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RESUMO

H& muito tempo se aceita que a imunidade ou suscetibilidade a doenca depende em certa medida
da nutricdo. Desequilibrios nutricionais afetam a capacidade de o hospedeiro produzir resposta
inflamatoria protetora, acarretando prejuizos as defesas imunoldgicas. Muitos desses
mecanismos celulares permanecem por ser elucidados. Usando um modelo de camundongos
alimentados com dieta indutora de obesidade, rica em carboidratos simples e gordura saturada,
foi examinada a influéncia deste comportamento alimentar sobre o desenvolvimento da
leishmaniose visceral causada por L. infantum. Camundongos fémeas C57BL / 6, alimentados
com dieta controle (CTRL) ou com dieta com alto teor de agucares e gordura (HSB) foram
infectados com 107 promastigotas de L. infantum ap0s estabelecimento da obesidade e
sacrificados no pico de parasitismo. A administracdo de dieta rica em carboidratos simples e
gordura saturada foi eficiente na inducdo da obesidade experimental em modelo murino,
provocando alteracdes sistémicas. Camundongos obesos foram capazes de gerar uma alta
resposta inflamatoria em resposta a infeccdo com L. infantum, porém apresentaram aumento da
susceptibilidade a infec¢do. Diante destes achados, realizamos uma ampla caracterizacdo da
expressdo de receptores inibitdrios nos compartimentos de células T durante a obesidade e
infeccdo, e ndo pudemos associar a susceptibilidade aumentada nos animais obesos a esses
fatores. Estes dados sugerem que um macroambiente hipercaldrico pode interferir diretamente
na resposta a sinais provenientes de organismos patogénicos e distorcer o desenvolvimento de
uma imunidade anti-leishmania. Ainda relacionado ao a nutricdo e infeccGes, avaliamos a
influéncia de uma dieta a base de aminoacidos no mesmo contexto. Camundongos fémeas
C57BL / 6, alimentados com dieta controle (CTRL) ou com dieta com aminoacidos como fonte
de proteina (AA) foram infectados com 10’ promastigotas de L. infantum ap6s o desmame e
sacrificados no pico de parasitismo. Camundongos que receberam a dieta AA apresentaram
aumento da susceptibilidade a infeccdo, com alteracdo do perfil inflamatério, diminuicdo das
células T, macrdfagos e proliferacdo celular nos compartimentos estudados. Estes dados juntos
nos mostram que dieta € um importante fator que influencia a funcéo e o desenvolvimento do

sistema imunoldgico diante de infecgdes.

Palavras-chave:

Dieta, Leishmaniose Visceral, Distarbio Metabdlico, Obesidade, Infeccéo.



ABSTRACT

It has long been accepted that immunity or susceptibility to disease depends on the measure of
nutrition. Nutritional imbalances affect the ability to host the protective inflammatory response,
causing damage to immune defenses. Many of these mechanisms remain mobile to be
elucidated. Using a model of mice fed an obesity-inducing diet, rich in simple carbohydrates
and saturated fat, the influence of eating behavior on the development of visceral leishmaniasis
used by L. infantum was examined. Female mice C57BL / 6, foods with diet control (CTRL) or
with a high sugar and fat diet (HSB) were infected with 107 L. infantum promastigotes after
obesity treatment and sacrificed in parasitism peak. The administration of a diet rich in simple
carbohydrates and saturated fat was efficient in inducing experimental obesity in a murine
model, causing systemic changes. Obese mice were able to generate a high inflammatory
response in response to an infection with L. infantum but increased susceptibility to infection.
In view of these findings, we carried out a broad characterization of the expression of inhibitory
receptors in T cell compartments during obesity and infection, and we were unable to associate
the increased susceptibility in obese animals to these factors. These data suggest that a
macroenvironmental hypercaloric can directly interfere in the response to signals from
pathogenic organisms and distort the development of an anti-leishmania immunity. Still related
to nutrition and infections, available on the influence of an amino acid-based diet in the same
context. C57BL / 6 mice fed a control diet (CTRL) or a diet with amino acids as a source of
protein (AA) were infected with 107 L. infantum promastigotes after weaning. Mice that
received an AA diet showed increased susceptibility to infection, with changes in the
inflammatory profile, decreased T cells, macrophages and cell proliferation. These data together
show that diet is an important factor that influences the function and development of the

immune system in the face of infections.

Key words:

Diet, Leishmaniasis, Metabolic disorders, obesity, infection.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE E LEISHMANIOSE VISCERAL

Leishmaniose é umtermo utilizado genericamente para definir um complexo de doengas
clinicamente diferentes, que tem como agente etioldgico da infeccdo, varias espécies de
protozoarios unicelulares digenéticos pertencentes ao reino Protista, a ordem Kinetoplastida, a
familia Tripanosomatidae e ao género Leishmania. Todas as espécies sdo parasitas
intracelulares obrigatérios, infectando preferencialmente células do sistema fagocitario
mononuclerar de hospedeiros vertebrados, que incluem uma grande variedade de mamiferos,
entre eles, roedores, canideo, marsupiais, primatas e o homem. A doenca pode entdo ser
classificada como antroponético ou zoonotico, Se o reservatorio natural do parasita € humano
ou animal, respectivamente (ALENCAR et al., 1991, WHO, 2017).

Pardmetros como a espécie e a genetica do parasito em associacdo com o estado
imunologico e nutricional do hospedeiro vao determinar o desenvolvimento das variagcdes
clinicas da doenca. Dessa forma, a doenca pode ser classificada em dois grandes grupos: (1) A
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), que ainda pode ser subdividida nas formas
cutanea simples (LC) e cutanea disseminada, cutanea difusa (LCD) e mucocuténea (LM); e (2)
A Leishmaniose Visceral (LV) também conhecido como kala-azar ou calazar (GRIMALDI,
TESH, 1993; CARVALHO et al., 1985, CHAPPUIS, F. et al., 2007; WHO, 2017).

A Leishmaniose visceral, a forma mais grave da doenca é causada por parasitas que
pertencem ao complexo Leishmania donovani, sendo as espécies L. infantum e L. donovani
responsaveis pela doenca no Velho Mundo e L. infantum chagasi no Novo Mundo. Esses
protozoarios possuem um forte tropismo para invadir as visceras, onde se localizam de
preferéncia no baco e figado, além da medula 6ssea e Orgdos linfoides. As manifestacGes
clinicas podem ir de discretas e moderadas, até as graves. Pacientes portadores da forma grave
apresentam febre, geralmente prolongada e irregular, associada a calafrios, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, anemia progressiva, palidez cutdneo-mucosa devido a pancitopenia e
hipergamaglobulinemia. Ha ainda desnutricdo grave, edema de membros inferiores,
hemorragias, ictericia e ascite. O dbito decorre de infecgdes bacterianas e/ou sangramentos nos
pacientes com a forma ativa da doenca, que apresentam imunossupressdo. Mais de 90% dos
casos ndo tratados evoluem entdo para ébito, principalmente em paises em desenvolvimento
(CARNEIRO et al., 2013; WHO, 2017).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Ainda hoje as leishmanioses representam a quinta doenca infecto-parasitaria de maior
importancia mundial. A enfermidade possui ampla distribuicdo, ocorrendo na Asia, Europa,
Oriente Médio, Africa e nas Américas. E endémica em 98 paises colocando em risco cerca de
350 milhdes de pessoas que residem em areas com transmisséo ativa do parasita (LETA et al.,
2014; CECILIO et al., 2014). A doenca afeta pessoas que vivem nas regides mais pobres do
planeta e por isso os principais fatores responsaveis pela alta incidéncia dessa doenca sdo o
nivel socioeconémico da populacdo, a falta de acessibilidade ao tratamento e as medidas de
prevencdo, a migracdo de areas endémicas para areas ndo endémicas e a transmissao por vetores
devida a condi¢Ges ambientais favoraveis encontradas nesses locais para a proliferacdo dos
insetos (KHADEM; UZONNA, 2014; WHO, 2017).

Anualmente é estimado de 200.000 a 400.000 novos casos de LV no mundo, sendo que
mais de 90% das notificacBes registradas ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia,
india, Suddo do Sul e Sud&o (LETA et al., 2014; WHO, 2017).

Na America Latina, dos 12 paises que compdem essa regido do continente americano,
0 Brasil € 0 pais mais afetado pela leishmaniose com 96% dos casos LV. Nos ultimos 20 anos
observamos a mudanca do padréo epidemioldgico das leishmanioses. A doenca era importante
apenas em areas rurais, porém esta se espalhou para as areas urbanas acompanhando a migragéo
da populacdo para os suburbios periféricos das grandes cidades, criando assentamentos
densamente povoados (OPAS, 2017; WHO, 2017).

No Brasil, a LV apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados em
funcdo da sua ampla distribuicdo geografica, envolvendo as regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste (BRASIL, 2014). Na década de 80, a doenca era restrita as areas rurais do
nordeste brasileiro. Entretanto, a partir dos anos 90 avangou para outras regides alcancando a
periferia dos grandes centros urbanos, com a ocorréncia de surtos e epidemias registrados em
varios lugares como: Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém
(PA), Corumbéa (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari
(BA), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (SILVA et al., 2001; BRASIL,
2014).

A doenca ¢ frequente em criancas menores de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos
registrados em menores de 5 anos. A razdo da maior susceptibilidade das criancas é explicada
pelo estado de relativa imaturidade imunolégica celular agravado pela desnutri¢do, tdo comum

nas areas endémicas, além de uma maior exposi¢do ao vetor e ao principal reservatério animal
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para a infec¢do, os cdes no peridomicilio (SILVA et al., 2001; BRASIL, 2014).

No Estado do Espirito Santo, durante o periodo de 2007 a 2015, o estado apresentou um
total de 46 casos de LV, e cinco destes evoluiram a ébito. Os municipios mais atingidos séo
Baixo Guandu, Pancas e Cariacica, este Ultimo pertencente a regido metropolitana de Vitéria
(BRASIL, 2011; BRASIL, 2014).

1.3. ETIOPATOGENESE DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A Leishmania apresenta duas formas evolutivas distintas durante seu ciclo de vida: a
forma flagelada movel, denominada promastigota, presente no tubo digestivo do flebotomineo;
e a forma amastigota, imovel, com flagelo rudimentar contido no saco flagelar, que se
desenvolve em células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros mamiferos (FERRO
et al., 1995).

A transmissdo da Leishmania para os hospedeiros vertebrados ocorre atraves da picada
de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Phlebotomus
no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. No Brasil, duas espécies, até 0 momento, estdo
relacionadas com a transmissdo da doenca, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (FERRO
et al., 1995; ROGERS; TITUS, 2003).

As fémeas de insetos vetores infectadas, ao realizar o repasto sanguineo, injetam
intradermicamente, junto com sua saliva, formas promastigotas metaciclicas de Leishmania
(Figura 1) (ROGERS et al., 2002). A transmissdo é facilitada através da inoculacdo de
moléculas na saliva dos insetos com efeitos anticoagulantes, vasodilatadores e anti-
inflamatdrios, como o maxadilan, a hialuronidase e a apirase (LERNER; SHOEMAKER, 1992;
RIBEIRO, 1995; BASANOVA et al.,, 2002; RIBEIRO et al., 2000), além de moléculas
derivadas do préprio parasita, como filamentos proteofosfoglicanos (fPPG) (ROGERS et al.,
2004). Como resultado da inoculacdo dessas moléculas, temos uma diminuicdo da exposicao
dos parasitas ao sistema imune recém infectado, um aumento no nimero de macréfagos para o
local da inoculacdo gracas a quimiotaxia, acelerando a fagocitose das promastigotas (ZER et
al., 2001).

Seguido da fagocitose, as formas promastigotas metaciclicas que estdo albergadas no
vacuolo parasitoforo se transformam em amastigotas. Estas se multiplicam por divisdo binéria
até que a quantidade de parasitas dentro do vacuolo seja tal que leve ao rompimento da célula.

As formas amastigotas recém liberadas podem entdo ser novamente fagocitadas por outras

células fagociticas e estas células podemser ingeridas por um inseto vetor ndo infectado durante
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seu repasto sanguineo, como pode ser observado na figura abaixo (ROGERS et al., 2002).
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Figura 1. Ciclo de vida da leishmaniose visceral nos hospedeiros vertebrados e fémeas de insetos vetores

infectadas. Adaptado de Harhay e colaboradores, 2011.

No trato digestivo anterior do inseto, ocorre 0 rompimento das células fagocitarias
infectadas e liberacdo das formas amastigotas, que se diferenciam em promastigotas em
aproximadamente 13 a 15 horas. As formas promastigotas multiplicam-se rapidamente por
divisdo binaria e transformam-se em paramastigotas, as quais colonizam o es6fago e a faringe
do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo até se diferenciarem em formas
infectantes metaciclicas durante o proximo repasto sanguineo, quando sdo expelidas juntos com
a saliva (ROGERS et al., 2002).

1.4. ASPECTOS GERAIS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA NA LEISHMANIOSE

Para um melhor entendimento de infec¢cbes humanas e mecanismos imunolégicos e/ou
genéticos de resisténcia frente a parasitas intracelulares como Leishmania, tém sido utilizados
modelos de infe¢bes experimentais com diferentes linhagens de camundongos. Dessa forma é
possivel mimetizar a infecdo humana e a partir dai podem ser realizados estudos de novos
medicamentos e medidas profilaticas, como vacinas (KEDZIERSKI; ZHU; HANDMAN, 2006;
NATALE; SEIXAS; ALMEIDA, 2016).

Evidencia-se a importancia dos fatores genéticos do hospedeiro como um dos

determinantes da leishmaniose, seja em relagdo & resolucdo ou piora do quadro
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(SAKTHIANANDESWAREN; FOOTE; HANDMAN, 2009). Entre os modelos mais
utilizados para o estudo da infecgdo por Leishmania, destacam-se aqueles que empregam a
infeccdo por L. major. Quando camundongos susceptiveis da linhagem BALB/c sdo infectados
com L. major, estes apresentam doencga progressiva e visceralizante. Entretanto, camundongos
das linhagens C57BL/6, C3H/Hel e CBA s&o capazes de controlar a infec¢do por L. major. O
perfil de resisténcia a infecdo por L. major esta associado ao desenvolvimento de uma resposta
tipo Thil (linfécito T auxiliar tipo 1), enquanto o padrdo de susceptibilidade é decorrente de uma
resposta Th2 (SCHARTON; SCOTT, 1993).

A susceptibilidade observada em camundongos BALB/c infectados L. major, se
caracteriza por uma maior producéo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-13 e IL-10,
caracteristicas da resposta imunoldgica celular de perfil Th2. Tais citocinas agem inibindo a
producdo de IFN-y e de oOxido nitrico (NO), além de promover a ativacdo alternativa de
macrofagos, que desviam o metabolismo da L-arginina para producdo de poliaminas e ureia,
favorecendo crescimento do parasito dentro desta célula. Para a resisténcia a infecgéo por L.
major, camundongos C57BL/6, por exemplo, apresentam uma polarizacéo de resposta celular
de perfil Thl com alta producédo de IFN-y e NO, sendo este ultimo responsavel pela morte dos
parasitos (GORDON; MARTINEZ, 2010; L SACKS; V. PERKINS, 1984).

O processo de polarizacdo da resposta das células T auxiliares em subtipos Thl e Th2
descrito acima ocorre no modelo classico de infec¢do cutanea em camundongos, causada por
L. major.

Na LV ndo se observa diferencas associadas a expansdo preferencial de células Thl ou
Th2, havendo entdo uma resposta mista que ndo caracteriza um perfil de resisténcia ou
susceptibilidade a infeccdo (ANTONELLI et al., 2004; KHALIL et al., 2005). Os mecanismos
da resposta imune contra a LV sdo complexos, envolvendo diferentes células e moléculas.
Inicialmente as células recrutadas ap0s o repasto sanguineo (neutr6filos e mondcitos/
macrofagos), iniciam a resposta inflamatoria local, além de serem células importantes no
direcionamento e desfecho da infeccdo (TEIXEIRA et al., 2005).

A Leishmania é captada inicialmente por meio da interacéo de receptores de superficie.
Nos macrofagos, as principais células efetoras da resposta a LV, 0s seguintes receptores sdo
importantes: Receptores de Complemento CR1 e CR3 (Mac-1), Receptor de Fibronectina e
Receptor Manose-Fucose (KANE et al., 2000). Os receptores lipofosfoglicano (LPG) e GP63,
uma leishmanolisina metaloprotease, sdo encontrados na superficie do patdgeno e sdo 0s
principais fatores de viruléncia envolvidos nas estratégias de evasao imunoldgica, auxiliando

nos mecanismos de escape, internalizacéo e resisténcia da Leishmania. Estes receptores podem
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variar entre espécies de Leishmania, linhagem e estagio do ciclo de vida (KAYE; SCOTT,
2011; YAO et al., 2003; NADERER; MCCONVILLE, 2008).

Componentes do patdgeno podem ser reconhecidos também por receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), como os varios receptores tipo Toll (TLRs), como TLR2,
TLR3, TLR4, TLR7 e TLR9 (FLANDIN et al., 2006; MAJUMDER et al., 2014; PAUN et al.,
2011). Este reconhecimento leva a ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular que séo
necessarias para o inicio de respostas inflamatdrias e controle da proliferacdo parasitaria pela
resposta imunolégica inata. Sdo também importantes pois proporcionam a maturacdo e o
tropismo das células dendriticas (CDs) para os linfonodos locais, onde ha a apresentacdo de
antigenos para células T virgens, dando inicio a imunidade adaptativa contra o patégeno invasor
(KAISHO; AKIRA, 2001; FITZGERALD-BOCARSLY, 2002).

