se apresenta como lesdes
ulceradas Unicas ou multiplas, indolores, de bordas elevadas e bem delimitadas e centro de
fundo avermelhado com granulacées grosseiras (MINISTERIO DA SAUDE, 2007; WHO,
2016). Alguns pacientes podem apresentar lesdes nodulares ndo ulceradas disseminadas por
todo o corpo, uma forma rara e grave da doenga tegumentar conhecida como leishmaniose
tegumentar anérgica difusa (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). A forma mucosa da
doenca ocorre em alguns individuos que contrairam a forma tegumentar, e se caracteriza
clinicamente pela destruicdo das mucosas oral e/ou nasal (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT,
2004). A leishmaniose dérmica pos-kala-azar (PKDL) é uma sequela de leishmaniose visceral
causada por Leishmania donovani que aparece como erup¢do macular, papular ou nodular
geralmente no rosto, nos bragos, nos troncos e em outras partes do corpo. Ocorre principalmente
na Africa Oriental e no subcontinente indiano, onde 5-10% dos pacientes com kala-azar
desenvolvem a condicdo (WHO, 2010; ZIJLSTRA, 2016).

Vérias espécies de Leishmania podem causar a forma tegumentar. No Brasil destacam-se a
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e a Leishmania
(Leishmania) amazonensis como principais espécies causadoras desta enfermidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Por outro lado, duas espécies de Leishmania sdo
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consideradas como causadoras de leishmaniose visceral: Leishmania (L.) donovani, causa da
leishmaniose visceral antroponética em alguns paises na Africa, Asia e Oceania e Leishmania
(L.) infantum, causadora da leishmaniose visceral zoondtica nas Américas, norte da Africa,
Europa e Asia central e ocidental (WHO, 2010).

A leishmaniose visceral é considerada a forma mais perigosa da doenga, uma vez que fatal em
95% dos casos ndo tratados (WHO, 2010). A doenga € caracterizada por manifestacGes clinicas
como a febre irregular, hepatoesplenomegalia anemia e emagrecimento progressivo. Em casos
mais graves a doenca evolui para febre constante, caquexia, hemorragias, ictericia e ascite,
levando o paciente ao dbito se nio tratada (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No Brasil, cdes domésticos sdo o0s principais hospedeiros vertebrados, agindo como
reservatorio, acometidos pela leishmaniose visceral, uma vez que em algumas regides do pais
a soro prevaléncia chega a 10% da populacdo canina (HARHAY et al., 2011). A doenca no céo
é muito semelhante a clinicamente apresentada pelo ser humano, com excecdo as lesdes
cuténeas, comuns em cées. Cdes sao considerados o principal reservatério urbano e rural da
doenca, servindo como fonte de infeccdo para flebotomineos (ASHFORD, 1996). Durante
décadas um dos principais pilares das estratégias de controle da LV foi a eutanasia compulsoria
de c&es soro reagentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). No entanto, esta estratégia tém sido
amplamente questionada devido a falta de comprovacdo de sua eficacia e por fatores que
envolvem o bem-estar animal (ASHFORD, 1996; COURTENAY et al., 2002). A despeito das
mudancas nas estratégias de controle da LV no Brasil, o cdo segue como principal reservatorio
doméstico, tendo inegavel papel na permanéncia da endemia urbana (ASHFORD, 1996;
DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; HARHAY et al., 2011).

A doenca se caracteriza por afetar principalmente populagdes caninas, em regiées com piores
indicadores socioecondémicos (CAIAFFA et al.,, 2005; COURA-VITAL et al., 2011; DE
ARAUJO et al., 2013). E provavel que muitos destes animais apresentem situacdes nutricionais
e de salde débeis, e condicBes ambientais que os predispde a outras doencas, principalmente
ecto e endoparasitarias. Embora a prevaléncia da coinfegdo por Leishmania infantum e
endo/ectoparasitos ndo tenha sido adequadamente avaliada, podemos supor ndo ser incomum
encontrarmos caes infectados com este tripanosomatideo e que também apresentem infestacéo
por carrapatos e/ou helmintos. O papel destas coinfec¢bes na imunidade do cdo e na

epidemiologia da doenca sdo, portanto, desconhecidas.
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2 Revisao de literatura

2.1 Biologia de Leishmania spp.

Parasitos do género Leishmania sdo intracelulares, habitando o interior de células do sistema
fagocitico mononuclear. Possuem um ciclo de vida heteroxeno, precisando de dois hospedeiros
para completar o ciclo biolégico: um vetor flebotomineo fémea e um hospedeiro mamifero.
Flebotomineos se infectam ao se alimentar em um hospedeiro mamifero infectado. Com o
repasto sanguineo-tissular, sdo ingeridas formas amastigotas imdéveis presentes no interior de
vactolos parasitoforos de macrofagos teciduais (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

No intestino do inseto, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas pro-ciclicas,
formas maveis, lentas e pequenas, com pequeno flagelo anterior e que se reproduzem por um
processo de divisdo binaria (KAMHAWI, 2006). Estas formas sé@o confinadas no intestino no
flebotomineos pela matriz peritrofica, uma pelicula de quitina, proteinas e proteoglicanas
secretados pelo epitélio intestinal do inseto para promover a digestdo do alimento ingerido
(SECUNDINO et al., 2005).

Apos 2 a 3 dias da ingestdo do repasto sanguineo a matriz peritrofica se rompe, liberando formas
flageladas longas e delgadas de Leishmania, chamadas de nectomonadas. As formas
nectomonadas ddo origem as formas leptomonadas, curtas e delgadas, que se multiplicam e se
espalham por todo o intestino médio e anterior do flebotomineos entre o quarto e o sétimo dia
apos a alimentacdo (KAMHAWI, 2006). Cinco dias apds a alimentacdo do vetor, as formas
haptomonadas de flagelo e corpo curto podem ser encontradas aderidas a valvula estomodeal
do inseto, o que acredita-se, promove uma degeneracao desta valvula permitindo a passagem

das formas metaciclicas quando da alimentacdo do flebotomineos (KAMHAWI, 2006).

As promastigotas metaciclicas sdo as formas infectantes, menores, com um longo flagelo e com
maior motilidade que as pré-ciclicas. Sdo encontradas no intestino anterior e podem ser
regurgitadas no local da picada quando ocorre um novo repasto sanguineo-tissular
(DOSTALOVA; VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006). Apresentam inimeras adaptacdes das
moléculas de membrana que as diferem das outras formas de Leishmania e propiciam sua

sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado e aumentam sua infectividade (GREGORY; OLIVIER,
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2005). Promastigotas metaciclicas s&o, por exemplo, mais resistentes a lise pelo complemento.
Esta maior resisténcia, se acredita, é devido a cadeias de lipofosfoglicano (LPG) de membrana
mais longas presentes em metaciclicas (PUENTES et al., 1989). Além do LPG, o glicocélix que
reveste as promastigotas € composto por Glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) e diversas
glicoproteinas, que o tornam mais espesso nas formas metaciclicas, mas que é discreto ou muito
reduzido, respectivamente nas promastigotas pré-ciclicas e amastigotas (PIMENTA,
SARAIVA; SACKS, 1991). Além disso a metaloprotease de superficie gp63, interfere na
clivagem de C3 impedindo a formagéo da C5 convertase, inibindo assim a lise mediada pelo
complemento e favorecendo a opsonizacao dos parasitos e sua internalizacdo (BRITTINGHAM
et al., 1995).

Promastigotas metaciclicas podem ainda secretar uma substancia viscosa conhecida como gel
secretério de promastigotas (PSG), que no intestino anterior do vetor formam um tampé&o
adesivo que obstrui a luz intestinal e que, acredita-se, bloqueia a valvula estomodeal induzindo
0 regurgitamento do conteudo intestinal do vetor contendo as formas infectantes do parasito
(ROGERS et al., 2010). Um dos principais componentes deste PSG sdo moléculas de
proteofosfoglicanos filamentosos (fPPG), reconhecidamente um fator de viruléncia de
Leishmania, uma vez que, juntamente com a saliva do inseto, promovem um aumento das lesdes
na pele provocadas por algumas espécies de Leishmania (ROGERS et al., 2004; ROGERS;
BATES, 2007; TITUS; RIBEIRO, 1988).

No hospedeiro vertebrado, as formas metaciclicas inoculadas no tecido sdo fagocitadas por
macrofagos onde se diferenciam em amastigotas, formas pequenas, arredondadas e sem flagelo,
dando sequéncia ao ciclo biolégico (GREGORY; OLIVIER, 2005). Somente as formas
amastigotas sdo encontradas no hospedeiro mamifero, onde parasitam células do sistema

monocitico fagocitario.

2.2 Ainfeccdo do hospedeiro vertebrado

Inmeros fatores se associam para determinar a manifestacdo das formas clinicas da
leishmaniose. O desenvolvimento da doenca envolve aspectos como especie ou cepa de
Leishmania e sua viruléncia, background genético de susceptibilidade ou resisténcia do
hospedeiro vertebrado bem como sua resposta imune e as interagcdes destes com o vetor. A

interacdo entre estes fatores é responsavel pelo desenvolvimento das diversas apresentagdes



18

clinicas da doenca (ALEXANDER; BRYSON, 2005; SCOTT, 2003; SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004; TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007).

Durante as etapas iniciais da infeccdo, a primeira linha de defesa da imunidade inata séo as
proteinas do complemento presentes na “poca de sangue” e tecido da picada do flebotomineo.
No entanto, promastigotas metaciclicas sdo mais resistentes a lise mediada pelo complemento.
Uma metaloprotease de membrana, a gp63, é capaz de clivar a proteina C3 do complemento
em C3c e C3bi, uma forma inativa da proteina capaz de opsonizar 0s parasitos e promover sua
fagocitose pelos macrofagos através da ligacdo com o receptor de complemento tipo 3 (CR3)
(BRITTINGHAM et al., 1995). Este receptor é uma das principais vias de fagocitose na
infeccdo natural e promove rapida fagocitose do parasito. Na auséncia de complemento a
infeccdo € mais demorada e menos eficiente (MOSSER; EDELSON, 1985). A presenca da
cobertura de LPG, uma densa camada de longas cadeias de LPG na membrana celular de
promastigotas metaciclicas, também atua minimizando os efeitos da lise mediada pelo
complemento. Promastigotas Ipgl”-, que carecem de uma enzima essencial na sintese de LPGs,
sdo mais sensiveis a lise pelo complemento e apresentam viruléncia reduzida nos modelos
murinos de infeccdo (SPATH et al., 2003).

Evidéncias experimentais mostraram que nos momentos iniciais ap0s a inoculacdo das
promastigotas metaciclicas um infiltrado inflamatério composto por neutrofilos é recrutado
para o local da infeccdo (PETERS et al., 2008). O papel dos neutrofilos na infeccdo é
controverso e dependente da espécie de Leishmania em questdo e do background genético do
hospedeiro podendo auxiliar no estabelecimento da infeccdo ou na morte do parasito.
Recentemente estes aspectos foram revisados por outros (SCOTT; NOVAIS, 2016).
Neutrofilos sdo capazes de fagocitar as formas metaciclicas que em poucas horas perdem seu
flagelo e se transformam em amastigotas. Neste ponto, neutréfilos podem albergar o parasito
disponibilizando a seguir as formas amastigotas para a onda de macrofagos e células dendriticas
recrutados para o tecido nas horas subsequentes a infeccdo (PETERS et al., 2008). Evidéncias
no modelo de infec¢do com Leishmania major em camundongos C57BL/6, evidenciaram que
a quimiocina CCL3, secretada por neutrofilos nos momentos iniciais da infec¢do, é uma forte
indutora da migragdo de células dendriticas para a pele de camundongos infectados
(CHARMOY et al., 2010).



19

Além dos neutrdfilos outras células sdo também recrutadas para o local de infec¢do. Plaquetas
ativadas ap0s a lesdo vascular devido a picada do flebotomineo, podem atrair uma populagédo
de mondcitos efetores capazes de matar Leishmania (GONCALVES et al., 2011). Uma
subpopulacdo de mondcitos inflamatorios migra para os sitios de infeccdo na pele onde
auxiliam no controle do parasito pela producdo de radicais livres de oxigénio (ROS) e Oxido
nitrico (NO). Trabalho recente publicado por GLENNIE et al. (2017) demonstrou também a
importante participacdo dos mondcitos no controle da infeccdo tardia, apds ativacdo de
linfécitos TCD4" de memoria, produtores de IFN-y, presentes no local da infecgdo. (GLENNIE
et al., 2017). Mondcitos humanos ativados por IFN-y podem secretar radicais livres de oxigénio
e sdo capazes de matar Leishmania braziliensis in vitro (NOVAIS et al., 2014). O papel dos
mondcitos Nos momentos iniciais da infec¢do ainda esta por ser totalmente desvendado, mas

evidéncias apontam no sentido de que sdo celulas importantes no controle da leishmaniose.

Eosinofilos, por outro lado, sdo absolutamente negligenciados nos estudos acerca da infeccdo
natural por espécies de Leishmania. Ha fortes evidéncias da presenca de eosinéfilos nos
momentos iniciais da infec¢do. De fato, estudos mostraram que, em camundongos C57BL/6
previamente sensibilizados com picadas ou glandula salivar de flebotomineos, os eosinéfilos
eram a maior populacao de células presentes no sitio da picada (BELKAID et al., 2000a). Por
outro lado, em camundongos ndo sensibilizados essa populacdo era grandemente excedida pela
de neutrofilos, observacdo corroborada por outros (CHARMOY et al., 2010; PETERS et al.,
2008). Eosindfilos também foram substancialmente observados na pele de cées previamente
expostos a picadas de flebotomineos em um ensaio experimental e sua migracdo parece ser
elicitada por determinados componentes da saliva de flebotomineos (COLLIN et al., 2009).
Componentes salivares aparentemente também podem promover eosinofilia transitoria em caes
quando inoculada saliva de Lutzomyia longipalpis por via intradérmica (PARANHOS et al.,
1993).

