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Veja, ndo diga que a cangdo estd perdida

Tenha fé em Deus, tenha fé na vida

Tente outra vez

Beba, pois a 4gua viva ainda ta na fonte

Vocé tem dois pés para cruzar a ponte

Nada acabou

N3ao, ndo, nao

Tente, levante sua mao sedenta e recomece a andar
Nao pense que a cabeca aglienta se vocé parar
N3ao, nao, nao

Ha uma voz que canta, uma voz que danca, uma voz que gira
Bailando no ar

Queira, basta ser sincero e desejar profundo

Vocé sera capaz de sacudir o mundo

Tente outra vez

Tente e ndo diga que a vitéria estd perdida

Se ¢ de batalhas que se vive a vida

Tente outra vez
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Resumo

Carrapatos sdo artropodes hematéfagos de distribuicdo cosmopolita que t€ém grande
importancia médica e veterinaria devido ao efeito deletério direto causado por se fixarem e
sugarem seus hospedeiros, como também por serem importantes vetores de doengas para o
homem e para os animais domésticos.

Sabendo que carrapatos permanecem fixos em seus hospedeiros por longos periodos
de tempo sem serem rejeitados, € possivel inferir que esses acaros possuam um arsenal de
mecanismos que atuem no controle da resposta imune do hospedeiro. De fato, diversos
trabalhos tém demonstrado que carrapatos sdao capazes de modular a resposta imune de seus
hospedeiros através de componentes presentes na saliva, que sao inoculados durante o repasto
sangiliineo. Assim, este trabalho procurou investigar se carrapatos exercem a modulagdo da
resposta imune do hospedeiro através do recrutamento de células T regulatorias CD4'CD25"
(Tregs), com a intengdo de conter uma resposta inflamatéria / imune prejudicial a sua
alimentagao.

Para isso, células isoladas de amostras de pele e linfonodos de camundongos BALB/c
infestados com carrapatos Rhipicephalus sanguineus foram analisadas quanto a expressao das
moléculas de superficie CD4, CD25, CTLA-4, CD45RB, GITR e CD103 (fenétipo de células
Tregs), por citometria de fluxo. Adicionalmente, as células obtidas dos linfonodos foram
avaliadas quanto a expressdo de mensagem para o fator de transcri¢do Foxp3 (caracteristico
da fungdo regulatéria), por PCR quantitativo. Paralelamente, saliva de R. sanguineus foi
inoculada na orelha de animais da mesma linhagem, a fim de se comparar o infiltrado celular
com o obtido na pele dos camundongos infestados com carrapatos.

Os resultados mostraram que as infestagdes nao alteraram a percentagem de células T
CD4'CD25" nem a expressdo de moléculas associadas ao fendtipo de células Tregs nas

células infiltradas na lesdo de fixagdo dos carrapatos ou nos linfonodos em comparacio a



camundongos controles. Também nao se verificou aumento da expressdao do gene para Foxp3
nos linfonodos em nenhum dos grupos analisados. Por outro lado, a inoculacdo de saliva na
orelha de camundongos induziu um aumento significativo da popula¢do de células T CD4",
porém estas também ndo apresentavam fendtipo regulatorio, sugerindo que o mecanismo de
imunomodulacdo exercido pelos carrapatos sobre seus hospedeiros ndo ¢ mediado por essas
células.

Resultados adicionais mostraram que a saliva de carrapatos reduziu significativamente
a percentagem de células dendriticas nas orelhas dos camundongos, sugerindo que carrapatos
podem estar modulando a resposta imune de seus hospedeiros por diminuirem o
repovoamento da pele com células dendriticas, as quais sdo essenciais na vigilancia imune dos

tecidos periféricos.



Abstract

Ticks are bloodsucking arthropods that feed on vertebrates and are responsible for
serious global economic losses both through the effects of blood sucking and as vectors of
pathogens. A tick’s bloodmeal lasts for several days, during which it remains fixed to the host
and avoids rejection by local inflammatory and immunological reactions. This status is
achieved by the escape mechanisms ticks have evolved. In fact, many studies have
demonstrated that ticks modulate the host immune response through salivary compounds
inoculated during their bloodmeals.

This study investigated if during bloodfeeding ticks can recruit regulatory T cells in an
attempt to modulate the host immune response and to control inflammatory responses that
could be harmful to tick feeding. BALB/c mice were infested with Rhipicephalus sanguineus,
the skin at feeding sites and the regional lymph nodes were collected, and the cells forming
the local infiltrates were analyzed by flow cytometry for simultaneous expression of CD4,
CD25, CTLA-4, CD45RB, GITR and CD103 molecules. Additionally, expression of mRNA
for Foxp3 was measured in the lymph node cells. Tick saliva was also inoculated into the ears
of BALB/c mice in order to compare the local cellular infiltrate with that elicited by artificial
infestation. Control animals were sham infested.

The results show that, relative to sham-infested tissues, tick infestations did not alter
the percentage of CD4'CD25" T cells present at the site of their attachment or in draining
lymph nodes. Infestations also did not increase the expression of Foxp3 in skin and lymph
nodes. On the other hand, saliva inoculated into the ear induced a significant increase in the
number of CD4" T lymphocytes recruited to the site of inoculation, although these cells did
not express a regulatory phenotype. These results suggest that the modulation of the host

immune response by ticks does not involve CD4'CD25" T cells.
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Additional results showed that tick saliva reduced the percentage of dendritic cells in
the skin of infested mice. This finding indicates that ticks may modulate the host immune
response by diminishing the repopulation of skin with dendritic cells, which are essential for

maintaining surveillance of peripheral tissues for incoming antigens.
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Abreviaturas

APC: células apresentadoras de antigeno
BSA: albumina sérica bovina

CD: cluster of differentiation

Con-A: concanavalina A

FITC: isotiocianato de fluoresceina
IFN-y: interferon-gama

IDO: indoleamina 2,3 dioxigenase

IL: interleucina

KC: quimiocina derivada de queratinocito
LPS: lipopolissacarideo

MIP-1a: proteina inflamatdria de macrofago -1au
NK: natural killer

PE: ficoeritrina

PBS: solucao tamponada fosfato

PCR: reagao de polimerase em cadeia
RAG: gene ativador da recombinacao
RPMI: meio de cultura RPMI 1640

SBF: soro bovino fetal

TCR: receptor de célula T

Th: linfécito T helper

TGF-B: fator de crescimento e transformagao-beta
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1 Introdugéo

1.1 Relagéo Parasito-Hospedeiro

Carrapatos sdo artropodes hematofagos de distribuicdo cosmopolita que tém grande
importancia médica e veterinaria devido ao efeito deletério direto causado por se fixarem e
sugarem seus hospedeiros, como também por serem importantes vetores de doengas para o
homem e para os animais domésticos.

As perdas econdmicas resultantes de infestacdes por carrapatos sdo imensas e
relacionam-se principalmente ao parasitismo em bovinos pelo Rhipicephalus microplus.
Estima-se que 80% do rebanho bovino mundial seja infestado por carrapatos, o que de acordo
com a "Food and Agriculture Organization" (FAO) origina um custo de 13 bilhdes de dolares
anuais (ANON, 2001). Entre as principais doencas de importancia médico veterindria
transmitidas por carrapatos no Brasil estdo a babesiose, a anaplasmose ¢ a erliquiose.

Embora infestagdes com carrapatos em animais de companhia ndo resultem em perdas
econOmicas relevantes, os transtornos ocasionados sdo evidentes, visto que caes residem em
ambiente doméstico e seguidamente sdo acometidos por infestagdes macigas de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus. Esta espécie é de ampla distribui¢do mundial, podendo completar
seu ciclo de vida em dois meses, atingindo um nimero exorbitante em um curto periodo de
tempo (cada fémea pode originar 2.000-3.000 ovos) (PEGRAM et al., 1987; FREITAS et al.,
1982). O R. sanguineus ¢ vetor de diversos patdogenos de importancia para os caninos,
incluindo os agentes da babesiose, haemobartonelose, hepatozoonose e erliquiose. A
participacdo desse carrapato na transmissao de outros agentes infecciosos para os animais e o
homem ainda vem sendo pesquisada (STEPHEN; ACHYUTHARAO, 1980; PETER et al.,
1984; SIMPSON et al., 1991; MUMCUOGLU et al., 1993).

Carrapatos sdo parasitas obrigatorios e precisam permanecer fixos a seus hospedeiros

por vérios dias, até completarem seu ingurgitamento. Dessa forma, eles alternam entre a
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ingestdo de componentes de origem sangiiinea presentes na lesdo de alimentagdo e
regurgitamento do excesso das substancias ingeridas de volta ao hospedeiro, via saliva, de
forma a concentrar os nutrientes de sua refei¢do e regular seu equilibrio i6nico e eletrolitico
(hemoconcentragdo). Célculos baseados em dados obtidos com carrapatos Dermacentor
andersoni sugerem que uma fémea nio alimentada, pesando apenas 7-10 mg, consegue
processar aproximadamente 4 g de sangue do hospedeiro, até atingir seu peso final de
ingurgitamento (KAUFMAN, 1989). Adicionalmente, foi estimado que, durante o
ingurgitamento, cerca de 500 ul de saliva sdo inoculados a cada 96 h no hospedeiro
(BALASHOV, 1972). Sendo assim, a contribui¢do da saliva na montagem do micro ambiente

onde a resposta imune do hospedeiro se desencadearia ¢ de extrema relevancia.

