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INVESTIGACAO DE FATORES PRO-INFLAMATORIOS EM PLEXO
COROIDE DE CAES COM LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca que causa
manifestacbes clinicas variadas em cées, incluindo alteracdes neuroldgicas,
entretanto, existem poucos relatos que caracterizam as lesdes observadas e que
contribuem para elucidar a patogenia da forma neurolégica da LV. O plexo
coroide (PC) forma uma importante interface entre o liquor e o sistema periférico
vascular, e € uma estrutura com potencial para permitir a passagem de células
inflamatdrias no sistema nervoso central além de servir como fonte de
mediadores inflamatoérios. O objetivo deste estudo foi avaliar as lesGes
encefalicas incluindo o PC em cdes com LV e avaliar a possivel participacao do
PC como estrutura produtora de mediadores pro-inflamatérios como citocinas
(IL-1B, IL-6, INF-y, TNF-a) e quimiocinas (CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL-10), e
disfuncéo da barreira hematoencefalica (BHE) através da presenca de albumina,
anticorpo anti- Leishmania no liquor e também pelo quociente de albumina o que
poderia facilitar a passagem de células imunes e contribuir para as alteracées
inflamatdrias encefalicas. Foi observado infiltrado inflamatério variando de leve
a acentuado principalmente em PC e meninges. Aumento na expressao génica
de CCL-5 e tendéncia no aumento da CXCL-10 em PC de caes infectados.
Presenca de formas amastigotas e DNA de Leishmania no PC, além de
anticorpos anti-Leishmania e albumina no liquor de caes com LV. Esses
resultados indicam que ha disfuncdo da BHE em cées com LV e que a CCL-5
poderia ser produzida pelo PC, por outro lado, esse tecido ndo se mostrou

contribuir ativamente na producao de outras citocinas avaliadas nesse estudo.

Palavras-chave: barreira hematoencefalica, CCL-5, inflamacdo, Leishmania,

quimiocinas



INVESTIGATION OF PRO-INFLAMMATORY FACTORS IN CHOROID
PLEXUS OF DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIOSIS

SUMMARY - Visceral leishmaniasis (VL) is a disease that causes several
clinical manifestations in dogs, including neurological alterations, however, there
are few reports that characterize the lesions observed and that contribute to
elucidate the pathogenesis of the neurological form of VL. The choroid plexus
(CP) forms an important interface between the cerebrospinal fluid and the
vascular peripheral system, and is a structure with the potential to allow the
passage of inflammatory cells into CNS and serve as a source of inflammatory
mediators. The objective of this study was to evaluate brain lesions including CP
in dogs with VL and to evaluate the possible participation of CP as a producer of
pro-inflammatory mediators such as cytokines (IL-1B, IL-6, INF-y, TNF-a) and
chemokines (CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL-10), and blood brain barrier (BBB)
dysfunction through the presence of albumin, antibody anti-Leishmania in the
cerebrospinal fluid and also by the albumin quotient facilitate the passage of
immune cells and contribute to inflammatory brain disorders. Inflammatory
infiltrates were observed ranging from mild to severe, mainly in CP and meninges.
Increased gene expression of CCL-5 and tendency to increase CXCL-10 in CP
from infected dogs. Presence of amastigotes and Leishmania DNA in CP, as well
as anti-Leishmania antibodies and albumin in the cerebrospinal fluid of dogs with
VL. These results indicate that there is dysfunction of BBB in dogs with VL and
that CCL-5 could be produced by CP, on the other hand, this tissue did not prove
to actively contribute to the production of other cytokines evaluated in this study.

Keywords: blood-brain barrier, CCL-5, chemokines, inflammation, Leishmania
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose € uma doenca causada por mais de 20 espécies do
protozoario do género Leishmania (familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida), que séo transmitidas por cerca de 30 espécies de mosquitos
flebotomineos e é classificada em duas principais formas: leishmaniose cutanea
e leishmaniose visceral (LV) (BANETH et al., 2008; LUKES et al., 2007).

A LV, também conhecida como Calazar é uma doenca protozodaria,
causada pela Leishmania donovani (no velho mundo) e Leishmania infantum
chagasi (no novo mundo) (MAURICIO et al., 2000). Esta doenca esta
classificada entre as doencas tropicais como a quarta em morbilidade e segunda
em mortalidade com 20. 000 a 40.000 mortes por ano no mundo (ALVAR et al.,
2012).