Os aspectos da imunidade inata no contexto da infeccao por Leishmania ndo sdo completamente
compreendidos. No entanto, um grande esforco foi realizado nas ultimas décadas na
compreensdo dos aspectos da imunidade adquirida contra este parasito. Como foco central
destes estudos encontra-se o papel de subpopulagées de linfécitos T CD4" (Tw) na regulacéo da

susceptibilidade ou resisténcia a infec¢do por Leishmania, em especial L. major.

Modelos experimentais murinos tém sido utilizados para melhor compreensdo dos fatores



20

determinantes das manifestacdes clinicas da doenca. A infeccdo de camundongos das linhagens
BALB/c com L. major leva ao estabelecimento de uma resposta do tipo Th2 (REINER,;
LOCKSLEY, 1995; SCOTT et al., 1988). Esta resposta caracteriza-se por um predominio da
producdo local de citocinas como IL-10 e IL-4, que atuam nos macréfagos inibindo a sintese
de éxido nitrico e induzindo, em contrapartida, a sintese de poliaminas, favorecendo a
multiplicacdo do parasito e o desenvolvimento da doenca (INIESTA et al., 2002; KROPF,
2005). Entretanto, camundongos C57BL/6 infectados com 0 mesmo parasito ndo desenvolvem
lesbes graves em funcdo de apresentarem uma resposta celular protetora do tipo Twl,
caracterizada pela producédo de IFN-y e TNF-a. Este perfil de citocinas se relaciona com a
resisténcia a infeccdo pela sua capacidade de ativar macréfagos potencializando sua atividade
microbicida determinada pela expresséo da 0xido nitrico sintase 2 (iNOS) e consequentemente
a sintese de oOxido nitrico (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; WEI et al., 1995).

O perfil de citocinas presente nos tecidos € principalmente produzido por subpopulagdes de
linfocitos T auxiliares. Foi demonstrado que linfocitos Thl produzem citocinas como TNF-a e
IFN-y, que induzem mecanismos efetores em macrofagos que culminam com a eliminacao do
parasito e resolucédo das lesdes. Por outro lado, a auséncia da resposta do tipo | é associada ao
perfil de susceptibilidade. Um perfil de citocinas produzidas por linfocitos do tipo Tn2, com
destaque para IL-4 e IL-10, é capaz de suprimir os mecanismos efetores da resposta TH1,
inibindo os mecanismos microbicidas de macrdfagos, levando a uma proliferacdo do parasito e
ao desenvolvimento de lesbes (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). O chamado “paradigma
Th1/TH2”, norteou os caminhos da imunologia das leishmanioses por muitos anos, € embora
seja um modelo que explica satisfatoriamente a imunidade adquirida contra este parasito, ele
ndo pode ser universalmente aplicado (ALEXANDER; BRYSON, 2005).

O modelo Th1/TH2, quando observado de forma simplista, ndo explica os eventos de resisténcia
e susceptibilidade para outros modelos de infec¢do. Por exemplo, camundongos C57BL/10,
naturalmente resistentes a L. major, sdo incapazes de resolver a infeccdo quando infectados
com L. amazonensis, sem, no entanto, produzirem altos niveis de IL-4 nos estagios tardios da
infeccdo (AFONSO; SCOTT, 1993). Ainda, o desenvolvimento de lesdes cutaneas em humanos
infectados com L. braziliensis se relaciona com altos niveis de citocinas do tipo 1, ao passo que
pacientes com infecgdes subclinicas apresentam baixos niveis destas citocinas (DE OLIVEIRA,
BRODSKYN, 2012; FOLLADOR et al.,, 2002). Evidéncias recentes apontam células T
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citotoxicas como principais moduladores das les6es observadas em pacientes com leishmaniose
tegumentar (NOVAIS et al, 2013; SCOTT; NOVAIS, 2016). Outros tipos celulares
recentemente descobertos podem atuar no curso da doenca, mas mais estudos sdo necessarios
para tornar claro o seu papel (GOLLOB et al., 2008). Evidéncias de novas populagdes celulares
atuando ativamente no curso da leishmaniose tém sido frequentemente relatadas, e sdo de
grande importancia para a maior compreensdo desta doenca, adicionando camadas de
complexidade ao modelo anterior de resposta TH1/TH2.

2.3 Leishmaniose visceral canina

A leishmaniose visceral no cdo € uma doenca multisistémica que se caracteriza pela presenca
de sinais clinicos inespecificos. A maior parte dos animais quando sintomaticos apresentam
baixo escore corporal, perda de peso, anorexia, prostracdo, linfadenomegalia e dermatopatias
(BANETH et al., 2008). Caes sintomaticos apresentam alta carga parasitaria em 6rgdos como
o figado, bago e linfonodos, mas especialmente na pele, 0 que o condiciona a ser um reservatorio
epidemiologico importante (ASHFORD, 1996; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Cées
assintomaticos sdo comuns no ambiente e se caracterizam por apresentar poucos ou nenhum
sinal clinico da doenca, porém com carga parasitaria e sorologia variavel (BANETH et al.,
2008; REIS et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Os aspectos imunologicos da leishmaniose visceral canina sdo controversos e 0 modelo classico
Tn1/Tr2 ndo explica satisfatoriamente os fendmenos de resisténcia e susceptibilidade nos cées,
uma vez que ndo ha uma polarizacdo da resposta como ocorre no modelo murino (BANETH et
al., 2008).

Cées naturalmente infectados apresentam maior expressao de IFNy na medula, linfonodos e no
baco, independente da apresentacao de sinais clinicos (ALVES et al., 2009; CORREA et al.,
2007; LAGE et al., 2007; QUINNELL et al., 2001). Aparentemente, a producgdo de IFNy nestes
tecidos correlacionou, em maior ou menor grau, com um perfil de resisténcia, sendo mais
elevado em animais assintomaticos. Este achado também foi corroborado por outros que
observaram uma maior producdo de IFNy em celulas monociticas periféricas (PBMC) de
animais assintomaticos quando estimuladas com diferentes antigenos (BOGGIATTO et al.,
2010; CHAMIZO; MORENO; ALVAR, 2005). Por outro lado, h4 maior producdo de IL-10
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pelas células do bago, linfonodos e PBMC de cdes sintomaticos (ALVES et al., 2009;
BOGGIATTO et al., 2010; LAGE et al., 2007).

Fortes evidéncias apontam no sentido de que a resisténcia é mediada pela atividade de células
T, uma vez que em animais assintomaticos estas células respondem a estimulos especificos se
replicando e produzindo citocinas de ambos os perfis, Thl ou TH2 (BOGGIATTO et al., 2010;
CABRAL; O’GRADY; ALEXANDER, 1992). Aparentemente ha uma correlacdo positiva
entre a frequéncia de linfocitos T CD8" e a auséncia de sinais clinicos da doenga em cées (REIS
et al., 2009), mas 0s mecanismos que permeiam essa correlacdo ainda nao foram demonstrados.
Animais sintomaticos por outro lado apresentam diminuigdo do total de linfocitos T que se
tornam irresponsivos a estimulos in vitro, um importante marcador do desenvolvimento da
doenca (BOGGIATTO et al., 2010; DE ALMEIDA LEAL et al., 2014; PINELLI et al., 1994).
A exaustdo de células T pode ser atribuida a um aumento na expressédo de moléculas inibitorias,
em especial a proteina de morte celular programada 1 (PD-1) (ESCH et al., 2013). Por fim, é
observando um aumento do infiltrado mononuclear e da carga parasitaria na pele de animais
sintomaticos. A analise da expressdo de quimiocinas revelou uma correlacdo positiva com a
expressdo de CCL2, CCL4, CCL5, CCL21 e CXCLS8, e uma correlacdo negativa entre carga
parasitaria e expressao de CCL24 (MENEZES-SOUZA et al., 2012).

Uma importante caracteristica da progressdo da doenca sdo os altos titulos de anticorpos
encontrados em animais sintomaticos, uma condicdo conhecida como gamopatia policlonal
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011). A chamada gamopatia policlonal € um aumento dos niveis
séricos de imunoglobulinas observada em algumas doengas infecciosas e mielomas (GEIGY et
al., 2013). Caes sintomaticos apresentam elevados niveis de anticorpos de diversos isotipos, em
especial 1gG (REIS et al., 2006). Os niveis das subclasses de 1gG caninas IgG1 e 1gG2 foram
estudados extensivamente na tentativa de estabelecer uma correlacdo entre 0s niveis séricos da
subclasse e o desfecho clinico da infeccdo. No entanto estes estudos apresentaram resultados
frequentemente conflitantes, possivelmente devido a falta de especificidade dos reagentes
comerciais (DAY, 2007). A gamopatia policlonal crénica ¢é incriminada como sendo a causa da
deposicdo de imunocomplexos que cursam com vasculite em diversos 6rgéos, levando animais
com o tempo a insuficiéncia renal cronica (BANETH et al., 2008; KOUTINAS; KOUTINAS,
2014; LOPEZ et al., 1996).
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Em cées sintomaticos, a exaustdo dos linfécitos T nos 6rgdos linfoides torna-se falsamente
compensada pela proliferagdo e aumento da atividade das células B. Esta atividade, juntamente
com a atividade de plasmdcitos, histiocitos e macréfagos, explica a linfadenomegalia
generalizada, esplenomegalia e hiperglobulinemia, que marcam a evolucdo clinica dessa
doenca (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).

Embora os mecanismos que determinam a resisténcia e susceptibilidade de cdes ainda ndo
estejam completamente compreendidos, 0 componente genético é certamente um potencial
determinante. Dois genes ja foram identificados como conferindo susceptibilidade em cées
(ALTET et al., 2002; QUINNELL et al., 2003). Embora a predisposicdo genética tenha sua
validade e importancia, fatores ambientais como nutricdo, exposicdo aos flebotomineos e
comorbidades podem influenciar a susceptibilidade dos animais (BANETH et al., 2008). E

estudos neste sentido s&o raros na literatura relacionada a leishmaniose.
2.4 Comorbidades e o efeito da imunomodulacgéo por parasitos

O predominio da resposta do tipo Th2 & comumente relatado em algumas helmintiases e
ectoparasitoses. Nestas infestacdes parasitarias, a resposta humoral é caracterizada pela
producdo aumentada de IgE, eosinofilia e mastocitose, alteragdes consideradas desejaveis para
o controle da infestacdo (COLLIN et al., 2009; SCHOELER; MANWEILER; WIKEL, 1999;
WAMBRE; JAMES; KWOK, 2012; WIKEL, 2013; WIKEL; ALARCON-CHAIDEZ, 2001).

Helmintos sdo capazes de modular a resposta imune em humanos alterando a apresentacéo
clinica de doencas como asma e sindrome de Créhn (KITAGAKI et al., 2006; SUMMERS,
2005). Este efeito pode estar diretamente ligado a habilidade de alguns helmintos em induzir a
secrec¢do de citocinas regulatérias, como a IL-10, promovendo um predominio da resposta Th2

ou a expansdo da populacao de linfécitos T regulatérios (MAIZELS, 2005).

Helmintiases podem influenciar tanto na evolucgdo clinica quanto na resposta imunoldgica de
pacientes com LT. Um estudo realizado por O’NEAL et al, (2007) demonstrou que pacientes
coinfectados com Leishmania braziliensis e helmintos levam mais tempo para se curar do que
pacientes com LC sem helmintos. Em um periodo de 90 dias, a cura foi obtida por 70% dos
pacientes coinfectados e 92% dos pacientes livres de helmintos. O mesmo estudo demonstrou

que pacientes coinfectados apresentaram um predominio da resposta Tw2, caracterizada por
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niveis de IgE e IL-5 elevados quando comparados com pacientes livres de helmintos (O’NEAL
et al., 2007). Um estudo mais recente ainda associa o desenvolvimento da forma mucosa da
leishmaniose com a presenga de helmintos intestinais (AZEREDO-COUTINHO et al., 2016).

RODRIGUEZ-SOSA et al. (2006) demonstraram que a coinfec¢do entre L. major ou L.
mexicana com Taenia crassiceps, produziu lesdes maiores e favoreceu o parasitismo, com base
nos valores da carga parasitaria observados nos camundongos coinfectados. Foi observado
ainda um aumento da producéo de IL-4 em culturas de linfonodos de camundongos BALB/c
coinfectados, e a maior inducdo de macrofagos alternativamente ativados, a qual foi relacionada
com o favorecimento da infeccdo (RODRIGUEZ-SOSA et al., 2006).

Da mesma forma camundongos C57BL/6 previamente infectados com Schistosoma mansoni
tiveram um atraso na resolucdo das lesdes cutaneas provocadas por L. major. Foi observada
uma reducdo na producao de IFN-y, TNF-o e 0xido nitrico em culturas de células de linfonodos
popliteos, além da producdo de altos niveis de IL-4 quatro semanas apés a infeccdo (LA
FLAMME; SCOTT; PEARCE, 2002).