Diversas pesquisas vém demonstrando que a saliva de diferentes espécies de
carrapatos contém componentes farmacologicamente ativos, os quais possuem atividades anti-
hemostaticas, anti-inflamatorias, vasodilatadoras e imunossupressoras (RIBEIRO et al., 1985;
SAUER et al., 1995). Esses componentes modulam a resposta de seus hospedeiros,
envolvendo anticorpos, citocinas (RAMACHANDRA; WIKEL, 1992; MACALUSO;
WIKEL, 2001; FERREIRA; SILVA 1999), sistema complemento (RIBEIRO; SPIELMAN,
1986), células NK (KUBES et al., 1994), macrofagos (RAMACHANDRA; WIKEL, 1992,
1995; URIOSTE et al., 1994; FERREIRA; SILVA, 1998), células de Langerhans (ALLEN;
KHALIL; WIKEL, 1979; NITHIUTHAI; ALLEN, 1985), linfocitos T e B, neutrofilos
(RIBEIRO; WEIS; TELFORD, 1990), basofilos, eosinéfilos (ALLEN, 1973; BROSSARD et
al., 1982; SZABO; MORELLI; BECHARA, 1995b), mastocitos (MATSUDA et al., 1985) e
c¢lulas dendriticas (CAVASSANI et al., 2005).

A despeito da modulacdo exercida pela saliva, algumas espécies hospedeiras sdo
capazes de adquirir resisténcia aos acaros. A resisténcia dos hospedeiros ¢ caracterizada por

aumento no periodo de alimentacdo dos acaros, redu¢do do numero de carrapatos que se

18



alimentam adequadamente, do peso de ingurgitamento, da capacidade de ecdise, da taxa de
fecundidade e ainda morte dos carrapatos que se fixam (ALLEN, 1989; BECHARA et al.,
1995). O mecanismo pelo qual a resposta imune de animais que desenvolvem resisténcia atua

negativamente sobre os carrapatos ainda ¢ desconhecido.

Em vista dos fatos mencionados, a interface entre o carrapato e hospedeiro ¢
caracterizada por uma batalha imunologica complexa. Carrapatos secretam um arsenal de
substancias bioativas com a saliva e, adicionalmente, induzem a produ¢do de outras tantas
pelo seu hospedeiro. Patogenos que, porventura, entrarem nesse campo de batalha, encontram
no local de fixagdo do carrapato um sitio privilegiado que estd sendo profundamente
modificado pelos efeitos imunomodulatorios exercidos pela secre¢do salivar de seu vetor
(JONES; KAUFMAN; NUTTALL, 1992; NUTTALL 1998; TITUS; RIBEIRO, 1998). Com
efeito, a inoculagdo experimental do virus Thogoto, o qual ¢ transmitido por carrapatos,
quando realizada na presenca de saliva de carrapatos Ixodes dammini resultou em infecgdo
nos camundongos, enquanto que a inoculagdo desse virus realizada na auséncia de saliva nao
causou infeccdo (JONES; KAUFMAN; NUTTALL, 1992). Dentro da mesma perspectiva,
outros autores mostraram que a transmissdo da Doen¢a de Lyme em camundongos ¢
dependente da inoculagdo da bactéria Borrelia burgdorferi via carrapatos (GERN;

SCHAIBLE; SIMON, 1993).

O estudo da interacdo de diferentes espécies de hospedeiros com carrapatos R.
sanguineus ¢ particularmente interessante, ja que o hospedeiro natural (cdo) e camundongos
ndo desenvolvem resisténcia, nem mesmo ap6s diversas infestagdes, enquanto que cobaias
desenvolvem uma resisténcia bastante significativa ja num segundo contato com o acaro
(THEIS; BUDWISER, 1974; SZABO et al., 1995b; FERREIRA; SILVA, 1998).

Ao descrever a reacdo inflamatéria na pele de cdes e camundongos C3H/Hel

reinfestados com carrapatos R. sanguineus (suscetiveis), observou-se que esta ¢ composta
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principalmente por neutrofilos e eosinofilos, enquanto que a resposta de cobaias reinfestadas
com carrapatos (resistentes) principalmente por mononucleares, eosindfilos e basofilos
(SZABO; BECHARA, 1999; FERREIRA et al., 2003). Szab6 et al., 1995b ¢ Ferreira et al.,
2003, ao estudarem a reacdo de hipersensibilidade cutanea induzida pela inoculacdo de extrato
bruto de carrapatos em hospedeiros previamente infestados com carrapatos ou nio,
observaram que cdes e¢ camundongos reinfestados desenvolvem uma forte reagdo de
hipersensibilidade imediata, enquanto que cobaias desenvolvem uma pequena reagao imediata
e forte reacdo de hipersensibilidade tardia. O desenvolvimento de reagdo tardia num teste de
hipersensibilidade cutaneo a antigenos de carrapatos em cobaias (hospedeiros resistentes)
sugere o envolvimento do braco celular (Thl) da resposta imune no processo de aquisi¢ao de
resisténcia.

Resultados de estudos sobre modulagao de citocinas por carrapatos tém proposto que
estes induzem preferencialmente um padrao de citocinas do tipo Th2 quando infestam animais
suscetiveis (GANAPAMO; RUTTI; BROSSARD, 1995, 1996; FERREIRA; SILVA, 1998,
1999). Demonstrou-se que células dos linfonodos de camundongos C3H/HeJ sucessivamente
infestados por carrapatos R. sanguineus produzem elevadas concentragdes de 1L-4, IL-10 e
TGF-B, em detrimento de IL-2, IFN-y e I[L-12 quando comparadas com a sintese de citocinas
de células de linfonodos de camundongos ndo infestados. Considerando que esses
camundongos ndo desenvolvem resisténcia a carrapatos e que suas cé€lulas esplénicas nao
proliferam frente a estimulacio com Con-A (FERREIRA; SILVA, 1998), ¢ possivel
argumentar que essa condicdo pode comprometer sobremaneira o desenvolvimento de uma
resposta protetora anti-carrapatos. A resposta Th2 desenvolvida por camundongos infestados
com carrapatos pode ser vantajosa para os acaros, considerando que citocinas associadas a um

padrdo Th2 tém sido atribuidas a resposta anti-inflamatéria (ABBAS et al., 2005) e que
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inflamac¢ao no local de fixacdo dos carrapatos pode prejudicar o ingurgitamento dos acaros

(RIBEIRO et al., 1985).

1.2 Células T Regulatdrias CD4" CD25"

As células T regulatérias sao células envolvidas na modulagdao da resposta imune em
trés principais situagdes: na manutengdo da tolerancia a antigenos proprios (SAKAGUCHI;
SAKAGUCHI, 2000; PARIJS; ABBAS, 1998; MADAKAMUTIL et al., 2003), na regulacao
da  imunopatologia desenvolvida pelos hospedeiros a  diferentes patdgenos
(HORI;CARVALHO; DEMENGEQOT, 2002; POWRIE, et al., 2003) ¢ no transplante de
orgaos (KARIM et al., 2001). Atualmente sao divididas em trés grupos distintos: as células T
regulatorias CD4'CD25", conhecidas como Tregs, as chamadas células Trl (regulatorias tipo
1) e as células Th3 (referindo-se a terminologia ja utilizada para denominar células T
auxiliares ou helper). As primeiras sdo diferenciadas no timo de animais neonatos, por isso
conhecidas como células regulatorias naturais, e as duas ultimas induziveis na periferia por
mecanismos ainda ndo totalmente elucidados, embora se discuta a participacao de células
dendriticas e citocinas como IL-10 e TGF-f3 na sua diferenciacao.

As células Tregs, como dito anteriormente, sdo diferenciadas no timo de animais
neonatos até o terceiro dia apds o nascimento, ja que animais timectomizados antes do
terceiro dia de nascimento desenvolvem doenga auto-imune e, quando realizada apds o
terceiro dia de nascimento, ocorre uma diminui¢io do niimero de células CD4°CD25" na
periferia, mas ainda sdo encontradas em numero consideravel, sem o desenvolvimento de
doenca auto-imune (FONTENOT; RUDENSKY, 2005). Alguns autores t€ém sugerido que
durante o seu desenvolvimento no timo, assim como para as células T ndo regulatdrias, o
TCR desempenhe uma importante participacdo, visto que camundongos transgénicos com
background deficiente do gene ativador de recombinagdo (RAG) ndo desenvolvem células

Tregs, enquanto na presenga de RAG as células CD4'CD25" podem ser encontradas na
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periferia (FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004; HSIEH; RUDENSKY, 2005). Além disso,
outras evidéncias indicam para a participacdo do TCR na selecdo timica das células Tregs, tais
como demonstram os trabalhos de Jordan et al., 2001 e Apostolou et al., 2002. Nesses
trabalhos observou-se um aumento na propor¢dao de células Tregs que se desenvolvem na
prole de camundongos TCR transgénicos cruzados com camundongos que expressam o
ligante especifico para o TCR em seus tecidos. Outros trabalhos demonstram diminui¢ao da
populacdo de Tregs em animais deficientes em componentes da cascata de sinalizagdo
intracelular apds a ligagdo do TCR ao seu ligante, tais como IkB quinase-2, Bcl-10 e PKC-0
(SCHMIDT-SUPPRIAN et al., 2003, 2004). A participagdo da ligagdo do TCR ao seu ligante
especifico ainda no ambiente timico parece, porém, ndo ser o Unico sinal necessario para a
selecdo das células Tregs. Alguns autores discutem a participagdo de um segundo sinal,
diferentemente das células T ndo regulatorias, que indique sua selecdo. Esse sinal poderia ser
proveniente de células estromais timicas e possivelmente seria uma interagdo Notch-Notch
ligante (VAN SANTEM et al., 2004), visto que moléculas co-estimulatérias classicas como
CD80, CD86 e CTLA-4 ndo sdo essenciais para sua diferenciacdo. Provavelmente, ocorre
uma associagdo desses sinais que possibilita a selecdo das células Tregs (FONTENOT;
RUDENSKY, 2005).