Os neutrofilos e mondcitos sdo as primeiras células hospedeiras que chegam ao local da
inoculacdo de promastigotas de Leishmania e ali ja iniciam a resposta imune contra o patégeno.
Podem fagocitar ativamente os promastigotas, assim como produzir fatores microbicidas contra
0 patdgeno, tais como NO (CHARMOY et al., 2007), elastase de neutrofilos (NE) (RIBEIRO-
GOMES et al., 2007), fator ativador de plaquetas (CAMUSSI et al., 1987), e armadilhas
extracelulares de neutrofilos (GUIMARAES-COSTA et al., 2009). Os neutrofilos tém,
geralmente, um papel protetor na maioria das formas de infec¢fes por Leishmania (NOVAIS
et al., 2009), embora os resultados sdo dependentes da espécie de Leishmania, das
caracteristicas genéticas do hospedeiro e o estado de apoptose ou necrose dessas células
fagociticas (NOVAIS et al., 2009; RIBEIRO-GOMES et al., 2004; SCOTT; NOVAIS, 2016).

No estabelecimento da resposta imediata, as CDs sdo potentes células apresentadoras de
antigeno, induzindo uma eficiente ativacdo de células T e estas produzem citocinas IL-12, IL-
10 e IFN-y. As CDs plasmocitoides sdo incapazes de fagocitar os parasitas, porém estimulam a
producdo de IL-12 de maneira dependente de TLR 9, sendo importantes durante a infecgcdo. As
CDs mieldides exercem efeitos citotoxicos em L. infantum por estimularem a producéo 1L-12
sob a estimulacdo do receptor TLR 9 e por induzirem células natural killer (NK) a liberarem a
citocina IFN-y (SCHLEICHER et al., 2007). Estudos de infeccdo com Leishmania, em modelos
experimentais e humanos, mostraram que o parasita é capaz de inibir a producdo de IL-12 por
CDs, comprometendo a ativagdo das NK e, consequentemente, a producdo de IFN-y ¢ a
diferenciacdo dos linfocitos T auxiliares tipo 0 (Th0) em Thl (SCHARTON; SCOTT, 1993).

Estudos experimentais em camundongos sugerem que o controle de LV pode estar
associado ao desenvolvimento de respostas imunes parasita-especificas, mediadas por células

T CD4% e TCD8". Essas células produzem IFN-y, que ativa 0s macréfagos infectados, levando a
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producdo de NO e outros radicais livres que matam os parasitas. O desenvolvimento de um
perfil Thl e Th17, ap6s a apresentacdo de antigenos a célula T virgem, esta correlacionado com
a resolucdo da infeccdo e uma resposta Th2 contribui para a susceptibilidade e a progressao da
doenca. E pensada que a supressdo da resposta das células T esteja envolvida na patogénese da
LV. A supressdao imune mediada por células T reguladoras (Treg) é relatada em modelos
animais de infecgdo por Leishmania. Os camundongos com bloqueio do receptor de IL-10
foram resistentes a infec¢cdo por L. donovani, por exemplo. Em seres humanos, as células Treg
produzirem altos niveis de IL-10 indicando supressdo imune em pacientes com LVH. Este
mecanismo parece ser Util para se determinar o progndstico da doenga, principalmente frente
ao tratamento (GOTO; PRIANTI, 2009; REINER; LOCKSLEY, 1993; SACRAMENTO et al.,
2014; RAI et al., 2012).

O IFN-y ¢ a citocina mais importante para o controle da leishmaniose e é a principal
citocina produzida pelos linfécitos T auxiliares e pelas células NK, cuja fungéo central ¢ ativar
0s macrofagos, tanto nas respostas imunes inatas como nas respostas imunes adquiridas
mediadas pelas células (ABBAS et al.; 2003). A producéo dessa citocina é regulada pela IL-2
que promove sua estimulacdo, e IL-10 que ¢é capaz de suprimir sua producdo (BACELLAR et
al., 2000). O IFN-y exacerba a acdo microbicida dos macrofagos estimulando a producgéo éxido
nitrico-sintase induzivel (iINOS), enzima que catalisa a formacao de NO a partir da converséo
de L-arginina em L-citrulina (LIEW et al., 1990); estimula a expressdo das moléculas de classe
| e de classe 11 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e dos co-estimuladores
sobre as APCs e promove a diferenciacdo das células T CD4+ virgens para a subpopulacéo
Th1. Outras citocinas inflamatdrias como IL-1, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IFN-a e

IFN-B também estdo envolvidas em sua produgdo por promoveram a ativagdao de
macrofagos e 0 aumento da expressao da INOS (BRONTE; ZANOVELLO, 2005).

Diferente do que ocorre na infeccdo murina por L. major, nenhuma associacéo entre a
resposta imune Th1l e resisténcia a doenca ou da resposta imune Th2 e susceptibilidade tem sido
descrita na leishmaniose visceral humana (LVH) (ANTONELLI et al., 2004; KHALIL et al.,
2005). Parece possivel que exista um padrdo misto Thl e Th2 ativado, conforme revelado pelos
niveis elevados de IFN-y e IL-4 detectados em sobrenadantes de células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de pacientes com LV causada por L. donovani estimuladas in vitro
com antigenos do parasita. Entretanto, € consenso que a incapacidade de células T em
proliferarem e produzirem IFN-y implica no aumento da carga parasitaria observada tanto em
modelos experimentais quanto na LV humana. Individuos que desenvolvem a doenca tendem a

apresentar uma resposta imune do tipo Th2 ou a predominancia da atividade de citocinas
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produzidas por células TCD4+ Th2 (CARVALHO et al., 1985; GHALIB et al., 1993;
SUNDAR et al., 1997). Neste tipo de resposta, hd uma maior producéo de IL-10 e IL-4
comparado ao IFN-y (KUMAR; NYLEN, 2012).

Embora ainda limitada a capacidade de distinguir entre ativa ou infeccdo subclinica,
anticorpos tém se mostrado Uteis no diagnostico de LV (SUNDAR et al., 2002; SUNDAR; RAl,
2002; CLEMENTS et al., 2010; GIDWANI et al., 2011). Altos titulos de anticorpos especificos
contra Leishmania séo observadas em doentes com LV, enquanto que 0s pacientes com
leishmaniose cronica tegumentar faltam anticorpos especificos ou estes apresentam uma
montagem de resposta muito fraca. Assim, o desenvolvimento de uma resposta humoral forte
est4 mais associada & patologia do que a protecdo ou a resolucdo da doenca (GALVAO-
CASTRO et al., 1984).
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2. JUSTIFICATIVA

As Leishmanioses sdo consideradas um importante problema de salde publica.
Anualmente, no Brasil 0s gastos com diagndstico, tratamento e campanhas de conscientizagdo
e divulgacéo sdo superiores a 75 milhGes de reais. S6 no ano de 2015 foram registrado mais de
19 mil novos casos no Brasil.

E sabido que a obesidade é caracterizada por uma condi¢do inflamatoria cronica e
sistémica que afeta diretamente a fungdo imune inata e adaptativa, reduzindo a capacidade das
células fagociticas, diminuindo a frequéncia de células T regulatérias e desregulando a
producdo de citocinas. Os individuos com excesso de peso parecem apresentar maior
dificuldade em controlar certas doencas, e 0s mecanismos envolvidos nesses processos
continuam carecendo de mais estudos. Além disso, ndo podemos deixar de salientar o
importante crescimento da obesidade no contexto atual. Hoje um a cada cinco brasileiros é
obeso, e a metade da populacdo possui sobrepeso.

Até o presente momento, pouco se conhece sobre os efeitos da obesidade na evolugéo
das leishmanioses. Estas sdo consideradas um importante problema de salde publica.
Anualmente, no Brasil os gastos com diagndstico, tratamento e campanhas de conscientizagdo
e divulgacao séo superiores a 75 milhdes de reais. S6 no ano de 2015 foram registrado mais de
19 mil novos casos no Brasil.

Nos propusemos ainda avaliar a possivel influéncia de um ambiente altamente
inflamado, obtido de nossos experimentos anteriores, como preditor da mudanca de fendtipo de
celulas T. Para isso, avaliamos caracteristicas fenotipicas associadas a exaustao celular.

Além disso, condi¢cbes alimentares diferentes podem impactar na susceptibilidade a
leishmaniose visceral, portanto avaliamos o papel de uma dieta contendo aminoacidos como

fonte de proteinas na capacidade de resposta a infeccao.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os impactos da nutricdo na capacidade da resposta imunoldgica de
camundongos C57BL/6 através da administracdo de dieta indutora de obesidade e dieta a base

de aminoacidos durante a infec¢do por Leishmania infantum.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1. DIETA INDUTORA DE OBESIDADE

¢ Induzir obesidade pela administracdo de dieta experimental hipercaldrica rica em
carboidratos simples e gordura saturada (HSB) nos animais tratados.

¢ Induzir o modelo murino de leishmaniose visceral através da inoculacdo de L. infantum.

e Auvaliar os efeitos da obesidade sobre a capacidade de resposta a infecgdo com L. infantum
chagasi, pela quantificacdo da carga parasitaria em baco e figado dos animais tratados.

e Avaliar a producdo de citocinas (IFN-y, TNF-a, TGF-B, IL-6, IL-4 e 1L-10) e 6xido nitrico
nos sobrenadantes de bago, figado e tecido adiposo dos animais tratados.

e Avaliar a producéo de leptina no soro dos animais tratados.

e Auvaliar os aspectos histopatologicos do tecido adiposo, baco e figado dos animais.

e Caracterizacdo fenotipica de linfocitos T através da:
« Imunofenotipagem de receptores inibitérios (KLRG1 e PD-1) em células T do baco;
» Imunofenotipagem de células T de memoria do baco;
 Quantificacdo das frequéncias de células T CD4" e CD8" produtoras de citocinas (IFN-

y) no baco dos animais tratados.

« Avaliacdo da Apoptose em células T no bago dos animais tratados.
3.2.2. DIETA DE AMINOACIDOS COMO FONTE PROTEICA

e Estabelecer o protocolo da dieta...

e Auvaliar os efeitos da dieta de aminoacidos sobre a capacidade de resposta a infeccdo com
L. infantum, pela quantificagdo da carga parasitaria em bago e figado dosanimais tratados.

e Awvaliar a producéo de citocinas (IFN-y, IL-4 e IL-10) e 6xido nitrico nos sobrenadantes de

baco e figado dos animais tratados.



e Auvaliar as frequéncias de células T CD4" e CD8" no bago;
e Auvaliar as frequéncias de macrofagos através da imunofenotipagem de células F4/80"
CD11b" que expressam a molécula co-estimulatéria CD86 no baco;

o Auvaliar da capacidade proliferativa de células do bago de animais tratados.

36
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ASPECTOS ETICOS E ANIMAIS

Este projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
conforme os registros n°® 014/2011 e n° 02/2017.

Os animais, camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com idade entre 6 a 8 semanas
foram originalmente adquiridos noJackson Laboratory (Bar Harbor, Maine) e mantidos no
Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Eles foram acondicionados
em gaiolas convencionais com maravalha previamente esterilizada, recebendo agua filtrada e a
dieta determinada peletizada ad libitum. Cada experimento foi realizado com 5 a 8 animais por
grupo, distribuidos aleatoriamente. Durante todo o experimento as gaiolas dos animais ficaram

em estufas sob condigdes apropriadas de temperatura (28°C), umidade e luz.

4.2. CULTIVO DE L. infantum

A cepa de Leishmania infantum (MHOM/BR/1975/PP75) usada para realizara infeccao
dos animais foi gentilmente cedida pela Professora Elenice M. Lemos (in memoriam), do
Laboratorio de Leishmaniose do Nucleo de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do
Espirito Santo (NDI-UFES). Os parasitos foram cultivados em Grace's Insect Medium —
Grace’s (Sigma-Aldrich®) com pH 6,8, suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino —
SFB — (Cultilab, Campinas, Brasil) inativado a 56°C por 30 minutos, 2mM L-glutamina (Gibco,
USA), 26mM HEPES (Sigma-Aldrich®) e 20ug/mL gentamicina (Sigma-Aldrich®). As
culturas eram mantidas até o final da fase logaritmica de crescimento em estufa refrigerada
B.O.D. a 24°C e repicadas a cada dois ou trés dias, até no maximo 10 repiques. Para manter a
infectividade, esporadicamente, camundongos BALB/c eram inoculados com a cepa e
eutanasiados com administracdo de solucdo anestésica por via intraperitoneal (240 mg/kg
guetamina e 45 mg/kg cloridrato de xilazina, Cetamin® and Xilazin®, Syntec, Brazil) para

isolamento do protozoario em cultura de células do baco e figado.

4.3. DIETAS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

A composicao da dieta indutora de obesidade foi desenvolvida e descrita por Maioli e
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colaboradores (2016). A distribuicdo de macro e micronutrientes, assim como a densidade
calorica (Kcal/g) provenientes da dieta controle (AIN93G) e experimental (HSB) foram obtidos
através da analise bromatoldgica, realizada no Laboratério de Nutricdo da Universidade Federal
de Minas Gerais e podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo de macro e micronutrientes e densidade calérica (Kcal/g) da dieta AIN- 93G

formulada para roedores adultos e a dieta HSB* com alto teor de aglcar e manteiga.

Composicgéo centesimal (%0) Dieta Controle (AIN93G) Dieta Experimental (HSB)
Carboidrato 64 36
Lipidio 16 48
Proteina 20 16
Energia (Kcal/g) 3,9 4,9

*HSB - high sugar and butter.

Os camundongos foram divididos em 2 ou 4 grupos descritos abaixo, compostos por 5

a 8 animais cada.

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos experimentais que receberam a dieta controle AIN-
93G formulada para roedores adultos e a dieta indutora de obesidade HSB com alto

teor de agUicar e manteiga.

GRUPOS CONDICOES

CTRL Dieta Controle (AIN93G)
CTRL-I Dieta Controle (AIN93G) infectado com L. infantum
HSB Dieta Experimental (HSB)
HSB-I Dieta Experimental (HSB) infectado com L. infantum

Os camundongos foram alimentados com dietas experimentais contendo 15% de caseina
(CTRL) ou quantidades equivalentes de aminoacidos (AA) desde o desmame (3 semanas de
idade) até a idade adulta (8 semanas de idade). As dietas (Rhoster Industria e Comércio Ltda,
SP, Brasil) eram isocaloricas e idénticas em termos de todos os outros nutrientes, de acordo
com o Instituto Americano de Nutricdo - AIN-93G (PHILIP G. REEVES, FORREST H.
NIELSEN, GEORGE C. FAHEY, 1993).

Os camundongos foram divididos em 4 grupos, como descrito abaixo, compostos por

5 a 8 animais cada.
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Tabela 3. Distribuicdo dos grupos experimentais que receberam a dieta controle AIN- 93G formulada
para roedores adultos e a dieta com aminoacidos como fonte de proteinas AA.

GRUPOS CONDIGOES

CTRL Dieta Controle (AIN93G)

CTRL-I Dieta Controle (AIN93G) infectado com L. Infantum

AA Dieta Experimental de Aminoacidos (AA)

AA-I Dieta Experimental de Aminoacidos (AA) infectado com L. infantum

4.4. DETERMINACAO DO MASSA CORPORAL MEDIA

Os animais foram pesados semanalmente e o consumo das dietas foi monitorado durante
todo o experimento. As avaliagdes eram realizadas a cada 7 dias, num mesmo horario, em
balanca semi-analitica (Bel Engineering) com capacidade para 200 gramas e variacdo de 0,001

grama.

4.5. INFECCAO EXPERIMENTAL

Para a dieta indutora de obesidade, oito a dez semanas ap0s o inicio das dietas, e com a
obesidade estabelecida no grupo experimental, os animais foram infectados ou ndo com L.
infantum e eutanasiados quatro semanas (28 dias) apos a infecgdo, momento no qual observa-
se 0 pico do parasitismo, conforme estabelecido em nosso laboratorio apds experimentacao.

O desenho experimental pode ser observado na figura abaixo.

8- 10 semanas 4 semanas

Im'c-io das Infeccio 1x107 Eutanasia
dietas promastigotas/dose

L. infantum

Figura 2. Desenho experimental da dieta indutora de obesidade e leishmaniose visceral murina.
Camundongos C57BL / 6 fémeas (n = 5-8/ grupo/ experiemento) foram alimentados por 12 -14 semanas com dieta
controle (CTRL) ou dieta com alto teor de aglicar e gordura (HSB). A infeccdo com 107 promastigotas de L.

infantum se deu com o estabelecimento da obesidade e a eutanasia ocorreu 28 dias apos a infec¢éo.
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Os animais incluidos nos experimentos com a dieta de aminoacidos como fonte de
proteina receberam as dietas desde o desmame (3 semanas de idade) até a idade adulta (8
semanas de idade), quando os grupos pertinentes foram inoculados por veia caudal com L.
infantum. Os grupos foram alimentados até o pico do parasitismo, que se deu na quarta semana
apos a infeccéo.

O desenho experimental pode ser observado na figura abaixo.

S semanas 4 semanas
lmc‘to das Infecgdo 1x107 Eutanasia
dietas promastigotas/dose
L. infantum

Figura 3. Desenho experimental da dieta a base de aminoacidos e leishmaniose visceral murina.
Camundongos C57BL / 6 fémeas foram alimentados por 9 semanas com dieta controle (AIN93G) ou dieta de
aminodcidos (AA). A inoculacéo por via endovenosa (veia caudal) com 107 promastigotas de L. infantum se deu

apos 0s animais atingirem a idade adulta (8 semanas de vida) e a eutanasia ocorreu apds 28 dias ap0s a infeccéo

Para a infeccdo in vivo, formas promastigotas de L. infantum foram cultivadas em meio
Grace’s (Sigma-Aldrich®) com pH 6,8, suplementado como descrito no item 4.2. Ao atingir a
fase estacionaria de crescimento, a cultura foi centrifugada a 1600 G, 5°C por 10 minutos e
lavada duas vezes com uma solucdo salina esteril tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2). Em
seguida, o sedimento foi suspenso em PBS para contagem dos parasitos em camara de Neubauer
e posterior ajuste para uma concentragao final de 1x107 parasitos/dose a ser inoculada em cada

animal por via endovenosa (veia caudal).