Ectoparasitoses sdo muito comuns em cées. Dentre as diversas ectoparasitoses, destacam-se 0s
carrapatos como 0s mais significantes vetores artropodes em animais (HEUKELBACH et al.,
2012). Estes aracnideos podem evadir a resposta imune de hospedeiros mamiferos para
permanecer fixado por longos periodos de tempo se alimentando na pele. Ha evidéncias de que
a modulacdo da resposta imune do hospedeiro pelo carrapato é um fator chave para a
transmissdo de patdgenos (WIKEL; ALARCON-CHAIDEZ, 2001).

A infestacdo por carrapatos pode produzir um ambiente de citocinas do tipo Th2. Extrato de
glandula salivar de Dermacentor andersoni foi capaz de suprimir a producéo de citocinas Tnl
em camundongos (RAMACHANDRA; WIKEL, 1992), enquanto um predominio de resposta
Th2 foi observada em camundongos C3H/HeN infestados com Rhipicephalus sanguineus
(FERREIRA; SILVA, 1999). Além disso, estudos prévios demonstraram que a infestacdo por
ninfas de Ixodes scapularis foi capaz de modular a resposta imune de camundongos BALB/c e
C3H/HeN, suprimindo significativamente os niveis de IL-2 e IFN-y e aumentando os niveis de
IL-4 e IL10 em cultura de esplendcitos (SCHOELER; MANWEILER; WIKEL, 1999).



25

R. sanguineus (Latreille,1806) é a espécie de carrapato mais comum em canideos, sendo
encontrado por todo 0 mundo (DANTAS-TORRES, 2008). Apesar da sua prevaléncia em caes,
estes carrapatos podem parasitar diversos animais, selvagens ou domésticos, inclusive
humanos. Sao vetores de importantes patdgenos como Babesia canis e Ehrlichia canis, e ha
indicios de que esse carrapato possa transmitir mecanicamente Leishmania infantum
(DANTAS-TORRES, 2008, 2011; DANTAS-TORRES et al., 2010).

Cées e camundongos C3H/HeJ infestados por R. sanguineus apresentam um distdrbio da
migracdo celular para os sitios da picada e sdo incapazes de produzir uma resposta de
hipersensibilidade tardia a saliva deste parasito (FERREIRA et al., 2003). De fato, cdes
infestados desenvolvem uma reacgdo de hipersensibilidade imediata, com intensa producdo de
IgE total (SZABO et al., 2003). Além disso, foram encontradas altas concentragbes de
adenosina na saliva deste carrapato, e sua atividade imunorregulatoria com a indugéo de grandes
quantidades de IL-10 foi demonstrada previamente (OLIVEIRA et al., 2011).

2.5 Justificativa

Cées infectados com L. infantum apresentam uma resposta imune mista com citocinas comuns
a resposta Tul e Tu2. A doenca clinica no cdo cursa com um aumento da resposta humoral,
com proliferacdo de linfocitos B, e producao de imunoglobulinas, caracteristicas compativeis
coma resposta Th2. Além disso, a IL-10, altamente produzida por animais sintomaticos, € capaz
de inibir a resposta celular efetora contra Leishmania mediante a inativacdo de macrofagos e da
sua producdo de 6xido nitrico, considerada uma das principais vias de eliminacdo do parasito.
Por outro lado, sabe-se que infestacdes macicas por helmintos ou carrapatos sdo responsaveis
por modular a resposta imune do hospedeiro, promovendo um predominio da resposta humoral,
com producdo de citocinas como IL-5, IL-13, IL-10 e IL-4, aumento nos niveis séricos de

imunoglobulinas e inibicdo das respostas imune celular e da hipersensibilidade tardia.

Estudos de coinfeccdo com Leishmania tem se concentrado nas diferentes manifestacdes
fenotipicas entre os grupos, na avaliacdo dos perfis de citocinas e na avaliacdo da carga
parasitaria dos mesmos. No entanto, poucos estudos avaliaram as alterag@es dos tipos celulares,
a expressdo de quimiocinas nos tecidos parasitados e suas reais influéncias no comportamento

clinico e desenvolvimento da doenca, principalmente em cées.
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N&o se sabe por exemplo 0 que determina um padrdo de resisténcia ou suscetibilidade em cées
ou mesmo no homem. Sabe-se através de estudos de imunologia basica, que 0s estagios iniciais
da infeccdo podem ser determinantes na definicdo de um animal resistente ou suscetivel. A
presenca de IL-4 ou IL-12 no momento da apresentacdo antigénica, € fundamental no
direcionamento da resposta imune adaptativa, que ira controlar ou ndo o parasitismo, e, por
conseguinte, a doenca (SCOTT et al., 1996).

Apesar da prevaléncia de endo e ectoparasitos em caes serem capazes de induzir condi¢des que
representam um ambiente mais propicio para o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica
incompetente ha poucos estudos associando a presenca desses parasitos e a infec¢do por L.
infantum em c&es. Portanto, considerando que coinfeccbes sdo comuns e ocorrem
frequentemente em condi¢des naturais, hipotetizamos que interacbes com esses parasitos
seriam capazes de modular a resposta imune do hospedeiro, tornando-o mais susceptivel ou

resistente, ou mesmo influenciando o curso do processo patologico.

Evidéncias apontam fortemente que as condigdes de salde e nutricdo de animais naturalmente
infectados, e as possiveis coinfec¢des, possam ser determinantes no direcionamento da doenca.
Isso se revela ainda mais notério, quando se tenta reproduzir a doenga experimentalmente em
caes, onde dificilmente hd o desenvolvimento de uma doenca clinicamente tipica de cées
naturalmente infectados. Provavelmente porque os cées, quando infectados em condicGes
naturais, encontram-se em situacdo imunoldgica que os coloca em estado de suscetibilidade
frente a infeccdo pela Leishmania. Isto posto, fica evidente que coinfec¢bes podem interferir no

curso da doenga.

Didaticamente os objetivos, resultados e discussdo sdo aqui tratados em trés capitulos. O
trabalho principal tem como objetivo ser uma prova de conceito demonstrando o efeito da
imunomodulacdo promovida pela infestacdo por carrapatos no curso da leishmaniose
experimental. Avaliamos alguns aspectos imunolédgicos da coinfeccdo entre carrapatos e

Leishmania major no modelo murino.

Adicionalmente ao trabalho principal, um breve capitulo relata a coinfec¢do experimental entre
Ascaris lumbricoides e Leishmania major também no modelo murino. Por fim, um terceiro

capitulo descreve observagdes sobre o papel dos eosinéfilos, importante célula envolvida nas
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respostas imunes contra ecto e endoparasitos, na infec¢do cronica por Leishmania spp.

utilizando uma linhagem de camundongos que ndo possuem esse tipo celular.

3  Material e Métodos

3.1 Animais e parasitos

Os camundongos BALB/c e C57BL/6 utilizados neste estudo foram fornecidos pelo CEBIO
(ICB-UFMG). Os animais foram previamente vermifugados e mantidos no Biotério do
Departamento de Patologia em estantes ventiladas, com agua e comida ad libitum. Esse projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CEUA, protocolo
336/2013, Anexo 1) e segue rigorosamente as metodologias propostas pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal).

Parasitos da espécie Leishmania major (MHOM/IL/81/Friedlin) foram cultivados em meio de
cultura a-MEM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) suplementado com 10% SFB (Soro Fetal
Bovino, Cultilab), 100U/mL de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina (US Biological, MA,
EUA).

Fémeas adultas de R. sanguineus livres de patdgenos, foram cedidos pelo laborat6rio do Prof.
Dr. Matias Pablo Juan Szabo da Universidade Federal de Uberlandia e criadas no insetario do
Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hemat6fagos, do Departamento de Parasitologia da

UFMG, sob supervisao do Prof. Dr. Ricardo Nascimento.

3.21solamento de metaciclicas e infecgcéo

Para a infeccdo, promastigotas metaciclicas foram isoladas utilizando aglutinina de amendoin
(PNA), como previamente descrito (SPATH et al., 2003). Para o isolamento foram utilizadas
culturas de fase estacionaria (5 a 7 dias), submetidas a uma centrifugagdo de 2200xg por 10
minutos a 4° C. A seguir o sobrenadante foi desprezado e o pellet de promastigotas foi
ressuspenso em 2mL de PBS estéril contendo 0,5mg de PNA. Apo6s 15 minutos de repouso, a
amostra foi centrifugada a 100xg por 5 minutos a 4° C, e o sobrenadante contendo as formas

metaciclicas foi coletado, centrifugado a 2200xg por 10 minutos a 4° C. O pellet contendo as
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formas metaciclicas (pro™"') foi entdo novamente ressuspenso em 30mL de PBS, centrifugado
a 2200xg/10min/4°C e novamente ressuspenso em 1mL de PBS estéril. As promastigotas foram
entdo contadas em camara de Neubauer e sua concentracio foi ajustada para 10’
promastigotas/mL (10° pro™Yindculo).

3.3Quantificacdo da carga parasitaria por q°PCR

Apos eutandsia dos animais, amostras de 25mg de tecido da pata infectada foram coletadas e
congeladas a -20° C até o uso. O baco dos animais foi coletado, macerado em triturador de vidro
com 2mL de PBS estéril, e posteriormente centrifugado a 100xg por 5minutos a 4° C. Apos,
1mL do sobrenadante foi coletado e centrifugado a 2200xg/10minutos/4° C. O pellet foi
ressuspenso em 200uL de PBS estéril e congelado a -20° C até o uso.

O DNA do tecido da pata e da suspenséo de células do baco foi extraido seguindo o protocolo
do kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, GmbH & Co., Diuren, Alemanha). A seguir a
concentracdo e a qualidade do DNA das amostras foi mensurada no equipamento Nanodrop
2000 (Thermo Scientific).

Para a reacdo, as amostras foram diluidas em agua livre de nucleases (Thermo Scientific) na
concentracdo de 10ng/puL. A reacdo foi realizada com 5uL de SYBR green (Applied
Biosystems), 0,2uL de cada primer (IDT, CA, EUA), 0,6uL de agua livre de nucleases e 4L
(40ng) das amostras. Para producdo de uma curva padrdo foram realizadas extracbes de DNA
de suspens@es de células contendo quantidades conhecidas de macréfagos peritoneais murinos

e/ou promastigotas de L. major contadas em camara de Neubauer.

Para estimar a carga parasitaria foram usados iniciadores direcionados a regido conservada de
minicirculos de kDNA de Leishmania spp. (Forward: 5-SSSCCMCTATWTTACAC
AACCCC-3'; Reverse: 5-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3’) e B-Actina de camundongo
(Foward: 5°- CGCTGGTCGTCGACAACG-3’; Reverse: 5’-CTGACCCATTCCCACCAT-
3”). Os valores de Ct obtidos foram interpolados no gréfico de regresséo Log-linear das curvas
padrdo de KDNA e B-Actina e os resultados foram expressos como nimero de parasitos por 10°

células de hospedeiro.



29

3.4Producédo de macrofagos derivados de medula 6ssea

Macrofagos derivados de medula-éssea foram produzidos conforme o protocolo descrito por
Goncalves and Mosser (2015). Apos eutanasia, fémures e tibias de camundongos C57BL/6
foram coletados, dissecados e tiveram suas epifises decepadas com o auxilio de uma lamina de
bisturi. Apds, o contetdo das diéfises era lavado com meio DMEM (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) suplementado com 10% SFB (Soro Fetal Bovino, Cultilab), 100U/mL de penicilina e 100
pg/ml de estreptomicina (US Biological, MA, EUA) e acondicionadas em tubos conicos de
polipropileno de 50mL (Cralplast, China). O volume de meio era ajustado para 35mL e o tubo
centrifugado a 500xg por 10 minutos a 4° C. A seguir, 0 sobrenadante era desprezado e as
células ressuspendidas em 1mL de meio DMEM completo. Uma aliquota de 20uL foi retirada
para a contagem em camara de Neubauer e para o célculo da porcentagem de viabilidade celular
pela solucdo de Azul de Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Ap0s a contagem 0
volume era ajustado para 4x10° células/mL e 100uL dessa solugdo eram distribuidos em placas
de petri estéreis (Corning, USA), contendo 10mL de meio de cultura de macréfagos (DMEM
completo contendo 20% de meio de cultura de células L-929). As placas eram entdo incubadas
a 37° C em estufa a 5% de CO> e umidade de 75% por 10 dias. No terceiro dia de cultura, 5mL
de meio de cultura de macrofagos era adicionada as placas. Os macréfagos diferenciados eram

usados apds 7 a 10 dias de incubacéo.

3.5Ensaio de dessensibilizacdo de receptores purinérgicos

Macrofagos derivados de medula-6ssea de camundongos C57BL/6 foram obtidos conforme
descrito anteriormente. As células foram plaqueadas em placas de 48 pog¢os ha concentracao
de 5x10° células por poco. As células foram entdo incubadas em meio DMEM completo por
uma hora a 37° C em estufa a 5% de CO- e umidade de 75% para adeséo dos macrofagos a
placa. Apos, as células foram incubadas (dessensibilizadas) com uma solugéo de N-
etilcarboxiamidoadenosina (NECA) na concentragao final de 1uM ou 10uM, por 2, 4, 8 ou 12
horas em triplicata. Apds cada um dos periodos de dessensibilizacdo, os pogos eram lavados
com DMEM incompleto e as células eram estimuladas pela adi¢cdo de uma solugdo contendo
1uM ou 10uM de NECA e 1pg/mL de LPS na concentragdo final. Apos o estimulo, as células
permaneceram por um periodo de 8 horas a 37° C em estufa a 5% de CO. e umidade de 75%.

Apos esse periodo o sobrenadante foi retirado para dosagem de IL-10 e TNF-a.