Apos a selecdo timica, as células Tregs migram para a periferia e correspondem a 5 a
10% das células CD4" presentes no sangue periférico tanto em humanos como em
camundongos e apresentam grande diversidade de repertorio de TCR (FONTENOT;
RUDENSKY, 2005).

Atualmente essas células sdo caracterizadas pela presenca de algumas moléculas
expressas em sua superficie, tais como CD4, CD25, CD45RB1°W, CTLA-4, GITR e CD103,
pela expressdo constitutiva do fator de transcricdo Foxp3 em seu citoplasma (KHATTRI et

al., 2003; SAKAGUSHI, 2005), além de secretarem IL-10 e TGF-B (SHEVACH, 2002).
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Porém, as células recuperadas da periferia que apresentam esse fenotipo devem apresentar
atividade supressora sobre a proliferagdo de células T efetoras, essencialmente células T
auxiliares do tipo 1 (Thl), bem como na produg¢do de citocinas pro-inflamatodrias,
principalmente IFN-y, em ensaios in vitro, visto que com excegdo do fator de transcri¢ao
Foxp3, nenhum desses marcadores ¢ exclusivo desse tipo celular.

Ainda assim, o fator de transcricdo Foxp3 tem sido tema de controvérsias entre os
pesquisadores. Alguns autores demonstram a expressdo constitutiva desse fator ja na
diferencia¢do timica das células Tregs, fazendo dele um fator de especificacdo de linhagem
celular (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003), enquanto outros demonstram ser
induzivel em populacdes CD4" CD25 (FU et al., 2004) e detectado, em baixas concentragdes,
tanto em CD4"CD25” quanto em células CD8". Entretanto, os estudos atuais demonstram uma
intrinseca relagdo entre Foxp3 e o desenvolvimento e a fungdo de células regulatorias CD4"
CD25" (FONTENOT; RUDENSKY, 2005).

Sakaguchi, 2005 demonstrou que animais deficientes do gene Foxp3, conhecidos
como animais scurfy, desenvolvem doenca auto-imune semelhante aquela desenvolvida por
animais depletados de células T CD4'CD25", o que levou os cientistas a estudarem a
expressdao desse gene e de seu produto no desenvolvimento e fun¢do de células regulatorias
CD4'CD25", sabidamente fundamentais para o controle de doencas auto-imunes. Essa
patologia inclui poliendocrinopatia, enteropatia, sindrome ligada ao cromossomo X e
sindrome de desregulacdo alérgica ligada ao X, caracterizada por intenso infiltrado
linfocitario em multiplos 6rgdos e ativagdo ndo controlada de linfocitos T CD4, levando os
animais a Obito aos 21 dias de idade; paralelamente, a transdugdo retroviral ou a expressao
transgénica de Foxp3 pode converter células T virgens CD4 CD25 em células com fendtipo
regulatorio, como por exemplo, apresentarem menor proliferacdo e produgdo de citocinas,

como IL-2 e IL-10, apds estimulacdo via TCR, aumento na expressdo de superficie de CD25 e
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CTLA-4 e atividade supressora sobre a proliferagdo de outras células T de maneira contato
dependente. Isso sugere um papel fundamental dessa molécula na regulagdo homeostatica de
células T (YAGI et al., 2004, SCHUBERT et al., 2001). De fato, Clark et al., 1999 mostraram
que células de animais scurfy sdo hiperresponsivas a liga¢do do TCR e exibem um menor
requerimento de co-estimulo via CD28, quando comparadas as de animais controles, ¢ em
contrapartida apresentam maior co-estimulo via B7.1 e B7.2, que por sua vez estdo mais
expressas na superficie celular, sugerindo que a mutacdo presente nesses animais pode
interferir com o controle na ativacdo de células T. Além disso, camundongos mutantes ou
deficientes para Foxp3 apresentam baixo niimero de células regulatorias CD4'CD25" e a
inoculacdo destas provenientes de um animal normal previne o desenvolvimento de doenga
auto-imune/inflamatéria nesses recipientes, corroborando a hipdtese desse gene controlar o
desenvolvimento e a fungdo de células regulatérias CD4 CD25" em camundongos (YAGI et
al., 2004).

Foxp3 codifica um membro da familia forkhead de fatores de transcri¢do. Trabalhos
demonstram que esse dominio estrutural ¢ necessario para localizagdo nuclear e ligagdo com o
DNA celular na sintese de varias moléculas (SCHUBERT et al., 2001). Seu produto,
conhecido como scurfin, reprime a transcrigdo de um gene reporter que contém um sitio
multimérico de ligagdo de membros da familia forkhead. Quando superexpresso em células
CD4", atenua a proliferagdo e a produgdo de citocinas induzidas pela ativagdo celular.
Schubert et al., 2001 identificaram uma seqiiéncia de ligagdo de membros dessa familia
adjacente a sitios criticos de regulacao de outro fator de transcricdo, o NFAT, nos promotores
de varios genes de citocinas, cuja expressao ¢ sensivelmente alterada quando da presenca de
scurfin. Vale observar que o NFAT juntamente com o fator de transcri¢do NF-xB, constituem
a principal via de sinaliza¢do intracelular para a sintese de citocinas anti e pro-inflamatorias.

Esses autores sugerem que a habilidade do fator de transcrigdo scurfin se ligar ao DNA, e
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supostamente inibir a transcri¢do génica, desempenhe um papel crucial na determinagdo da
amplitude da resposta de células T CD4" ativadas (SCHUBERT et al., 2001). Sakaguchi,
2005 mostra ainda que Foxp3 estd envolvido na ativagao das células Tregs, através da indugao
da expressdao de diversas moléculas preditas na fungdo dessas células. Na presenga de 1L-2,
Foxp3 ativaria a expressao de genes codificadores das moléculas CD25, GITR e CTLA-4.

Trabalhos mais recentes t€ém mostrado a participacdo de TGF-f como importante
indutor da expressao de Foxp3 em camundongos (FU, et al., 2004, CHEN, et al., 2003). Esses
autores sugerem que na presenca de citocinas como IL-2, o tratamento com TGF-
B concomitante a estimulagdo via TCR converte células T CD4"CD25™ em células com fungio
regulatoria Foxp3', e em contrapartida, fortes sinais co-estimulatorios preveniriam o
desenvolvimento de células regulatdrias dependente de IL-4 (FU, et al., 2004).

Embora muitos estudos tém sido realizados no intuito de se elucidar os mecanismos de
atuacdo das células Tregs, estes ainda ndo foram totalmente determinados. De acordo com a
literatura atual, varios mecanismos podem estar envolvidos na supressdo de células T por
células Tregs, ¢ estes ainda diferem em condigdes in vitro e in vivo (KLEIN; KHAZAIE;
VON BOEHMER, 2003). De forma geral, essas células in vitro suprimem células T efetoras
de forma contato dependente, atingindo o gene que codifica IL-2 nessas células, inibindo sua
proliferagdo. In vitro, mesmo na auséncia de células dendriticas, as células Tregs sdo capazes
de suprimir células T efetoras, indicando que, embora ocorra a ativacdo da enzima
indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) através da interacao entre CTLA-4 nas células supressoras
e CD80 e CD86 em células dendriticas, o que diminui a disponibilidade de triptofano livre e
promove a liberacdo de metabolitos (cinureninas) - que consequentemente diminuem a
ativacao das células efetoras - esse mecanismo parece ndo ser essencial (MELLOR, 2005;

VON BOEHMER, 2005).
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In vivo, a citocina IL-2 parece estar envolvida na manutengdo da integridade funcional
e do numero dessas células nos orgaos linfoides secundarios, ndo tendo participacdo nos
mecanismos efetores das células Tregs, j& que segundo Malek et al.,, 2002, células
CD4'CD25" sdo capazes de suprimir a resposta de células deficientes do receptor de IL-2
(CD25), excluindo a possibilidade de que a competi¢ao por IL-2 ou a inibi¢cdo do gene que a
codifica seja um mecanismo essencial de supressio (SHEVACH, 2002). Além disso, a via
supressora da ativagao de células efetoras pela indugdo de IDO apos a ligacdo de CTLA-4 e
CD80 e CD86 também parece ocorrer in Vivo e, mais ainda, as citocinas IL-10 e TGF-f, que
in vitro parecem nao participar da funcdo efetora das células Tregs, estdo envolvidas in vivo.
De fato, ja foi demonstrado que células CD4 CD25" produzem IL-10 in vivo, e essas citocinas
provenientes das células Tregs, inibem o desenvolvimento de algumas doengas auto-imunes
(VON BOEHMER, 2005). Por outro lado, a participacdo de TGF-B na fungdo efetora das
células Tregs ainda é bastante controversa, mas parece estar mais relacionada com a supressao
da proliferagio, secrecio de citocinas e atividade citolitica das células CD8", como
demonstrado em alguns estudos de auto-imunidade, transplantes e rejeicdo a tumores (VON
BOEHMER, 2005).

Assim, resumidamente, a supressao exercida pelas células Tregs pode ser mediada por
citocinas, por contato entre as células regulatorias e as efetoras a serem suprimidas e ainda por
mecanismos indiretos, via células apresentadoras de antigenos (seja através do metabolismo
de triptofano ou pela secrecdo de citocinas como IL-10 e TGF-B) e que para isso, requerem
sinalizagdo via seu receptor TCR. Ainda ¢ importante observar que as células regulatdrias
CD4'CD25" sdo capazes de afetar seletivamente diferentes fungdes das células T, como a
secrecdo de citocinas, a expressdo de receptores de quimiocinas e as suas atividades

proliferativa e citolitica. (VON BOEHMER, 2005).
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Embora as células Tregs estejam envolvidas no controle de doencas auto-imunes e
rejeicdo de transplantes, recentemente, grande atencdo tem sido dada a participagdo das
células Tregs em doengas infecciosas. Varios trabalhos vém demonstrando que essas células
participam da resposta induzida por infec¢des cronicas com a fun¢do de minimizar o dano
tecidual causado por uma resposta inflamatoria exacerbada. Adicionalmente, essas células
parecem estar envolvidas em tecidos que exigem maior controle da resposta imune, como
trato gastrointestinal, pulmdes, figado, olhos ¢ a pele (BELKAID; ROUSE, 2005).