4.6. ADIPOSIDADE VISCERAL

Todos os animais foram pesados um dia antes do final do experimento. Nos animais
submentidos aos experiementos com dieta indutora de obesidade, ap0s a eutanasia, o tecido
adiposo visceral foi removido de cada animal e pesado em balanca analitica. O indice de

adiposidade visceral foi determinado pela formula:

Adiposidade = (Massa do tecido adiposo visceral removido) / Massa total do animal
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4.7. OBTENCAO DE SOBRENADANTE DE CELULAS MONONUCLEARES DO BACO E
FIGADO

Vinte e oito dias ap6s a infec¢do com o parasita, os camundongos foram eutanasiados
para a remocao do baco e figado.

Os 6rgdos foram removidos em condi¢des assépticas, e individualmente, transferidos
para tubos conicos de polipropileno independentes, previamente identificados e contendo 3 mL
de Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM, pH 7,2, Gibco®). Em seguida, cada 6rgao
foi macerado para a obtencdo das células e acrescido de DMEM (pH 7,2), suplementado com
10% (v/v) de SFB, 25mM HEPES (Sigma-Aldrich®), 5 mL/L de penicilina/estreptomicina
(Sigma- Aldrich® - 10.000 Ul penicilina + 10 mg/mL estreptomicina) e 3,7 mg/mL de
bicarbonato de sodio -NaHCOz- (Vetec). 1sso gerou uma suspensdo que foi submetida a
centrifugacéo a 1600 G, 4°C por 10 minutos em um tubo cdnico. O sobrenadante foi coletado e

armazenado para posterior uso na dosagem de citocinas e NO.

4.8. ANALISE DA CARGA PARASITARIA

A carga parasitaria dos animais infectados por L. infantum foi avaliada através da técnica
de diluicdo limitante (BUFFET et al., 1995; DE OLIVEIRA GOMES et al.,, 2012) em
fragmentos do figado e bago extraidos dos animais vinte e oito dias apds a inoculacdo dos
parasitos.

Para isso, 0s animais de cada grupo experimental tiveram o baco e o figado removidos
em condi¢cOes assépticas, acondicionados em tubo conico (Falcon) contendo 3 mL de meio
Grace’s suplementado. Os tubos foram entdo pesados e os fragmentos macerados
individualmente sobre um filtro com poro de 100um, adaptado a umtubo c6nico de 50 mL com
0 auxilio de umémbolo de seringa. Foi retirada uma aliquota de 200 pL da suspenséo de células
de cada 6rgdo e transferida em duplicata para o primeiro po¢o de uma placa de 96 pocos estéril
com fundo plano (BRAND plates). Os demais pogos foram preenchidos com 160 pL de Grace’s
e seguiu-se coma diluicdo seriada 1:5 nos dezesseis pocos subsequentes, divididos em 2 placas.

As placas foram incubadas em estufa BOD por dez dias a 26°C. Ap0s este periodo cada
placa foi levada ao microscépio invertido (Nikon Eclipse TS100) e observou-se o Ultimo poco
em que houve o crescimento das formas promastigotas. O nUmero de parasitas foi determinado
em cada 6rgdo tomando como referéncia a ultima diluicdo em que se verificou o crescimento

do parasita.
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4.9. AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS

Ensaios imunoenzimaticos de captura (ELISA) foram utilizados para mensurar a
concentracdo de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL10, TGF-B e IL-4 presente em sobrenadantes ex vivo
de esplendcitos, hepatdcitos e adipocitos. A dosagem foi realizada utilizando o sistema
comercial eBioscience® com pares de anticorpos monoclonais de captura e de revelagdo
biotinilado seguindo as instrugdes do fabricante.

Para a sensibilizagdo das placas de microtitulacdo de 96 pocos foram utilizados
anticorpos de captura durante 18 horas, a 25°C. Em seguida, os pogos foram lavados com
solugéo de lavagem (PBS e 0,05% (v/v) de Tween 20 (Sigma-Aldrich) e as amostras foram
adicionadas e incubadas na mesma temperatura por 2 horas. As placas, entdo, foram lavadas
novamente comsolucéo de lavagem e incubadas com o anticorpo biotinilado por 1 hora (25°C).
Em seguida, foi feita mais uma lavagem na placa e seguiu-se com a adi¢ao e incubagdo com
estreptoavidina marcada com peroxidase (eBioscience) durante 30 minutos a 25°C.

A reacdo foi revelada pela adi¢do de 0,005% (v/v) de perdxido de hidrogénio (H205)
30% (v/v) e solucdo tampdo citrato fosfato com 0,5% (g/L) ABTS (Sigma-Aldrich®).
Interrompeu-se a reacdo com adigdo de 1% (g/L) dodecil sulfato de sodio — SDS - (Gibco®) e
prosseguiu-se com a leitura da densidade Optica por espectrofotometria (Thermo Scientific

Varioskan® Flash) com a absorbancia determinada sob o comprimento de onda de 450 nm.

4.10. QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

A concentracdo de oOxido nitrico (NO) foi determinada indiretamente através da
dosagem de nitrito presente nos sobrenadantes ex vivo de esplendcitos e hepatdcitos dos
camundongos pelo método de Griess (GREEN et al., 1982).

Para esta analise, 50 pL dos sobrenadantes ex vivo foram plagueados em duplicatas em
placas de microtitulacdo de 96 pocos. Em seguida, as amostras foram incubadas com igual
volume de reagente de Griess, composto de 2,5ml de &cido orto-fosforico (HsPOs), 1ml de
sulfanilamida (Sigma-Aldrich) e 0,1ml de a-Naftiletilenoaminohidrocloro (Sigma-Aldrich) por
10 minutos. A concentracdo de nitrito foi determinada por espectrofotometria (Thermo
Scientific Varioskan® Flash) com a absorbancia determinada sob o comprimento de onda de

540nm, utilizando curva padrdo com nitrato de sodio iniciada com a concentracéo de 50 uM.
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4.11. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Amostras com 3-5 mm de tecido adiposo gonadal, baco e figado, foram individualmente
fixadas em paraformaldeido (Sigma-Aldrich) por 24h e posteriormente embebidas em parafina
(TBS, USA). Seccdes histologicas de 5um de espessura foram obtidas, com auxilio de um
microtomo, colocadas em laminas e coradas com hematoxilina, contrastada com eosina (TBS,
USA). As seccdes foram analisadas com aumento de 100X ou 400X, conforme indicado nas
figuras. As imagens formam obtidas com camera digital DV-130 (Hawking Technology, USA).
O didmetro e a area dos adipdcitos foram calculados usando o programa de imagem LissView
(Hawking Technology, USA).

4.12. IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para a imunofenotipagem de macréfagos, linfocitos T e avaliacdo da producéo citocinas
intracelulares, 200uL de suspensdo de esplendcitos (5x10° células / ml) foram centrifugadas a
400 G por 5 min e o sobrenadante descartado. Para as marcacdes extracelulares, as células
foram ressuspesas em 25 uL de solugdao tampdo FACS (FACS Buffer - 0,5 % v/v BSA -
albumina do soro bovino - e 0,05 % g/L azida sodica - NaN3 em PBS) contendo os anticorpos
monoclonais de interesse (Conforme descritos nas tabelas X e Xx) na proporcao de 1:50 (v/v)
e incubados a 4°C por 30 minutos no escuro, seguidos de fixacdo com 200 uL de
paraformaldeido 1% (v/v em PBS) para 0s que ndo necessitavam de marcacao intracelular.

Para a analise da producéo de citocinas (, era adicionada as células previamente marcadas
para receptores extracelulares 100uL de solugdo de fixagao e permeabilizagao (FIX & PERM®
Cell Fixation & Cell Permeabilization Kit - Thermo Fisher Scientific). Essas permaneciam
incubadas a 4°C por 30 minutos no escuro e em seguida foram lavadas com 100uL de solucao
tampdo de permeabilizacdo e lavagem (FIX & PERM™ Cell Permeabilization). Apos
permeabilizacdo as células foram centrifugadas a 400 G por 5 minutos e ressuspensas em uma
mistura de anticorpos de interesse, conforme descrito na tabela x), cuja concentracdo
preconizada foi 1:50 (v/v), sendo entdo acondicionadas em temperatura ambiente, no escuro por
30 minutos para a marcacao. A suspensdo de células entdo foi submetida a lavagem com
solucdo tampdo FACS e centrifugada a 400 G por 5 minutos e acondicionadas em tubos de
citometria para aquisicdo em citdmetro de fluxo (Attune® Thermo Fisher Scientific).

Foram adquiridas 100.000 ou 200.000 células por painel e a analise foi feita no programa

FlowJo® (versdo 7.6.5, TreeeStar, Ashland, OR, USA). Para auxiliar a determinagdo das
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populacbes positivas para os marcadores de interesse foi utilizado o método de Fluorescence
minus one (F.M.Q.), que consiste na omissdo de um marcador de interesse no mix de anticorpos.
Conforme descrito nas tabelas abaixo). Essa técnica permite a identificagdo da positividade para
os marcadores especificos e auxilia na distingdo de células auto-fluorescentes e que expressam

baixa frequéncia do marcador de interesse.
- AVALIA(;AO DA EXPRESSAO DE RECEPTORES INIBITORIOS EM LINFOCITOS T
EXVIVO

Para a imunofenotipagem dos receptores extracelulares, as células foram incubadas

com o0s seguintes anticorpos conjugados com os seguintes fluorocromos.

Tabela 4. Painéis de anticorpos — Receptores inibitorios em linfocitos T ex vivo

FLUOROCROMO
PAINEL
FITC PE PeCy7  AlexaFlour 700  APC-H7
Ex vivo
Amostra CD4 KLRG1 2B4 CD8 PD-1
F.M.O. KLRG.1 CD4 - 2B4 CD8 PD-1
F.M.O. PD-1 CD4 KLRG1 2B4 CD8 -

A figura 4 ilustra o processo de analise dos receptores inibitorios em linfocitos T totais

de acordo com os parametros acima citados.
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Figura 4. Estratégia de gates para analise de receptores inibitérios em linfécitos T. Os linfécitos foram
identificados primeiramente pelo tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), seguido da eliminacdo de eventos
duplos. As populacdes CD4 positiva e CD8 positiva (A) foram selecionadas. Em seguida, foi realizado a anélise
para a expressdo dos receptores KLRG1 e PD1 (B).

- AVALIACAO DAS POPULACOES DE CELULAS T DE MEMORIA

Para a imunofenotipagem das células T de memoria, as células foram incubadas com o0s

seguintes anticorpos conjugados com os seguintes fluorocromos.

Tabela 5. Painéis de anticorpos — Células T de memoria.

FLUOROCROMO
PAINEL FITC PE PeCy5  PeCy7 APC Alexa Flour 700 APC-H7
Memoria
Amostra CD4 KLRG1 CD8 IFN-y CD62L CD44 PD-1
FMO CD62L CD4 KLRG1 CD8 IFN-y - CD44 PD-1
F.M.O. CD44 CD4 KLRG1 CD8 IFN-y CcD62L - PD-1
F.M.O. KLRG1 CD4 - CD8 IFN-y CcD62L CD44 PD-1
F.M.O. PD-1 CD4 KLRG1 CD8 IFN-y CcD62L CD44 -
F.M.O. IFN-y CD4 KLRG1 CD8 - CD62L CD44 PD-1




- AVALIACAO DAS POPULACOES DE CELULAS T E MACROFAGOS

46

Para a imunofenotipagem das células T e macréfagos, as células foram incubadas com os

seguintes anticorpos conjugados com os seguintes fluorocromos.

Tabela 6. Painéis de anticorpos — Células T e macrofagos

FLUOROCROMOS
PAINEL
FITC PeCy7 APC Alexa Flour 700 APC-Cy7
Células T e macroéfagos
Amostra F4/80 CDl1llb CD86 CD8 CD4
F.M.O. F4/80 - CD11lb  CD86 CD8 CD4
F.M.O. CD11b F4/80 - CD86 CD8 CD4
F.M.O. CD86 F4/80  CD11lb - CD8 CD4

A figura 5 ilustra o processo de analise dos receptores em células T de acordo com o0s

parametros acima citados.

Linfocitos

T

SSC-A

FSC-A

FSC-A

Células
individuais

FSC-H

\ 4

CDS

CD8"*

CD4

Figura 5. Estratégia de gates para andlise de receptores em células T. Os linfocitos foram identificados
primeiramente pelo tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), seguido da eliminacdo de eventos duplos. As
populagdes CD4 positiva e CD8 positiva foram selecionadas.

A figura 6 ilustra o processo de analise dos receptores em macréfagos de acordo com os

parametros acima citados.
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FMO CD11b FMO F480 AMOSTRAS F4/80*
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Figura 6. Estratégia de gates para analise de receptores em macrofagos. Os macroéfagos foram identificados
primeiramente pelo tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), seguido da eliminacdo de eventos duplos. As
populacBes F4/80 positiva e CD11b positiva foram selecionadas (A) e em seguida foi realizado a analise para a
expressdo do receptor co-estimulatério CD86 (B).

4.13. AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR EM CELULAS T

Para anélise da proliferacdo das populacdes de esplendcitos, 5 x 10® /ml de células dos
animais testados foram lavadas com PBS em temperatura ambiente, e suspensas em solucdo de
PBS com CarboxyFluorescein Diacetate Succinimidyl Ester (CFSE) (Invitrogen®) na
concentracdo de 1uM. A marcacédo procedeu-se a 37°C, por 15 minutos, ao abrigo daluz. Apés
a marcacdo foi adicionado as células uma solucdo de PBS e SFB 5% (v/v), procedendo o
resfriamento em gelo por 5 minutos. A suspensdo de células foi entdo lavada com PBS e
centrifugada a 400 G por 10 minutos por duas vezes apos o resfriamento.

Para plaquear as células, estas foram suspensas em DMEM + SFB 10% (v/v), recebendo
ou ndo estimulo com ConA 10 pg/mL e LcAg 20 pg/mL. A cultura permaneceu em estufa
37°9C/5%CO; por 48h a 72h. Decorrido o tempo, a suspensdo de células foi transferida para
uma placa de 96 pocos de fundo conico, onde entdo foi submetida a lavagem com solugédo
tampao FACS (0,5 % BSA- albumina do soro bovino - e 0,05 % Azida sddica - NaN3 em PBS)
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e centrifugada a 400 G por 5 minutos por duas vezes. As células entdo foram acondicionadas
em tubos de citometria e fixadas com paraformaldeido 1% (v/v em PBS) para aquisi¢do em
citdbmetro de fluxo a Attune® Thermo Fisher Scientific. Para analise dos dados foi utilizado o
programa FlowJo® (versdo 7.6.5, TreeeStar, Ashland, OR, USA).

4.14. DETERMINACAO DE APOPTOSE

Para quantificacdo da viabilidade celular usaram-se 200uL de suspensdo de esplendcitos
(5x10° células / ml) que foram sujeitas a centrifugacdo 400 G por 5 min e o sobrenadante
descartado. As células foram entdo ressuspesas em 25 ulL de solugdo tampdo FACS (FACS
Buffer - 0,5 % v/v BSA - albumina do soro bovino - e 0,05 % g/L azida sodica - NaN3 em PBS)
contendo os anticorpos monoclonais de interesse (Conforme descritos na tabelas X) na
proporcao de 1:50 (v/v) e incubados a 4°C por 30 minutos no escuro. Posteriormente, para se
proceder a marcagdo com anexina V e Pl, as células foram lavadas com solugéo tampdo FACS.
Depois, o pellet foi lavado com 100uL de solucdo tampéo de ligacdo (10 mM Hepes/NaOH,
140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2) (KIT Immunotech), e ressupenso em 25uL de solucdo tampéo
de ligacdo contendo a anexina V — FITC (KIT Immunotech) e de iodeto de propideo (KIT
Immunotech) na proporc¢éo de 1:4 (v/v) a 4°C durante 15minutos, no escuro. A seguir ao periodo
de incubacéo as células entdo foram acondicionadas em tubos de citometria e adicionaram-se
200uL de solucdo tampdo de ligacdo. As células foram adquiridas em citdmetro de fluxo a
Attune® Thermo Fisher Scientific. Para analise dos dados foi utilizado o programa FlowJo®
(versdo 7.6.5, TreeeStar, Ashland, OR, USA).

Tabela 7. Painéis de anticorpos — Viabilidade celular

PAINEL
FITC PE

Apoptose ex vivo
Amostra ANEXINA Pl
F.M.O. ANEXINA - PI
F.M.O PI ANEXINA -

4.15. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versao
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6.0 levando em consideracdo a natureza das varidveis estudadas. Para comparagdo dos dados
foi utilizado o teste de T de Student, para amostras ndo pareadas e a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, sendo aplicado o teste de Tukey para comparacdo das médias. Dados

foram considerados significantes quando valores de P < 0,05.
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5. Capitulo 1

Obesidade induzida por dieta promove inflamacdo sistémica e aumento da

susceptibilidade a murina leishmaniose visceral

5.1. OBESIDADE E O IMPACTO NO METABOLISMO E RESPOSTA IMUNE

A integracdo entre o metabolismo e a imunidade, que em condicGes fisiologicas é
benéfica para a manutencdo da salde, pode se tornar deletéria em condicdes de baixo aporte
energético, exemplificada pela imunossupressdo caracteristica de individuos desnutridos
(KHOVIDHUNKIT et al., 2004). A fome tem sido uma ameaca para a satide humana ao longo
da historia, e por milhares de anos a ligacdo entre a infec¢do patogénica e a ma nutrigdo foi bem
estabelecida. No ultimo século, entretanto, o péndulo deslocou-se na direcdo oposta e hoje
muitos individuos apresentam excesso de peso ou obesidade.

Com o advento da sobrecarga metabdlica crénica, um novo grupo de problemas e
complicagbes na interseccdo entre metabolismo e imunidade emergiu, incluindo doencas
inflamatdrias ligadas a obesidade como diabetes, esteatose hepatica e aterosclerose
(HOTAMISLIGIL, 2006). Entre as varias raz0es para se manter um peso ideal esta o paradigma
emergente segundo o qual o desequilibrio metabolico leva ao desequilibrio imune, com
desnutricdo e imunossupressao de um lado, e obesidade e aumento de marcadores inflamatérios
do outro lado.

