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INVESTIGAGAO DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA DE RECEPTORES
TIPO TOLL E CITOCINAS INFLAMATORIAS NO ENCEFALO E NO BAGO
DE CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) € uma doencga parasitaria que
apresenta distribuicdo mundial e que pode afetar homens e animais, sendo que
0 cao é considerado o principal hospedeiro da doenca. Caes infectados pelo
parasito Leishmania podem apresentar-se assintomaticos ou com desordens
generalizadas, incluindo alteragbes neurolégicas. Existem alguns relatos do
acometimento do encéfalo durante a infecgdo, mas a neuropatogenia da doenga
nao foi completamente elucidada. Ha evidéncias do comprometimento das
barreiras encefalicas e da presenca do DNA do parasito no encéfalo. Os
receptores tipo Toll (TLRs) s&o sensores do sistema imune inato capazes de
detectar padrbes moleculares associados aos patogenos (PAMPs),
desencadeando uma resposta inflamatérias com produgdo de diversos
mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar o perfil de expressao génica dos Tolls 1-10, assim como a
producéo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IFN-y, IL-18 e IL-6 no encéfalo e
no bago de cdes com leishmaniose visceral. No bagco houve aumento de
expressdo génica de TLR-5 e TLR-9, enquanto no encéfalo houve aumento de
TLR-4 em uma pequena populagéo de caes infectados. Em relagdo as citocinas,
todas as citocinas foram detectadas nos dois tecidos avaliados, com excessao
de IL-6. Nos cées infectados, TNF-a e IL-13 estavam presentes em maiores
concentracdes no encéfalo e no baco, respectivamente. Este estudo fornece
suporte para explicar o envolvimento de TLRs na LV e nossos dados confirmam

o envolvimento encefalico durante a doenca.

Palavras-Chave: inflamacgao, Leishmania infantum, sistema nervoso central



INVESTIGATION OF THE GENE EXPRESSION PROFILE OF TOLL-LIKE
RECEPTORS AND INFLAMMATORY CYTOKINES IN THE BRAIN AND IN
THE SPLEEN OF DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY - Visceral leishmaniasis (VL) is a parasitic disease that
presents world distribution, affecting humans and animals. Dogs are considered
the main hosts of the disease. Infected dogs with the Leishmania parasite can be
asymptomatic or present generalized disorders, including neurological
alterations. There are some reports of brain commitment during infection.
Nevertheless, neuropathogenesis of VL is not completely elucidated. There are
evidences of brain barriers breakdown and of the presence of Leishmania DNA
in the brain. Toll-like receptors (TLRs) are innate immune sensors capable of
detecting pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), trigger an
inflammatory response with production of several inflammatory mediators,
including cytokines. Therefore, the aim of this study was to evaluate gene
expression profile of TLRs1-10, along with the production of proinflammatory
cytokines in both brain and spleen in dogs with VL. In spleen there was an up-
regulation of TLR-5 and TLR-9 while in the brain there was up-regulation of TLR-
4 in a few number of infected animals. Regarding cytokines, all cytokines were
detected in both tissues, except IL-6. In the infected dogs, TNF-a and IL-13 were
present at higher concentrations in the brain and spleen, respectively. This study
provides support to explain the involvement of TLRs in VL and our data confirm

the brain as an affected organ in this disease.

Keywords: central nervous system, inflammation, Leishmania infantum
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A leishmaniose € uma doenca causada por mais de 20 espécies do
protozoario do género Leishmania (familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida), que s&o transmitidas por cerca de 30 espécies de mosquitos
flebotomineos e é classificada em duas principais formas: leishmaniose cutanea
e leishmaniose visceral (LV). A LV € uma antropozoonose causada pelo parasito
Leishmania donovani na Asia e na Africa e por Leishmania infantum (= L.
chagasi) na regido do Mediterraneo e nas Américas, incluindo o Brasil (ALVAR
et al., 2004; BANETH et al., 2008; LUKES et al., 2007; MAURICIO et al., 2000).