Em camundongos C57BL/6, os quais desenvolvem resisténcia a Leishmania major, ha
inducdo de uma forte resposta imune Thl que resulta na cura da doenga, no entanto baixos
niveis de parasitas persistem na lesdo. A eliminagdo completa da carga parasitaria
possivelmente ndo ¢ vantajosa para o hospedeiro, pois ndo seria gerada uma resposta de
memoria ao parasita. A auséncia de desenvolvimento de imunidade estéril parece ser
dependente de células Tregs, que atuariam através da producao de IL-10 (BELKAID et al.,
2002). De fato, camundongos infectados com L. major e tratados com anti-IL-10 ou
camundongos RAG” infectados e reconstituidos com células CD4'CD25 eliminam
completamente a carga parasitaria (BELKAID et al., 2001, 2002).

Até o momento, a supressao da resposta imune do hospedeiro exercida por carrapatos
vinha sendo associada com o recrutamento de células Th2 ao local de fixagdo. Porém, de
acordo com os dados apresentados, supde-se que a saliva de carrapatos pode estar exercendo
essa imunossupressio através da participagdo de células T regulatorias CD4 'CD25", o que

sera o alvo deste estudo.
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2 Objetivos

2.1 Geral
Estudar os mecanismos de modulagdo envolvidos na intera¢do carrapato-hospedeiro

através da andlise das células presentes no sitio de infestagdo ou de inoculagdo de saliva.

2.2 Especificos

2.2.1 Analisar o fenotipo do infiltrado celular na pele de camundongos infestados com
carrapatos ou inoculados com saliva.

2.2.2 Investigar a participacao de células T regulatorias na resposta induzida pela
infestacdo por carrapatos, através da determinagao do fen6tipo CD4", CD25", CTLA-4",

CD45RB"", GITR" ¢ CD103" na superficie celular, além do fator de transcri¢do Foxp3.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais Experimentais

3.1.1 Caes

Fémeas SRD obtidas no Biotério Central da FMRP-USP e mantidas no canil do citado
biotério foram utilizadas para a manutencdo da colonia de carrapatos (fémeas para

oviposicao) e obtencdo de saliva (fémeas semi-ingurgitadas).

3.1.2 Cobaias
Cobaias albinas ndo isogénicas foram utilizadas para a infestagdo com os estadios de
larva e ninfas ndo alimentadas para a manutencdo da coldnia de carrapatos, como descrito na

secao 3.3.

3.1.3 Camundongos

O estudo das células envolvidas na resposta imune induzida pela saliva de carrapato
bem como a verificagdo do envolvimento de células Tregs foi realizado em camundongos da
linhagem BALB/c, obtidos no Biotério do departamento de Genética da FMRP-USP e
mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia da FMRP-USP. O grupo
de animais infestados foi dividido em animais controle (sham) submetidos apenas a colocagao
de camara de alimentacdo 1 (1x) e 3 vezes (3x), e animais 1 e 3x infestados com carrapatos
Rhipicephalus sanguineus. Os grupos foram subdivididos em lotes de animais (n=5-
7/grupo/experimento) que foram sacrificados 24, 48 e 72 h apos o inicio da infestagdo. Cada
experimento foi realizado agrupando de 5 a 7 animais por tempo e condigdo experimental. Os

animais submetidos a inoculacdo na orelha (n=24) foram divididos em animais inoculados
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com solucdo tamponada de fosfato (PBS) (n=8), lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (n=8) e
saliva de carrapatos Rhipicephalus sanguineus (n=8), subdivididos em animais inoculados 1x

ou 3x.

3.2 Manutencédo da Coldnia de Carrapatos

A coldnia de carrapatos R. sanguineus foi mantida segundo Bechara et al. (1995).
Brevemente, carrapatos fémeas ingurgitadas foram colocadas para oviposi¢do em recipientes
plasticos numa estufa incubadora para B.0O.D (demanda bioquimica de oxigénio)
umidificada, a 28°C. Apds um periodo de 10 dias, completada a oviposicdo, as fémeas foram
desprezadas e a massa de ovos foi mantida até a eclosdo completa (18-25 dias). Para a
obtencdo dos estagios de ninfas e adultos ndo ingurgitados, cobaias nunca antes infestadas
foram utilizadas. Para a obtencdo das larvas, as fémeas para oviposi¢cdo eram obtidas da
infestagdo em caes, como descrito anteriormente. Os carrapatos foram liberados dentro de
camaras de alimentacdo fixadas sobre o dorso tricotomizado dos animais com uma cola
atoxica (Britannia Adhesives P4104 Latex, UK). As camaras de alimentacdo foram
confeccionadas com potes plasticos com 2,5 cm de largura por 3 cm de altura, com tampa
rosqueavel e o fundo retirado. Esses foram colados a uma pega de borracha fina de 1-2 mm
de espessura cortada em formato de disco (com didmetro de 7 cm), que foram
proporcionalmente adaptadas para os cdes e para os camundongos . Sob o disco de borracha,
colou-se um tecido de algoddo de dimensdo e formato iguais ao disco, tornando a superficie
do disco adequada para ser colada na pele dos animais. A tampa da cdmara de alimentagdo
foi perfurada para permitir a transpiragao.

Os carrapatos mantiveram normais os parametros de ciclo bioldgico (SRIVASTAVA;

VARMA,1964; FREITAS et al., 1982; BECHARA et al., 1995).
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3.3 Coleta de Saliva de Carrapatos

Para a coleta de saliva de carrapatos foram utilizados os &caros provenientes da
infestacdo em cdes que foram sistematicamente realizadas. Para a obten¢do das fémeas adultas
alimentadas utilizadas na salivacdo, dois caes foram infestados simultancamente com trés
camaras de alimentacdo em cada, onde 140 carrapatos/camara (machos e fémeas, propor¢ao
1:1) foram liberados. A saliva foi coletada segundo a técnica de Bechara et al. (1988) e
adaptada para carrapatos R. sanguineus. Para tal, fémeas adultas provindas da infestagdo em
caes decorridos 7 dias de fixa¢do, foram recolhidos, limpos com PBS 0,1M pH 7,2 ¢ em
seguida inoculados subcuticularmente na hemocele com 10-20 pL de uma solu¢do de
dopamina a 0,2% diluida em PBS, com o auxilio de uma agulha 12,7 x 0,33 mm (Becton
Dickinson, NJ). Os acaros foram entao fixados a uma fita crepe ¢ mantidos em camara umida,
com temperatura superior a 25°C. A coleta de secrecao salivar do hipostomio das carrapatas
foi realizada com pipeta automatica, sendo a saliva mantida em tubo tipo “eppendorf” fechado
sob banho de gelo. Apos a coleta, a saliva foi filtrada através de uma membrana com poro de
0,22 um (Costar-Corning Incorporated, NY) e mantida a —20°C até o momento do uso. Os
experimentos de inoculacdes intradérmicas foram realizados utilizando pool de salivas obtidas
em diferentes dias, compreendendo material de mais de 500 carrapatas.

Foram confeccionadas aliquotas de 30pl, e estas liofilizadas e mantidas a -20°C, até o
momento do uso. Imediatamente antes da inoculacdo, a saliva liofilizada foi ressuspensa em

10ul de PBS livre de LPS.

3.4 Inoculacgado de Saliva de Carrapato em Camundongos

Animais BALB/c (2 animais por grupo) foram inoculados intradermicamente na

orelha 1 (uma) e 3 (trés) vezes com 30ul de saliva (concentrados em 10ul), bem como 10ul de
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PBS livre de LPS como controle negativo e ainda como controle positivo 1pug de LPS
ressuspenso nos mesmos 10ul. As inoculagdes foram intradérmicas com uso de seringas de

Iml e agulha 12,7 x 0,33 mm (Becton-Dickinson, NJ) hipodérmica estéreis. O intervalo entre

as inoculagdes para os animais 3 vezes inoculados foi de 7 dias.

3.5 Infestacdo de Animais Experimentais

Cinco casais de carrapatos ndo alimentados provenientes da colonia foram sexados
previamente as infestagdes utilizando-se dos caracteres morfoldgicos observados para a
sexagem dos carrapatos descritos por Freitas et al., 1982.

As infestagdes foram conduzidas de forma controlada dentro de camaras de
alimentagdo fixas e preparadas como descrito para os animais da manutencdo da colonia,
apenas com a utilizacdo de um tubo menor ao descrito anteriormente (criovial), segundo

Ferreira e Silva, 1998.

3.6 Separacdo de Leucocitos do Sitio de Inoculacéo/Fixacao

Para caracterizagdo dos leucécitos presentes no local da inoculagio/infestacdo, apos o
sacrificio dos animais, foram coletadas amostras cutaneas correspondentes ao local de fixagdo
dos carrapatos ou a orelha direita do animal, na qual se padronizou a inoculag¢do da saliva. As
amostras foram incubadas por 1 (uma) hora a 37°C com meio de cultura (RPMI) contendo 500
ug/ml de liberase (Sigma). A seguir, os tecidos foram processados em trituradores na presenga
de 0,05% de DNase (Sigma) usando Medimachine® (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) e
meio RPMI contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) (RPMI completo), conforme indicagdes
do fabricante. Em seguida, a suspensao celular foi filtrada e entdo centrifugada a 250 x g por dez
minutos. Nas amostras de pele de animais infestados, as células foram ressuspensas em

aproximadamente 10ml de meio RPMI completo e mantidas em banho de gelo para realizar-se a
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separacdo dos leucécitos através da utilizacdo de gradiente de ficoll (Ficoll-Hypaque™ PLUS,
Amersham Biosciences). Para tal, adicionou-se Sml de Ficoll-Hypaque no fundo do tubo, e sem
agitacdo do mesmo, este foi levado a centrifugacdo por 20 minutos a 306 x g a 25°C. Apoés a
centrifugacdo coletou-se a interface entre meio e Ficoll, correspondente ao halo de leucdcitos,
em volume aproximado de 7 ml. Essas células foram novamente centrifugadas a 250 x g por 10

minutos, ressuspensas em RPMI completo e contadas em cadmara de Neubauer.