30

3.6 ELISA para deteccao de 1gG anti-Leishmania

Para avaliacdo das concentracbes de imunoglobulinas especificas, placas de 96 pogos
(Costar/Corning, NY, EUA) foram sensibilizadas com 50uL/poc¢o de uma solucdo contendo
tampdo carbonato de sédio (Na.COs 15mM, NaHCOs 35mM) e 2ug de antigeno soltvel de
Leishmania por 18 horas a 4°C. Ap0s trés etapas de lavagem com uma solucéo de PBS contendo
0,05% de Tween 20 (PBST), a placa foi incubada por 2 horas a 25° C com tampéo de bloqueio
(PBS, BSA 1%). A seguir, a placa foi submetida novamente a trés etapas de lavagem, e apds,
amostras de soro diluidas em tampéo diluente (PBS, Tween 20 0,05%, BSA 0,1%) ao titulo de
1:100 (goat anti mouse 1gG1, IgG2a/b/c, 1gG3 — Southern Biotech, gentilmente cedidos pelo
Prof. Ricardo Fujiwara) foram adicionadas aos po¢os em duplicata. Apos 2 horas de incubacéo
a 25° C a placa foi novamente lavada e os anticorpos secundarios, conjugados com HRP e
diluidos em tampdo diluente ao titulo de 1:2000, foram adicionados aos pocos. Apds 2 horas de
incubacéo a 25° C a placa foi novamente lavada e aos pogos foi adicionado 50uL da solucéo de
revelacdo (tampéo citrato-fosfato 0,1M, pH 4,0, ABTS 0,05%, H>02 0,05%). Apds a revelacao
a reacdo foi parada com a adicéo de 50uL de uma solucdo de SDS 1%. A absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 415 nm em espectrofotdmetro de microplacas (Epoch Biotek,
EUA).

3.7ELISA de captura

Para dosagem das citocinas IL-10 e TNF-o foram utilizados Kits comerciais seguindo
rigorosamente a metodologia descrita pelo fornecedor (Peprotech, EUA). Brevemente, placas
(Costar/Corning, NY, EUA) foram sensibilizadas com anticorpos anti-IL-10 ou anti-TNF-a
murinos por 18 horas. As placas foram incubadas para bloqueio utilizando uma solucéo de PBS-
2% de BSA por uma hora e lavadas a seguir. Amostras de soro ou de sobrenadante foram
adicionadas utilizando a diluicdo 1:2 em PBST (PBS, Tween 20 0,05%, BSA 0,1%), incubadas
por duas horas a temperatura ambiente, e lavadas a seguir. Um anticorpo anti-IL-10 ou anti-
TNF-0, ambos conjugados com HRP, foram adicionados aos pogos seguindo a diluigdo do kit
e incubados por 30 minutos. As placas foram reveladas com uma solucdo de revelagéo e a
reacdo interrompida com SDS 1%, conforme descrito acima (item 3.6). A absorbéancia foi
medida no comprimento de onda de 415 nm em espectrofotbmetro de microplacas (Epoch
Biotek, EUA).
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Para dosagem de IgE total, as placas foram incubadas com solugdo (50ul/poco)
contendo anticorpo de rato anti-IgE de camundongos 0,5 mg mL-1 (Southern Biotechnology) e
diluidos (1:250) em tampao carbonato pH = 9,6 por, no minimo, 18 horas a 4 °C. O bloqueio
foi feito com uma solugdo de PBS-0,25% m/V caseina por uma hora a temperatura ambiente
(200 pl/pogo). Posteriormente, as placas foram lavadas com solugéo salina-0,05% V/V Tween-
20 por duas vezes. O soro dos animais (50 pL soro) foi incubado por 2 h em temperatura
ambiente no escuro. Na sequéncia, as placas foram novamente lavadas e realizou-se a incubacao
com o anticorpo secundario de rato anti IgE de camundongo conjugado com biotina, sendo 50
ML por pogo por 1h em temperatura ambiente. As placas foram lavadas por cinco vezes com
solugdo salina-0,05% V/V Tween-20 e incubadas com estreptavidina ligada a peroxidase
(Sigma), 50uL/pogo na concentragdo de 1:10000, por 1 hora em temperatura ambiente;
Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo conjugado foi feito através da
incubagéo com 4 mg de OPD, 2 pL de H2O> diluidos em 10 mL de tampdo citrato pH 5,0 a 100
pl/poco. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 20 pL/poco de H2SOs 2N. A absorbancia foi
medida no comprimento de onda de 492nm em espectrofotdmetro de microplacas (Epoch
Biotek, EUA). Os anticorpos para esta metodologia foram gentilmente cedidos pela professora

Ana Maria Caetano de Faria do laboratorio de imunobiologia do ICB,

3.8 Analise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo das variaveis utilizando os algoritmos
disponiveis no software GraphPad Prism v5.0. Variaveis de distribuicdo paramétrica foram
avaliadas pelos testes t de student quando dois grupos eram avaliados ou oneway ANOVA,
quando mais de dois grupos eram avaliados. Dados com distribuicdo ndo paramétrica foram
avaliados com o teste de Mann Whitney quando dois grupos e Kruskal Wallis quando mais de
dois grupos. O método Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni foi utilizado quando
mais de duas observacdes eram avaliadas sobre as mesmas variaveis. Diferencas estatisticas

foram consideradas significantes quando P<0,05.
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Capitulo I

Coinfeccdo entre Leishmania major e Rhipicephalus sanguineus.

4 Objetivos
4.10Dbjetivo Geral

Estudar os aspectos imunoldgicos celulares e humorais no sangue e em 6rgdos afetados pela
infeccdo em camundongos BALB/c e C57BL/6 coinfectados com Rhipicephalus sanguineus e

Leishmania major.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar qualitativamente as lesdes produzidas na pele e bago de camundongos
coinfectados, com base nos tipos celulares e sua prevaléncia.
e Estimar a carga parasitaria de L. major na pele e bago de camundongos previamente

infestados com teledginas de R. sanguineus.

e Avaliar o perfil humoral de imunoglobulinas especificas anti-Leishmania.

5 Delineamento experimental da coinfeccéo

Para o experimento de coinfecgdo entre R. sanguineus e L. major, camundongos fémeas, de 6
a 8 semanas de idade, das linhagens BALB/c ou C57BL/6, foram divididas em 4 grupos:
e Grupo Infestado — Animais previamente infestados com R. sanguineus e infectado
com 10° promastigotas metaciclicas (pro™") na pata caudal direita.
e Grupo N&o Infestado — Animais infectados com 10° pro™ na pata caudal direita
somente.
e Grupo Controle — Infestados com R. sanguineus somente.

e Grupo Naive — Néo infectados e néo infestados.

Para a infestagdo, os camundongos eram anestesiados cum uma dose de 0,15mg de Xilazina e

1,mg de Cetamina, diluidos em PBS estéril em um volume final de 50uL por via
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intraperitoneal. Ap6s a confirmagdo do plano anestésico, cadmaras de alimentacdo
confeccionadas a partir de microtubos de polipropileno de 1,5mL foram coladas no dorso dos
camundongos com adesivo de contato (Brascoplast, brascola) 24 horas antes da infestacdo. Para
infestacdo, em cada camara foram adicionadas duas fémeas adultas e um macho. As camaras

foram checadas diariamente e os carrapatos se alimentavam por um periodo de sete a dez dias
(fig. 1).

Figura 1 — Aspectos do modelo experimental de infestag&o por Rhipicephalus sanguineus em camundongos: Camaras de
alimentac8o para carrapatos foram aderidas & pele dos camundongos utilizando os pelos adjacentes. Camundongos C57BL/6
ou BALB/c eram previamente anestesiados para o procedimento (A). Ap6s 24 horas o adesivo estava completamente seco 0s
carrapatos (duas fémeas e um macho adulto) eram colocados dento da cAmara. Entre 2 a 4 dias os carrapatos se fixavam no
hospedeiro iniciando a alimentacéo (B). O periodo completo de alimentacdo dos carrapatos variava entre 7 a 10 dias, periodo
no qual um reforgo de adesivo era aplicado para manter a fixagdo das cAmaras. Ao término da alimenta¢éo os machos e fémeas
ingurgitadas se desprendiam espontaneamente do hospedeiro (C). Durante o periodo de alimentagdo os camundongos retiravam
as camaras com os pelos aderidos formando um alo sem pelos ao redor do local de fixagéo (D).

A infeccdo com L. major foi realizada ap6s o término da infestacdo, quando todos os carrapatos
se soltavam espontaneamente do hospedeiro. O indculo continha 10° promastigotas metacicilas
em 10ul de PBS. Nos grupos controle e naive foi injetado um volume de 10uL de PBS estéril.
As patas foram medidas semanalmente com auxilio de um paquimetro (Pantec, SP, Brasil). O
crescimento da lesdo foi avaliado pela diferenca entre a espessura da pata infectada e a espessura

da pata ndo infectada. Um esquema do desenho experimental é descrito na figura 2.
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Figura 2 — Desenho experimental: Para o experimento de coinfeccdo entre R. sanguineus e L. major, camundongos
fémeas, de 6 a 8 semanas de idade, das linhagens BALB/c ou C57BL/6, foram divididas em 4 grupos: Infestado,
Né&o infestado, Controle e Naive. A infec¢do com Leishmania major era feita quando as fémeas ingurgitavam e se
desprendiam espontaneamente do hospedeiro, ap6s um periodo de alimentacéo de 7 a 10 dias. Apos a infecgio os
camundongos eram acompanhados por um periodo de até 60 dias para avaliagdo da lesdo na pata e da carga

parasitaria.
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6 Resultados

6.1 Estabelecimento do modelo

Camundongos C57BL/6 previamente infestados com R. sanguineus apresentam um menor
crescimento da pata quando comparados a camundongos néo infestados (fig. 3 - A). Por outro
lado, camundongos BALB/c sob as mesmas condigdes experimentais, apresentaram
desenvolvimento semelhante da leséo, e carga parasitaria semelhante ap6s oito semanas (fig. 3
- B).
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Figura 3 - Curso da infec¢cdo em camundongos C57BL/6 e BALB/c infestados com R. sanguineus: Camundongos C57BL/6
(A; n=14 a 16) ou BALB/c (B; n=5 a 7) previamente infestados ou ndo por R. sanguineus foram infectados na pata posterior

direita com 10° promet de L. major. O crescimento da leséo foi medido semanalmente até a oitava semana pés infeccdo. O eixo
y representa a média das diferencas entre a espessura das patas infectadas e ndo infectadas + erro padrdo. Anlise estatistica
feita pelo teste t de Student onde * = P < 0,05, ** = P< 0,01 e *** = P <0,001. Resultados representam a média de um (B) ou
trés experimentos independentes (A).

Contrapondo o menor crescimento da pata no modelo C57BL/6, o grupo infestado apresentou
uma carga parasitaria, na pata infectada, semelhante ao grupo nao infestado apés oito semanas
de infeccéo (fig. 4 — A). Néo foi observada diferenca entre os grupos infestado e ndo infestado
quando avaliada a carga parasitaria nas patas de camundongos BALB/c na oitava semana ap0s

a infeccdo (fig. 4 — B).

A carga parasitaria dos grupos estudados no modelo C57BL/6 foi avaliada na quinta semana
pos-infeccdo, no ponto da curva onde foi observada uma diferenca significativa entre os
tamanhos das patas. A carga parasitaria neste ponto foi significativamente maior no baco do
grupo infestado com Rhipicephalus sanguineus (fig.5 — A). N&o houve diferenca na carga

parasitaria no bago entre 0s grupos na oitava semana pos infeccéo (fig. 5 — B).
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Figura 4 - Carga parasitaria: Quantificacdo da carga parasitaria de uma amostra representativa de 25mg de tecido da pata
infectada (n=5) na oitava semana pds-infeccdo em camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B) previamente infestados com R.
sanguineus. O eixo y representa o nimero de parasitos por 105células do hospedeiro inferido por PCR quantitativo. Analise
estatistica feita pelo teste t de Student (A) e Mann-Whitney (B). “#” representa outliers detectados pelo teste de Grubbs a um
nivel de significancia de 0,05%. Dados representativos de um experimento.
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Figura 5 — Parasitismo tecidual no baco na quinta (A) e na oitava (B) semana pos-infecgdo: Camundongos C57BL/6

previamente infestados ou ndo infestados por R. sanguineus foram infectados na pata posterior direita com 10° promEt de L.
major. O baco in totum (B) foi removido, pesado, macerado e 200pL foram utilizados para a extracdo de DNA. As amostras

foram submetidas ao protocolo de PCR quantitativo. O eixo y representa 0 nimero de parasitos por 10° células do hospedeiro.
“#” representa outliers detectados pelo teste de Grubbs ao nivel de significancia de 0,05%. Anélise estatistica feita pelo teste
Mann-Whitney. Dados representativos de um experimento (n=3, para 5 semanas e n=5, para 8 semanas).

Considerando os resultados de carga parasitaria nos diferentes tempos foi possivel observar
uma reducdo da carga parasitaria da quinta para a oitava semana em ambos 0S grupos, tanto no

baco quanto na pele (fig. 6).