O problema do excesso de peso e da obesidade tem alcancado propor¢des de uma
pandemia mundial, sendo entdo alvo de grande preocupacdo e interesse da comunidade
cientifica. A obesidade mundial quase dobrou desde 1980. Em 2008, mais de 1,4 bilhdo de
adultos estavam acima do peso e 500 milhdes desses eram obesos. Nesse contexto, o Brasil
contribui de forma significativa para o aumento no nimero de pessoas acima do peso e obesas
(WHO, 2015a).

A identificacdo e classificacdo mais simples para obesidade sdo baseados no parametro
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), conhecido como indice de Massa
Corporal (IMC). O IMC ¢ calculado dividindo-se a massa corporal pela altura ao quadrado do
individuo. Valores de 25 a 29,9kg/m? sdo classificados como excesso de peso e valores acima
de 30kg/ m?sdo classificados como obesidade. O IMC fornece a medida a nivel de populacéo
mais Util de sobrepeso e obesidade, uma vez que é 0 mesmo para ambos 0S Sexos e para todas

as idades de adultos. No entanto, deve ser considerado um guia, pois pode ndo corresponder ao
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mesmo nivel de gordura em diferentes individuos (WHO, 2015b).

A obesidade tem como causa a acumulagdo macica de tecido adiposo em um organismo,
que é devido principalmente a uma combina¢do de consumo excessivo de calorias além do que
é necessario para manutencdo das fungdes metabdlicas e falta de atividade fisica. O aporte
calérico de macronutrientes presentes nos alimentos e bebidas (proteinas, carboidratos, lipidios
e éalcool) é entdo positivo em relacdo ao gasto energético (metabolismo basal, efeito
termogénico e atividade fisica). Um numero limitado de casos de obesidade deve-se
principalmente a anormalidades genéticas, medicamentos, desequilibrios hormonais ou
doencas psiquiatricas. Em contrapartida, o aumento das taxas de obesidade deve-se
principalmente ao aumento do consumo de dietas de alto teor de gordura e agUcar facilmente
acessiveis e saborosas, diminuiu as taxas de atividade fisica na vida cotidiana (WELLEN;
HOTAMISLIGIL, 2003; DE HEREDIA et al., 2012).

Numerosos estudos demonstraram que fatores associados a dieta sdo importantes na
modulacdo do desenvolvimento de aumento da adiposidade e disfungdo metabdlica. Além
disso, 0 progresso na compreensao da patogénese da obesidade destaca a delicada integragéo
da nutricdo, metabolismo e sistema imunoldgico (JORDANIA DA SILVA et al., 2017;
MAIOLLI et al., 2016).

5.2. ASPECTOS GERAIS DA OBESIDADE E DO SISTEMA IMUNOLOGICO

A obesidade caracteriza-se por uma condicdo inflamatdria cronica e sistémica que afeta
diretamente a funcdo imune inata e adaptativa, reduzindo a capacidade de fagocitose por
leucacitos, diminuindo a frequéncia de células T reguladoras e desregulando a producdo de
citocinas e quimiocinas (FUENTES et al., 2010, YANG et al., 2010). Estas funcdes alteradas
aumentam o risco de desenvolvimento de cancer (KRAUS & ARBER, 2009; RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2013) e susceptibilidade a patdgenos (BARTH et al., 2013; ONOFRIO
et al., 2015), além de diminuirem a eficacia vacinal (FARMAKI et al., 2010, CHEN et al.,
2014).

Até o inicio da década passada, acreditava-se que o papel essencial do tecido adiposo
era a deposicdo de gordura, além de promover isolamento térmico e protecdo mecanica contra
traumas. Em 1994, com a descoberta da leptina por ZHANG e colaboradores, iniciou-se uma
nova era de estudos sobre a fungéo do tecido adiposo, como 6rgéo endocrino. Atualmente, sabe-
se que além do seu papel na homeostase energética, via armazenamento e mobilizacdo de

energia, o tecido adiposo é um tecido envolvido em varios processos fisiopatologicos e
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metabdlicos (HIROSUMI et al., 2002; SABIO et al., 2008; KRYSIAK et al., 2010).

Apobs a descoberta da secrecdo de leptina pelo tecido adiposo, ocorreu uma rapida
expansdo no conhecimento de proteinas e outras moléculas secretadas por esse tecido
denominadas adipocinas. Entre elas estdo, além da leptina, a adiponectina, a resistina, 0 TNF-
a, a interleucina seis (IL-6), o inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1), a proteina
quimiotatica para mondcitos (MCP-1), angiotensinogénio, dentre outras. A leptina, que se
encontra aumentada em individuos obesos, estd relacionada com o aumento da funcdo de
células NK e com o declinio das concentracdes de Th2, favorecendo o desenvolvimento de
doencas mediadas pelo sistema imune (DE LORENZO et al., 2007). Porém, a primeira ligacdo
entre obesidade e inflamacédo foi sugerida quando se descobriu que o TNF-a, uma citocina com
atividade pro-inflamatdria, € expressa no tecido adiposo de roedores obesos (HOTAMISLIGIL
et al., 1993). O TNF-a ¢ capaz de ativar macr6fagos e aumentar a secrecdo de NO (GREEN et
al., 1994), fatores que seriam importantes na resisténcia a parasitas intracelulares. No entanto,
por algum motivo ainda obscuro, no individuo obeso esse mecanismo nédo leva ao controle de
infeccdo (ZHOU et al., 2011).

Uma proteina abundante no tecido adiposo é adiponectina, também conhecida como
proteina complementar relacionada com o adipdcito. E produzida exclusivamente pelo tecido
adiposo de humanos, macacos e roedores, e esta envolvida na resposta inflamatoria e regulagédo
do balanco energético, desenvolvendo um papel anorexigeno e anti-inflamatdrio, podendo ser
atil para explicar a funcdo imunoldgica perturbada em individuos com obesidade severa
(ENGELI et al., 2003).

As alteracGes do sistema imune ndo se mantém apenas nas modificacGes da producéo
de citocinas. Animais obesos apresentam involugéo timica, com maior acimulo de gordura no
orgéo. Esse fator prejudica a diversidade de linfécitos T, em especial CD4", além disso, aparece
maior quantidade de macréfagos, porem, com a fungdo também alterada. A reducdo do
repertorio de linfocitos leva a oligoclonalidade o que contribui com o desenvolvimento de
alergias, susceptibilidade a infec¢do e autoimunidade (MILNER; BECK, 2012).

Aobesidade esta associada a uma infiltracdo de macrdfagos constante no tecido adiposo,
e em individuos muito obesos, os macréfagos constituem até 40% da populacdo celular do
tecido. Essas tdo importantes células imunes podem apresentar heterogeneidade significativa
em sua funcdo, a depender de fatores locais capazes de estimular programas distintos de
ativacdo, com diferentes perfis de mediadores inflamatorios, marcadores de superficie e
enzimas metabdlicas. (KANNEGANTI; DIXIT, 2012; SICA; MANTOVANI, 2012).

Estudos in vitro definiram a existéncia de dois polos de ativacdo de macrofagos
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denominados M1 e M2. In vivo, os macrofagos teciduais provavelmente assumem estados de
ativacdo intermediarios entre os polos M1 e M2. Os macréfagos M1 ou macrofagos
“classicamente ativados” sdo induzidos por mediadores pro inflamatorios, como IFN-y e
apresentam producdo aumentada de citocinas pro inflamatérias (como o TNF-a) e espécies
reativas de oxigénio (como NO). Ja os macréfagos M2, ou “ativados por via alternativa”, sdo
induzidos por outras citocinas como as IL-4 e IL-13, e apresentam um perfil com expressao
significativa de mediadores anti-inflamatérios, como a IL-10. Os macr6fagos M2 também
apresentam producdo aumentada de arginase, que pode competir com a arginina, necessaria
para a producdo de NO. A evidéncia atual sugere que os macr6fagos M2 participam da
supressdo de respostas inflamatorias e promocao do reparo tecidual. Desse modo, durante a
patogénese da sindrome metabdlica, o estado inflamatorio relacionado com a obesidade
também pode interferir na recuperacdo de lesdes nesses pacientes (KANNEGANTI; DIXIT,
2012; SICA; MANTOVANI, 2012; GORDON, 2003; WEISBERG et al., 2003).

As CDs, que sdo células apresentadoras profissionais de antigenos, tem papel
fundamental na resposta a agentes infecciosos. Quando foram avaliadas as CDs de individuos
com obesidade verificou-se que elas estdo em menor nimero comparado com individuos
saudaveis. Alem disso, apresentam menor expressdo de moléculas co-estimuladoras de
linfocitos T, menor ativacdo via TLRs e maior producdo de IL-10 (KARLSSON et al., 2010).
Esses fatores somados, favorecem a maior chance de disseminacgédo de agentes infecciosos.

Véarios modelos experimentais de obesidade, incluindo induzidos por dieta e por fatores
genéticos foram utilizados para fornecer uma caracterizacdo das consequéncias imunolégica e
metabolica da obesidade (NEVES et al., 2007; KENTISH et al., 2015). As dietas baseadas em
altas concentracGes de acucar e gordura, que reproduzem mais de perto um padrdo tipico da
dieta ocidental tem demonstrado promover ndo apenas 0 aumento de peso compativel com
obesidade, mas também alteracdes metabolicas e inflamatorias em camundongos (MAIOLI et
al., 2015).

A resposta imunolégoca a longo prazo que permite a eficacia de protocolos de vacinacéo,
é a responsavel hd anos pelo controle da disseminacdo de algumas doencas infecciosas.
Individuos obesos tem menor capacidade de resposta a esses protocolos. Ou seja, estudos
mostraram que individuos obesos vacinados com trés diferentes cepas do virus HIN1 ou
hepatite tiveram a producdo de anticorpos alterada. Logo apds a vacinacdo, houve a producao
de anticorpos semelhante entre individuos normais e obesos, porém um ano depois os titulos de
anticorpos em individuos obesos foram menores, sugerindo a menor capacidade de manutencao

de células de memdria e maior susceptibilidade a aquisi¢cdo e manutencgéo de agentes infecciosos
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(SHERIDAN et al., 2012).

Em modelos murinos, com camundongos, com a deficiéncia de leptina (ob / ob) ou do
receptor da leptina (db / db) obteve-se a susceptibilidade aumentada a infec¢des bacterianas e
pneumonia (MANCUSO et al., 2010). Em relacdo ao Mycobacterium tuberculosis, Wieland e
colaboradores, em 2005, observaram que camundongos ob / ob apresentam uma maior carga
pulmonar desta bactéria. Em adicdo a estes modelos de infec¢do pulmonar, os camundongos
sem o receptor de leptina (db / db) foram mais susceptiveis a infeccdo estafilocdcica na pata
traseira e exibiram uma resposta inflamatéria exacerbada quando comparados a camundongos
controles (PARK et al., 2009). Num trabalho de Shamshiev e colaboradores (2007),
camundongos com duplo nocaute para o gene ApoE, alimentados com alto teor de gordura e de
colesterol na dieta exibiam maior suscetibilidade a infecgdo por L. major devido ao prejuizo na
fungdo de CDs e imunidade celular do tipo Thl.

Neste trabalho, usamos um modelo bem descrito de obesidade induzido pelo consumo
de grandes quantidades de acglcar e gordura e investigamos sua possivel associacdo com a
suscetibilidade a leishmaniose visceral. Nossa hipotese foi de que o ambiente inflamatorio
promovido pela obesidade induzida pela dieta hipercalorica poderia potencialmente influenciar
o0 desenvolvimento e o resultado da infeccdo causada por L. infantum. Considerando a crescente
preocupacdo mundial com as epidemias de obesidade em associagdo com o crescimento da
emergente leishmaniose visceral nos centros urbanos, consideramos este um tdpico
clinicamente relevante. Parte dos resultados deste capitulo foram publicados e estdo descritos a

seguir.
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5.3. RESULTADOS

Diet-induced obesity promotes systemic inflammation and
increased susceptibility to murine visceral leishmaniasis
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SUMMARY

(besity 15 the main causal factor for metabolic svndrome and chronie systemic inflammation, which impacts on immune
function and increases susceptibility to pathogens. Here, we investigated the effect of obesity on the outcome of visceral
leishmaniasis caused by Letshmamiasis infamtum chagasi. C357BLJ6 mice fed with high-sugar and butter diet (HSB) showed
a significant increase in body weight, adiposity index and morphological changes in adipocyte. To investigate the conse-
quences of obesity on the specitfic immunity against Leishmania, both control and HSB diet groups were infected with 1’
L. mfantum chagast promastigotes in the eighth-week after diet started and euthamzed 4 weeks later. HSB-diet fed mice
exhibited a signifhcantly higher parasite burden in both liver and spleen compared with control- diet group. Gonadal adi-
pocvte tissue from HSB-diet mice showed increased TNF -, [L-6 and leptin and diminished [L-10 production compared
with control. Cytokines production analvsis in the spleen and liver from these amimals also demonstrated higher produc-
tion of [IFN-y, TNF-@, IL-6 and mtric oxide and diminished production of [L-10 and TGEF-f, which correlate with
inflammuatory focl and the cell hvperplasia observed. Taken together, obesity can interfere with responses to pathogen-
denved signals and impair the development of protective anti-Leishmania immunity.

Sarnaglia e cols., Parasitology © Cambridge University Press 2016, doi:10.1017/S003118201600127X

5.3.1 AALIMENTACAO DE CAMUNDONGOS C57BL/6 COM DIETA HIPERCALORICA
INDUZ ALTERACOES SISTEMICAS

Os camundongos C57BL/6 alimentados com as dietas controle (CTRL) ou hipercalérica
(HSB) e infectados com L. infantum, foram monitorados semanalmente com objetivo de avaliar
0 ganho de massa corporal. Conforme observado na figura 7, camundongos alimentados com a
dieta HSB apresentaram um aumento significativo no ganho de massa corporal a partir da oitava

semana experimental e se mantendo até o fim do experimento, ocorrido na 142 semana.
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Figura 7. Ganho de massa corporal cumulativo. A avaliagdo do ganho de massa corporal pela administracéo
das dietas CTRL e HSB em camundongos C57BL/6 fémeas foi realizado em cada uma das 14 semanas de
experimentacdo. Dados representativos de trés experimentos independentes e representados como média aritmética
+ SD. p <0,05 (*) p <0,01 (**).

As quantidades de ragdo fornecida aos animais foram acompanhadas durante toda a
experimentacdo, possibilitando-nos obter os valores relativos a ingestdo media diaria, bem
como o consumo calorico medio baseado nas informacOes energéticas disponiveis sobre as
dietas (CTRL = 3,9 kcal/g; HSB = 4,9 kcal/g). Os camundongos alimentados com dieta HSB
apresentaram aumento significativo do consumo calérico medio diario quando comparado aos

animais alimentados com dieta controle, conforme descrito na tabela 8.

Tabela 8. Parametros fisioldgicos de camundongos alimentados com dietas CTRL e HSB.

CTRL HSB
Massa corporal final (g) 24,2+ 2,02 32,9+ 3,31**
Consumo de dietas (g/semana/animal) 19,67+ 0,43 22,14+ 0,51**
Consumo energético (kcal/semana/animal) 58,31+ 3,07 103,61+ 5,57***
Figado (g) 1,15+ 0,07 1,35+ 0,20*
Baco (9) 0,376 £ 0,04 0,505+ 0,09*
Tecido adiposo gonadal () 0,389+ 0,11 0,835+ 0,38 *

Os valores sdo expressos como média + S.D. com Controle n = 15 e HSB n = 15. Os dados foram comparados
pelo teste T. p <0,05 (*) p <0,01 (**) p <0,001 (***). FONTE:

Apos o fim do experimento, o tecido adiposo gonadal foi recolhido e mensurado para a
comparagdo entre os grupos. Conforme demostrado na figura 8 e tabela 8, foi observado um
aumento significativo na massa do tecido adiposo gonadal de camundongos alimentados com
dieta HSB em relacdo aos animais alimentados com dieta CTRL. Além disso, camundongos
alimentados com dieta HSB apresentaram uma relacdo de adiposidade, determinado pela razdo
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entre a massa do tecido adiposo gonadal e a massa corporal individual, significativamente maior
quando comparados aos controles (Figura 8B).
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Figura 8. (A) Massa do tecido adiposo gonadal ap6s administracédo das dietas CTRL ou HSB em camundongos
por 14 semanas. (B) indice de adiposidade de camundongos alimentados por 14 semanas com dietas CTRL e HSB,
calculado a partir da divisdo da massa do tecido adiposo gonadal pela massa corporal de cada camundongo ao final
do experimento. Dados representativos de trés experimentos independentes e representados como média aritmética
+ SD. p <0,05 (*) p <0,001 (***).

Além da massa, também foi avaliado o aspecto histologico do tecido adiposo gonadal
de ambos os grupos. Os animais do grupo CTRL apresentaram adipécitos sem alteracdes
histologicas (Figura 9A). De forma contraria, adipdcitos obtidos de animais tratados com dieta

hipercalérica apresentaram hipertrofia (Figura 9 B), sendo confirmado com a medida da area do

adipdcito na figura 10.

| - B -
Figura 9. Fotomicrografias de tecido adiposo gonadal de camundongos alimentados por 14 semanas com
dietas CTRL (A) e HSB (B). Fragmentos de cada 6rgdo foram removidos, fixados, processados e incluidos em

parafina. SecgBes histoldgicas de 5um de espessura foram coradas com hematoxilina/eosina e avaliadas por
microscopia de luz. Imagens com aumento de 100x.
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Figura 10. Area do adipécito. A partir de fotomicrografias de tecido adiposo gonadal de camundongos
alimentados por 14 semanas com dietas CTRL e HSB, a area do adipdcito foi calculada usando o programa de
imagem LissView. Dados representativos de trés experimentos independentes e representados como média
aritmética + SD. p<0,0001 (****).