3.7 Histopatologia

A analise histologica foi realizada em tecidos obtidos de animais BALB/c sacrificados
24, 48, 72 e 96 h apds uma ou trés inoculagdes de saliva e animais sacrificados 72 horas ap6s
a fixagdo de carrapatos. Os fragmentos de pele foram coletados e durante aproximadamente
15 minutos pré-fixados em formaldeido 10% apoiado em filtro de papel e em seguida
acondicionado em cassetes para processamento. As amostras foram fixadas em formaldeido
10% em PBS 1x por no minimo 12h, podendo chegar até 48h. A seguir, os cassetes foram
transferidos para alcool 80%, permanecendo 24 horas e entdo para alcool 90% por 30
minutos. Os tecidos foram submetidos a desidratagdo em uma bateria de alcool absoluto (4
banhos, 30 minutos cada) e na seqiiéncia em uma de xilol (3 banhos, 30 minutos nos dois
primeiros e 1 hora no terceiro). Retirados do xilol, os cassetes foram levemente secos e
transferidos para o banho de parafina. As amostras foram entdo emblocadas em parafina e
cortadas em micrétomo Reichert-Jung Mod. As laminas com cortes de Sum foram submetidas
a coloragdo de hematoxilina-eosina e observadas em microscopio optico (Olympus®). Os
tecidos foram fotografados utilizando o sistema Q Color 3 Olympus® American INC e Adobe

Photoshop como editor de imagem.
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3.8 Anticorpos

Para a realizacdo do bloqueio do receptor de Fc, realizado imediatamente antes da
incubacdo dos anticorpos especificos utilizou-se anti-CD16/32 — sobrenadante de cultura de
clone 2.4G2 (Pharmingen, San Diego, CA, USA). Para a fenotipagem celular foram utilizados
anticorpos conjugados a FITC (anti-CD25), PE (anti-CD3, anti-CTLA-4, anti-CD45RB, anti-
GITR e anti-CD103) ou PerCP (anti-CD4), e os respectivos isotipos controle. Todos os
anticorpos utilizados foram fabricados por BD Biosciences PharMingen (San Jose, CA,

USA).

3.9 Fenotipagem

A andlise fenotipica das células obtidas do sitio de fixacdo dos carrapatos, da orelha de
animais inoculados com saliva e das células dos linfonodos regionais foi realizada por citometria
de fluxo, conforme protocolo padrdo. As células foram incubadas com anticorpo monoclonal
bloqueador da por¢do Fc de imunoglobulinas por 1 (uma) hora a 4°C (clone 2G4.8). Apos esse
periodo foram adicionados os anticorpos contra os determinantes especificos por mais 30
minutos a 4°C. Apos este procedimento, as células foram lavadas 2 (duas) vezes com PBS-BSA
por 10 (dez) minutos a 250 x g e ressuspensas em 200 ml de PBS contendo 1% formol. A
aquisicdo das células foi realizada em citometro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA - BD) e a andlise realizada utilizando o

programa Cell Quest Pro®, também da BD.

3.10 Extracao de RNA

Os linfonodos regionais de animais infestados 3 (trés) vezes com carrapatos, apds 48 ou

72 horas da fixacdo dos mesmos foi coletado e o RNA total extraido utilizando-se o reagente
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Trizol (Invitrogen) e o kit para extragdo de RNA (RNAeasy mini-kit, Quiagen, CA), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. Brevemente, linfonodos de animais normais (nio
infestados), controles (submetidos apenas a colocagdo da camara de alimentacdo) e
experimentais (infestados com carrapatos Rhipicephalus sanguineus por 48 ou 72 horas, em
terceira infestagdo) recém coletados foram transferidos para um tubo tipo “eppendorf” contendo
800 ul de Trizol (Invitrogen Corporation, Cidade, CA) e trituradas por aproximadamente 30
segundos utilizando o homogeneizador Ultra-Turrax T8 (Ika-Werke GmbH & Co., Alemanha) e
armazenadas em freezer —70°C até o momento do uso. Para a extracdo de RNA as amostras
foram descongeladas a temperatura ambiente, adicionou-se 200 pl de cloroférmio (Sigma) e,
apos 15 minutos, foram transferidas para outro tubo do tipo “eppendorf” contendo uma coluna
gelatinosa (Fase Gel) que permite uma melhor separagdo das fases apos a centrifugacdo de
12000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi entdo transferida para outro tubo e
acrescentou-se etanol 70% em proporgdes iguais a amostra (v:v). A solu¢do amostra/etanol foi
agitada delicadamente e transferida para uma coluna de afinidade para RNA. Em seguida foram
adicionados os tampdes especificos (kit), intercalados por rapidas centrifugacdes de 15 segundos
a 80000 x g cada. As amostras de RNA foram eluidas da coluna com 30 ul de dgua MilliQ livre
de RNAase, e mantidas em banho de gelo para a confec¢do do DNA complementar (cDNA),
que, invarialvemente, foi realizada no mesmo dia. Para determinar a concentragdo de RNA
(ug/ul) nas amostras utilizou-se o aparelho GeneQuant (Pharmacia, USA). A integridade do
RNA e a possibilidade de contaminacdo das amostras com DNA genomico foi determinada
realizando-se uma eletroforese do material em gel de agarose contendo formaldeido

(SAMBROOK et al., 1989).

3.11 Reagéo de RT-PCR para Confec¢do de DNA Complementar (cDNA)

O cDNA foi sintetizado através de reagdo de transcricdo reversa (RT), com a

utilizagdo da enzima M-MVL Reverse Transcriptase (Promega Corporation, Madison, WI), 1
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ug de RNA, 1ul de Oligo dT e agua DEPC gsp 14ul de volume final. A temperatura de
anelamento foi de 70°C por 5 minutos, seguido de choque térmico (em banho de gelo); a
extensao foi realizada a 42°C por 1 hora apos a adi¢cdo dos dNTPs, transcriptase reversa e do
tampao, totalizando um volume final de reacdo de 25ul, que ao final da reagdo foram diluidos
em 175pul de agua MilliQ autoclavada (200ul totais) e mantidos a -20°C. A reagdo de
polimerase em cadeia (PCR) foi realizada no termociclador PTC-200 Gradiente Cycler (MJ
Research, Watertown, MA) com a enzima Taq polimerase (Taq DNA Polymerase, Promega),
dNTP e primer especifico para o fator de transcricdo (Invitrogen). As condi¢cdes da reagdo
foram: 3 minutos a 95°C para desnaturagdo, seguidos por 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 56°C ou em gradiente de 48°C a 56°C para o anelamento dos primers as fitas do
cDNA e 2 minutos 72°C de extensao acrescidos de um passo de extensdo final de 7 minutos a
72°C. Além das reagdes para deteccdo de mensagem para foxp3, as amostras também foram
submetidas a PCRs para B-actina, gene murino de expressao constitutiva que foi utilizado
como controle positivo das reagdes de amplificagdo. Como controles negativos das reacdes,
foram submetidas a PCRs amostras contendo apenas Taq polimerase, dNTP e primers para
descartar a amplifica¢ao de produtos inespecificos.

Os produtos de PCR obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
a 6% e os géis corados com nitrato de prata 0,2%, secos (temperatura ambiente) e

digitalizados, em tons de cinza, utilizando scanner com resolugdo de 300 dpi.

3.12 Reacdo de PCR em Quantitativo

A expressdo do gene analisado (B-actina e Foxp3) foi quantificada pela técnica de
PCR em tempo real. Para isso foram utilizados 12,5 pl do reagente SYBR Green, 2,0 ul do
primer especifico, que foram desenhados de acordo com as necessidades da reacdo, 5,0 pl da

amostra e 5,5 ul de dgua Mili-Q autoclavada duas vezes. A reagdo foi submetida ao protocolo
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de ciclos, seguindo as orientagdes do fabricante em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied
Biosystems — USA), descrito a seguir: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C e quarenta ciclos de 30
segundos a 95° C, 30 segundos a 56° C e 1 minuto a 72° C. Por fim, foi empregado um ciclo
final de vinte minutos com temperatura crescente de 60 a 95°C para a obtencdo da curva de

dissociacao dos produtos da reacdo, utilizada para a analise da especificidade de amplificacio.

Os resultados foram analisados com base no valor de threshold cicle ou linha de corte,
definido apds a reagdo, sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos aonde a
amplificacdo atinge um dado limiar, que permite a analise quantitativa da expressao do fator

avaliado em relagdo ao gene constitutivo (B-actina).