Em um dos experimentos, o desenvolvimento da lesdo nos camundongos C57BL/6 foi
acompanhado até a décima primeira semana pés-infecgdo e observou-se uma redugdo constante
da espessura da pata de ambos os grupos que se desenvolveram de forma semelhante a partir

da oitava semana pds-infeccdo (fig. 7 — A). Contudo, corroborando a tendéncia observada na
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oitava semana, a carga parasitaria na décima primeira semana foi significativamente maior no
grupo infestado (P=0,02; fig. 7 — B).
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Figura 6 — Cinética do parasitismo tecidual na pata (A) e baco (B): Camundongos C57BL/6 previamente infestados ou ndo
infestados por R. sanguineus foram infectados na pata posterior direita com 10° prornEI de L. major. O bago in totum (B) foi
removido, pesado, macerado e 200uL foram utilizados para a extracdo de DNA. As amostras foram submetidas ao protocolo
de PCR quantitativo. O eixo y representa o nimero de parasitos por 10° células do hospedeiro. “#” representa outliers
detectados pelo teste de Grubbs a um nivel de significancia de 0,05.
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Figura 7 - A: Curso da infecgo: Camundongos C57BL/6 (n=5) previamente infestados ou ndo infestados por R. sanguineus

foram infectados na pata posterior direita com 10° promet de L. major. O crescimento da lesdo foi medido semanalmente até a

décima primeira semana pos infeccdo. O eixo y representa a média das diferencas entre a espessura das patas infectadas e ndo
infectadas * erro padrdo. B: Carga parasitaria: Quantificagcdo da carga parasitaria de uma amostra representativa de 25mg
de tecido (n=5). O eixo y representa o nimero de parasitos por 10°células do hospedeiro. Andlise estatistica feita pelo teste t
de Student, onde * P =0,016.
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Com o objetivo de avaliar se havia influéncia do local do inéculo no fenédtipo observado,
camundongos C57BL/6 foram infestados com R. sanguineus no dorso e infectados com 103
promastigotas metaciclicas de L. major por via intradérmica na orelha. Neste modelo, néo foi
possivel observar a reducéo do tamanho da lesdo no grupo infestado como observado no modelo
de infeccdo na pata. No entanto, observa-se um atraso no desenvolvimento da lesdo da terceira
para quarta semana (fig. 8 — A). Quando avaliada a carga parasitaria nas orelhas, ndo foi
encontrada diferenga estatistica significante (fig. 8 — B).
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Figura 8 — A: Curso da infecgdo na orelha: Camundongos C57BL/6 previamente infestados por R. sanguineus (n=4) ou ndo

(n=5) foram infectados na orelha direita com 10° promet de L. major. O crescimento da lesdo foi medido semanalmente até a

sétima semana p6s infecgdo. O eixo y representa a média das diferengas entre a espessura das orelhas infectadas e ndo infectadas
+ erro padrdo. Analise estatistica feita pelo teste Mann-Whitney. B: Carga parasitaria: Quantificacdo da carga parasitéria na
orelha por diluicdo limitante na oitava semana apds a infecgdo. O eixo y representa log da Ultima diluicdo onde foram
encontrados parasitos. Andlise feita pelo método Mann-Whitney. “#” representa outliers detectados pelo teste de Grubbs a um
nivel de significancia de 0,05. Dados representativos de um experimento.

6.2 Resposta imune humoral

A resposta imune humoral foi avaliada na quinta e oitava semana de infeccdo. A
quantificacdo relativa dos titulos de anticorpos especificos contra L. major foi dosada a partir
de amostras de soro pelo método ELISA convencional descrito previamente. Camundongos
C57BL/6 previamente infestados por R. sanguineus apresentaram titulos significativamente
menores de IgG total a-L. major (fig. 9 — A). O mesmo nédo foi observado em camundongos

BALB/c sob as mesmas condic@es (fig. 9 — B).
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Figura 9 — Titulos de anticorpos 1gG total contra antigeno soltvel de Leishmania major, na oitava semana de infeccdo em
camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B), infestados ou ndo por R. sanguineus, dosados por ELISA convencional conforme
descrito anteriormente. Cada amostra foi dosada em duplicata. O grupo controle consiste em animais infestados e ndo
infectados. O eixo y representa a média dos valores de absorbancia + erro padrdo para cada grupo. Andlise estatistica feita pelo
teste t de Student onde **P < 0,01 e ***P<0,001. Dados representativos de dois experimentos (A) e um experimento (B).

Camundongos C57BL/6 previamente infestados por R. sanguineus apresentaram titulos
significativamente menores de 1gG1 a-L. major (fig. 10 — A). Em relagdo as subclasses de
1gG2, foi observado que camundongos C57BL/6 previamente infestados presentaram titulos de
IgG2b muito inferiores aqueles encontrados nos camundongos ndo infestados, ndo ocorrendo o

mesmo a subclasse 1gG2c nesta linhagem (fig. 10 — A).

Por outro lado, nenhuma diferenca foi observada nos titulos das subclasses de 1gG em
camundongos BALBI/c, que apresentaram valores de absorbancia muito proximos para todas as
subclasses (fig. 10 — B). Vale ressaltar que os valores de 1gG1 foram substancialmente maiores
em camundongos BALB/c que em camundongos C57BL/6 (fig. 11).
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Figura 10 — Titulos das subclasses de anticorpos 1gG contra antigeno solGvel de Leishmania major, na oitava semana de
infeccdo em camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B), infestados ou ndo por R. sanguineus, dosados por ELISA convencional
conforme descrito anteriormente. Cada amostra foi dosada em duplicata. O grupo controle consiste em animais infestados e
ndo infectados. O eixo y representa a média dos valores de absorbancia + erro padrdo para cada grupo. Andlise estatistica feita
pelo teste t de Student onde **P < 0,01 e ***P < 0,001. Dados representativos de dois experimentos (A) e um experimento (B).
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Figura 11 — Titulos das subclasses de anticorpos 1gG1 contra antigeno solvel de Leishmania major, em camundongos
C57BL/6 e BALB/c, dosados por ELISA convencional conforme descrito anteriormente. Cada amostra foi dosada em duplicata.
O grupo controle consiste em animais infestados e nao infectados. O eixo y representa a média dos valores de absorbancia +
erro padrdo para cada grupo. Analise estatistica feita pelo teste t de Student onde **P < 0,01 e ***P < 0,001. Dados
representativos de um experimento.

Com relacdo a sorologia dos animais na quinta semana de infeccéo, pudemos observar que ndo
houve diferenca significativa entre os titulos de anticorpos em nenhuma das subclasses de 1gG
em camundongos C57BL/6 (fig. 12 — A). No entanto, quando avaliamos a cinética da
soroconversao da quinta para a oitava semana, percebemos que esta € menos acentuada em

animais previamente infestados, sobretudo para a subclasse 1gG2b (fig.12 — C, D e E).

Camundongos BALB/c infectados apresentam titulos mais elevados de IgE total que
camundongos C57BL/6 sob as mesmas condi¢des (fig. 13). Interessantemente, camundongos
C57BL/6 previamente infestados e infectados com L. major apresentaram titulos de IgE total
mais elevados que animais ndo infestados (fig. 13 — A). Ainda, a simples infestacdo ndo foi
capaz de elevar os titulos de IgE em camundongos controle, isto €, previamente infestados com
R. sanguineus mas nao infectados com L. major (fig. 13 — A). Né&o foi observada diferenca entre
0s grupos infestado e ndo infestado no que diz respeito a titulos de IgE em camundongos
BALB/c. No entanto, ambos os grupos os titulos foram significativamente maiores que em
camundongos naive (fig. 13 — B). Infelizmente ndo foi possivel avaliar os titulos de IgE em

camundongos BALB/c do grupo controle.
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Figura 12 - Titulos de anticorpos das subclasses 1gG1 e 1gG2 contra antigeno solivel de Leishmania major, em
camundongos C57BL/6 com 5 (A) e 8 (B) semanas de infecgdo. Os titulos foram dosados por ELISA convencional conforme
descrito anteriormente. Cada amostra foi dosada em duplicata. O grupo controle consiste em animais infestados e ndo
infectados (dados ndo mostrados). A cinética da soroconversdo da quinta para a oitava semana é mostrada para o0s isotipos
1gG1 (C), 1gG2b (D) e 1gG2c (E). O eixo y representa a média dos valores de absorbancia + erro padrdo para cada grupo.
Andlise estatistica feita pelo teste t de Student, sendo ** = P <0,01 e *** = P<0,001. Dados representativos de dois
experimentos (8 semanas) e um experimento (5 semanas).
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Figura 13 — Titulos de anticorpos IgE total, em camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B), dosados por ELISA “de captura
conforme descrito anteriormente. Cada amostra foi dosada em duplicata. O eixo y representa a média dos valores de absorbancia
+ erro padrédo para cada grupo. Andlise estatistica feita pelo teste t de Student onde ** = P < 0,01 e *** = P<0,001. Dados
representativos de um experimento.

6.3Avaliacdo do papel da Adenosina salivar no fenotipo observado

A partir do achado que saliva de R. sanguineus contém altas concentragdes de adenosina
(OLIVEIRA et al., 2011) e que essa molécula apresentou grande atividade imunomodulatéria
in vitro, um experimento foi delineado para avaliar o desenvolvimento da lesdo causada por L.
major em camundongos C57BL/6 tratados com um agonista do receptor purinérgico. Tendo em
vista que uma das principais consequéncias da ativacdo dos receptores purinérgicos pela
Adenosina é a producdo da IL-10, a concentracdo desta citocina foi aferida em células e tecidos

de camundongos infestados e ndo infestados.

Néo foi observada diferenca significativa nas concentragdes de IL-10 em camundongos

infestados com Rhipicephalus sanguineus, infectados ou ndo por L. major (fig. 14 — A - B).
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Figura 14 — Niveis séricos de I1L-10 em camundongos C57BL/6 infectados com L. major e previamente infestados ou nao
com R. sanguineus. Os niveis séricos de I1L-10 foram dosados por ELISA de captura (Peprotech) na quinta (A, n=3) e na oitava
(B, n=5) semana pos infecgdo com Leishmania major. O eixo y representa os valores de IL-10 em pg/mL. As barras representam
a média + erro padrdo para cada grupo. Andlise estatistica feita pelo teste Mann-Whitney onde ** = P < 0,01. Dados
representativos de um experimento.
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Para confrontar a hipdtese de que a adenosina presente na saliva de R. sanguineus era o
modulador da resposta imune produzindo o fen6tipo observado, desenhamos um experimento
em que camundongos eram tratados com um agonista purinérgico N-etilcarboxamidoadenosina
(NECA).

Camundongos C57BL/6 foram tratados por 14 dias consecutivos com uma dose diaria de 1nmol
de NECA ou seu veiculo, dimetilsulféxido a 1,6% (DMSO), e em seguida foram inoculados
com um total de 10° pro™ de L. major na pata caudal direita, 7 dias apos o inicio do tratamento,
e acompanhados por até 16 semanas (fig. 15). Foi observado um maior desenvolvimento da
lesdo em ambos os grupos tratados em relacdo ao controle (fig. 16 — A), sugerindo um efeito
derivado do veiculo e ndo do agonista. A administracdo dos farmacos ndo interferiu no processo

de resolucéo da leséo.

Infecgdo com
L. major

Medida da Lesao

Figura 15 — Esquema do protocolo de tratamento em camundongos tratados com um agonista de receptores
purinérgicos.  A: Doses didrias de 8hmol de NECA ou 10uL de DMSO 1,6% (veiculo) ou PBS estéril (controle) foram
administrados por 14 dias seguidos na pata caudal direita de camundongos C57BL/6 (n=5). No sétimo dia apds o inicio do

tratamento os animais foram infectados com 10° promet de L. major na pata caudal direita. A espessura das patas foi medida
semanalmente até a décima sexta semana.

Na tentativa de maximizar o efeito das moléculas, um novo experimento foi delineado no qual
as moléculas de interesse foram administradas juntamente com as promastigotas metaciclicas
de Leishmania major. Neste experimento adicionamos um grupo em que as promastigotas
metaciclicas foram inoculadas na presenca de 1nmol de adenosina diluida em PBS e o
desenvolvimento das lesGes foi acompanhado semanalmente. Embora tenha sido observado um
atraso no desenvolvimento das les6es no grupo tratado com Adenosina, ndo foram observadas

diferencas significativas utilizando este modelo (fig.16 — B).
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Figura 16 - Desenvolvimento da lesdo em camundongos tratados com agonistas de receptores purinérgicos.  A: Doses
diarias de 8nmol de NECA ou 10uL de DMSO 1,6% (veiculo) ou PBS estéril (controle) foram administrados por 14 dias
seguidos na pata caudal direita de camundongos C57BL/6 (n=5). No sétimo dia ap6s o inicio do tratamento os animais foram

infectados com 10° promer de L. major na pata caudal direita. A espessura das patas foi medida semanalmente. B: Camundongos
C57BL/6 (n=3) foram tratados com uma Gnica dose de 1nmol de NECA ou Adenosina ou 10ulL de DMSO 1,6% (veiculo) ou

10uL de PBS estéril (controle) e simultaneamente infectados com 10° prornet de L. major na pata caudal direita. A espessura
das patas foi medida semanalmente. As barras superiores e inferiores expressam o erro-padréo.