532. A ALIMENTAQAO DE CAMUNDONGOS C57BL/6 COM DIETA
HIPERCALORICA OS TORNA MAIS MAIS SUSCETIVEIS A INFECCAO COM

Leishmania infantum

Muitas evidéncias demonstraram que a obesidade aumenta a gravidade das infeccdes
bacterianas e virais em humanos e modelos experimentais (EASTERBROOK et al., 2011;
LOUIE et al., 2011). A fim de investigar as consequéncias da obesidade na especificidade de
infeccdo contra o parasita Leishmania, ambos os grupos controle e HSB foram infectados com
10" promastigotas de L. infantum, 8 semanas ap6s o inicio da dieta, e foram eutanasiados
4 semanas apos a infec¢do, o que corresponde ao pico do parasitismo do bago e do figado. Como
esperavamos, 0s camundongos C57BL/6 obesos exibiram uma carga de parasitas
significativamente maior tanto no figado quanto no ba¢o quando comparada com 0 grupo
controle (CTRL) (Figura 11).
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1054
10%-
10°
1024
10"

Parasitas/ mg de tecido
Parasitas/ mg de tecido

Ctrl HSB Ctrl HSB

Figura 11. Efeito da obesidade induzida pela dieta no controle da infec¢éo por L. infantum. Os camundongos
alimentados com dietas Ctrl e HSB, foram infectados 8 semanas ap6s o inicio da dieta com 107 promastigotas de
L. infantum. A carga de parasitas / mg de tecido foi individualmente medido em baco e figado quatro semanas
apos a infeccdo pelo método de diluicdo limitante. Os resultados sdo representados como médias aritméticas +
S.D. de trés experimentos independentes. p <0,01 (**) p <0,001 (***).
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5.3.3. CAMUNDONGOS COM OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA EXIBEM MAIOR
INFLAMACAO E DANOS NOS TECIDOS DURANTE A INFECCAO POR L. infantum

Para avaliar os possiveis mecanismos envolvidos nas discrepancias da carga
parasitaria entre 0s grupos experimentais, avaliamos mediadores pr6 e antiinflamatérios
produzidos pelo tecido adiposo, bago e figado. Os camundongos com obesidade induzida por
dieta exibiram uma producdo macica de citocinas pré inflamatdrios e altos niveis séricos de
leptina em comparacao com a dieta controle . Aumento dos niveis de TNF-a e IL-6 e diminuicéo
dos niveis de IL-10 foram observados no tecido adiposo gonadal desses camundongos (Figura
12).
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Figura 12. Efeito da obesidade induzida por dieta na producéo de citocinas pelo tecido adiposo gonadal. O
tecido adiposo gonadal de camundongos infectados foi coletado e processado individualmente ap6s 14 semanas.
A produgdo in situ de TNF-a, IL-6, TGF-p ¢ IL-10 e os niveis séricos de leptina foram obtidos por ensaio ELISA
e os resultados representados como médias aritméticas + S.D. de trés experimentos independentes. (*) p <0,05 (**)
p <0,01.

Do mesmo modo, 0s animais obesos apresentaram quantidades mais elevadas de IFN-
Y, TNF-0, IL-6 e nitrito, e quantidades reduzidas de IL-10 e TGF-$ no figado quando
comparadas com camundongos que receberam a dieta controle (Figura 13). N&o se conseguiu
quantificar IL-10 ou a diferenca na producdo de TGF-B no baco e tecido adiposo de ambos os
grupos (Figuras 12 e 13). A producdo de IFN-y e nitrito ndo foi detectada no tecido adiposo

gonadal (Figura 12).
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Figura 13. Efeito da obesidade induzida por dieta na producédo de citocinas em tecidos infectados com
Leishmania. Baco e figado dos camundongos alimentados por dietas experimentais e infectados foram
processados individualmente apds a 142 semana experimental. A producdo in situ de TNF-a, IFN-y, IL- 6, IL10,
TGF-B e nitrito foram obtidas por ELISA ou Griess. Os resultados sdo representados como médias aritméticas +
S.D. de trés experimentos independentes. (*) p <0,05 (**) p <0,01 (****) p<0,000.
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5.3.4. PROCESSO INFLAMATORIO EM BACO E FIGADO DE CAMUNDONGOS COM
OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA APOS INFECCAO

Para verificar as alteragdes morfoldgicas em figado e baco causadas pelo processo
inflamatorio ou pela infec¢do por Leishmania, realizamos a coloracdo de hematoxilina e eosina
em seccgdes de tecidos de ambos 0s grupos experimentais obtidas apds 4 semanas de infeccao.

Em comparacdo com o grupo controle, as fotomicrografias hepaticas de camundongos
que receberam a dieta HSB apresentaram acumulacdo de gordura de hepatdcitos compativel
com esteatohepatites e ocorréncia de uma estrutura de granuloma imaturo, com manto de
células mononucleares pouco desenvolvidas ao redor de um nicleo sem presenca de parasitas
(Figura 14A). Alémdisso, a sec¢do do baco deste grupo mostrou focos inflatérios e hiperplasia
celular (Figura 14B). Essas alteracdes morfolégicas ndo foram observadas no figado ou no baco
do grupo de camundongos alimentados com dieta controle (Figuras 14A e B).

A Figado B Baco

Ctrl

HSB

alimentados por dietas experimentais e infectados foram processados individualmente apds a 14% semana
experimental, submetidos a hematoxilina e eosina, e observados num aumento de 100X ou 400X. Inflamacéo
granulomatosa e focos de esteatose em figado (A) e hiperplasia no bago (B).
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5.4. DISCUSSAO

A obesidade é causada por acumulagdo excessiva de lipidiosemadipocitos que resulta em
sindromes metabdlicas e inflagdo cronica sistémica (WEISBERG et al., 2003). O tecido adiposo
é responsavel por produzir e liberar uma variedade de adipocinas (leptina, adiponectina, resistina
e visfatina) e citocinas pro inflamatdrias que estdo associados ao aumento da suscetibilidade as
infeccOes pds-cirdrgicas, a doenca periodontal e a reducdo da resposta a vacinagao e tratamento
antimicrobiano (CHEN et al., 2014, ONOFRIO et al., 2015).

Neste estudo, fornecemos a primeira evidéncia de que a obesidade induzida por dieta
poderia promover uma susceptibilidade aumentada a infeccdo por Leishmania infantum e o
desenvolvimento de leishmaniose visceral murina. Neste estudo, nos alimentamos
camundongos C57BL / 6 com uma dieta bem descrita, rica em agucar como fonte de
carboidratos e manteiga como fonte de lipidios (dieta HSB), que foi capaz de promover o
aumento significativo da massa corporal e a massa do tecido adiposo gonadal, alem de mudancas
na morfologia dos adipocitos (MAIOLI et al., 2015). As dietas baseadas em concentracdes
elevadas de acucares e gordura reproduzem corretamente o padrao dietético tipico do ocidente,
e também promovem alteracdes metabolicas e inflamatdrias em camundongos relacionadas ao
seu consumo (MAIOLI et al., 2015). Em pessoas obesas e modelos experimentais, 0 consumo
regular de dieta rica emacucar e gordura € responsavel pela expansdo da massa gorda através de
hiperplasia de adipdcitos e / ou hipertrofia de adipocitos (SIRIWARDHANA et al., 2013), que
também foi confirmada em nossos achados. Além disso, neste estudo, os camundongos
alimentados com a mesma dieta HSB apresentaram aumento de peso corporal apos 2 semanas
de alimentacdo (YANG et al., 2012; MAIOLI et al., 2015).

Trabalhos anteriores fornecem evidéncias fortes de que as alteracbes no metabolismo
lipidico e lipoprotéico durante a obesidade sdo comumente associadas a uma resposta
inflamatéria exagerada e a uma maior susceptibilidade a infeccbes (GREGOR &
HOTAMISLIGIL, 2011; OUCHI et al., 2011). O tecido adiposo gonadal atua produzindo
quantidades anormais de citocinas pré-inflamatorias resultando em um perfil de inflacdo
cronica (RAMALHO & GUIMARAES, 2008). Além disso, observam-se diminuicdo da
frequéncia de células T reguladoras (MAIOLI et al., 2015); aumento da atividade de estresse
oxidativo de adipdcitos / hipdxia e expressdo anormal de MHC 11, que tem sido implicada com
alta producéo de IFN-y durante a obesidade (JOVICIC et al., 2015, LIU et al., 2016). Em nosso

estudo, 0os camuandongos obesos apresentaram niveis aumentados de varias citocinas em
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comparagdo com o grupo da dieta controle. O grupo de dieta HSB apresentou uma regulagéo
positiva de citocinas pré-inflamatorias incluindo IFN-y e nitrito (usado como marcador indireto
da producdo de 6xido nitrico) e desregulacdo das citocinas inibitérias IL-10 e TGF- produzidas
ndo apenas pelo tecido adiposo gonadal, mas também no figado e no baco desse animais.

AlteracBes inflamatdrias na obesidade tém sido associadas também a hiperleptinemia
que prejudica a sensibilidade a insulina e promove o acumulo de lipidios (GREGOR &
HOTAMISLIGIL, 2011; ZHANG et al., 2013). Em consonancia com Maioli e colaboradores
(2015), descobrimos que a obesidade causa hiperleptinemia concomitante com alteragfes em
diferentes citocinas durante a infec¢do por L. infantum. A hiperleptinemia tem se relacionado
com a supressdo de IL-10 e ativacdo de IL-1p, de TNF-a, IL-8 e IL-6, através da producédo
mediada pela ativagdo de NF-kB (WOLF et al., 2004; OUCHI & WALSH, 2007).

O aumento de fatores inflamatorios em camundongos obesos esté associado ao aumento
da mortalidade e da gravidade da infecgdo, como o virus influenza; Trypanosoma cruzi;
Schistosoma mansoni e Plasmodium berghei (BACELLAR et al., 2002; NEVES et al. 2007;
OUCHI E WALSH, 2007; NAGAJYOTHI et al., 2014). Em nosso trabalho, ampliamos esses
achados para modelos de leishmaniose visceral, mostrando que camundongos obesos
desafiados com L. infantum apresentam carga de parasitas significativamente maior em figado e
baco em comparacdo com camundongos controle. Embora a resposta eficaz do tipo Thl, com
0s macrofagos ativados por IFN-y e 0 aumento da producdo de TNF-a e 6xido nitrico sejam
cruciais contra a infeccdo por Leishmania (LEAL et al. 2015), o controle deficiente da
inflamacéo ou a resposta imune pro-inflamatdria exagerada foram associados com danos nos
tecidos e falha no controle do parasita durante a leishmaniose visceral e cutanea (PIRMEZ et
al., 1993; MELBY et al. 2001; MARQUES-DA-SILVA et al. 2005; CARVALHO et al., 2007).

A producdo inadequada de IFN-y e TNF-a foi observada em respostas in vitro e analise
in situ de lesGes cutaneas de leishmaniose e correlacionadas com destruicdo tecidual grave em
leishmaniose mucocutanea (FARIA et al., 2005; CARVALHO et al., 2007). Além disso, a fase
aguda da Leishmaniose Visceral Humana cursa com alto parasitismo desenvolvido
concomitantemente a expressao elevada de IFN-y no bago e medula 6ssea, bem como 0 aumento
dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IFN-y e TNF- a) e quimiocinas circulantes
(HAILU et al., 2004; NYLEN et al 2007, KUMAR et al. 2014). Em concordancia com nossos
achados, esses resultados demonstram que a falha na eliminacgéo do parasita, mesmo napresenca
de citocinas, ndo se deve a incapacidade de montar respostas Thl protetoras por si, mas sim a
indugdo de supressdo, resultando em uma funcdo imunolégica ineficaz (VOULDOUKIS

etal. 1997). Além disso, a producdo exagerada de citocinas inflamatérias também foi
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correlacionada com hiperplasia tecidual e desenvolvimento de granuloma hepético durante a
leishmaniose visceral (GAZE et al., 2006; TERRAZAS et al., 2015). Embora a ocorréncia de
granuloma seja uma maneira importante de controlar parasitas hepaticos, a expressiva presenca
de granulomas imaturos (como observamos em camundongos alimentados com dieta HSB) néo
garante necessariamente a fungdo antimicrobiana e o mecanismo microbicida durante a
leishmaniose visceral em camundongos C57BL / 6 (MURRAY, 2001, KAYE et al., 2004), que
corrobora nossos achados e sua associacdo com uma carga de parasitas aumentada no figado.
De modo geral, este estudo aborda a associacdo entre ainflacdo crdnica na obesidade
causada por dieta comalto teor de agUcar e gordura, e seu impacto no desfecho da leishmaniose
visceral murina. O estabelecimento de uma relagdo entre as condi¢cfes clinicas deve ser

importante para fornecer praticas de intervengéo eficazes no futuro.

5.5. CONCLUSAO

Camundongos obesos foram capazes de gerar uma alta resposta inflamatoria
inespecifica, insuficiente para conter a infeccdo. Além disso, nossos dados demonstram o papel

da inflamacé&o sistémica no aumento da susceptibilidade
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6. Capitulo 2

6.1 OBESIDADE E A MODULACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA A PATOGENOS

Além de aumentar o aparecimento de desequilibrios metabdlicos, a obesidade leva a
uma vida Util reduzida e processos celulares acelerados semelhantes aos do envelhecimento
(AHIMA, 2009), como a deterioracdo da estrutura e funcdo dos 6rgdos associados ao estresse
oxidativo, instabilidade genética e perturbacdo das vias homeostaticas (RUSSELL & KAHN,
2007). Aumento do peso e acumulacdo anormal de tecido adiposo levam a consequéncias
prejudiciais para a saude, em parte porque a gordura é frequentemente o maior 6rgdo humano,
e constitui mais da metade da composi¢do do corpo em um numero alarmante de pessoas e,
portanto, a extensdo das consequéncias € ampliada (AHIMA, 2009).

A obesidade causa a morte prematura por muitas causas que sdo comuns em idosos:
diabetes, ataques cardiacos, acidentes vasculares cerebrais, cancer e deméncia (BJORNTORP,
1990; DENKE et al., 1993, 1994; COLDITZ et al., 1995; LEAN, 2000). A obesidade e 0
envelhecimento estdo ambos associados a inflamacdo cronica e de baixa intensidade e a
resisténcia a insulina, aumento das proteinas pro-inflamatdrias, quimiotaticas e pré coagulantes
locais e circulantes, e deposicao lipidica ectopica com lipotoxicidade (HOTAMISLIGIL &
SPIEGELMAN, 1994; SAMAD et al., 1996, 1997; VGONTZAS et al., 1997; FRIED etal.,
1998; WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003). E, portanto, similar a uma forma acelerada de
envelhecimento do tecido adiposo (AHIMA, 2009; MINAMINO et al., 2009). Isto é
especialmente verdadeiro na obesidade macica ou visceral. Como no envelhecimento, a
expressao de fatores de transcricdo adipogénicos do tecido adiposo diminuem na obesidade, e
os mediadores inflamatorios, incluindo TNF-a ¢ IL-6, sdo aumentados (XU et al., 2002;
WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003).

A analise de processos que causam a disfuncdo do tecido adiposo na obesidade poderia
apontar para mecanismos que contribuem para a disfuncdo metabdlica como o envelhecimento
e mesmo o proprio processo de envelhecimento. Os eventos que levaram a inflamacéo do tecido
adiposo na obesidade foram investigados através da analise dos efeitos da alimentacdo com alto
teor de gordura em roedores. Essas dietas induzem a producdo de citocinas inflamatdrias,
quimiocinas e proteinas modificadoras de matriz extracelular (MEC) em dias a semanas (XU et
al., 2003; SUGANAMI et al., 2005). Isso estd associado a alteragcbes em subconjuntos de
linfocitos T, ao invés do niamero absoluto dessas células (FEUERER et al., 2009; NISHIMURA
et al., 2009).
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Como a obesidade e o envelhecimento compartilnam caracteristicas semelhantes, como
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma ampla gama de citocinas pro-
inflamatorias associadas a um sistema imunolégico comprometido, a obesidade é considerada
uma doenca do envelhecimento associada a mecanismos comuns de imunossenescéncia
prematura. A imunossenescéncia por sua vez é caracterizada por uma alteracdo funcional da
imunidade dependente do tempo, levando a sua deterioracdo (DE LA FUENTE; M. DE
CASTRO, 2012).

A alimentacdo com alto teor de gordura resulta em uma propor¢do aumentada de
linfécitos T CD8" efetores, com um progressivo aumento das células liberando citocinas pro-
inflamatorias Twl, em relacdo as células auxiliares CD4" e células T reguladoras - Tregs. 1sso
também ocorre nos seres humanos: o nimero de células T CD8a € maior e as Tregs sdo
reduzidas no tecido adiposo dos obesos comparados aos humanos magros. O tecido adiposo de
camundongos obesos induz a ativacdo e proliferacdo de linfécitos T CD8" em co-cultura,
sugerindo que as quimiocinas produzidas pelo tecido adiposo podem estar conduzindo as
mudancas nos subconjuntos de linfocitos T (FEUERER et al., 2009; NISHIMURA et al., 2009).

O tecido adiposo também € infiltrado por mastdcitos a medida que a obesidade se
desenvolve em camundongos e humanos. Os mastocitos contribuem para a producéo de IL-6,
IFN- v e complicacdes metabdlicas da obesidade, incluindo resisténcia a insulina e acimulo de
gordura no figado. Apds as mudancas nos subconjuntos de linfécitos T e na acumulacdo de
mastocitos durante o desenvolvimento da obesidade, o tecido adiposo € infiltrado por
macrofagos M1 ativados classicamente. Isto é provavelmente devido a sinalizacdo de
quimioatraentes, como o IFN- y secretado por linfocitos T ¢ mastdcitos (WEISBERG et al.,
2003; XU et al., 2003; NISHIMURA et al., 2009; LIU et al., 2009).