3.13 Marcacéo Intracelular Para o Fator de Transcri¢cdo Foxp3

A marcacdo intracelular para Foxp3 foi realizada utilizando-se o kit Cytofix/Cytoperm
Plus (com Golgi Stop), da Becton Dickinson, e seguiu as recomendac¢des do fabricante,
adaptadas as condi¢des experimentais, visto que as células também foram marcadas para
moléculas de superficie. A etapa inicial do protocolo envolveu um periodo de 4 horas de
estimulacdo das células em estufa a 37°C com 5% de CO,, que foi realizado na presenga ou
ndo de Con-A (2png/ml) (Sigma-Co, St. Louis, USA), em meio RPMI completo. Apods
transcorrido o tempo de 4 h de incubacdo, adicionou-se o Stop Golgi presente no kit, 1
ul/pogo e incubou-se por mais 2h. Nessa etapa, as células tém seu metabolismo abolido ¢ as
proteinas ja sintetizadas permanecem no seu interior (ndo sdo excretadas para o meio € ndo ha
mais sintese protéica). Apds este periodo, realizaram-se duas lavagens consecutivas com PBS-
BSA 1% seguida pela marcacdo extracelular. Para tal, inicialmente realizou-se o bloqueio dos
receptores Fc da superficie das células, seguindo-se o protocolo ja descrito anteriormente. Ao
final do protocolo para marcagdo extracelular realizaram-se duas lavagens consecutivas com

PBS-BSA 1%, a fim de se retirar as moléculas de anticorpo ndo ligadas. Assim, as células
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entdo ja estariam marcadas para CD4 (PerCP) e CD25 (PE) extracelulares, e retornou-se,
entdo, para a preparacdo das células para a marcagao intracelular. Para tal, foi adicionado 100
ul de Cytoperm/Cytofix (Pharmingen®) por tubo e incubou-se por 15 minutos a temperatura
ambiente. Duas lavagens com PBS-BSA 1% foram realizadas e entdo adicionou-se o
anticorpo anti-Foxp3. O anticorpo foi diluido 1:100 numa solugdo de PermWash
(Pharmingen®), e 100 ml dessa solugdo foi adicionada aos tubos para marcagdo. A etapa de
incubacdo com os anticorpos durou 30 minutos a 4°C. Apos este periodo, realizou-se a
marcacdo indireta com um anticorpo anti-cabra, produzido em coelho, conjugado a FITC, 30
minutos a 4°C. Entre as etapas 2 lavagens com PBS-BSA 1% eram realizadas. Finalmente, as

células foram ressuspensas em PBS-Formol 1%.

3.14 Comité de Etica

O projeto intitulado “Modulagdo da resposta imune pela saliva de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus: estudo do envolvimento de células T regulatorias” foi analisado
pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo, em sua 16° Reunido Ordinaria, realizada em 13 de

setembro de 2004, sendo aprovado de acordo com o protocolo N° 034/2004.

3.15 Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados foram comparados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e o
método de Turkey-Kramer para determinar as diferencas existentes entre os grupos de
animais. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As
analises foram realizadas pelo programa estatistico INSTAT, Graph Pad, San Diego,

Califérnia.
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4 Resultados

4.1 Andlise Histopatoldgica da Pele de Camundongos Infestados ou Inoculados com

Saliva de R. sanginueus

4.1.1 Efeito da Inoculagéo de Saliva na Pele do Dorso de Animais BALB/c

Apo6s 24 h da inoculagdo de saliva na pele de camundongos BALB/c observou-se a
presenca de um intenso infiltrado inflamatorio, composto de células mono e
polimorfonucleares, e que esse infiltrado ¢ ainda maior apds trés inoculagdes.
Adicionalmente, foi possivel observar que mesmo apos 48 h da inoculagdo da saliva, o
infiltrado inflamatoério ainda estava presente na derme dos animais, ¢ da mesma forma, a

inflamacao induzida foi maior apos 3 inoculagoes (Figuras 1 e 2).

4.1.2 Efeito da Infestac¢éo por Carrapatos em Animais BALB/c

Semelhante ao observado nas inoculacdes de saliva, a pele de animais infestados com
carrapatos por 72h apresentou um significativo infiltrado inflamatério na derme, composto
basicamente dos mesmos tipos celulares ja citados, mono e polimorfonucleares, como mostra
a figura 3. E possivel também observar que a terceira infestagio agravou a inflamacio
induzida, quando comparada com apenas 1 infestacdo. Além disso, foi possivel notar um
marcante aumento do nimero de capilares sangiiineos presentes no local apos a exposi¢ao aos

carrapatos (Figura 3).

4.2 Analise das Células Isoladas da Pele de Animais Infestados com Carrapatos R.
sanguineus

Inicialmente avaliou-se o efeito da saliva de carrapatos R. sanguineus na modulagdo
da resposta imune. Nos periodos pré-estabelecidos, um fragmento de pele, correspondente ao

sitio de fixagdo dos carrapatos, foi coletado, processado e as células inflamatorias isoladas e
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Figura 1: Infiltrado inflamatdrio presente na pele apés 24 h da inoculacdo de
saliva de carrapatos R. sanguineus. Animais foram inoculados 1 ou 3 vezes com
saliva de carrapatos R. sanguineus ou com PBS ¢ apds 24 h foram sacrificados e o
fragmento de pele coletado e processado para avaliagdo histopatologica. Coloragao de
HE. A coluna da esquerda representa cortes num aumento de 200 x, enquanto a da
direita, 400 x. A e B, 1 vez inoculado com PBS (controles); C e D, 1 vez inoculado com
saliva; E e F, 3 vezes inoculados com saliva.

43



Figura 2: Infiltrado inflamatdério presente na pele ap6s 48 h da inoculacdo de
saliva de carrapatos R. sanguineus. Animais foram inoculados 1 ou 3 vezes com
saliva de carrapatos R. sanguineus ou com PBS e apo6s 48 h foram sacrificados e o
fragmento de pele coletado e processado para avaliacdo histopatologica. Coloracdo de
HE. A coluna da esquerda representa cortes num aumento de 200 x, enquanto a da
direita, 400 x. . A e B, 1 vez inoculado com PBS (controles); C e D, 1 vez inoculado
com saliva; E e F, 3 vezes inoculados com saliva.
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Figura 3: Infiltrado inflamatdrio presente na pele ap6s 72 h de fixa¢do de carrapatos
R. sanguineus. Animais foram infestados 1 ou 3 vezes com carrapatos R. sanguineus ou
submetidos apenas a coloca¢do da camara de alimenta¢do (sham) e apds 72 h foram
sacrificados e o fragmento de pele coletado e processado para avaliagdo histopatologica.
Coloragao de HE. A coluna da esquerda representa cortes num aumento de 200 x,
enquanto a da direita, 400 x . A e B, sham 1 vez (controles); C e D, 1 infestagcdo; E e F, 3
infestagoes.
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analisadas por citometria de fluxo. Nao foram encontradas diferencas quanto ao perfil das
células isoladas da pele de animais normais, controles (animais submetidos apenas a
colocacdo da camara de alimentagdo) e infestados com carrapatos por 72 h (Figura 4). Esta
analise revelou ainda que as células apresentaram tamanho e granulosidade variados sendo
possivel identificar a presenca de diferentes populagdes celulares, entre elas, linfocitos,
monocitos e granuldcitos. Entretanto, o nimero de células isoladas da pele foi maior no grupo
de animais infestados e, comparando os animais estudados, pode-se observar a presenga de
uma populagdo celular distinta entre esses (seta); essas células induzidas pela infestagdo por
carrapatos possuiam granulos e apresentaram tamanho intermedidrio (Figura 4). As células
recuperadas nos demais tempos estudados apresentaram o mesmo padrio de tamanho e
granulosidade; desta forma, optou-se por apresentar apenas os resultados das 72h de
infestacao.

A populacao de linfocitos foi selecionada e avaliada quanto a expressao de diferentes
marcadores fenotipicos de células T regulatérias CD4 CD25" (Tregs). A presenca de células
CD4" na pele de animais normais foi baixa, em torno de 0,46% das células isoladas (Figura
5A). Contudo, animais submetidos a camara de alimentagdo e a infestagdo por carrapatos
apresentaram um aumento significante na populagdo de células CD4" sendo que as
percentagens variaram em torno de 27,69% para animais sham (1x), 15,90% para animais
infestados (1x), 30,12% para animais sham (3x) e 32,64% para animais infestados (3x)
(Figura 6A). Em seguida, as células foram avaliadas quanto a expressdo concomitante das
moléculas CD4 e CD25 (Figuras 5B e 6B). Encontrou-se uma baixa populacdo de células
duplo positivas (CD4'CD25") na pele de animais normais (0,16%) (Fig. 5B) e observou-se
um aumento significante nesta percentagem em animais submetidos apenas uma vez a
colocacdo da camara (16,16%) e nos animais infestados 1x (2,89%). As infestagdes

consecutivas (3x) ndo alteraram significativamente a percentagem de células CD4 CD25"
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Figura 4: Perfil populacional das células recuperadas da pele do dorso de
animais dos diferentes grupos estudados. Fragmentos de pele de animais normal,
submetidos apenas a colocagdo da cdmara de alimentacdo (sham) e infestados com
carrapatos foram coletados, agrupados e processados conforme protocolo padrao
para analise por citometria de fluxo. A figura acima mostra as células analisadas
quanto ao seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) obtidas da analise do pool de 5
animais por grupo estudado. R1 representa a populacdo linfocitaria utilizada para as
analises posteriores. Os dot plots apresentados mostram 10.000 células, adquiridas
durante as analises.
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Figura 5: Perfil populacional das células recuperadas da pele de animais
normais. Fragmentos de pele de animais normais foram coletados e processados
para andlise por citometria de fluxo. Em seguida, as células de tamanho e
granularidade interna compativeis com linfécitos (R1) foram selecionadas e entdo
primeiramente analisadas quanto a presen¢a da populagio CD4" (A) e em seguida a
populagio CD4'CD25" (B). O histograma (A) representa a ligacdo do anticorpo anti-
CD#4 as células recuperadas da pele de animais normais. O dot plot (B) expressa a
porcentagem de células positivas para CD4'CD25" representada na gate R2. A
populagio CD4" pode ser observada em azul em ambos os graficos, enquanto a
populagio CD4'CD25" ¢ observada em vermelho. A percentagem apresentada
expressa a positividade encontrada entre os linfocitos (R1).
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Figura 6: Determinacdo da populacdo CD4"CD25" presente na pele de animais
uma e trés vezes infestados com carrapatos R. sanguineus. Animais foram
infestados com 5 casais de carrapatos R. sanguineus e ap6s 72h foram sacrificados ¢
tiveram o fragmento de pele correspondente ao sitio de fixagdo dos carrapatos
coletado e processado para determinacdo da populagio CD4™ e CD4'CD25" por
citometria de fluxo. Apds a selecdo da populacdo linfocitaria, as células foram
primeiramente analisadas quanto a presenga da populagio CD4" (em A) e em
seguida a populagio CD4 'CD25" (em B). A populagio CD4" pode ser observada em
azul em ambos os graficos, enquanto a populagio CD4'CD25" é observada em
vermelho. As percentagens apresentadas expressam a positividade encontrada entre
as células selecionadas na regido R1. Os graficos de barra expressam as médias das
percentagens de células CD4" (A) e CD4'CD25" (B) + EPM presentes na populagdo
R1. Animais sham (1x) barras cinza claro; infestados (1x), cinza escuro; sham (3x),
barras abertas; infestados (3x), barras pretas. Os dados sdo representativos de 2
experimentos independentes.
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recuperadas dos animais sham (13,93%) e infestados (6,22%) (Figura 6B), quando comparado
aos animais 1x infestados.