A leishmaniose visceral canina (LVC) é endémica em aproximadamente
50 paises entre a América do Sul e a regido do Mediterraneo (BANETH et al.
2008), isso devido as condi¢cdes climatica e ecologica que favorecem a
proliferacéo do vetor (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

O céo e o homem séo os principais hospedeiros desse parasito, entretanto
a presenca da Leishmania ja foi detectada em canideos silvestres (LUPPI et al.,
2008), gatos (VIDES et al.,, 2011), marsupiais (SANTIAGO et al.,, 2007) e
roedores (OLIVEIRA et al., 2005).

Ao longo do seu ciclo de vida as espécies de Leishmania possuem duas

formas. A forma promastigota metaciclica, que é flagela e encontrada no trato
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intestinal dos vetores, € transmitida ao hospedeiro pela fémea do flebétomo
Lutzomyia longipalpis durante o repasto sanguineo e a forma amastigota,
aflagelada, sendo parasito intracelular de células fagocitarias como neutrofilos,
macrofagos e células dendriticas (BATES, 2007; KAYE; SCOTT, 2011).

Apos interacdo com o sistema imune na pele e transformacao das formas
promastigotas metaciclicas em amastigotas, os parasitos séo transportados por
macréfagos infectados para os linfonodos regionais (SARIDOMICHELAKIS,
2009). O resultado da infeccdo pode variar dependendo de alguns fatores
relacionados com o vetor, a Leishmania e resposta imune do hospedeiro
(BANULS et al., 2007; SARIDOMICHELAKIS, 2009).

Esta enfermidade também pode ser encontrada em pessoas com o virus
da imuno deficiéncia como co-infeccdo (ABDALMAULA et al., 2013), entretanto
pessoas imuno competentes também podem se infectar com essa enfermidade
(HORRILLO et al. 2015). Além disso, a LV em humanos tem sido relacionado ao

aumento dos casos de leishmaniose visceral canina (LVC) (NUNES et al., 2010).

A LVC é considerada uma doenca crénica, cujos sinais clinicos sao
variados e alguns sdo imunomediados. Entre eles os mais frequentemente
observados sao perda de peso, onicogrifose, linfadenomegalia, epistaxe,
letargia, pneumonia, miocardite, além de alteracdes dermatoldgicas, renais,
hepaticas, esplénica e oculares, disturbios locomotores e alteracdes
neurolégicas (FEITOSA et al., 2000; BANETH et al., 2008; PALTRINIERI et al.,
2010; HOSEIN et al., 2016).

A progressdo da doenca e prognoéstico esta relacionada ao tipo de
resposta imune que o hospedeiro pode estabelecer frente a infeccdo (HOSEIN
et al., 2016).

1.2 Citocinas


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711002285#bib0165
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711002285#bib0165
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As citocinas séo proteinas e glicoproteinas que atuam como mediadores
na comunicacao celular, enviam sinais que estimulam, modulam ou até mesmo
inibem as células imunes. Sao produzidas devido a lesdo tecidual, infeccdo e
inflamacéo. Sendo secretadas como precursores inativos que precisam ser
clivados por enzimas especificas para exercer sua funcao bioldgica, sendo entdo
sua producgéo controlada. Suas atividades podem ser redundantes, ou seja,
diferentes citocinas podem resultar nas mesmas fungdes. Além disso, uma
citocina podem estimular uma célula para produzir outras citocinas, agindo como
uma cascata. Entretanto, também podem inibir a producéo de outras atuando de
forma antagdnicas (ZANG; AN., 2007)

A transmissdo do sinal é feita por meio de receptores especificos
localizados nas membranas celulares. Dentro da classe de citocinas estdo as
interleucinas, interferons, fatores de crescimento, fatores de necrose tumoral e
quimiocinas (ALLAN; ROTHWELL, 2001; KADHIM et al., 2008).

1.2.1 Quimiocinas

As Quimiocinas comp&em uma superfamilia de proteinas de baixo peso
molecular (8-14 kDa) que atuam na resposta imune, principalmente na ativacéo
e o trafego de leucécitos (BENDALL et al., 2005, VIGDAL; KALLIKOUDIS, 2017).
As quimiocinas estdo subdivididas em quatro subfamilias, de acordo com a
posicdo de seus residuos de cisteina: CXC (ou a-quimiocinas), CC (ou [-
quimiocinas), C e CX3C (VIGDAL; KALLIKOUDIS, 2017).

Dentre elas encontram-se as quimio atraentes de mondcitos, as B-
guimiocinas representada pela MCPs -1 e -2 (CCL-2 e CCL-8, respectivamente),
as proteinas inflamatdrias de macréfagos representada pela MIPs -1a e -1
(CCL-3 e CCL-4, respectivamente) e as proteinas secretadas e expressadas por

linfécitos T, as RANTES (CCL-5), que sao altamente atraentes para macréfagos
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e monacitos, diversas subpopulacdes de linfocitos, células dendriticas e células
natural killer (NK) (BENDALL, 2005; RABIN, 2003).