Num ambiente com uma inflamacédo crénica persistente, como na obesidade, cancer,
doencas autoimunes ou em infec¢des cronicas, nas quais ocorrem uma estimulacdo antigénica
a longo prazo, ha um prejuizo da funcéo das células T, denominado exaustdo de células T. A
exaustdo celular pode ser definida pela reducdo da capacidade efetora das células T,
caracterizada pela baixa expressdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-2 e IFN-y e
citotoxicidade, aléem da reducdo da capacidade proliferativa destas células favorecendo a
delecdo das populacBes antigeno especificas (RODRIGUES et al., 2016; WHERRY, 2011;
SCHIETINGER; GREENBERG, 2014; CRESPO et al., 2013).

Na fase aguda de uma infeccdo, as células T séo capazes de eliminar o patdégeno e formar
células de memoria, que por sua vez sao capazes de responder de forma mais rapida e eficiente

a uma reinfeccdo (WHERRY, 2011). O que é percebido numa infecc¢do cronica é a perda desta
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eficiéncia nas células T, que podem sofrer apoptose ou perda progressiva de suas fungdes
efetoras levando a exaustdo celular (BLACKBURN et al., 2009).

A: Célula T em exaustio B: Ce¢lula T senescente
/‘1)160 TCR o CD57 CDM{
PD-1 KLRG-1 TCR

cD28

Encurtamento
do telomero

$IENY, TNFQ, 12

Figura 15. Receptores de células T em axaustdo e senescente. (A) Célula T em exaustdo — as células T exaustas
sdo células T efetoras que perderam suas funcdes, incluindo a expressdo de citocinas efetoras devido a estimulacdo
repetida. Essas células expressam multiplos receptores reguladores. (B) Célula T senescente - as células T
senescentes sdo descritas como células T nédo responsivas / terminalmente diferenciadas. Como caracteristicas,
temos a baixa capacidade proliferativa, gracas a reducdo da atividade da telomerase, juntamente com a expressdo
limitada de CD28 e / ou altos niveis de expressao de receptores reguladores. Adaptado de Crespo e colaboradores,
2013.

A exaustdo de células T foi inicialmente notada ha duas décadas em modelos de
infeccbes virais crénicas, especificamente numa infeccdo pelo virus da coriomeningite
linfocitica (LCMV) em camundongos (GALLIMORE et al., 1998; MOSKOPHIDIS et al.,
1993; ZAJAC et al., 1998). Posteriormente observou-se o fenémeno em infec¢des por HIV
(CUBAS et al., 2013), HBV (ZHOU et al., 2013), passando depois a ser observada em infeccbes
por helmintos, como o Schistosoma mansoni (SMITH et al., 2004), infec¢cdes por bactérias
como o Mycobacterium tuberculosis (ALVAREZ et al, 2010; JURADO et al, 2008) e
finalmente foi descrita em protozoéarios, como o Tripanosoma cruzi (ARGUELLO et al., 2012;
ARGUELLO et al., 2014). Diante desses trabalhos, podemos observar varios fatores que
contribuem para a exaustdo das células T durante o processo infeccioso, entre eles estdo a carga
parasitaria do hospedeiro, o tempo de infec¢do, os niveis de células CD4+ e células T
reguladoras e o tipo e células apresentadora de antigeno (ANGELOSANTO & WHERRY,
2010).

Evidéncias tém relacionado a ocorréncia de exaustdo de células T com expressdo
progressiva e sustentada de receptores inibidores em células T efetoras. Estes incluem: Receptor
de morte celular programada 1 (PD-1), Antigeno 4 de linfocitos T citotdxico (CTLA-4), Gene

3 de ativacdo de linfécitos (LAG-3), por exemplo (Figura 2A). Estes receptores agem inibindo
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a ativacdo de células T, impedindo assim a funcdo efetora ideal (Y1 et al.; 2010; JIN et al.,
2010; JIN et al., 2011; WHERRY, 2011). O mecanismo de exaustdo celular pode ser
considerado uma estratégia de evasdo do sistema imunoldgico elaborado por micro-organismos,
como bactérias, dificultando a acdo da resposta imunoldgica adaptativa durante a infeccdo
cronica (JURADO et al., 2008). Embora a expressao de receptores inibitorios seja benéfica na
contencdo do progresso de doengas autoimunes, esse principio ndo se aplica ao
desenvolvimento de cancer e doengas infecciosas cronicas (MCKINNEY; SMITH, 2016).

Em modelos de leishmaniose, camundongos infectados com L. donovani, células TCD8
de bago exibiram sinais de exaustdo funcional na terceira semana apés a infecgdo e um grave
prejuizo funcional foi evidente ap6s a quarta semana, com a producdo ineficaz de IFN-y, TNF,
IL-2 e granzima B. A exaustéo é relacionada ao aumento da expressdo de PD-1 em células T
CD8 e seu ligante PD-L1 em CDs esplénicas. O tratamento com um anticorpo que bloqueou a
interacdo PD-1 / PD-L1 resgatou a funcionalidade de células T CD8 parasita-especificas
efetoras e de memoria, resultando em menor carga de parasitas nos bacos desses animais.
Interessantemente, a recuperacdo da funcao efetora de células T CD8 apds o bloqueio de PD-1/
PD-L1 foi apenas parcial, sugerindo que receptores inibitorios adicionais podem contribuir para
o0 desgaste funcional de células T CD8 durante a LV (JOSHI et al., 2009).

A relevancia desses achados em camundongos foi confirmada em pacientes com LV
humana, cujas células TCD8 de bacos exibiram de forma semelhante comprometimento
funcional e expressdo aumentada de PD-1 e CTLA-4. Contrastando coma riqueza de evidéncias
gue demonstram a exaustao das células T CD8, nas celulas T CD4 o fendmeno foi muito menos
estudado e menos compreendido. (SHALINI et al., 2014; WHERRY, 2011; WHERRY
KURACHI, 2015).

A senescéncia celular foi reconhecida como um processo bioldgico desde a década de
1960, quando fibroblastos sofreram uma parada no crescimento apos extensa replicacdo. Este
processo foi atribuido a erosdo de telébmeros (repetices de sequéncias hexaméricas de
nucleotideos nas extremidades de cromossomos lineares), que ocorre devido a reducdo da
atividade da enzima telomerase, que adiciona telémeros as extremidades dos cromossomos
(AKBAR; FLETCHER, 2005; AKBAR.; VUKMANOVIC-STEJIC, 2007).

Quando nos deparamos com a resposta imune adaptativa e a proliferacdo de células T
(sofrem expansdo clonal via divisdo celular) apds a estimulacdo antigénica, notamos o prejuizo
advindo com a senescéncia. Células senescentes possuem baixa capacidade proliferativa, gracas
a reducdo da atividade da telomerase, e se apresentam numa avangada fase de ativagdo celular,
com alta produgdo de citocinas e granulos citotoxicos (BURTON; FARAGHER, 2015;
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SIMPSON et al., 2010; AKBAR; FLETCHER, 2005).

Celulas T de memoria, por serem células mais terminalmente diferenciadas, apresentam
em sua superficie celular alta expressdo dos receptores KLRG1 e/ou CD57. O receptor de morte
G1 semelhante a lectina (KLRG1) é expresso em diferentes subtipos celulares, como células
NK, células T efetoras, células T de memdria e células T reguladoras. A expressao desse
receptor como marcador de senescéncia replicativa, é entdo dependente do nimero de divisdes
celulares seguindo a estimulacdo antigénica. Células T CD8+ expressando KLRG1 apresentam
uma capacidade diminuida para proliferar, mas ainda mantendo capacidades efetoras imediatas,
tais como o reconhecimento e morte de células-alvo (SIMPSON et al., 2010). Linfocitos T
CD8+ com alta expressdo de CD57 tem uma reduzida habilidade de proliferar, citotoxicidade
aumentada, produzem menos IL-2 mas mais IFN-y, e tem caracteristicas indicativas de
senescéncia replicativa, incluindo telémeros encurtados e aumento da expressdo de KLRG1.
Essas mesmas populagdes celulares falham em expressar CD28, uma importante molécula co-
estimuladora para a ativacao e proliferacéo de linfocitos T virgens apds um encontro antigénico
(Figura 2B) (AKBAR; FLETCHER, 2005; AKBAR; VUKMANOVIC-STEIJIC, 2007;
AKBAR; HENSON, 2009).

Neste contexto, os estudos dos receptores inibitorios vem sendo enfatizado para uma
melhor compreensdo da sua funcdo (DERMANI et al.,, 2019; SABINS et al., 2017,
YAGHOUBI et al., 2019) e importancia no ambito das doencas infecciosas e doencas cronicas,
tanto em modelos animais quanto em humanos (COVRE et al., 2019; TZENG et al., 2012;
VIRGIN; WHERRY; AHMED, 2009; KADO et al., 2019). Devido ao carater crénico da
leishmaniose e da obesidade, e ao fato dos receptores inibitorios limitarem a resposta
imunoldgica a diversos patdgenos, nos propusemos avaliar se essas moléculas sdo expressas
em esplendcitos, 0 que nos auxiliaria na compreensdo da susceptibilidade encontrada nos
nossos dados anteriores.

Deste modo, neste capitulo nos propusemos a dar continuidade nos estudos da
obesidade, avaliando o impacto do ambiente altamente inflamatério na modulacéo da resposta
imune contra L. infantum. Assim, realizamos uma ampla caracterizacdo da expressao de
receptores inibitérios nos compartimentos de células T durante a obesidade e infec¢do,

demonstrado nos gréaficos a seguir.
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6.2. RESULTADOS

6.2.1. OBESIDADE E LEISHMANIOSE VISCERAL NAO ALTERAM A FREQUENCIA
DE RECEPTORES INIBITORIOS EM CELULAS T

Tendo em consideracdo o impacto da obesidade (CHEN et al., 2015) e infecgdo por
Leishmania (CHIKU et al., 2016; STAGER; RAFATI, 2012) na modulagio de receptores de
ativacdo e inibicdo, avaliamos o perfil celular e frequéncia dos receptores PD-1 e KLRG1 nas
células T CD4* e T CD8" com o proposito de observar possiveis diferencas na modulacédo da
resposta imunoldgica entre os grupos estudados. A frequéncia de células T CD4* e T CD8*
entre 0s grupos ndo apresentou diferencas (dados ndo mostrados). De forma surpreendente ndo
houve diferenca nas frequéncias os receptores PD-1 e KLRG1 nos animais infectados com L.
infatum ( figura 16 D ). O mesmo perfil de frequéncia foi observado nos aminais ndo infectados
( dados ndo mostrados).
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Figura 16. Analise ex vivo da frequéncia de expressdo de receptores inibitorios em Linfdcitos T durante a
infeccdo por L.infantum. Células T CD4* e T CD8" isoladas de esplendcitos de camundongos C57BL/6 foram
marcadas para a avaliagdo da expressdo de PD1 (A e C) e KLRGL1 (B e D) e analisados por citometria. Resultados
acumulativos representados como média + S.D de trés experimentos independentes.
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6.2.2. OBESIDADE E LEISHMANIOSE VISCERAL DIMINUEM A FREQUENCIA DE
CELULAS T CD4* DE MEMORIA EFETORA

Além de alteracbes no perfil de receptores inibitérios, é sabido que as populacdes de
linfécitos T de memoria sdo impactadas durante doencas cronicas, como a obesidade, e
infecgBes, o que também foi avaliado em nosso estudo. Conforme observado na figura 17, 0s
camundongos controle e obesos infectados ndo demonstraram diferencas na frequéncia de
células CD4" e CD8" naives (CD44 CD62L*) e células CD4" memdria central (CD44*
CD62L"). Nao houve diferenca nos compartimentos de memdria dos animais nao infectados
(dados ndo mostrados).

Na memoria efetora (CD44* CD62L°), importante compartimento com funcéo efetora e
menos proliferativas em comparacdo as celulas de memoria central, os animais controles
infectados apresentaram aumento significativo nas células T CD4", enquanto nas células T

CD8" nédo foi observado diferencas. (Figura 17 C e F).
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Figura 17. Andlise das populagdes de células T de memdéria. Dados cumulativos da frequéncia de células T
memoria isolados de camundongos C57BL/6 caracterizados pela expressdo de CD44 e CD62L (Naive: CD44"
CD62L*; memdria central: CD44* CD62L*; e memdria efetora: CD44* CD62L" analisados por citometria.
Resultados acumulativos representados como média + S.D de trés experimentos independentes. *p < 0.05, **p <
0.01; ***p < 0.001.

6.2.3. OBESIDADE E LEISHMANIOSE VISCERAL DIMINUEM A FREQUENCIA DE
KLRG1 EM CELULAS T CD4" E PD-1EM CELULAS T CD8" DE MEMORIA CENTRAL

Avaliamos também a frequéncia de receptores inibitorios KLRG1 e PD-1 nos
subconjuntos de meméria. Assim, conforme observado na figura 18, nas populacdes de
memoéria efetora (CD44" CD62L" ) das células T CD4* e T CD8". Camundongos C57BL/6
alimentados com dieta controle e obesos infectados ndo apresentaram diferencas nas
frequéncias dos receptores.

Nas populacdes de meméria central (Figura 18 C e D) em T CD4" houve o0 aumento na

frequéncia de KLRG1 em camundongos controle infectados, comparados aos obesos
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infectados, e em T CD8", camundongos controle infectados apresentaram aumento na

frequéncia de de PD1 quando comparados ao obesos infectados.
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Figura 18. Andlise de receptores inibitérios em células T de memdria. Dados cumulativos da frequéncia de
células T memoria efetora CD4* (A) CD8* (B) e de memoria central CD4* (C) CD8* (D). Células T isolados de
camundongos C57BL/6 caracterizados pela expressdo de CD44 e CD62L (memoria central-CD44* CD62L*) e
memoria efetora-CD44* CD62L") e estratificados pela expressdo de receptores inibitorios (KLRG1, PD1)
analisados por citometria. Resultados acumulativos representados como média + S.D de trés experimentos
independentes. *p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001.
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6.2.4. OBESIDADE E INFECCAO NAO MODULAM APOPTOSE DE LINFOCITOS

E sabido que a persisténcia da Leishmania no ambiente esplénico provoca a apoptose dos
esplendcitos nos animais infectados, assim como quadros de doengas crbnicas, como a
obesidade. Com o objetivo de avaliarmos se uma dieta indutora de obesidade poderia
influenciar na viabilidade celular, efetuamos um ensaio onde se verificou o estado apoptético
de esplendcitos obtidos apds o estabelecimento da obesidade e infeccéo.

A apoptose foi determinada através de citometria de fluxo pela quantificacdo dos niveis
de fosfatidilserina na membrana externa das células apoptéticas. A aplicacdo da citometria de
fluxo, através do uso simultaneo da anexina V conjugada com iodeto de propidio (PI), permite
a distingdo entre a apoptose e a necrose. A anexina V tem afinidade nanomolar para a
fosfatidilserina, e quando conjugada com o FITC permite a quantificacdo células em apoptose.
Por outro lado, a aplicacdo do iodeto de propideo permite a marcacdo das células em que ha
perda da integridade da membranar, células em necrose, dado que se intercala na dupla cadeia
do DNA emitindo fluorescéncia, mas ndo consegue atravessar uma membrana citoplasmatica
saudavel. Neste sentido, pela exposicdo simultdnea a anexina V e ao IP € possivel a
discriminacdo de quatro grupos:

Q) células viaveis, ou seja que ndo marcadas pela anexina V nem pelo PI;

(i) células em apoptose inicial, marcadas pela anexina V;

(iiiy  células em apoptose tardia/necrose, e portanto marcadas pela anexina V, bem como
pelo PI;

(iv) e células em necrose, apenas marcadas pelo PI.

FMO ANEXINA FMO PI AMOSTRA
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Figura 19. Estratégia de gates para analise de apoptose celular. Esplenécitos (10° células) de camundongos
C57BL/6 obtidos no dia da eutanasia foram marcados com Anexina V e iodeto de propidio (PI) . As células entdo
foram identificadas pelo tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), seguido da eliminacdo de eventos duplos.
Com o auxilio do FMO identificou-se o a estratégia adequada para a determinacdo dos estagios apoptdticos que
foram aplicado as amostras.
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A dieta indutora de obesidade e a infeccéo por L. infantum ndo foram capazes de modular
a apoptose nos animais estudados (Figura 20). O mesmo padrdo de porcentagem foi observado
nos grupos controles (dados ndo mostrados).
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Figura 20. Avaliacdo de apoptose inicial e tardia em esplendcitos. Esplendcitos (106 células) de camundongos
C57BL/6 obtidos no dia da eutanasia foram marcados com Anexina V e iodeto de propidio (PI). Em (A) temos a
apoptose inicial e em (B) a apoptose tardia. Resultados acumulativos representados como média = S.D de trés
experimentos independentes.

6.3. DISCUSSAO

Diversos patogenos usam de estratégias de evasdo para escapar da resposta
imunologica. Como mecanismos, estes agentes infecciosos podem favorecer uma queda na
producdo de citocinas pro-inflamtérias como IFN-y pelas células T CD4* e CD8" efetoras e 0
aumento na producdo de citocinas supressoras como TGF-f, IL-10 e IL-4 (ROBERTS et al.,
2007). Estas citocinas supressoras sdo capazes de inibir a resposta pro-inflamatoria, levando a
um aumento na expressao de receptores inibitorios e regulando de forma negativa a expressao
de moléculas coestimuladoras (SIDDIQUI et al., 2014; SEREEJIT et al., 2014) dificultando a
acdo dos linfocitos T durante o precesso inflamatério (JURADO et al., 2008; SINGH et al.,
2013).