Com o objetivo de avaliar o potencial da saliva de R. sanguineus como imunomodulador no
modelo C57BL/6 infectado com L. major, camundongos foram infectados com uma dose de
10° pro™t conforme descrito anteriormente, na presenca de saliva de R. sanguineus ou
pilocarpina (fig. 17). Embora o grupo inoculado na presenca de saliva tenha apresentado les6es
maiores que o grupo controle, ndo foi observada diferenca estatistica no desenvolvimento da

lesdo dos grupos testados até a 72 semana de infeccéo (fig. 17).
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Figura 17 - Desenvolvimento da lesdo em camundongos inoculados com saliva de R. sanguineus. Camundongos C57BL/6

(n=3) foram infectados com 10° promel de L. major na pata caudal direita, juntamente com uma dose local de saliva de R.
sanguineus ou pilocarpina. O crescimento da leséo foi medido semanalmente. O eixo y representa a média das diferencas entre

a espessura das patas infectadas e ndo infectadas + erro padréo.
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Uma vez que o fenotipo observado com a administracéo de agonistas purinérgicos ndo foi como
0 esperado, testamos a hipdtese de que as aplicacdes frequentes em altas doses dos agonistas
promoveriam uma dessensibilizacdo dos receptores purinérgicos nas células do hospedeiro.
Para avaliar esta hipotese, macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) de camundongos
C57BL/6 foram induzidos por 10 dias na presenca de meio condicionante produzido a partir de
células L-929, conforme descrito previamente (GONCALVES; MOSSER, 2015).

As células foram plaqueadas em placas de 48 pocos contendo 5x10° células por poco e
estimuladas com meio contendo NECA a 1 ou 10 uM por 2, 4, 8 ou 12 horas. Apds o periodo
de dessensibilizacdo o meio era removido e adicionado um novo meio contendo como estimulo
Iug/mL de LPS e 1 ou 10uM de NECA. Alguns pogos ndo recebiam NECA e, portanto, ndo
eram dessensibilizados (controle). O estimulo era mantido por 8 horas quando o sobrenadante

foi retirado para a dosagem de IL-10.

Embora sem diferenca estatistica, pudemos observar um breve periodo de dessensibiliza¢do de
6 a 12 horas apds o estimulo em que os macréfagos produziram uma concentragdo menor de

IL-10 (fig. 18).
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Figura 18 - Efeito do agonista purinérgico (NECA) sobre a producgéo de IL-10 em macrofagos derivados de medula-
6ssea. BMDMs foram cultivados conforme descrito anteriormente. As células foram dessensibilizadas na presenca do agonista
por 2, 4, 8 ou 12 horas e entdo estimuladas com LPS na presenca do agonista nas concentragdes de 1uM (A) ou 10uM (B). As
barras representam a média + erro padrdo dos valores de IL-10 obtidos no ELISA. Dados representativos de 3 experimentos

independentes.
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O mesmo experimento foi utilizado para avaliar a producdo de TNF-o. por BMDMs, e
observamos uma drastica reducao na producdo dessa molécula em macréfagos estimulados pelo
agonista purinérgico. No entanto, células previamente expostas ficam refratérias a presenca de
NECA, voltando a produzir TNF-o. quando estimuladas na presenca de LPS (fig. 19).
Aparentemente, um periodo entre 2 a 4 horas foi necessario para que 0s receptores purinérgicos
dos macréfagos fossem dessensibilizados, permitindo um retorno na producdo de TNF-a,

embora em niveis muito menores (fig. 19).
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Figura 19 - Efeito do agonista purinérgico (NECA) sobre a producdo de TNF-a em macréfagos derivados de medula-
6ssea. BMDM s foram cultivados conforme descrito anteriormente. As células foram dessensibilizadas na presenca do agonista
por 2, 4, 8 ou 12 horas e entdo estimuladas com LPS na presenga do agonista nas concentragdes de 1uM. As barras representam

a média * erro padrdo dos valores de TNF-a obtidos no ELISA. Dados representativos de um experimento.
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Capitulo II

Coinfecgédo Ascaris lumbricoides e Leishmania major

4 Objetivo geral

Estudar os aspectos imunoldgicos celulares e humorais no sangue e em 6rgdos afetados pela
doenca em camundongos BALB/c e coinfectados com Ascaris lumbricoides e Leishmania

major.

4.1.0bjetivos especificos

e Avaliar qualitativamente as lesdes produzidas na pele e baco de camundongos
coinfectados, com base nos tipos celulares e sua prevaléncia.
e Estimar a carga parasitaria de L. major na pele e bago de camundongos previamente

infestados com teledginas de A. lumbricoides.

5 Material e métodos

5.1.Parasitos

Para o experimento de coinfeccdo com A. lumbricoides e L. major, formas adultas de A.
lumbricoides foram coletadas de humanos e mantidos em porcos de uma granja experimental.
Os ovos foram isolados dos uteros de fémeas por maceracdo mecanica e posteriormente
purificados pelo uso de cell strainers de 70um (SPL life sciences, Korea). Os ovos foram entéo
incubados em uma solucdo de H>SOs 0,2M para embrionarem. Apos 30 dias 0S 0vos
embrionados foram lavados e sua concentracdo foi ajustada para a dose de 2500 ovos em 200uL
de in6culo em PBS. As infeccdes foram realizadas por via oral com o auxilio de agulhas de

gavagem, em trés doses com o intervalo de 14 dias entre cada dose.
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5.2. Quantificacdo da carga parasitaria por diluicdo limitante

Ap0s eutandsia as patas ou orelhas foram removidas e maceradas em um macerador de vidro
contendo 2mL de PBS contendo 100U/mL de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina (US
Biological, MA, EUA). O tecido macerado foi transferido para tubos de fundo coOnico e
centrifugados a 100xg/1 minuto a 4° C e 1 mL do sobrenadante foi transferido para um novo
tubo conico, o volume completado para 15mL de PBS com antibioticos e a seguir centrifugado
a 2000xg/10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet foi ressuspenso em
1mL de meio de cultura a-MEM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) suplementado com 10% SFB
(Soro Fetal Bovino, Cultilab), 100U/mL de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina(US
Biological, MA, EUA).

A seguir 200uL de cada cultura foram transferidos para placas de cultura de 96 pocos e diluidos
sucessivamente ao Log de base 10 ou 4. Apos 7 dias as culturas foram checadas diariamente
até o décimo dia quando os pocos foram avaliados individualmente para verificar a presenca de
formas promastigotas. Os resultados foram expressos como Log do valor do ultimo pogo

contendo formas promastigotas.

5.3. Delineamento experimental

Camundongos fémeas, de 6 a 8 semanas de idade, das linhagens BALB/c foram
divididas em 4 grupos:
e Grupo Infestado — Animais previamente infectados com Ascaris lumbricoides e
infectado com 10° promastigotas metaciclicas (pro™) na pata caudal direita.
e Grupo N&o Infestado — Animais infectados com 10° pro™ na pata caudal direita
somente.
e Grupo Controle — Infectados com A. lumbricoides somente.

e Grupo Naive — Néo infectados e ndo infestados.

A infecgdo por L. major foi realizada simultaneamente a ultima infeccdo com Ascaris

lumbricoides, conforme descrito no capitulo Il (fig. 20).
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As patas foram medidas semanalmente com auxilio de um paquimetro (Pantec, SP,
Brasil). O crescimento da lesdo foi avaliado pela diferenca entre a espessura da pata infectada

e a espessura da pata ndo infectada.

Infec¢do Infec¢ao
2500 ovos 105 pro”“
A. lumbricoides L. maior

to : '4 j I t ty ty, Dias

Periodo de Infestagdo/imunizagdo ‘ Curso da leishmaniose experimental

Grupo N3o Infest

Grupo Ascaris \

Grupo Controle

Grupo Naive

Figura 20 — Desenho experimental: Para o experimento de coinfeccdo entre Ascaris lumbricoides e L. major,
camundongos BALB/c fémeas, de 6 a 8 semanas de idade, foram divididas em 4 grupos: Infestado, N&o infestado,
Controle e Naive. A infecgdo com Leishmania major era apds 3 infeccbes com 2500 ovos larvados de A.
lumbricoides como intervalo de 14 dias entre as infecgdes. Apos a infeccdo com L. major os camundongos eram
acompanhados por um periodo de até 60 dias para avaliagdo da lesdo na pata e da carga parasitaria.
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6 Resultados

Né&o foram observadas diferencas no desenvolvimento das lesdes apds oito semanas de infec¢cdo
com L. major, entre os grupos infectados ou ndo infectados com Ascaris lumbricoides (fig. 21).
A carga parasitaria no baco e pata dos animais também ndo apresentou diferencas significativas
(fig. 22).
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Figura 21 - Desenvolvimento da lesdo: Camundongos BALB/c (n=5) previamente infectados com 3 doses de A. lumbricoides

foram infectados com 10° promet de L. major na pata caudal direita. O crescimento da lesdo foi medido semanalmente até a
oitava semana. O eixo y representa a média das diferengas entre a espessura das patas infectadas e nao infectadas + erro padréo.
Andlise estatistica feita pelo teste Kruskal Wallis.
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Figura 22 — Carga parasitaria: Camundongos BALB/c (n=5) previamente infectados com 3 doses de A. lumbricoides foram
infectados com 10° promet de L. major na pata caudal direita. Ap6s oito semanas os animais foram eutanasiados, as patas (A)
e bacos (B) coletados e submetidos ao protocolo de dilui¢do limitante. Resultados expressam a média obtida para cada animal
+ erro padrdo. Andlise estatistica feita pelo teste Kruskal Wallis.
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Capitulo III

Estudo do papel dos eosinofilos na infecgdo experimental por Leishmania spp.

4 Objetivo geral

Estudar os aspectos imunoldgicos celulares e humorais de camundongos deficientes em

eosindfilos infectados com Leishmania major ou Leishmania amazonensis.

5 Delineamento, Animais e Parasitos

Camundongos Adbl-GATAL e IL-4", gentilmente cedidos pela Professora Débora Negréo, do
Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG, além de camundongos C57BL/6 e BALB/c
provenientes do CBIO (ICB-UFMG) foram infectados com 2x10° promastigotas estacionarias
de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) ou Leishmania major (MHOM/IL/81/Friedlin) por via
intradérmica na pata caudal esquerda, e acompanhados por até 16 ou 20 semanas de infeccao,
respectivamente. As patas foram medidas semanalmente com auxilio de um paquimetro
(Pantec, SP, Brasil). O crescimento da lesdo foi avaliado pela diferenca entre a espessura da
pata infectada e a espessura da pata ndo infectada. A presenca de metastases foi avaliada nos
membros, cauda, palpebras e orelhas. A carga parasitaria foi determinada por diluicdo limitante
na oitava semana pds-infec¢do conforme descrito no capitulo 11. Baco, figado, pele e linfonodos
foram coletados e processados para rotina histopatologica. A avaliacao sorologica foi realizada

conforme descrito no capitulo 1.

Este projeto tem a aprovacao do comité de ética em experimentacdo animal sob o nimero de
protocolo 21/2016 (Anexo 2).

6 Resultados

Foi observado um maior nimero de lesdes nodulares e/ou ulceradas em diversas regides do
corpo nos camundongos deficientes em eosinofilos, a partir de nove semanas de infec¢do. Na
décima terceira semana de infeccdo, a presenca de metastases nos membros, focinho, orelhas e

cauda foi de respectivamente 100%, 90%, 70% e 10% nos camundongos Adbl-GATAL, contra
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60%, 30%, 40% e 0% nos camundongos BALB/c (fig. 24). Elevada mortalidade (80%) foi
observada na linhagem deficiente com relacdo aos seus controles (20%) (fig. 25). Ndo foram
observadas diferencas no tamanho da lesdo, carga parasitaria na pata ou nos aspectos
histopatolégicos dos grupos estudados (fig. 23).
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Figura 23 — Desenvolvimento da lesdo: Camundongos das linhagens mencionadas foram infectados com 2x108
promastigotas de fase estacionaria de L. amazonensis no membro caudal esquerdo. O crescimento da lesdo foi medido
semanalmente até a oitava semana (A). O eixo y representa a média das diferengas entre a espessura das patas infectadas e
ndo infectadas + erro padrdo. Apos oito semanas de infecgdo os animais foram eutanasiados e as patas e bagos foram coletados
e submetidos ao protocolo de diluigdo limitante (B). Andlise estatistica feita pelo teste Kruskal Wallis.
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Figura 24 — Avaliagdo das metéstases: Numero de metéstases observadas entre duas linhagens susceptiveis a L.
amazonensis (A) e estratificagdo percentual de animas com lesdes localizadas em diferentes partes do corpo (B). Os
camundongos foram observados semanalmente e inspecionados para a presenca de nodulos ou lesdes sugestivas de
metéstases nos membros, cauda, focinho, boca, orelhas e olhos. As barras representam a média do nimero de lesdes ectopicas
por grupo. Anélise estatistica feita pelo teste de Mann-Whitney,sendo P=0,01, (n=5)
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Figura 25 — Curva de sobrevivéncia das diferentes linhagens de camundongos infectados ou ndo com L. amazonensis. Foi
observada maior mortalidade nos camundongos Adbl-GATAL1 infectados quando comparados aos BALB/c e C57BL/6. No
entanto, ndo houve diferenga entre os camundongos Adbl-GATAL infectados (i) e ndo infectados (ni) (n=5).
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Com relacdo a infeccdo da linhagem Adbl-GATAL1 com L. major, 0 mesmo padrdo de
desenvolvimento da lesdo foi observado quando comparado a camundongos BALB/c (fig. 26 —
A). No entanto, a carga parasitaria na pele desta linhagem foi discretamente maior que a dos
camundongos BALB/c (fig. 26 — B). Como observado para L. amazonensis, a mortalidade
encontrada na linhagem deficiente em eosinofilos também foi superior aquela encontrada em
BALB/c (fig. 27) e o nimero de lesdes ectdpicas também foi discretamente superior, neste caso,
sem diferenga estatistica (fig. 28).
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Figura 26 — Desenvolvimento da lesdo: Camundongos das linhagens mencionadas foram infectados com 2x10°
promastigotas de fase estacionaria de L. major no membro caudal esquerdo. O crescimento da lesdo foi medido semanalmente
até a oitava semana (A). O eixo y representa a média das diferencas entre a espessura das patas infectadas e ndo infectadas +
erro padrdo. Apods oito semanas de infecgdo os animais foram eutanasiados e as patas e bagos foram coletados e submetidos
ao protocolo de diluigdo limitante (B). Andlise estatistica feita pelo teste Mann Whitney, sendo * = P<0,05.
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Figura 27 — Curva de sobrevivéncia das diferentes linhagens de camundongos infectados ou ndo com L. major. Foi
observada maior mortalidade nos camundongos Adbl-GATAL infectados quando comparados aos BALB/c e C57BL/6.
Andlise estatistica feita pelo teste de Mann Whitney, sendo P<0,05.
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Figura 28 — Avaliagdo das metastases: O nimero de metastases observadas entre duas linhagens susceptiveis a L.
major. Os camundongos foram observados semanalmente e inspecionados para a presenca de nédulos ou lesdes
sugestivas de metastases nos membros, cauda, focinho, boca, orelhas e olhos. As barras representam a média do nimero
de lesdes ectopicas por grupo. Analise estatistica feita pelo teste de Mann-Whitney, (n=5).
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7 Discussao

O trabalho principal descrito no capitulo | evidenciou como a infestagdo prévia por
Rhipicephalus sanguineus foi capaz de modular a resposta imune de camundongos interferindo
do desenvolvimento da lesdo e da carga parasitaria. No entanto, antes de considerarmos 0s
resultados algumas condic¢des devem ser observadas.