Embora ndo se tenham observado diferencas estatisticas nas popula¢des de células
CD4" e CD4'CD25" entre os grupos controles (sham) e infestados, ainda ndo seria possivel
afirmar que ndo existam diferengas quanto a presenga de células T regulatorias, uma vez que,
a expressao de CD25 ndo ¢ restrita apenas as células T regulatérias convencionais, sendo
observada também em outras populacdes de linfocitos (células T efetoras). Desta forma, para
melhor caracterizar as células T CD4 CD25" e estabelecer sua participacdo na resposta imune
a saliva de carrapatos R. sanguineus, avaliou-se a expressdo de outros marcadores de
superficie que auxiliam na identificacdo/caracterizagdo das células T regulatorias (CD3,
CTLA-4, CD45RB, GITR e CD103) (KHATTRI et al., 2003; SAKAGUCHI, 2005). Os
resultados mostraram alto percentual de células CD4'CD25'CD3" recuperadas da pele de
animais sham 1x (45%), infestado 1x (68,40%), sham 3x (40,7%) e infestado 3x (93,24%) e
indicam uma tendéncia de aumento da populagdo de células T nos animais quando da
presencga dos carrapatos, seja apds uma ou trés infestagdes (Figura 7). Em relagdo a expressao
de CTLA-4, os resultados revelam que a expressao desta molécula foi significativamente
maior em células de animais sham 1x e 3x (81,39% e 37,35%, respectivamente) que em
células de animais infestados [8,78% (1x) e 6,48% (3x)]. Para a expressao da molécula
CD45RB foram analisadas apenas as células que apresentaram baixa expressdo dessa
molécula, visto que as células Tregs sdo sabidamente CD45RB™" (KHATTRI et al., 2003;
SAKAGUCHI, 2005). Os resultados demonstraram que a expressao de CD45RB foi similar e
ndo variou significantemente entre os grupos (Figura 7). Outra molécula estudada foi GITR e
observou-se um maior percentual de células positivas para essa molécula no grupo de animais

sham 1x (63,53%). Células isoladas de animais sham 3x apresentaram diminui¢do da
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Figura 7: Determinacdo do fendtipo regulatério de células CD4'CD25"
presentes na pele de animais uma e trés vezes infestados com carrapatos R.
sanguineus. Animais 1 ou 3 vezes infestados com carrapatos R. sanguineus ou
submetidos apenas a colocagdo da camara de infestacdo (sham) foram sacrificados
apos transcorridas 72 h de infestagdo. O fragmento de pele correspondente ao sitio de
fixagdo foi coletado e processado para andlise fenotipica das células presentes no
infiltrado por citometria de fluxo. A expressdo das moléculas CD3, CTLA-4,
CD45RB, GITR e CDI103 foi avaliada na populacio CD4'CD25". Os resultados
apresentados correspondem as médias + EPM das percentagens de células positivas
para animais sham (1x), barras cinza claro; infestados (1x), barras cinza escuro; sham
(3x), barras abertas, e infestados (3x), barras pretas. Os dados sdo representativos de
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positividade para GITR (17,27%), em relacdo as células de animais sham 1x. A infestacdo
com carrapatos nao alterou de forma significante a percentagem de células positivas para esta
molécula (7,85% e 28,77%). A ultima analise quanto ao fenotipo de células Tregs se realizou
com a determinagdo das células positivas para a molécula CD103. Novamente, os maiores
niveis de expressao foram observados nas células isoladas de animais que foram submetidos a
colocacdo da camara de alimentagdo apenas uma vez (sham 1x, 91,13%). Entretanto,
nenhuma diferenga estatistica entre os grupos foi observada (Figura 7).

A caracterizagdo das células T regulatérias presentes na pele de animais infestados foi
realizada apds diferentes tempos de infestacdo (24 ¢ 48 h, 1 e 3 vezes), porém também nao
foram observadas diferencas estatisticas nesses outros tempos analisados (dados nao

apresentados).

4.3 Analise das Células Isoladas dos Linfonodos de Animais Infestados com Carrapatos
R. sanguineus

As células isoladas dos linfonodos regionais ao sitio de fixagdo dos carrapatos foram
primeiramente avaliadas quanto ao seu tamanho (FSC) e granularidade (SSC). Na composi¢ao
celular do linfonodo foi possivel observar a presenca de células que coincidem com tamanho
e complexidade interna de linfocitos e mondcitos (Figura 8A). Apos esta primeira analise,
procedeu-se a caracterizagdo das células através da utilizacdo de anticorpos especificos para a
molécula CD4 e, em seguida, foram avaliadas as células CD4'CD25". Os valores encontrados
para a expressdo de CD4, bem como para a expressao concomitante de CD4 ¢ CD25 foram
semelhantes (Figura 8).

O proximo passo foi avaliar a populagdo de células CD4'CD25" quanto a expressio de

moléculas caracteristicas do fenotipo regulatorio (CD3, CTLA-4, CD45RB, GITR e CD103)
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Figura 8: Determinagio da populagdo CD4'CD25" presente nos linfonodos
regionais de animais infestados com carrapatos R. sanguineus. Animais foram
infestados com 5 casais de carrapatos R. sanguineus e apds 72 h de fixacdo, foram
sacrificados e tiveram o linfonodo regional ao sitio de fixacdo dos carrapatos
coletado e processado para determinacio da populacio CD4" e CD4'CD25" por
citometria de fluxo. Apos a selecdo da populagdo linfocitaria (A), as células foram
primeiramente analisadas quanto a presenga da populagio CD4" (B) e em seguida a
populagio CD4'CD25" (C). A populagio CD4" pode ser observada em azul
enquanto a populagdio CD4'CD25" é observada em vermelho. As percentagens
apresentadas expressam a positividade encontrada entre as células selecionadas na
regido R1. Os graficos de barras expressam as médias das percentagens de células
CD4" (A) e CD4'CD25" (B) + EPM presentes na populacdo R1. Animais sham (3x),
barra aberta (pool de 7 animais); infestados (3x), barras pretas (pool de 7 animais).
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Figura 9: Aumento da populacdo de fendtipo regulatério no linfonodo de
animais (3x) infestados com carrapatos R. sanguineus. Animais 3 vezes infestados
com carrapatos R. sanguineus ou submetidos apenas a coloca¢do da camara de
infestacdo (sham) foram sacrificados apos transcorridas 72 h de fixagdo. O linfonodo
regional foi coletado e processado para analise fenotipica das células presentes, por
citometria de fluxo. A expressdo da moléculas CD3, CTLA-4, CD45RB, GITR e
CD103 foi avaliada na populagio CD4°CD25". Os resultados apresentados
correspondem as percentagens de células positivas para animais sham (3x), barra
aberta (pool de 7 animais) e infestados (3x), barra preta (pool de 7 animais).
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(Figura 9). Os resultados mostraram que nao héa diferencas na percentagem de células
CD4'CD25'CD3" entre os animais sham 3x (97,245) e animais infestados (94,02%). De
forma interessante, a expressdao de CTLA-4, GITR e CD103 foi significativamente maior em
células do linfonodo de animais infestados 3x que em células dos animais do grupo controle,
enquanto que a expressdo de CD45RB foi similar entre os grupos (Figura 9). Esses resultados
mostraram aumento no numero de células T com fendtipo regulatorio no linfonodo de animais
infestados. Vale observar que a analise do linfonodo também foi realizada em outros tempos,
porém ndo revelou resultados significativamente diferentes entre os grupos (dados ndo

mostrados).