No Brasil, o cédo é considerado o principal hospedeiro urbano do parasito
L. infantum. A apresentagao clinica da LV pode variar de cdes assintomaticos a
manifestacbes crénicas e sistémicas, caracterizadas por anemia, perda
progressiva de peso, anorexia, letargia, dermatopatias, hepatomegalia,
esplenomegalia, lesdes oculares, alteragdes renais e desordens do sistema
cardiovascular e respiratorio (BLAVIER et al., 2001; CIARAMELLA et al., 1997;
GRANO et al., 2016; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2017; REIS et al., 2009;
SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Embora haja diversos relatos de lesdes sistémicas em cdes com LV
(KOUTINAS; KOUTINAS, 2014), existe um numero limitado de estudos
descrevendo as alteragbes no sistema nervoso central (SNC). De fato, ndo é
comum a presencga de sinais clinicos neurolégicos em caes com LV. De uma
populacdo de 215 cdes de Aracgatuba-SP, avaliada no periodo de janeiro a
novembro do ano de 1999, apenas 4% apresentaram sinais clinicos
neurologicos, caracterizados por paraparesia e paraplegia (FEITOSA et al.,
2000). Em um estudo mais recente, casos de cées provenientes de uma area da

Italia foram avaliados retrospectivamente no periodo de 2010 a 2015. De 54 cées
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com leishmaniose, 10 cées apresentaram sinais clinicos neurolégicos, como
andar em circulos, head tilt, auséncia de alguns reflexos neurdlogicos no exame
fisico, paresia, deficits de propriocepgao, dor cervical, tetraparesia, estrabismo
(GIANNUZZ| et al., 2017)

Além dos sinais clinicos neurolégicos em caes com LV, foram descritos a
deposicdo de antigenos e imunoglobulinas (GARCIA-ALONSO et al., 1996) e
existem relatos da detecgédo do parasito no SNC (OLIVEIRA et al., 2017) em
meninges (VINUELAS et al., 2001), plexo coroide (MARQUEZ et a., 2013; NIETO
et al., 1996), medula espinhal e parénquima cerebral (MARQUEZ et al., 2013).
Além disso, a detec¢cado do DNA de Leishmania também foi relatada no encéfalo
(CARDINOT et al., 2016; GRANO et al., 2014; MELO et al., 2015a; OLIVEIRA et
al., 2017) e, particularmente, no liquido cefalorraquidiano (GIANNUZZI et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2017) e na medula espinhal (OLIVEIRA et al., 2017) de
caes infectados. Por outro lado, outros autores ndo detectaram a presenca do
parasito integro no encéfalo (GRANO et al., 2016; IKEDA et al., 2007; MELO;
MACHADO, 2009; 2011; MELO et al., 2015a).

O encéfalo é considerado um 6rgéo imunoprivilegiado, o que dificulta a
entrada do parasito, de células inflamatodrias e de proteinas neste tecido. Em
condigdes normais, ele é protegido da corrente sanguinea por meio de algumas
barreiras. A barreira hemato-encefalica (BHE), localizada no endotélio dos vasos
sanguineos cerebrais € composta por células endoteliais que apresentam
jungdes intercelulares do tipo oclusivas (“tight junctions”), com auséncia de
fenestragdes intercelulares (PERSIDSKY et al., 2006; SAUNDERS et al., 2008;
WOLBURG; LIPPOLDT, 2002). Os pericitos, a membrana basal, os pediculos
dos astrécitos e alguns terminais axénicos sdo outros componentes que formam
a BHE (SAUNDERS et al., 2012). Outra barreira presente no SNC é a barreira
hemato-liquérica (BHL), que esta presente no epitélio do plexo coroide
(DZIEGIELEWSKA et al., 2001).

O comprometimento da BHE ja foi relatada em cées com LV (MELO et al.,
2015b), o que possibilitaria a entrada de algumas substancias e células no SNC.

A presenga de enzimas do grupo das metaloproteinases da matriz, a deposi¢cao
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de antigenos e imunoglobulinas, assim como a presenca de infiltrado de células
inflamatorias no plexo coroide, area periventricular e leptomeninges e a ativagéo
de células da glia ja foram relatados em caes infectados. Além disso, meningite,
coroidite, ativacdo das células gliais e altera¢cdes degenerativas de neurbnios
também ja foram descritas em cdes com VL (GARCIA-ALONSO et al., 1996;
GRANO et al., 2016; IKEDA et al., 2007; MACHADO et al., 2010; MELO;
MACHADO, 2011; MELO et al., 2009, 2013, 2015a).