Entre as a-quimiocinas encontra-se a CXCL-10 (proteina 10 induzida por
IFN-y ou IP-10), cuja principal funcdo € regular a migracdo de células Thl
efetoras ao local da inflamacao, durante a resposta imune adaptativa (BENDALL,
2005; MURPHY:; 2003).

1.3 Leishmaniose Visceral Canina e o Sistema Imunolégico

A LVC é considerada uma doenca imunomediada devido a capacidade do
parasito em modificar o sistema imunolégico do hospedeiro (BARBIERI, 2006).
Algumas lesdes na LVC sao decorrentes da deposi¢céo de imunocomplexos que
levam a vasculite em pele, olhos e rins (HOSEIN et al., 2016).

A resposta imunologica pode ser desencadeada por compostos de
antigenos de superficie do parasito ou substancias produzidas pelo protozoario
(SANTAREM et al., 2010).

Durante LVC, as células mononucleares fagocitarias infectadas por
Leishmania atuam como células apresentadoras de antigenos, estimulando
linfécitos T auxiliares CD4*tipo 1 e 2 (Thl e Th2) (HOSEIN et al., 2016).

A resposta do tipo Thl produzem uma resposta celular associado com a
producéo de citocinas como interferon-gama (IFN-y), interleucina dois (IL-2) e 0
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que ativam os macréfagos. Apos a
ativacdo, os macrofagos, por sua vez, estimulam a resposta celular pela ativagéo
de outras células ou por sua proliferagdo. Por outro lado, a resposta Th2 resulta
em resposta humoral associada com a produc¢éo de citocinas como a interleucina
quatro (IL-4), interleucina dez (IL-10), fator de transformacdo do crescimento

beta (TGF- B), o que favorece a sobrevivéncia do parasito, ocasionando lesfes
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pelas acdes supressivas de suas citocinas nos macrofagos (HOSEIN et al.,
2016), e também ativacéo de linfécitos B estimulando a producéo de anticorpos,
ndo obtendo uma resposta eficiente contra a infeccio (BARBIERI, 2006;
HOSEIN et al., 2016; REIS et al., 2009). Entretanto, alguns estudos indicam que
pode haver uma associacao entre Thle Th2 (HOSEIN et al., 2016).

Alguns trabalhos comprovam que cdes com LV sintomaticos possuem
uma falha de resposta celular especifica, caracterizada por reducdo na resposta
linfoproliferativa aos antigenos de Leishmania e uma redu¢cdo no numero de
linfécitos T CD4* (PINELLI et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2000). Além
da imunossupressio, fatores como racga, doencgas concomitantes (MIRO et al.,
2008) e até mesmo a viruléncia do parasito podem influenciar na resposta imune
do hospedeiro (MARTIM-MARTIM et al., 2008).

1.4 Sistema Nervoso Central e o Imunoprivilégio

Em condicbes normais o Sistema Nervoso Central (SNC) é considerado
um local imunologicamente privilegiado (SHIMADA; HASEGAWA-ISHII, 2017),
esse imunoprivilégio esta relacionado a baixa expressdo de antigenos de
histocompatibilidade, ao reduzido numero de células apresentadoras de
antigeno e a eficiéncia das barreiras hematoencefalica (BHE) e hematoliquérica
(BHL) (BALLABH et al., 2004; GALEA et al., 2007).

A BHE é composta por uma camada de células endoteliais, com juncdes
intercelulares do tipo oclusivas (“tight junctions”). Além disso, é envolvida por
pericitos, membrana basal, macréfagos perivasculares e pés terminais de
astrocitos. Esta barreira encontra-se entre a luz de vasos sanguineos e o
parénquima nervoso (DANIELSKI et al., 2017).
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A principal fungdo BHE é limitar a saida de substancias do sangue e o
trafego de leucdcitos dentro do SNC, entretanto, estudos indicam que leucocitos
ativados séo capazes de cruzar a mesma e realizar a vigilancia imunologica do
SNC (ABBOTT et al., 2010). A BHE é encontrada em todo o SNC, com excecéo
do PC e areas adjacentes aos ventriculos cerebrais (6rgdos circunventriculares)
(KUAR et al., 2016).