E durante a fase aguda da infeccdo que as células T sdo capazes de eliminar o patdgeno,
levando a formacdo de células de memoria. Estas por sua vez sdo capazes de responder de forma
mais rapida e eficiente a uma reinfeccdo (WHERRY, 2011). Durante a infec¢do crdnica, por
sua vez, a eficiéncia das células T torna-se menos evidente, e estas células podem sofrer
apoptose ou perda progressiva de suas funcdes efetoras levando a exaustdo celular

(BLACKBURN et al., 2009). A exaustdo celular, por sua vez ocorre em decorréncia da
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estimulacdo persistente ou repetidas em ambientes inflamatorios cronicos (CRESPO et al.,
2013). No primeiro capitulo do nosso trabalho, notamos o aumento de citocinas pro
inflamatorias e éxido nitrico, que seriam suficientes para conter a infec¢do. Em contrapartida a
esses fatores, notamos uma elevada expressao de mediadores que modularam em conjunto esse
processo, como citocinas anti-inflamatérias e hiperleptinemia nos 6rgédos refratarios ao
patdgeno e no tecido adiposo.

Durante o processo infeccioso, varios fatores contribuem para a exaustdo das celulas
T, entre eles estdo a carga parasitaria do hospedeiro, o tempo de infeccdo, os niveis de células
CD4" e células T reguladoras e o tipo e células apresentadora de antigeno (ANGELOSANTO
& WHERRY, 2010). Em infec¢des virais, a concentragdo nos niveis do patégeno apresenta uma
funcdo importante na exaustao de células T CD8", e essas células possuem um papel crucial na
progressdao de doencas cronicas (BETTS et al, 2006; WHERRY, 2011). Em infec¢bes
parasitarias, a carga parasitaria apenas parece ndo ser capaz de levar ao mecanismo de exaustao
celular, sendo, portanto, 0 somatorio dos fatores citados acima, responsaveis por este processo
(SNYDER et al., 2008). Tendo estes componentes em vista, fomos avaliar os receptores
inibitorios presentes nos animais e sua relacdo com a susceptibilidade.

Os receptores inibitdrios como PD-1 e KLRG-1 sdo expressos durante a exaustao
celular. Estudos experimentais em camundongos mostraram haver um aumento na expressao
do receptor coinibitorio PD-1 em linfocitos derivados do baco e do infiltrado inflamat6rio no
tecido cardiaco durante a fase aguda da infeccdo (GUTIERREZ et al., 2011). Além disso,
HOME-DEBETS et al., (2013) demonstraram haver um aumento na coexpressdo de PD-1 e
LAG-3 em células T CD4* e uma alta expressdo de PD-1 em células T CD8* de memoria
efetora, em criancas quenianas quenianas que possuiam historico de longa exposicdo ao

Plasmodium falciparum.

A células de memdria podem ser caracterizadas pela sua capacidade de auto renovacao
e por desempenharem importantes funcdes efetoras, além disso, possuem habilidade para
responder rapida e especificamente a reexposi¢do antigéncia. Mesmo na auséncia do patégeno
ou antigeno, essas células sdo capazes de persistirem durante longos periodos no organismo
(SATHALIYAWALA et al., 2013; SAULE et al., 2006). As células de memoria podem ser
divididas acordo com a perfil de receptores que expressam. As células de memoria central (MC)
expressam CD44* CD62L" e células de memoria efetora (ME) CD44" CD62L". Estes receptores
sdo capazes de determinar as fungdes efetoras e localizacdo das células no organismo.

As infeccOes causadas por Leishmania infantum levam a um aumento nos niveis de
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diferenciacdo das células T nas diferentes subpopulacdo de memdria (KAYE et al., 2004). De
forma semelhante, os resultados deste trabalho mostraram que durante a leshmaniose visceral
experimental, camundongos C57BL/6 infectados que receberam a dieta controle apresentaram
um aumento nos niveis de células TCD4" de meméria efetora.

Durante a infec¢do pelo Toxoplasma gondii, as células TCD8" passam a expressar, além
de TIM-3, PD-1. Como consequéncia, estas células sofrem um aumentam no nivel de apoptose
e diminuicdo na resposta secundaria a antigenos, perdendo gradativamente sua capacidade
polifuncional e tornado-se exausta. O tratamento prolongado com anti-PDL-1 foi capaz de
evitar a morte de camundongos C56BL/6 antes suscetiveis a toxoplasmose (BHADRA et al.,
2011).

Assim como em outras doencas cronicas, durante a Leishmaniose ocorre um aumento
na expressao de PD-1 em células T CD4" e CD8" associado a progressao da doenca (ESCH et
al., 2013). O processo infeccioso persistente cria um microambinte negativo para a geracéo de
células de memoria, como demonstrado durante a infeccdo murina por Leishamania major
deficiente em arginina (MOU et al., 2013). Além disso, a expressdo destes receptores, em
células T CD8", parece estar associada a suscetibilidade da infec¢do por Leishmania donovani
(JOSHI et al., 2009) e tambem por Leishmania mexicana em humanos e camundongos
(HERNADEZ-RUIZ & BECKER, 2006; LIANG et al., 2006).

Nossos estudos mostraram haver um aumento na expressdo dos receptores PD-1 e
KLRG-1 em células T CD8 e CD4, respectivamente, de memoria central nos animais infectados
que receberam a dieta controle. O aumento significativo da expressdao de KLRG-1 pode ser
relacionado com a progressiva diferenciacao das células T, sugerindo que infeccdes repetidas e
persistentes estimulam a expressdo deste receptor (ITO et al., 2006; OUYANG et al., 2003a;
2003b; THIMME et al., 2005; VOEHRINGER, KOSCHELLA & PIRCHER, 2002).

Estudos ja demonstraram que durante a infec¢do pelo Mycobacterium tuberculosis 0s
niveis de KLRGL1 encontram-se elevados e que estes niveis sofreram reducdo apos o tratamento,
sugerindo uma coorelacdo positiva entre a expressao de KLRGL1 e a progressao/cronificacdo da
tuberculose (HENAO-TAMAYO et al., 2011). Além disso, Cyktor et al. (2013) demonstraram
gue camundongos C57BL/6 deficientes em KLRG-1 apresentavam maior sobrevida e
diminuicdo da carga bacteriana durante a fase cronica da doenca quando comparados a
camundongo selvagens.

A apoptose de células € um mecanismo que favore a permanéncia do parasito em

infeccOes cronicas. Alguns trabalhos mostraram que, apds do bloqueio de IL-10 e B7-H1 (PD-
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L1), as taxas de apoptose entre as células T, retiradas de cdes infectados, foi significativamente
menor no grupo de animais sintomaticos do que no grupo daqueles que ndo apresentavam
sintomas. Esses achados corroboram com a ideia de que, PD-1 é capaz de agir de forma direta,
por meio da interacdo com seu ligante, e indireta através da regulacdo na producédo de IL-10
produzida por mondcitos durante a leishmaniose visceral (WHERRY, 2011; ESCH et al.,
2013). Apesar do aumento dos receptores inibitdrios nas células de memaria central, ndo
observamos diferencas entre o perfil de apoptose nos nossos animais, provavelmente por termos
outros fatores envolvidos com a permanéncia da Leishmania nesse microambiente pré

inflamatdrio do animal obeso e infectado.

Através deste estudo pudemos observar que o obesidade impacta na resposta imune a
leishmaniose visceral, gerando susceptibilidade e esta ndo pode ser relacionada com receptores
inibitorios e compatimentos de memdria pesquisados. Os mecanismos que modulam essas

doencas cronicas ainda precisam ser intensamente pesquisados e esclarescidos.

6.4. CONCLUSAO

A susceptibilidade aumentadada nos animais obesos néo esta relacionada ao aumento da

expressao de receptores inibitorios nos compartimentos de células de memoria.
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7. Capitulo 3

H& muito tempo se aceita que a imunidade ou suscetibilidade a doenga depende em certa
medida da nutricdo. Desequilibrios nutricionais afetam a capacidade de o hospedeiro produzir
resposta inflamatoria protetora (CAPIK, 2010), acarretando prejuizos as defesas imunoldgicas
do mesmo, inclusive a funcdo fagocitaria, imunidade mediada por células, sistema
complemento, secre¢do de anticorpos, producédo e fungdo de citocinas. O esgotamento de
nutrientes antioxidantes promove imunossupressdo celular, podendo a desnutri¢do intensificar
a gravidade de infeccOes e acentuar a sua evolugdo (MOYNIHAN & PETERSEN, 2006)

A interdependéncia entre as disciplinas de nutricdo e imunologia foi formalmente
reconhecida na década de 1970, quando medidas imunolégicas foram introduzidas como um
componente da avaliagdo do estado nutricional. O entendimento do efeito dos nutrientes na
funcdo imune foi aprimorado a medida que o campo da imunologia cresceu de uma ciéncia
descritiva para uma em que diversos fendmenos imunes podem ser ligados de forma coerente e
explicada em termos estruturais e bioquimicos bastante precisos. Hoje, a desnutri¢do proteico-
calorica (DPC) e citada como a principal causa de imunodeficiéncia em todo o mundo. Isso ndo
é surpreendente, porque as células imunes tém um alto requisito de energia e aminoacidos para
a divisdo celular e a sintese de proteinas. A influéncia da DPC na fun¢do imunologica foi
extensivamente revisada, porém nao € a Unica ligacao entre nutricdo e imunidade (FIELD;
JOHNSON; SCHLEY, 2002; MENARD; CERF-BENSUSSAN; HEYMAN, 2010).

Nosso conhecimento dos efeitos da nutricdo na fungdo imunoldgica agora se estende alem
da deficiéncia clinica de nutrientes. Um corpo crescente de literatura demonstra os beneficios
imunes de aumentar a ingestdo de nutrientes especificos, para a manutencdo da defesa
imunoldgica do hospedeiro. Um status inadequado de alguns desses nutrientes ocorre em muitas
populacdes do mundo (vitamina A, ferro e zinco), onde as doencas infecciosas sdo uma grande
preocupacdo para a saude. Outros nutrientes podem modular especificamente a defesa do
hospedeiro contra patdégenos (acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, vitamina C,
vitamina E, vitamina E, selénio e nucleotideos) (FUNCTION, 2019; MENARD; CERF-
BENSUSSAN; HEYMAN, 2010).

Macronutrientes e micronutrientes na dieta sdo essenciais para manter a funcdo das
células imunes. Apesar das evidéncias convincentes de que os nutrientes podem modular muitos
pardmetros da funcdo imune, a ingestdo e o status dos nutrientes raramente sdo considerados ou

mesmo descritos na maioria dos estudos sobre a funcdo imune em humanos ou animais. Pode-
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se prever que variagdes na ingestdo de nutrientes contribuem para as diferengas nas respostas
imunes entre individuos e entre estudos. A medida que nossa compreensdo do papel de
nutrientes especificos na resisténcia do hospedeiro a doencas infecciosas aumenta, pode-se
prever que isso serd usado para formular recomendacfes para alcancar a resposta imune
necessaria para prevenir e tratar doencas infecciosas especificas na populagio (MENARD;
CERF-BENSUSSAN; HEYMAN, 2010).

Embora o requisito de proteina para manter a imunidade seja bem definido e faca parte
das recomendacdes atuais, apenas recentemente os pesquisadores comecaram a explorar o uso
potencial de aminoécidos alimentares individuais para otimizar a funcdo imunoldgica.
Evidéncias iniciais sugeriram que os aminoacidos sdo importantes substratos energéticos para
as células imunes e para os mecanismos de defesa antioxidante. Também existem estados
criticos de salde, ou seja, queimaduras, trauma, infeccdo, alimentacdo parenteral total, ou
periodos de desenvolvimento (ou seja, desmame, gravidez) em que agora é aceito que alguns
aminoacidos ndo essenciais da dieta se tornem condicionalmente essenciais. 1sso inclui
arginina, glutamina, glutamato, glicina, prolina, taurina e cisteina. Essa mudanca na
necessidade desses aminoacidos na dieta pode ocorrer em parte devido aos seus efeitos na
funcdo imunologica (PAKULA; MAIER; VORUP-JENSEN, 2017).

A nutricdo ideal para os melhores resultados imunologicos seria a nutricdo, que suporta
as funcdes das células imunes, permitindo que elas iniciem respostas efetivas contra patdgenos,
mas também resolvam a resposta rapidamente quando necessario e evitem qualquer inflamacéo
crénica subjacente. As demandas do sistema imunolégico por energia e nutrientes podem ser
atendidas a partir de fontes exdgenas, isto é, a dieta, ou se as fontes da dieta séo inadequadas,
de fontes enddgenas, como reservas corporais. Alguns micronutrientes e componentes da dieta
tém papéis muito especificos no desenvolvimento e manutencdo de um sistema imunologico
eficaz ao longo da vida ou na reducdo da inflamagdo crbnica. Por exemplo, 0 aminoacido
arginina € essencial para a geracdo de 6xido nitrico pelos macrofagos, e os micronutrientes
vitamina A e zinco regulam a divisdo celular e, portanto, sdo essenciais para uma resposta
proliferativa bem-sucedida no sistema imunoldgico (SILVEIRA, 2015).

Entende-se bem que a subnutri¢do prejudica a funcdo imunoldgica, seja como resultado
da escassez de alimentos ou da fome nos paises em desenvolvimento ou como resultado da
desnutricdo decorrente de periodos de hospitalizacdo nos paises desenvolvidos. A extensdo do
comprometimento resultante dependera da gravidade da deficiéncia, se ha interagdes com
nutrientes a serem consideradas, a presenca de infeccéo e a idade do sujeito. Um Gnico nutriente

também pode exercer varios efeitos imunoldgicos diversos, como no caso da vitamina E, onde
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atua como antioxidante, inibidor da atividade da proteina quinase C e potencialmente
interagindo com enzimas e proteinas de transporte. Para alguns micronutrientes, a ingestdo
excessiva também pode estar associada a respostas imunes prejudicadas. Por exemplo, a
suplementacdo com ferro pode aumentar a morbimortalidade daqueles nas regides endémicas
da malaria. Assim como a nutricdo tem o potencial de tratar efetivamente deficiéncias
imunoldgicas relacionadas a ingestdo deficiente, existe um grande interesse em pesquisas sobre
se intervencgoes especificas de nutrientes podem melhorar ainda mais a funcdo imunolégica em
situacdes subclinicas e, assim, evitar o aparecimento de infecces ou doencgas crbnicas. doencas
inflamatorias (CALDER; JACKSON, 2000; LEE; HAN, 2018).

A deficiéncia ou excesso de aminoacidos (AAs) e metabdlitos de AA pode influenciar
a funcdo e o desenvolvimento do sistema imunologico. Mesmo um déficit moderado de AA
pode levar a imunodeficiéncia. Por outro lado, varios estudos experimentais in vitro e in vivo
indicam que concentracOes elevadas de alguns AAs levam a alteracBes na resposta imune, em
muitos casos com resultado imunossupressor. Essas observacfes sugerem claramente que a
biodisponibilidade do AA pode representar um alvo terapéutico para modular as respostas
imunes. Tais terapias sdo amplamente procuradas no combate a doencas inflamatorias graves e
prevalentes, incluindo artrite e esclerose maltipla. Além disso, algumas doengas relacionadas
ao cancer parecem envolver um componente inflamatorio. No entanto, o desenvolvimento de
terapias eficazes para essas doencas, particularmente a nova geracdo de medicamentos
biologicos, ndo tem sido um sucesso absoluto. Muitos pacientes experimentam efeitos
colaterais significativos. Como os efeitos dos AA no sistema imunoldgico sdo melhor
compreendidos, € tentador sugerir que esses agentes onipresentes possam ser usados como
ferramentas valiosas para mitigar as respostas inflamatérias causadoras de doencas (CALDER,;
JACKSON, 2000; PAKULA; MAIER; VORUP-JENSEN, 2017).

Da Silva Menezes e colaboradores (2003) desmontaram que camundongos nos quais as
proteinas da dieta foram substituidas por quantidades equivalentes de aminoacidos desde o
desmame apresentavam alteracGes locais e sistémicas em seus sistemas imunoldgicos. Os
animais possuem um tecido linfoide associado ao intestino mal desenvolvido, semelhante a
camundongos lactentes. Também exibem baixo nimero de células da lamina propria e
linfocitos intraepiteliais, e a producdo de Imunoglobulina A secretada (IgAs), assim como 1gG
e IgA circulantes sdo prejudicados. Além disso, a secrecdo de citocinas por células isoladas de
diferentes 6rgdos linfoides apresenta um perfil Th2, com alta concentragdo de IL-10 e IL-4 e
baixa concentracdo de IFN-y, similar aos camundongos recém desmamados.

Em outro trabalho, foi avaliada a importancia dos antigenos alimentares no inicio da
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vida para o desenvolvimento da imunidade contra microrganismos intracelulares, a L. major.
Camundongos C57BL / 6 alimentados com aminoécidos, que sdo geneticamente resistentes a
infecgdo por L. major, apresentaram maiores lesdes nas patas e alto nimero de parasitas. Foi
encontrado niveis mais baixos de IFN-y e NO, sugerindo que a capacidade desses camundongos
para matar o parasita também foi prejudicada. A andlise de APCs (células dendriticas e
macrdfagos) revelou niveis deficientes de moléculas co-estimulatérias (CD40 e CD80),
producado reduzida de 1L-12p70 por macrofagos e baixa capacidade de APCs para estimular
uma resposta de células T. Esse perfil, que é consistente com um fen6tipo imaturo de APCs,
esta associado a uma capacidade deficiente de montar uma resposta imune Thl a L. major.
Além disso, o estudo analisou a microbiota do conteudo intestinal dos animais, demonstrando
que ndo ha alteragdo no namero de bactérias intestinais que possa ser responsavel pela
imaturidade dos camundongos alimentados com aminoacidos (AMARAL et al., 2010b).
Diante dos dados existentes e considerando os componentes da dieta um importante
fator para a imunidade do hospedeiro, avaliamos neste capitulo os efeitos de uma dieta a base

de aminoéacidos em camundongos C57BL/6 durante a infeccao por L. infantum.