Em estudo anterior nds propusemos duas hipoteses para explicar a
neuroinflamagé&o em caes com LV. A primeira seria diretamente relacionada a
entrada do parasito no encéfalo, o que estimularia o desenvolvimento da
inflamacado local. Posteriormente, o parasito poderia ser destruido, por
mecanismos ainda desconhecidos, o que dificultaria sua detecgao nesse tecido.
A segunda hipdtese estaria relacionada aos estimulos periféricos, como
mediadores inflamatdrios, que poderiam chegar ao SNC, desencadeando a
inflamagéao (MELO et al., 2015a)

2 RECEPTORES TIPO TOLL EM CAES COM LV

O sistema imune inato apresenta um mecanismo de detecg¢ao especifico
para microorganismos por meio de receptores de reconhecimento padréo
(PRRs), que reconhecem padrbées moleculares associados a patogenos
(PAMPs) (MEDZHITOV, 2007). Esses receptores podem ser expressos na
superficie celular, em compartimentos intracelulares, ou secretados no sangue
e fluidos teciduais (MEDZHITOV et al., 1997). As principais fungbes dos PRRs
incluem opsonizagédo, ativagcdo do complemento e coagulagédo, fagocitose,
ativacdo de mecanismo de sinalizagao pré-inflamagao e inducdo da apoptose
(JANEWAY; MEDZITHOV, 2002).

Os receptores tipo Toll (TLRs) sdo PRRs que atuam no reconhecimento

de estruturas microbianas e induzem resposta adaptativa e inflamatéria (TUON
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et al.,, 2008). Cada um dos TLRs detectam moléculas distintas de virus,
bactérias, fungos e parasitos (KAWAI; AKIRA, 2011). Até hoje, foram
identificados 13 TLRs distintos nos mamiferos em geral, que apresentam
especificidade para diferentes patdgenos e que estimulam a produgdo de
diferentes citocinas (JANSSENS; BEYAERT, 2003). Como revisado por Faria et
al. (2012), os TLRs podem ser divididos em extracelulares (TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10
e 11) ou intracelulares (TLRs 3, 7, 8, 9 e 13), reconhecendo grupos especificos
de ligantes na superficie celular ou no compartimento endossomal,
respectivamente.

O parasito L. infantum é um patogeno intracelular capaz de estimular o
sistema imune inato por meio de diferentes PAMPs, dependendo de seu estagio
no ciclo de vida. Glicoinositol-fosfolipideos (GIPLs), lipofosfoglicanos (LPG),
glicoproteina gp63 e o DNA do protozoario sdo potenciais moléculas de
Leishmania que se ligam em alguns TLRs de hospedeiros vertebrados (TUON
et al., 2008). Além disso, TLRs também podem ser estimulados por proteinas
derivadas do hospedeiro, como proteinas do choque térmico (“heat shock
proteins”) e fragmentos de fibronectina (AKIRA et al., 2001).

Apoés o reconhecimento dos PAMPs, TLRs sinalizam ativando cascata
que leva a fosforilagdo de IkB, liberando NF-kB (DIDONATO et al., 1996;
GHOSH; KARIN, 2002). A ativagdo de NFkB é mediada por moléculas
adaptadoras, sendo a mais comum denominada de MyD88. Um outro
mecanismo seria o recrutamento de TRIF, que transmite sinalizagao levando a
ativacédo de IRF3 ou pode também induzir a ativagdo de NFkB. TLR-3 é o unico
TLR que atua exclusivamente pelo mecanismo de ativagao de TRIF, enquanto
os TLRs 1, 2, 5,6, 7, 8,9 e 10 sao restritos a via de ativagdo de MyD88 e o TLR-
4 atua por ambos mecanismos (OSPELT; GAY, 2010; SHASTRI et al., 2013).

A ativacao do fator de transcricdo NF-kB induz a producéo de citocinas
inflamatorias, como o TNF-q, interferon tipo 1, interleucina 12 (IL-12),
quimiocinas, moléculas de ades&o e moléculas co-estimulatorias (GALLEGO et
al., 2011; MEDZHITOV, 2001). A produgado de citocinas e quimiocinas ja foi

descrita na LV canina em diversos 6rgéos, incluindo o SNC (BARBOSA et al.,
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2011; MELO el al., 2013; 2015a; PANARO et al., 2009; SANTOS-GOMES et al.,
2002).