As células residentes como os astrécitos e micréglia conferem uma
resposta imunoldgica especifica ao SNC e regulam o processo inflamatorio
nesse tecido (BAILEY et al.,, 2006). Além disso, elas podem responder a
estimulos periféricos como citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a, produzidas por células
imunes periféricas resultando em sintese de citocinas e quimiocinas no SNC que
podem causar ou potencializar lesées no encéfalo (PAVLOV; TRACEY, 2006;
TIAN et al., 2012). Mostrando assim uma comunicacdo ativa entre a vigilancia
imunolégica do SNC e o sistema imune periférico (SHIMADA; HASEGAWA-
ISHII, 2017).

1.5 Plexo Coroide

O PC é uma estrutura especializada localizada nos ventriculos laterais, e
terceiro e quarto ventriculos (KAUR et al., 2016). E altamente vascularizado e
composto por uma camada simples de células epiteliais cuboides que séo
continuacdo das células ependimérias (SHIMADA; HASEGAWA-ISHII, 2017).
Tradicionalmente, esta estrutura é considerada responséavel pela producéo e
secrecdo do liquido cefalorraquidiano, também conhecido como liquor
(VORBRODT; DOBROGOWSKA, 2003; KAUR et al., 2016). O liquor € produzido
constantemente, sendo transparente, estérii e sem a presenga de sangue.
Confere ao cérebro e a medula espinhal protecdo mecéanica contra impactos.

Considerado como meio de comunicacgao entre o SNC. De fato, estudos recentes
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tem mostrado que o liquor pode ter acesso a todo o SNC por meio do espago
perivascular (espaco de Virchow-Robin), onde é feita a drenagem e depuracéo

de moléculas, além dos ventriculos e espaco subdural (BRINKER et al., 2014).

As células deste tecido possuem juncles justas oclusivas (“tight
junctions”) localizadas na parte apical das células (VORBRODT;
DOBROGOWSKA, 2003), que evitam a difusdo passiva do sangue formando
assim uma barreira fisica chamada barreira hematoliquérica (BHL). Assim como
BHE a integridade da BHL impede a entrada de patdégenos, moléculas
inflamatoria e toxinas que chegam pelo sangue periférico, protegendo assim o
SNC (KAUR et al., 2016).

Considerado como um mediador entre o sistema imune periférico e o
SNC, o PC est& constantemente exposto a sinais vindo do parénquima cerebral
e sistema imune periférico, devido a sua estrutura e posicionamento. Alguns
estudos tém relacionado o PC a mediacao da resposta inflamatéria dentro do
SNC (KAUR et al., 2016).

Trabalhos de Englehardt et al. (2001) e Vercellino et al. (2008),
demonstram o papel do PC na inflamag&o associada com a encefalite alérgica
experimental e a esclerose multipla. Além disso, o PC é uma estrutura com
potencial para permitir a passagem de células inflamatérias no SNC, além de
servir como fonte de mediadores inflamatdrios durante varias doencas. Ainda, as
células epiteliais do PC, mostraram capacidade de produzir citocinas como IL-6,
IL-8, TNF-a, e IL-1B, que sé&o liberadas no liquor quando ocorre inflamacao
periférica sistémica, o que resultaria em alteracdes no tecido nervoso (FUNG et
al., 2012; MARQUES et al., 2009; MITCHELL et al., 2009; MURTA et al., 2015).
No entanto, ndo existem muitos estudos sobre a sintese e a secrecdo de
quimiocinas pelo PC (STRAZIELLE et al., 2016).

O PC e o liquor podem atuar como portas de entrada para patégenos ou
antigenos circulantes e essa estrutura pode ser a primeira a responder a um
estimulo inflamatério periférico (MELO; MACHADO, 2009, 2011). Estudos
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mostram evidéncias de inflamacéo no encéfalo de cdes com LV (IKEDA et al.,
2007; MACHADO et al., 2010; MARANGONI et al., 2011; MELO et al., 2009;
MELO; MACHADO, 2011; MELO et al., 2013, OLIVEIRA et al., 2017). Além
disso, a presenca de anticorpos anti-Leishmania, albumina e imunoglobulina
como a IgG até mesmo o DNA do protozoario ja foram relatados em liquor de
caes com LV (GARCIA-ALONSO et al., 1996; LIMA et al., 2003; MELO et al.,
2015, OLIVEIRA et al., 2017).

A funcédo altamente secretora das células do PC e sua interface entre o
sangue e o liquor, podem desempenhar um papel importante na comunicacéo
entre o sangue e o cérebro como tem sido comprovado por inUmeros trabalhos
(BALUSU et al., 2016). Alguns trabalhos apontam que a BHL encontrada no PC
desempenha importante papel fisiopatologico da inflamacdo no encéfalo
causada por protozoarios como o Trypanossoma (MOGK et al.,, 2014), mas
pouco se sabe ainda sobre a participagdo desta estrutura na patogenia das
lesdes encefélicas dos cées com LV.