7.1. RESULTADOS

7.1.1. CAMUNDONGOS C57BL/6 ALIMENTADOS COM UMA DIETA COM
AMINOACIDOS COMO FONTE DE PROTEINA SAO SUSCETIVEIS A INFECCAO POR

L. infantum

E sabido que a maturacdo imunoldgica é necessaria para a montagem de uma resposta
imunologica eficiente a infecgdes, portanto, investigamos o papel da proteina na dieta no
desenvolvimento da imunidade ao protozoario L. infantum. Camundongos C57BL/6, que sdo
suscetiveis a infecgdo por L. infantum, foram alimentados com uma dieta a base de aminoacidos
desde o desmame até 8 semanas de idade, quando entdo foram infectados por veia caudal com
1 x 107 promastigotas de leishmania em fase estacionaria. O pico de parasitismo ja havia sido
padronizado por nosso grupo, e se quatro semanas apos a infeccdo. Os animais foram
monitorados semanalmente durante todo o experimento com objetivo de avaliar o ganho de
massa corporal e os valores relativos a ingestdo média semanal das dietas.

Como mostrado na tabela 9, camundongos alimentados com dieta a base de aminoacidos
ndo apresentaram diferencas em relacdo a massa corporal ao final do experimento, mesmo com

a infeccdo. Os animais tambeém ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
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consumo das dietas fornecidas.

Apos o fim do experimento, bago, figado e timo foram recolhidos e mensurados para a
comparacdo entre 0s grupos. Em relacdo ao timo, que é um érgéo linfoide primério importante
para a maturacdo funcional dos linfocitos T, observamos uma diferenca significativa nos
animais controles infectados, em relagcdo aos animais sem infeccdo. Os animais alimentados
com a dieta a base de aminoéacidos apresentaram valores similares ao do grupo controle, mesmo
naqueles animais que foram infectados.

Baco e figado sdo orgdos de predilecdo para o parasitismo de L. infantum. No figado ndo
observamos alteracdo da massa entre 0s grupos, porém o bago dos camundongos que receberam
a dieta a base de amino&cidos, notamos um aumento significativo da massa do orgéo em relagéo

ao grupo controle.

Tabela 9. Parametros fisiologicos de camundongos alimentados com dietas CTRL e AA.

CTRL AA CTRL-I AA-I
Massa corporal final (g) 22,28+ 2,03 23,15+0,72 21,63+0,33 23,38+1,41
Consumo de dietas 21,7+0,45 22,4+0,33 21,3+0,53 22,7+0,48
(g/semana/animal)
Figado (g) 1,187 +0,18 0,986 + 0,11 1,211+0,16 1,224 +0,19
Baco () 0,273+ 0,03 0,349 + 0,02 0,342 + 0,05 0,425 + 0,06*
Timo (g) 0,066 + 0,01 0,070+ 0,00 0,089 + 0,01* 0,068 + 0,01

Os valores sdo expressos como média = S.D. Os dados foram comparados pelo ANOVA de duas vias, sendo

aplicado o teste de Tukey para comparacdo das média. p <0,05 (*).

Ainda investigando baco e figado, avaliamos a carga parasitaria entre os animais
infectados. O nimero de parasitas encontrado nos camundongos C57BL / 6 alimentados com
dieta a base de aminoacidos apresentou um aumento significativamente em relacdo aos
camundongos que receberam a dieta controle. Esses resultados sugerem que camundongos
C57BL/6 alimentados com uma dieta a base de aminoécidos sdo mais suscetiveis a infeccdo

por L. infantum que os camundongos controle.
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Figura 21. Susceptibilidade a L. infantum em camundongos C57BL / 6 alimentados com dieta a base de
aminoacidos (AA). Os camundongos C57BL / 6 alimentados com dietas controle (CTRL) e AA desde o desmame
até 8 semanas de idade, foram inoculados por veia caudal com 1 x 107 promastigotas de L. infantum. A carga de
parasitas / mg de tecido foi individualmente medida em baco e figado quatro semanas apés a infeccdo pelo método
de diluicdo limitante. Os resultados s&o representados como médias aritméticas + S.D. de trés experimentos
independentes. p <0,0001 (****).

7.1.2. CAMUNDONGOS C57BL/6 ALIMENTADOS COM UMA DIETA COM
AMINOACIDOS COMO FONTE DE PROTEINA APRESENTAM ALTERACOES NO
PERFIL INFLAMATORIO APOS INFECCAO POR L. infantum

A fim de avaliar parametros imunolégicos envolvidos com as possiveis diferencas
encontradas no parasitismo do baco e figado, avaliamos a producao in situ das citocinas IFN-y,
IL-10 e IL-4, bem como a producéo de 6xido nitrico (NO) nos sobrenadantes do macerado dos
orgaos. Conforme observado na figura x, camundongos C57BL / 6 alimentados com dietas
controle infectados apresentaram aumento na producédo de IFN-y quando comparado aos demais
grupos. O mesmo padrdo de producao de IFN-y foi observado no figado dos animais.

Além disso os animais alimentados com dieta & base de amino&cidos infectados
produziram significativamente mais IL-4 no figado, quando comparados aos animais controle
infectados (Figura 22). Para IL-4 produzida no baco, ndo observamos diferencas.

Observando a producdo de IL-10 no baco, notamos que camundongos alimentados com
dieta a base de aminoéacidos infectados produziram significativamente menos do que animais
controle infectados (Figura 22).

Ademais, 0s animais alimentados com dieta a base de aminoéacidos infectados produziram
significativamente mais o0xido nitrico (NO) no baco do que os demais grupos (Figura 22). O

mesmo ndo pode ser observado no figado.
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Figura 22. Efeito da dieta dieta & base de aminoacidos (AA) e infec¢éo por L. infantum em camundongos
C57BL / 6 na producéo de citocinas e Oxido nitrico in situ. Bago e figado de camundongos C57BL / 6
alimentados com dietas controle (CTRL) ou AA e infectados, processados quatro semanas apds a infecgcdo. A
avaliacdo in situ de IFN-y (A e E), IL-10 (B e F) e IL-4 (C e G) foram realizadas por ELISA. A producéo de oxido
nitrico (D e H) foi avaliada por método de Griess. O resultado representa a média + S.D de trés experimentos
independentes. *p < 0.05, **p < 0.01; ***p<0.001; ****p < 0.0001.
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7.1.3. CAMUNDONGOS C57BL/6 ALIMENTADOS COM UMA DIETA COM
AMINOACIDOS COMO FONTE DE PROTEINA APRESENTAM MENOR FREQUENCIA
DE CELULAS T E MACROFAGOS APOS INFECCAO POR L. infantum

Durante infeccGes € de suma importancia o papel desempenhado por célular T naive e
células apresentadoras de antigenos (APCs) para a montagem da resposta imunoldgica celular
e entdo o desfecho frente ao patdgeno. Diante disso, investigamos o perfil das células T CD4*
e T CD8" presente no baco dos animais. Em relagdo a APCs, avaliamos a presenca de
macrofagos, que foram caracterizadas pela expressdo de F4/80" CD11b*. As moléculas co-
estimulatérias sdo necessarias nesse procecsso de ativacdo de células T naive em resposta a
patdégenos, como L. infantum, portanto avaliamos a expressdao de CD86 nos macréfagos dos
animais.

Anaélises por citometria de fluxo da populacéo de células T nos mostram maior quantidade
de células T CD4* e T CD8" nos animais que receberam a dieta controle e infeccdo, em relagdo
aos demais grupos tratados. Quando avaliamos a populacdo de macréfagos (F4/80° CD11b")
do baco dos camundongos, percebemos que os animais que receberam a dieta controle e
infeccdo apresentavam a maior frequéncia dessas celulas em relacdo aos demais grupos.

Durante a avaliacdo da molécula co-estimulatéria CD86 em células F4/80* CD11b",
notamos que 0s animais que receberam a dieta controle e ndo foram infectados durante o
experimento apresentaram maior frequéncia de CD86 em rela¢do aos demais grupos.

Esses resultados, portanto, sugerem que as proteinas alimentares sdo importantes para o

processo maturacdo de APCs e de seus co-estimulos.
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Figura 23. Analise ex vivo da frequéncia de linfécitos T e macrdfagos durante a infeccdo por L.infantum.
Efeito da dieta dieta & base de aminoacidos (AA) e infeccdo por L. infantum em camundongos C57BL / 6 na
frequéncia de linfécitos T e macrofagos.. Células T CD4+ e T CD8+ foram isolados de esplendcitos de
camundongo C57BL / 6 alimentados com dietas controle (CTRL) e dieta a base de aminoécidos (AA) e infectados
foram processados quatro semanas ap6s a infeccdo por L.infantum. A populacdo F4/80* CD11b* (macréfagos)
foi isolada e a molécula co-estimulatéria CD86 pode ser quantificada nessas células. Os dados foram analisados
por citometria. Resultados acumulativos representados como média + S.D de trés experimentos independentes. *p
< 0.05, **p < 0.01.

7.1.4., CAMUNDONGOS C57BL/6 ALIMENTADOS COM UMA DIETA COM
AMINOACIDOS COMO FONTE DE PROTEINA APRESENTAM MENOR RESPOSTA
LINFOPROLIFERATIVA APOS INFECCAO POR L. infantum

Para a avaliacdo dos efeitos da dieta a base de aminoacidos e a leishmaniose experimental
sobre a capacidade linfoproliferativa de esplendcitos, essas células foram estimuladas in vitro
com antigenos do parasito. Podemos notar na figura 24 que 0s animais que receberam a dieta a
base de aminoacidos e infectados com L. infantum apresentaram reduzida porcentagem de

proliferacdo quando comparados ao grupo controle.
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Figura 24. Efeito da infec¢do por L. infantum em camundongos C57BL / 6 alimentados com dieta a base de
aminoécidos (AA) na resposta linfoproliferativa. Esplendcitos de camundongos C57BL / 6 alimentados com
dieta AA ou controle (CTRL) infectados foram coletados apds a eutanasia, marcados com CFSE e reestimulados
in vitro com 20 pg/mL de LiAg por 72 horas. A resposta linfoproliferativa foi determinada por citometria de fluxo
e expressando a porcentagem de células proliferadas. Resultados acumulativos representados como média + S.D
de trés experimentos independentes. ***p < 0,001.

7.2. DISCUSSAO

A leishmaniose € uma doenca geralmente caracterizada por grandes surtos em cidades
densamente povoadas, especialmente em zonas de guerra e conflitos, campos de refugiados e
em locais onde ha migracdo em larga escala de populagbes. A alta prevaléncia nessas
populacdes é resultado ndo apenas de fatores genéticos, mas também ambientais. Ao longo dos
anos o que se observou foi a influéncia de deficiéncias nutricionais, gerando quadros de
desnutricdo, relacionados ao aumento dos casos e agravamento da doenca na populacdo
atingida. Ndo menos importante € o fato da populacdo pediatrica ser a maior causa de 0bitos
por complicagdes advindas do ndo tratamento da leishmaniose visceral. Nos dois nichos
populacionais citados acima, o sistema imunologico apresenta-se imaturo, e talvez seja esse 0
motivo da dificuldade em controlar a infec¢cdo pelo protozoario (ALVAR et al., 2012).

No presente estudo mostramos que a composicao alimentar de dietas é importante no
inicio da vida para o desenvolvimento da imunidade contra L. infantum. Sabe-se had muito que
uma deficiéncia de proteinas ou aminoacidos na dieta prejudica a funcdo imunoldgica e aumenta
a suscetibilidade de animais e humanos a doencas infecciosas. Em relagcdo a suscetibilidade
aumentada dos neonatos a infeccGes em geral, tem sido atribuida a imaturidade de seu sistema
imunoldgico e, mais especificamente, as condi¢des particulares de apresentacdo de antigenos a
células T (MALAFAIA et al., 2009).

Demonstramos que camundongos C57BL/ 6 alimentados com dieta a base de
aminoacidos apresentaram elevado nimero de protozodrios em baco e figado, comparados ao

grupo controle. No trabalho de Amaral e colaboradores (2010), foi demonstrado que a
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administracdo de uma dieta a base de aminoécidos como fonte de proteinas apds o desmame
resultou em um controle ineficiente da infeccdo por Leishmania major em camundongos
adultos C57BL / 6 (AMARAL et al., 2010a). O modelo de infec¢cdo com C57BL / 6 e L. major,
em dietas normais, € de resisténcia a infeccdo. O papel das dietas e seus componentes no
desenvolvimento de um sistema imunoldgico competente e resisténcia a infeccGes necessita ser
mais esclarecido.

Existem estudos relatando uma diminuicéo na resposta imune de camundongos BALB /
¢ com desnutricdo proteina-caldrica a vacinagdo contra Leishmania infantum. Outros grupos
confirmam a influéncia da desnutricdo protéica nas respostas imunes efetivas para conter a
infeccdo por Leishmania (MALAFAIA et al., 2009; SERAFIM et al., 2010). Esses autores
usaram uma dieta com apenas 3% de proteina e 0s animais apresentaram todos os sinais de
desnutricdo. Em nosso modelo, assim como a Amaral e colaboradores (2010), as proteinas
alimentares ndo foram simplesmente removidas ou reduzidas; elas foram substituidos por
guantidades equivalentes de aminoacidos. O estado nutricional dos animais alimentados com a
dieta a base de aminoacidos foi considerado normal quando determinado usando varios
parametros nutricionais: niveis séricos de proteina e albumina, contagem de células sanguineas,
aparéncia e comportamento dos pelos (AMARAL et al., 2010). Em nosso trabalho os animais
foram acompanhados semanalmente quanto a sua massa corporal, consumo alimentar,
aparéncia e comportamento dos pelos; ndo apresentando diferencas entre 0s grupos.
Atribuimos, portanto, as mudancas que encontramos ao efeito estimulatério direto da
composicao da dieta no sistema imunologico, e ndo ao impacto indireto da desnutricéo.

Ao avaliarmos o perfil inflamatério encontramos niveis mais baixos de IFN-y em bago e
figado de animais infectados que foram alimentados com a dieta a base de aminoacidos. Isso
nos faz avaliar justamente a capacidade desses camundongos em eliminar o parasito, que se
apresenta prejudicada. O IFN-y secretado por células Thl e / ou células NK, atua nos
macrofagos infectados, levando a sua ativacdo, a regulacdo positiva da iNOS e a producao de
oxido nitrico e outros radicais livres que sdo importantes para a morte intracelular de parasitas.
Em relacdo ao 6xido nitrico, no baco observamos uma producdo de NO significativa nos
animais alimentados com dieta a base de aminoacidos e infectados, porém ndo foi suficiente
para conter a proliferacdo dos parasitos no 6rgao, como pode ser comprovado na avaliacdo da
carga parasitaria.

A IL-10 é uma citocina envolvida no controle de IFN-y, modulando negativamente sua
producdo e as reacdes inflamatdrias em infec¢des por muitos parasitos, incluindo Leishmania.

Notamos que esta citocina ndo foi produzida de forma expressiva pelos animais alimentados
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comadieta a base de aminodacidos. Ja a citocina IL-4, importante para a manuten¢édo da infeccéo
e suscetibilidade a Leishmania, foi produzida em maior quantidade no figado dos animais que
receberam a dieta a base de aminoécidos, corroborando a carga parasitaria apresentada por esses
animais.

Os mecanismos necessarios a diferenciacdo das respostas imunoldgicas pro inflamatérias
sdo complexos e envolvem células e moléculas acessorias. A contribuicdo de APCs maduras
nesta situacdo é evidente. APCs imaturos, como os encontrados em neonatos, mostram pouco
ou nenhum aumento na expresséo de co-estimulacdo marcadores como CD40, CD80, CD86 e
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC). Essas células produzem baixos niveis de
citocinas pré-inflamatérias , o que auxilia na manutencgéo de infecgdes (MOSER; LEO, 2010).

Analisando as células T presentes no macerado do bago dos animais, notamos que células
T CD4" e T CD8* estavam em menor nimero nesse 6rgdo nos animais que receberam a dieta a
base de aminoacidos durante a experimentacdo. Diante disso, avaliamos também os
macrofagos, células F4/80" CD11b*, e a molécula co-estimulatoria CD86 nessas células.
Notamos que nos animais alimentados com a dieta a base de aminoacidos a quantidade de
células APC - macréfagos era menor em relagdo ao grupo controle, bem como a expressédo de
CD86 por essas células, o que demonstra uma baixa capacidade destas células APCs para
estimular uma resposta das células T, seja pelo nimero significantemente menor, seja pela
menor expressao de moleculas de co-estimulo, como CD86.

No trabalho de Amaral e colaboradores (2010), ao avaliar os macrofagos de camundongos
C57BL/6 alimentados com dieta a base de aminoacidos notou-se que estes ndo foram capazes
de induzir a polarizacdo Thl em resposta ao patdgeno L. major, necessaria para sua eliminacéo.
A este fato atribuiu-se provavelmente a deficiéncia no processo de maturacdo das APCs, ja que
houve falta de estimulacdo externa normalmente fornecida por antigenos protéicos na dieta
durante o desenvolvimento. Em outro trabalhno com um modelo experimental de leishmaniose
visceral, 0os pesquisadores observaram que ap0s a desnutri¢cdo protéico caldrica, 0 aumento da
carga parasitaria medida no baco desses camundongos coincidiu com o aumento da atividade
da arginase e que os macrdofagos fornecem um ambiente mais permissivo para o crescimento
do parasita e contribuem para o aumento da susceptibilidade (CORWARE et al., 2014).

Depois de avaliarmos a frequéncia das células T e APC, fomos avaliar a proliferacdo
celular nos esplendcitos dos animais. Observamos uma reduzida proliferacdo nos animais
infectados com L. infantum que receberam a dieta a base de aminoacidos quando comparados
ao grupo controle. Um quadro similar foi observado num trabalho com hamsters infectados com

L. infantum alimentados com dieta com pouca proteina, no qual houve comprometimento da
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linfoproliferacdo e aumento significativo da carga parasitaria esplénica (CARRILLO et al.,
2014).

7.3. CONCLUSAO

A dieta é um importante fator que influencia a fun¢do e o desenvolvimento do sistema
imunolégico. A dieta a base de aminoacidos propiciou susceptibilidade a L. infantum em
camundongos C57BL/6.
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ANEXO 1

DIET-INDUCED OBESITY PROMOTES SYSTEMIC INFLAMMATION AND
INCREASED SUSCEPTIBILITY TO MURINE VISCERAL LEISHMANIASIS