Até o presente, ha poucos estudos na literatura direcionados a
investigacéo dos TLRs na LV canina, sendo que a maioria dos estudos focam os
TLRs 2, 4 e 9, especialmente em células mononucleares do sangue periférico
(MELO et al., 2014a), jejuno e colon (FIGUEIREDO et al., 2013), pele, figado
(HOSEIN et al., 2015), bacgo, linfonodos (HOSEIN et al., 2015; MELO et al.,
2014b) e enceéfalo (MELO et al., 2014b). Outros estudos também foram
realizados com L. donovani e L. major (FLANDIN et al., 2006; KROPF et al.,
2004; KUMAR et al., 2017), sendo que Flandin et al. (2006) verificaram que o
TLR-3 também apresenta uma papel no reconhecimento do parasito.

Os TLRs sao descritos por existirem e atuarem em dimeros no
reconhecimento de PAMPs, conforme revisao feita por Ospelt e Gay (2010). Por
exemplo, a sinalizagdo do TLR-2 ocorre por meio da formagéo de heterodimeros
como TLR-1, TLR-6 ou TLR-10. O TLR-5 pode atuar como homodimero ou pode
formar heterodimero com o TLR-4. Nao esta esclarecido se os TLR-3 e TLR7-9
também requerem multimerizacao para ativar a cadeia de transducio. Para TLR-
9, existem evidéncias de efeito alostérico (LATZ et al., 2007). Deste modo, o
estudo do perfil dos receptores tipo Toll é necessario, ja que a resposta imune
contra o parasito Leishmania pode envolver a cooperagdo entre multiplos
receptores.

O TLR-2 é um dos receptores com maior numero de ligantes. Na formacéo
do heterodimero de TLR-1/2, os dois TLRs atuam em conjunto no
reconhecimento de lipopeptideos triacetilados, presentes principalmente em
bactérias como Mycobacterium tuberculosis or Borrelia burgdorferi
(ALEXOPOULOU et al., 2002; TAKEUCHI et al., 2002;). O complexo TLR6/2
reconhece lipopeptideos diacetilados (OZINSKY et al., 2000). Além disso, outras
substancias como acido lipoteicoico e peptidoglicanos, assim como o0 zimosan,
presentes em bactérias e micobactérias, respectivamente, foram relatados por
também induzir a ativagdo de TLR-2 (OZINSKY et al., 2000; SCHWANDNER et
al.,, 1999; UNDERHILL et al., 1999). A ativacdo de TLR-2 ja foi relatada em
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infeccbes parasitarias como Trypanosoma cruzi or Schistosoma mansoni por
meio do reconhecimento de proteinas dos parasitos (CAMPOS et al., 2001;
OUAISSI et al., 2002; VAN DER KLEIJ et al., 2002).

3 RECEPTORES TIPO TOLL E CITOCINAS NO SNC

No SNC de humanos e camundongos, a microglia expressa mRNA para
os TLR 1-9 (OLSON; MILLER, 2004), enquanto oligodendrécitos expressam
MRNA para TLRs 2 e 3 (BSIBSI et al., 2002). Os neurénios tém sido relatados
por expressarem TLRs intracelulares, como o TLR-3, TLR-7, TLR-8 e TLR-9
(WADACHI; HARGREAVES, 2006; TANG et al., 2007). Ja os astrécitos
expressam um perfil de TLR limitado, considerando que n&o sao ceélulas
classicas do sistema imune, baseado em sua origem ectodérmica, mas se
necessario, contribuem para a inflamagéo (RAJAGOPAL et al., 2007).

Em projeto recente nés avaliamos a expressao génica dos TLRs 2,4 e 9
no SNC (encéfalo e plexo coroide) e também no sistema periférico (linfonodos e
baco) de cdes com LV. Neste trabalho observamos que a expressédo génica
desses receptores variou de acordo com o tipo de tecido avaliado, mostrando
que a resposta immune na LV & compartimentalizada. Particularmente no
encéfalo, foi detectada tendéncia de aumento de TLR-2 e, no plexo coroide,
houve aumento de TLR-2 e TLR-9 em cées infectados, indicando um papel
desses TLRs na neuropatogenia da doenca (MELO et al., 2014b).