Os resultados observados na figura 3 — A, sdo a compilacdo de trés experimentos independentes.
Nos trés experimentos, as condi¢des experimentais foram étimas: os carrapatos demoraram até
3 dias para iniciar a alimentacdo, se alimentaram por até 10 dias e as fémeas ingurgitadas se
desprenderam espontaneamente do hospedeiro. Nestes experimentos, 0 tempo maximo entre o
desprendimento das fémeas ingurgitadas e a infeccdo por L. major foi de até 12 horas. Em
alguns experimentos, nesse momento algumas fémeas quase totalmente ingurgitadas
precisaram ser removidas para que a infeccdo com L. major ocorresse com todos os animais do
grupo em condicdes experimentais semelhantes. Animais em que a ingurgitacdo no momento
da infeccdo fosse parcial ou ausente eram excluidos deste grupo experimental. Em todos 0s
experimentos 0 mesmo indculo foi usado para todos os animais, sempre utilizando uma cultura

de Leishmania major até a terceira passagem.

Por outro lado, alguns outros experimentos que ndo foram mostrados nesta tese, nédo
reproduziram bem o modelo observado, tendo o grupo infestado desenvolvido lesGes
semelhantes ou as vezes maiores que a do grupo nédo infestado. Em geral, nestes experimentos,
0s carrapatos ndo completavam o ingurgitamento, ou morriam por ressecamento durante a
alimentacdo. As causas desse problema ndo sdo completamente entendidas, mas acreditamos
que residuos de acaricidas utilizados no centro de bioterismo no periodo destes experimentos,
possam ser a causa da morte prematura dos carrapatos. Portanto, como as condicOes
experimentais em que estes experimentos ocorreram ndo foram otimas, estes dados ndo foram

considerados nas analises.

Vale ainda ressaltar que camundongos ndo séo hospedeiros naturais de R. sanguineus, o que
torna a alimentacdo neste hospedeiro dificultosa, tendo em vista que em varios experimentos o
primeiro grupo de carrapatos colocados nas cdmaras ndo se fixava e precisavam ser trocados.

Estes achados reforcam os resultados encontrados, e sugerem que é necessaria uma alimentacdo
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completa dos carrapatos em condigdes 6timas para que o efeito seja observado. De fato, o
trabalho de ANATRIELLO et al., 2010, mostrou que a saliva do carrapato varia muito a sua
composicao, de acordo com o tempo. A saliva liberada em diferentes momentos no hospedeiro,
varia muito sua composicao. 1sso pode explicar as diferencas em resultados, visto que os efeitos
gerados no hospedeiro, podem estar relacionados com os diferentes componentes da saliva
liberados no momento da infeccéo por L. major. Apesar das dificuldades na padronizagdo e na
manutengdo da homogeneidade dos grupos acreditamos que o fen6tipo mostrado representa a
historia natural da comorbidade, baseado em uma série de evidéncias que apresentaremos a
seguir. Mas principalmente pelo fato de que no cdo, estas infestacOes por carrapatos ocorrem
com um grande numero de parasitos, que completam o ciclo de alimentacdo no hospedeiro,
antes de se desprenderem. O que nos leva a acreditar que 0s experimentos com o ciclo completo
de alimentacdo de 10 dias, representa a melhor reproducdo experimental do que ocorre

naturalmente.

Sendo assim, nossos resultados demonstraram que camundongos C57BL/6, naturalmente
resistentes a infeccéo por L. major, apresentaram, apos a infestacao por carrapatos, um menor
espessamento da pata no decorrer da infecgdo. Interessantemente, o fenotipo observado nesta
linhagem se deu apds uma Unica infestacdo pelo carrapato, que finalizou logo antes da infeccéo
por L. major. O efeito desta infestacdo, no entanto, s6 pode ser notado a partir da quarta semana
apos a infeccdo, quando observamos um menor inchaco na pata (fig. 3). Inicialmente este
resultado sugere um efeito protetor da infestacdo no desenvolvimento da leséo. No entanto, a
carga parasitaria observada na 112 semana, periodo em que as lesdes eram equivalentes em

tamanho em ambos os grupos, foi significativamente maior no grupo infestado (fig. 7 - B).

O achado de lesdes menores com maior carga parasitaria foi relatado por outros (GLENNIE et
al., 2017). Um menor espessamento das patas pode ser um efeito sistémico da atividade da
saliva inoculada no dorso dos camundongos na migracédo de leucécitos para o local da infecgédo
por Leishmania major. De fato, a capacidade da saliva ou de componentes da saliva de R.
sanguineus em inibir a migracéo celular ja foi demonstrada (DERUAZ et al., 2008; OLIVEIRA
et al., 2008). Neste caso, também deve ser avaliado o nimero médio de amastigotas por célula
infectada, para testar a hipdtese de que em animais infestados ha menos células inflamatérias e
um ndmero maior de amastigotas por macréfago infectado. Estas hipOteses serdo testadas

posteriormente.
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Ao contrério de outros artrépodes, carrapatos precisam se fixar em seus hospedeiros por longos
periodos de tempo para completar o repasto sanguineo. Para se desvencilhar da resposta imune
do hospedeiro, estes artropodes evoluiram no sentido de produzir uma pletora de substancias
imunomoduladoras nas glandulas salivares (FRANCISCHETTI, 2009). A divulgacdo do
sialotranscriptoma de R. sanguineus revelou que em determinadas fases do periodo de
alimentacdo determinados transcritos s&o mais ou menos expressos (ANATRIELLO et al.,
2010). Isso sugere uma interacdo dinamica entre os componentes produzidos pela glandula
salivar e a resposta inflamatodria do hospedeiro.

Elevadas concentracdes de adenosina (~100uM) e PGE2 (~100nM) foram encontradas em
saliva de R. sanguineus e foram capazes modular a resposta de células dendriticas a agonistas
de receptores tipo-Toll in vitro (OLIVEIRA et al., 2011). A adenosina regula a funcdo do
sistema imune inato e adaptativo atraves da segmentacdo de praticamente todos os tipos de
células envolvidas na orquestracdo da resposta inflamatoria (HASKO; PACHER, 2007). Dos
quatro receptores de adenosina (Al, A2A, A2B, A3), os receptores A2A sdo 0s principais
envolvidos na imunossupressdo promovida pela adenosina e sdo expressos em diversos
leucocitos como monaocitos/macrofagos, células dendriticas, mastocitos, neutréfilos, células
endoteliais, eosinofilos, células epiteliais, bem como linfécitos, células NK e células NKT
(HASKO; PACHER, 2007; LINDEN, 2011; SHETH et al., 2014). Adenosina ainda exibe
atividade como um potente inibidor da agregacdo plagquetaria (CUSACK; HOURANI, 1981;
FUENTES et al., 2014). Com base nestes dados, tentamos reproduzir o efeito da infestacéo pela
administracdo de 5’-N-carboxiamidoadenosina (NECA), um agonista purinérgico com

afinidade para os receptores Al e A2 (fig. 16).

Conforme mostrado nos resultados, ndo obtivemos sucesso em reproduzir o fendtipo observado
no modelo, utilizando infestacdo ap0ds aplicacdo do agonista purinérgico. Acreditamos que
atuacdo do veiculo (DMSQO) como anti-inflamatoério, possa ter influenciado neste resultado
(ELISIA et al., 2016; SHIRLEY; STEWART; MIRELMAN, 1978). Usamos doses diarias de
DMSO 1,6% por via intramuscular ou subcutanea e observamos um aumento da lesdo na pata
a partir da 42 semana de infegdo. Doses menores tiveram efeito anti-inflamatorio in vivo e, in
vitro e doses semelhantes a que usamos induziram uma diminui¢do da producdo de citocinas
pro-inflamatorias além de inibir a polarizagdo de macréfagos, especialmente para o tipo M1,
reconhecidamente importante para eliminagdo do parasito (ELISIA et al., 2016). Acreditamos

que o efeito observado foi, portanto, uma interferéncia promovida pela acdo adversa do DMSO.
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Novos experimentos deverdo avaliar diferentes esquemas de administracdo do agonista na
tentativa de minimizar os efeitos do veiculo. Ainda assim, a dindmica do desenvolvimento do

parasito nestas circunstancias devera ser avaliada.

Na tentativa de reproduzir melhor o efeito da saliva do carrapato, desenhamos um experimento
em que uma dose de 1nmol de Adenosina era administrada juntamente com o in6culo de
metaciclicas na pata de camundongos C57BL/6 (fig. 16 — B). Observamos um discreto atraso
no desenvolvimento da leséo, corroborando resultados encontrados por outros utilizando
Leishmania braziliensis (DE ALMEIDA MARQUES-DA-SILVA et al., 2008). Embora este
resultado sugira que uma Unica dose de adenosina no momento da infeccdo seja capaz de
interferir no curso da doenca, novos ensaios deverdo demonstrar se a aplicacdo de adenosina
tem efeito sistémico e altera o curso da leishmaniose experimental da mesma forma que a
infestacdo por R. sanguineus. Se esta hipotese for verdadeira, serd uma forte evidéncia no
sentido de demonstrar o efeito imunomodulador sistémico da saliva. Ainda, novos
experimentos utilizando inibidores ndo seletivos de receptores purinérgicos devem ser usados

no contexto da infecgdo por Leishmania.

Embora seja razoavel propor que doses sistémicas de adenosina por periodos compativeis com
uma infestacdo por carrapatos teriam um efeito acumulativo na imunomodulagédo, algumas
consideracOes devem ser ponderadas. A meia-vida tecidual da adenosina é muito fugaz (TO;
LINDEN, 2001), embora tenha um efeito potente na modulacdo da resposta imune no local da
aplicacdo (COHEN; MOSSER, 2013; LINDEN, 2011). No entanto, esse efeito pode ser
limitado por doses altas e/ou prolongadas uma vez que 0s receptores A, estdo sujeitos a
dessensibilizacdo pelo agonista (MUNDELL; BENOVIC; KELLY, 1997; MUNDELL,;
KELLY, 2011). Este efeito foi demonstrado nos macréfagos nas figuras 18 e 19. No entanto,
observou-se um retorno a producdo de IL-10 nos macr6fagos estimulados pelo agonista apds
4h de dessensibilizacdo, que embora tenha ocorrido também com TNF-a, ndo atingiu neste,
niveis tdo elevados quanto o estimulo somente com LPS (fig. 19). Embora estes resultados
sugiram a dessensibilizacdo transitéria de macréfagos pelos agonistas purinérgicos, os dados
apresentados sdo insuficientes para concluir sobre este efeito e, portanto, novas réplicas deverdo

ser feitas.

Uma vez que o efeito derivado da infestacdo foi observado em nivel sistémico, avaliamos a

hipotese de que niveis séricos de IL-10 estariam elevados em camundongos infestados. Embora
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sem significancia estatistica, notamos niveis mais elevados de IL-10 no soro de camundongos
infestados com R. sanguineus na quinta semana apos a infecgdo (fig. 14). Os resultados sugerem
que este efeito foi derivado da infestacdo e ndo da infec¢do por L. major uma vez que 0 grupo
controle também apresentou niveis mais elevados. O efeito ndo foi observado na oitava semana,
no entanto, ambos os grupos infectados com Leishmania apresentaram niveis de IL-10
significativamente maiores que o controle, e similares aos camundongos naive. Estes resultados
sdo discordantes com outros resultados observados na literatura cientifica, sobretudo no que diz
respeito aos altos niveis séricos de IL-10 detectados pelo ELISA neste experimento
(JANKOVIC et al.,, 2007; LOUIS et al., 1998). Embora os grupos, infestado e controle,
apresentem de fato maiores densidades éticas detectadas no ELISA, novos experimentos serdo

realizados para avaliar a real concentracéo de IL-10 sérica nestes animais.