1.6 Sistema Nervoso Central e Leishmaniose visceral

O envolvimento do SNC durante a LV € pouco relatado tanto em humanos
como em cédes (MAIA et al., 2015).

Estudos realizados com 215 caes com infeccéo crénica de LV mostraram
gue somente 4% desses animais apresentaram sinais neuroldgicos. (FEITOSA
et al., 2000). Giannuzzi et al. (2017), apesar do estudo feito com 54 caes com
LV, observou que 5,4% dos animais possuiam sinais neurol6gico. Em humanos
0s sinais mais comumente relatados séo relacionados a alteragdes no sistema
nervoso periférico entretanto, meningite, disfungdo de nervos cranianos e
parasitas no liquor ja foram relatados (MAIA et al., 2015). Contudo, os caes
podem apresentar sinais de comprometimento generalizado do SNC como

convulsdes, disfuncdo de nervos cranianos, sinais cerebelo-vestibulares,
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incoordenacao motora, paresia e mioclonia (GIANNUZZI, et al., 2017; IKEDA et
al., 2007; MAIA et al., 2015).

Cées naturalmente infectados apresentam evidéncias de inflamag¢ao no
encéfalo e desregulacdo da BHE, além de meningite e coroidite, deposicéo
perivascular de imunoglobulinas, infiltracdo de leucdécitos, ativacao glial, enzimas
gue degradam componentes da matriz extracelular (MMP-2 e MMP-9) e um perfil
de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (GARCIA-ALONSO et al., 1996;
GIANNUZZI et al., 2017; IKEDA et al., 2007; MELO; MACHADO, 2011; MELO et
al., 2013, MELO et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2017).

Apesar do DNA do parasito ser detectado no SNC em caes naturalmente
infectados (CARDINOT et al., 2016; GRANO et al., 2014), no encéfalo, existem
raros relatos de identificacdo de Leishmania nesse tecido (MARQUEZ et al.,
2013; NIETO et al., 1996; VINUELAS et al., 2001).
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CAPITULO 3 - IMPLICACOES

Desde 2011 tenho participado de inumeros trabalhos com objetivo de
compreender a fisiopatogenia da infeccao periférica por Leishmania spp. e as
lesbGes observadas no encéfalo. Dessa maneira, o presente estudo foi continuagéo
de estudos anteriores onde observou-se aumento na expresséo génica de citocinas

e quimiocinas pro-inflamatérias no encéfalo de caes com LV e disfuncéo da BHE.

Avaliando todos os resultados apresentados nesta tese podemos concluir
que:

e Caes com LV apresentam infiltrado inflamatério constituido por células
mononucleares principalmente em leptomeninges e PC, sem correlacdo com

estadiamento clinico do animal.

e O PC pode ser uma importante porta de entrada da Leishmania para o
SNC uma vez que encontrarmos formas amastigotas nesse tecido. Além disso o
DNA de Leishmania encontrado também no PC poderia estar desencadeando

resposta imunoldgica especifica no SNC.

e Com a presenca de anticorpos anti-Leishmania no liquor, além da
presenca elevada de albumina e do aumento do quociente de albumina,

podemos concluir que hd aumento da permeabilidade da BHE cdes com LV.

e O aumento de expressdo génica da quimiocina CCL-5 e tendéncia no
aumento da expressao génica da CXCL-10 no PC de cédes com LV, mostram que
essas quimiocinas podem estar envolvidas na quimiotaxia de células
inflamatorias encontradas no PC de caes com LV. Ao contrario da CCL-3 e CCL-

4 que a expressao génica no PC ndo apresentou diferenca com o grupo controle.
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¢ PC mostrou-se ndo participar ativamente no aumento de citocinas como
IL-1 B, IL-6, TNF-a e IFN-y em cées com LV. Isto indica que essas citocinas, ja
observadas no encéfalo previamente, poderiam estar sendo produzidas em
outras areas encefélicas, e ndo no PC. Essas citocinas poderia estar sendo
produzidas por outras células do encéfalo como astrécitos e microglia, que

podem ser estimuladas por mediadores inflamatérios da resposta periférica.

¢ Nao foi detectada a producéo de citocinas como IL-1 B, IL-6, TNF-a e IFN-y
no soro e no liquor tanto de caes saudaveis como de cées infectados. A auséncia
de deteccdo dessas citocinas nesse tipo de amostra pode ser devido a elas
estarem em baixa concentracfes ou até mesmo na baixa sensibilidade do

método utilizado nesse estudo.