As vias de sinalizagdo por meio de TLRs resultam na produgédo de
citocinas inflamatdrias, quimiocinas, moléculas de adesdo e moléculas co-
estimulatérias (OSPELT; GAY, 2010). As células da micréglia sdo o centro da
regulagdo inata da resposta inflamatéria do SNC e os TLRs controlam a geragao
da maioria dos mediadores inflamatorios produzidos pela ativagdo da micréglia
(STREIT et al., 2005). Apos ativagao induzida pelos PAMps, a microglia tem

capacidade de estimular a produgao de citocinas pré-inflamatoérias, como IL-6 e
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TNF-a (LEHNARDT, 2010; SUH et al.,, 2009). Mesmo se a BHE nao for
comprometida, a microglia pode ser ativada em infecgbes sistémicas, o que
sugere que PAMPs sao capazes de cruzar a BHE ou de ativar a microglia em
orgaos circunventriculares. Além disso, macrofagos e citocinas do sistema imune
periférico também s&o capazes de cruzar a BHE, interceptando patdégenos
invasores e também microglias ativadas (BAKER et al., 2010).

A estimulacdo de migroglia de camundongos com TLRs agonistas
levaram a secregao de citocinas incluindo IFN-a, IFN-(3, IL-1p3, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-18, TNF-a e 6xido nitrico (OLSON; MILLER, 2004). Jack et al. (2005) em
estudo com ativagdo da microglia verificaram que TLR-3 induziu intensa resposta
pré-inflamatéria, com a secrecao de citocinas como IL-12, TNF-q, IL-6, IL-10 e
IFN-B, enquanto em resposta mediada por TLR-2 houve secre¢ao de IL-6 e IL-
1B, sugerindo que a resposta imune inata pode variar no SNC de acordo com os
receptores envolvidos.

Na leishmaniose, as células do sistema fagocitario mononuclear
infectadas pelo parasito agem como células apresentadoras de antigeno,
ativando linfocitos T CD4+, o que resulta em resposta imune do tipo Th1 (“T
helper 17) ou Th2 (“T helper 2”). Caes infectados pelo parasito e clinicamente
saudaveis apresentam predominio de resposta imune do tipo Th1. Esta resposta
€ mediada pelas citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a, ao contrario do observado em
cées infectados sintomaticos, em que ha resposta do tipo Th2, principalmente
pela produgdo de IL-4, IL-10 e TGF-B (BARBIERI, 2006; REIS et al., 2009;
SOLANO-GALLEGO et al., 2011; STRAUSS-AYALI et al., 2005).

Em estudo anterior foram avaliadas algumas citocinas com atividade pré
e anti-inflamatérias no encéfalo de cades com LV por meio de RT-gPCR. Os
resultados mostraram maior expressao génica de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-1B, IL-6, IFN-y e TNF-a (MELO et al., 2013), o que sugere que a
producao dessas citocinas no SNC poderia contribuir para explicar as lesées
inflamatorias previamente relatadas na literatura.

Frente a necessidade de investigar os mecanismos envolvidos na

ocorréncia do processo inflamatério encefalico observado previamente em caes
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com leishmaniose visceral, bem como de esclarecer a patogenia da doenga no
SNC, propomos avaliar os sensores do sistema imune inato relacionados ao
reconhecimento de antigenos do parasito, por meio da investigagao do perfil de
TLRs, bem como avaliar a producdo de citocinas proé-inflamatoérias no encéfalo

de caes infectados naturalmente por L. infantum.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos Gerais

Investigar o perfil génico de receptores tipo Toll e produgao de citocinas
no SNC (representado pelo encéfalo) e na periferia (representada aqui pelo

baco) em caes com leishmaniose visceral.

4.2 Objetivos Especificos

Os objetivos deste estudo foram:

e Avaliar a expressao génica dos TLRs 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 e 10 no
encéfalo e no bago de caes com LV.

e Detectar e quantificar as citocinas: IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y no
encéfalo e no bago de caes com LV.

¢ Avaliar a carga parasitaria de Leishmania spp. no encéfalo e no bago de
cades com LV.

e Correlacionar o perfil de receptores tipo Toll com a carga parasitaria de
Leishmania no encéfalo e no baco.

e Correlacionar o perfil de receptores tipo Toll com o estagiamento clinico

dos animais.
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e Correlacionar os receptores tipo Toll e a produgao de citocinas no
encéfalo e no baco.

¢ Caracterizar as lesdes inflamatérias encefalicas em caes com LV.

¢ Correlacionar a intensidade das lesdes inflamatorias encefalicas com a
expressao dos receptores tipo Toll, com a produgdo de citocinas e com o

estagiamento clinico dos animais.
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