Por fim, avaliamos os niveis séricos de imunoglobulinas anti-Leishmania no soro dos animais
experimentais. Como esperado, camundongos BALB/c apresentaram maiores titulos
especificos de IgG total anti-Leishmania que camundongos C57BL/6 oito semanas apos a
infeccdo. Nao foi observada nesta linhagem diferencas entre os grupos infestados e néo
infestados. Por outro lado, camundongos C57BL/6 previamente infestados por R. sanguineus
apresentaram titulos de IgG menores que o grupo no infestado (fig. 10). E importante salientar
que essas diferencas foram observadas oito semanas apds o fim da infestacdo por R. sanguineus,

mostrando uma notavel consequéncia da infestacédo a longo prazo.

Este achado é especialmente importante, pois levanta a hipotese de que cdes infestados de
carrapatos poderiam ter uma elevada reducédo dos niveis séricos de imunoglobulinas a ponto de
serem indetectaveis em testes sorologicos. Uma vez que cdes de areas endémicas sdo
frequentemente parasitados por carrapatos, acreditamos que esta hipdtese traz sérias reflexdes
do ponto de vista da saude publica e devera ser cuidadosamente avaliada em futuros projetos.
Interessantemente, dois trabalhos ndo encontraram correlacdo entre a infestacdo por
Rhipicephalus sanguineus e a sorologia positiva para Leishmania infantum (PAZ et al., 2010,
2013).

Quando avaliadas as subclasses de 1gG especificas nestes animais observamos titulos
significativamente menores de 1gG1 e IgG2b. Estudos mostraram que no modelo BALB/c e
C57BL/6 um predominio de 1gG1 sobre IgG2a se correlaciona com o desenvolvimento da

doenca, ao passo que uma alta relagdo 19G2a/lgG1 se correlaciona com menor susceptibilidade
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a L. major (EBRAHIMPOOR; PAKZAD; AJDARY, 2013). Isso se deve ao fato de que a
producédo de IgG1 é regulada por citocinas do tipo Tu2 (IL-4 e IL-10), ao passo que a sintese
das subclasses 1gG2a e 1gG2c é regulada por citocinas do perfil Tl (IFN-y e IL-
12)(VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014).

Interessantemente, os niveis séricos de 1gG2b foram consistentemente menores no grupo
infestado apos oito semanas de infec¢do. Ha evidéncias de que o switching para essa classe €
mediado por TGF-B (DEENICK; HASBOLD; HODGKIN, 1999; VIDARSSON; DEKKERS;
RISPENS, 2014), embora tenha sido demonstrado que células de linfonodo de camundongos
C3H/HeJ previamente infestados com R. sanguineus, estimuladas com ConA produziram
grandes quantidades (2ng/mL) de TGF-f (FERREIRA; SILVA, 1999). Por outro lado, foi
relatado que adenosina é importante na geracdo de subclasses de 1gG (SCHENA et al., 2013).
Futuros experimentos devem avaliar o potencial da saliva de R. sanguineus em modular a

mudanca de classe de imunoglobulinas.

Podemos concluir que a infestacdo por R. sanguineus modulou a resposta imune do hospedeiro
o deixando mais susceptivel a infec¢éo por L. major. Este achado corrobora resultados prévios
gue demonstram a capacidade de R. sanguineus em modular a resposta imune de camundongos
para um perfil Tw2, aléem de promover a auséncia de uma resposta de hipersensibilidade tardia
em cées e camundongos (FERREIRA; SILVA, 1999). Saliva de R. sanguineus também é capaz
de interferir na maturacéo e migracdo de células dendriticas, reduzindo a producao de IL-12 por
essas células, inibindo ainda a produgdo de citocinas pro inflamatorias como o TNF-a e IL-12
por macrofagos derivados de medula-6ssea, além de induzir uma maior producao de 1L-10
(CAVASSANI et al, 2005; OLIVEIRA et al., 2011). Estes achados também foram
corroborados por outros (FERREIRA et al., 2003; OLIVEIRA et al, 2008; SZABO;
BECHARA, 1999). Porém, ndo foi possivel elucidar os mecanismos que permeiam essa

imunomodulacao.

O potencial imunomodulador da saliva de R. sanguineus ja foi demonstrado em trabalhos
prévios, brevemente discutidos na introducdo. Um elegante trabalho de Deruaz e colaboradores
(2008), demonstrou a atividade anti-inflamatoria de evasina-1 e evasina-3, proteinas ligantes
de quimiocinas (CHBPs), presente na saliva de R. sanguineus. A administragcdo de evasina-1

ou evasina-3 recombinante foi capaz de inibir a migracdo celular em modelos murinos de
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resposta Tnl e Tw2, psoriase, lesdo pulmonar por bleomicina e artrite induzida por antigenos
(DERUAZ et al., 2008). Este potencial foi corroborado por outros trabalhos (BONVIN;
POWER; PROUDFOOT, 2016; DERUAZ et al., 2013).

Evasina-1 € um ligante seletivo de CCL3, CCL4 e CCL18 (BONVIN; POWER;
PROUDFOOT, 2016; DERUAZ et al., 2008). Interessantemente, camundongos C57BL/6
tratados com evasina-1 previamente a infecgdo por L. major apresentaram uma menor producdo
de 1gG1 e 1gG2b anti-leishmania, e carga parasitaria discretamente superior ao seu grupo
controle (CHARMOY et al., 2010). Vale salientar que, embora ndo haja uma estimativa da
concentracdo de evasinas na saliva de R. sanguineus, ha evidéncias de transcritos tanto de
evasina-1 quanto evasina-3 na glandula salivar deste carrapato durante toda a sua fase de
alimentacdo (ANATRIELLO et al., 2010). Portanto, € provavel que o fendtipo observado pelo
nosso grupo seja decorrente da acdo das evasinas salivares. Novos experimentos serdo

delineados para avaliar esta hipétese.

Considerando o fato de que infestacdes por carrapatos sdo frequentes em cdes, sobretudo
aqueles provenientes de areas pouco assistidas por politicas publicas, e com base nos nossos
resultados, hipotetizamos que estas infestacdes podem interferir no desenvolvimento dos sinais
clinicos da doenga, propiciando o aparecimento de animais assintomaticos ndo detectaveis
pelos testes sorologicos e interferindo na eficadcia das vacinas comerciais amplamente

administradas em populacdes caninas urbanas.

Com isso, as infestagcdes por carrapato ganham grande relevancia na discussdo das estratégias
de controle. Se nossa hipotese for verdadeira, populacdes caninas infectadas com Leishmania
e infestadas por carrapatos, e possivelmente outros ectoparasitos, sdo subdiagnosticadas em
inquéritos epidemiol6gicos, com o agravante de que possivelmente estes animais alberguem
em sua pele um grande numero de parasitos. Corrobora com esta hipdtese a baixa correlacédo
encontrada entre a positividade na sorologia para Leishmania e a presenca de carrapatos em
caes (PAZ et al., 2013). Novos experimentos serdo desenvolvidos para avaliar a validade desta

hipdtese.

Em relacdo & coinfestagdo com Ascaris lumbricoides, os resultados preliminares néo

evidenciaram diferencas no perfil de susceptibilidade a infeccdo por L. major. No entanto,
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novos experimentos serdo delineados para avaliar o desenvolvimento das lesdes com apenas

uma infeccdo de A. lumbricoides, e também no modelo C57BL/6.

Uma caracteristica em comum e amplamente reconhecida entre as parasitoses intestinais
causadas por helmintos e infestagBes por carrapatos, € um aumento do nimero total de
eosinofilos circulantes. Este aumento se correlaciona com niveis séricos elevados de IL-5, uma
citocina relacionada a resposta TH2 (SANDERSON, 1992). Embora os aspectos da resposta do
tipo 2 seja bem estudada no contexto da leishmaniose, o papel dos eosin6filos no curso da
doenca ainda ndo é totalmente esclarecido.

Camundongos Adbl-GATAL apresentam uma dupla delecdo no sitio de alta afinidade para o
promotor GATAL, o que induz uma deficiéncia na maturacdo de eosinofilos, resultando na
auséncia de eosinofilos circulantes (YU et al., 2002). Essa linhagem tem sido constantemente
utilizada em estudos funcionais de eosindfilos e processos alérgicos, porém nunca estudada no
contexto da leishmaniose. No capitulo 111 descrevemos os resultados referentes a infeccao

experimental dessa linhagem com duas espécies de Leishmania.

Observamos que embora o desenvolvimento da lesdo seja similar ao seu background (BALB/c),
camundongos deficientes em eosinofilos infectados com L. amazonensis apresentaram
metéstases precocemente e nimeros maiores de metastases em diferentes regifes anatémicas.
Ainda, a taxa de mortalidade por esta linhagem foi maior, quando comparada a camundongos
BALB/c. Um padrdo similar foi observado nas diferentes linhagens infectadas com L. major,

embora a diferenca no niamero e distribuicdo das metastases seja menos evidente neste modelo.

Os eosinofilos estdo presentes na reacdo inflamatoria inicial apds a infeccdo com parasitas de
Leishmania e seu papel no desenvolvimento de lesdes ou sua capacidade de interferir na
resposta imune nao foi estudado de forma satisfatéria (BELKAID et al., 2000a, 2000b). De
fato, os eosindfilos também sdo encontrados nos ganglios linfaticos durante a leishmaniose
tegumentar murina e humana (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2010). Além disso, 0s
eosinéfilos foram considerados exclusivamente células efetoras por um longo tempo e novos
dados indicam que esta célula pode influenciar a resposta imune adaptativa através da secrecéo
de citocinas ou pela capacidade de apresentar antigeno (CHU et al., 2014; RAVIN; LOY, 2015;
ROTHENBERG; HOGAN, 2006).
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A importancia das lesbes metastaticas observadas no desenvolvimento da doenga é
provavelmente maior do que o mostrado, ja que os camundongos com um maior nimero de
lesBes metastaticas morreram primeiro, comecando na décima quarta semana, tornando parcial
qualquer anélise do nimero de lesGes ectopicas apds a décima terceira semana. No entanto, as
lesBes metastaticas ndo eram uma caracteristica exclusiva de camundongos com auséncia de
eosinofilos, ja que se nddulos similares foram observados em camundongos BALB/c. A
avaliacdo das metéstases foi interrompida na 132 semana, uma vez que 0S primeiros
camundongos morreram nesta semana. Curiosamente, 0S membros eram mais propensos a ter
lesBes ectdpicas, seguidas pelo plano nasal e orelhas. Interessantemente, as primeiras lesdes

apareceram na perna contralateral ou nos membros anteriores.

Os eosinofilos foram associados a um menor grau de metastase em alguns tipos de cancer,
embora seu papel no controle de metastases de cancer ainda seja especulativo (IKUTANI et al.,
2012; LEIGHTON et al., 1996; OHASHI et al., 2000). No granuloma esquistossomatico,
eosindfilos compdem até 50% das células no granuloma. No entanto, um estudo em
AdblGATA-1 ndo mostrou impacto na carga de vermes, na deposi¢do de ovos ou na formacao

de granulomas além da deplecao de eosinéfilos em si (SWARTZ et al., 2006).

Outra explicacdo possivel é que os eosindfilos podem secretar proteases de tecido que podem
permitir que as células migrem do tecido infectado (GROBLEWSKA et al., 2012). De fato, a
MMP-9 ¢é secretada por eosinofilos e pode dividir o colageno 1V, que esté associado a lamina
basal promovendo a adeséo das células a matriz extracelular (NAGASE, 1999). Ainda, ndo se
pode excluir que o resultado observado ndo seja, de fato, devido a falta de eosinofilos, uma vez
que camundongos AdblIGATA-1 demonstraram ter deficiéncias na sobrevivéncia de basofilos
e possivelmente em outras células (MAJEWSKI et al., 2006; NEI et al., 2013; SUGIYAMA et
al., 2008). Além disso, € possivel que a presenca de eosin6filos no local da infec¢do seja apenas
devido & secrecdo de IL-5 e IL-4 pelas células Th2 (COLLINS, 1995; MOCHIZUKI et al.,
1998).

Embora os resultados sejam sugestivos de um padrdo, novos experimentos deverdo ser
delineados para a melhor avaliagéo da resposta desta linhagem contra as espécies de Leishmania
citadas. Ainda sera determinado o desenvolvimento de lesdes causadas por L. braziliensis nesta

linhagem.
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8 Conclusoes e Perspectivas

Podemos concluir que a infestacdo por Rhipicephalus sanguineus interfere no curso da doenga
e nos parametros imunolégicos de camundongos resistentes a infec¢do por Leishmania major.
Este trabalho é uma prova de conceito que demonstra a influéncia da infestacdo por carrapatos
no desenvolvimento da leishmaniose no hospedeiro. O mecanismo pelo qual essa interferéncia
ocorre ndo pdde ser determinado devido a inumeras dificuldades na reproducdo do modelo.
Novos experimentos devem ser delineados para avaliar se o padrao observado em camundongos
se repete em cdes em condicBes proximas da infeccdo natural. Se a observacao se repetir sera
de grande impacto para clinicos veterinarios e mesmo para a vigilancia epidemioldgica, pois
influenciara diretamente no diagndstico de cdes infectados por Leishmania infantum. Novos
experimentos deverdo ser delineados para avaliar se a infeccdo prévia por helmintos é capaz de

interferir no curso da leishmaniose.

Eosinofilos aparentemente estdo relacionados a resisténcia contra a infeccdo por Leishmania
major ou L. amazonensis. No entanto, novos experimentos deverdo avaliar o papel dos
eosindfilos na infeccdo por Leishmania em modelos de resisténcia (com o background

C57BL/6) usando preferencialmente a infecdo “natural”, com flebotomineos.
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