4.4 Determinacdo da Expressdo do Fator de Transcricdo Foxp3 nas Células dos
Linfonodos de Animais Infestados

Varias evidéncias da literatura demonstram que a expressdo do gene Foxp3 esta
diretamente relacionada com a diferenciagdo da populagdo de células T regulatorias naturais e
seria o principal marcador para identificar tais células (FONTENOT; RUDENSKY, 2005).
Como os resultados mostraram aumento no niamero de células T com fendtipo regulatério no
linfonodo dos animais infestados, julgou-se necessaria a determinagdo da expressdo do fator
de transcricdo Foxp3 entre as células CD4'CD25". Para tal, avaliou-se a expressio de
mensagem para Foxp3 e para 3-actina (gene constitutivo) pela de reacdo de PCR quantitativo.
Os resultados obtidos com a andlise dos linfonodos de animais normais serviram para calibrar
as equacdes de determinagdo da expressdo relativa de Foxp3. Nao foi possivel verificar

diferengas significantes entre os grupos estudados, nos dois tempos avaliados (Figura 10).
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Figura 10: Determinacdo da expressdo de Foxp3 nos linfonodos regionais de
animais uma e trés vezes infestados com carrapatos R. sanguineus. Animais
infestados por 48 (A) ou 72 h (B), acompanhados de seus respectivos controles,
foram sacrificados e tiveram seus linfonodos regionais (ao sitio de fixacdo dos
carrapatos) coletados e processados para avaliacdo da expressdo de mensagem génica
para o fator de transcri¢do Foxp3, por PCR quantitativo. O RNA do material foi
extraido e em seguida confeccionado o DNA complementar (cDNA). As amostras
foram levadas ao termociclador e quantificadas em tempo real. Os graficos mostram
a média £ EPM da expressdo relativa de mensagem, normalizada para -actina para
animais sham (1x), barras cinza claro (n=3); animais infestados (1x), barras cinza
escuro (n=3); animais sham (3x), barras abertas (n=3) e animais infestados (3x),
barras pretas (n=3), tendo como calibrador do calculo da expressdo relativa as
mensagens observadas na pele normal.
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4.5 Analise das Células T Ativadas na Pele e Linfonodos de Animais Infestados com
Carrapatos

Visto que as células recuperadas de animais infestados ndo apresentaram o fendtipo
caracteristico de células T regulatdrias naturais, julgou-se interessante avaliar se estas células
T pertenceriam a populacdo de células T ativadas. Assim, as células recém isoladas foram
avaliadas quanto a expressdo de moléculas que caracterizam o estado de ativagdo das células
T. Para isso, analisou-se a expressao das moléculas CD3 e CD4, e concomitantemente a elas,
a expressdo das moléculas CD45RB em altos niveis (high), CD69 ¢ CCRS (LINDELL et al.,
20006) por citometria de fluxo.

As células foram primeiramente avaliadas quanto ao tamanho e granularidade para a
selecdo da populacdo de linfocitos conforme descrito anteriormente. A percentagem de
células CD3'CD4" na pele de animais sham foi de 0,78%, enquanto que nos animais
infestados foi de 2,51%; dentre essas, as cé€lulas que co-expressavam, em altos niveis, a
molécula CD45RB nos animais sham eram de 1,48%, enquanto nos animais infestados,
1,05%.

Em relagdo a expressdo de CD69, os resultados mostraram um alto percentual de
células CD69" (44,53%) na pele de animais que receberam apenas a cAmara de alimentag3o,
quando comparado com os animais que foram infestados com o carrapato (21,05%). A
expressdo de CCRS também predominou nas células isoladas de animais controle (65,34%),
quando comparada com os animais infestados (43,17%). Esses resultados sugerem que,
embora a percentagem de células T CD4" nos animais infestados seja maior que nos animais
controles, a presenca dos carrapatos e, conseqiientemente, a saliva por eles produzida,
induzem uma menor ativacao das células T que migram para o sitio de fixagao (Fig. 11A).

Diferentemente do observado na pele, as percentagens de células CD3'CD4" isoladas

dos linfonodos regionais ao sitio de fixacao dos carrapatos, bem como as células que co-
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Figura 11: Determinacdo do fendtipo de ativacdo das células T presentes na
pele e nos linfonodos de animais trés vezes infestados com carrapatos R.
sanguineus. Animais trés vezes infestados com carrapatos R. sanguineus ou
submetidos apenas a colocacao da cAmara de alimentacdo (sham) foram sacrificados
apos transcorridas 72 h de infestagdo. O fragmento de pele correspondente ao sitio
de fixacdo (A) ou os linfonodos regionais (B) foram coletados e processados para
determinagdo da populacdo de células CD3'CD4" em estado de ativagdo celular,
presentes no infiltrado, por citometria de fluxo. Os resultados apresentados
correspondem as percentagens de células positivas para as moléculas indicadas em
animais sham (3x), barras abertas (pool de 5 animais); infestados (3x), barras pretas
(pool de 5 animais). Notar a diferenca das escalas entre os graficos apresentados.
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expressam os demais marcadores de superficie, foram semelhantes entre os grupos controles e

experimentais (Figura 11B).

4.6 Analise dos Granuldcitos na Pele de Animais Infestados com Carrapatos

Como ja tratado anteriormente, observou-se que animais submetidos a infestagdo por
carrapatos apresentaram uma populagdo adicional de granuldcitos, quando comparados com o
grupo controle. Essas células foram caracterizadas apos 72 h de fixagdo, em 3° infestagdo. A
figura 12A mostra a populagdo que foi selecionada e analisada quanto a expressao de GR1.
Animais infestados apresentaram um aumento na percentagem de células GR1" recuperadas
da pele (36,99%), quando comparados com animais submetidos apenas a colocac¢ao da cimara

de alimentagdo (23,12%) (Fig. 12B).

4.7 Inoculacéo de Saliva de Carrapatos R. sanguineus

Paralelamente aos estudos de infestagdo com R. sanguineus, realizaram-se ensaios de
inoculacdo de saliva desses carrapatos na orelha de animais BALB/c para estudar a
imunomodulag@o exercida pela saliva desses acaros. Assim, a saliva de R. sanguineus foi
inoculada intradermicamente na orelha de camundongos , uma ou trés vezes, e apos 48 h da
inoculacdo as orelhas foram coletadas, agrupadas (2 animais/grupo) e processadas como
descrito na se¢do de materiais ¢ métodos. Os controles consistiram da inoculagdo de PBS

como controle negativo, e LPS como controle positivo (dados ndo mostrados).

4.7.1 Caracterizacéo do Infiltrado Inflamatdrio Induzido pela Inoculacéo de Saliva
As células foram avaliadas quanto ao tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), e
semelhantemente ao observado nas infestagdes, a saliva também foi capaz de induzir o

acumulo de granuldcitos no local de inoculagdo, sendo detectada também a presenca de
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Figura 12: Determinacdo da presenca de granulécitos no infiltrado celular em
resposta a infestacdo por carrapatos R. sanguineus. Animais 3 vezes infestados
com carrapatos R. sanguineus ou submetidos apenas a colocagdo da camara de
alimentagdo foram sacrificados apds 72 h de fixacdo dos carrapatos. O fragmento de
pele correspondente ao sitio de fixacdo foi coletado e processado para andlise da
populagdo de granuldcitos presentes no infiltrado celular, por citometria de fluxo.
Primeiramente as células foram analisadas quanto ao seu tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) em A e, em seguida, avaliadas quanto a expressdo da molécula
GR1 (B). As barras representam as percentagens de células GR1" obtidas da pele de
animais controle (barra aberta, pool de 5 animais) ¢ animais infestados (barra preta,
pool de 5 animais).
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mondcitos e linfocitos (Figura 13). Apos a sele¢ao da populagao de linfocitos caracterizou-se
o infiltrado linfocitario induzido pela saliva de carrapatos. Para isso, as células presentes na
orelha foram avaliadas quanto a expressdo de CD3, CD19, CD4 e CDS (Figura 14).

Os resultados apontaram que as trés inoculagdes de saliva de carrapatos R. sanguineus
induziram, significativamente, uma maior migra¢ao de células T para o local de inoculagao
(9,45%), quando comparada com os animais inoculados apenas com PBS (2,49%). Vale
ressaltar que a populagio de células T CD3" ndo variou de forma significativa entre os grupos
de animais que foram inoculados apenas uma vez com saliva (1,64%) ou PBS (1,65%). Para
as células T CD4, também pode-se observar um maior recrutamento dessas células nos
animais submetidos a trés inoculagdes de saliva de carrapatos, porém dessa vez com p<0,001.
Os valores médios observados para animais sham 1x, infestados 1x, sham 3x e infestados 3x
foram, respectivamente, 0,64%, 0,16%, 0,40% ¢ 3,63%.

A analise das populacdes de células T citotoxicas (CD3'CDS8"), bem como das células
B (CD19") mostraram um pequeno recrutamento desses tipos celulares em resposta a
inoculacdo de saliva e ndo se observou diferenga estatistica entre os grupos estudados. (Figura

14).

4.7.2 Avaliacdo da Presenca de Células T Regulatérias

As células recuperadas da orelha de animais inoculados com saliva e de animais
controle, ap6s 48 h da primeira ou terceira inoculacdo, foram avaliadas quanto a presenga de
células T regulatorias. Animais submetidos a trés inoculagdes de saliva apresentaram um
aumento de 9,5 vezes, em média, das células CD4", em relagdo aos demais grupos. Nio se
observaram diferencas estatisticas entre os grupos quando se analisou a percentagem de
células CD4'CD25", observando-se uma percentagem muito pequena dessas células em todos

os grupos estudados (< 1%) (Figura 15). Em seguida, avaliou-se nas células CD4'CD25" a

64



400 600 £00 1000
il aal s L aal

200
als

1 L] L L] T
0 200 400 600 00 1000

Saliva &4

200 400 800 £00 1000
1

S5C
0

T T T I T T T T T

0 200 400 600 200 1000

P
L

F5C

Figura 13: Perfil populacional das células recuperadas da orelha de animais
inoculados com saliva de carrapatos R. sanguineus. A orelha de camundongos
BALB/c foi inoculada, uma ou trés vezes com saliva de carrapatos R. sanguineus,
PBS como controle negativo ou com LPS como controle positivo (dados ndo
mostrados), a fim de se estudar o infiltrado inflamatério induzido pela inoculagao.
Apo6s 48h da inoculacdo, os animais foram sacrificados e a orelha coletada para
analise das células recrutadas para o local, por citometria de fluxo. A figura acima
mostra as células analisadas quanto ao seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC)
obtidas da analise das células recuperadas de 2 animais por grupo estudado. R1
representa a populagao linfocitaria utilizada para as analises posteriores. Os dot plots
apresentados mostram 10.000 células, adquiridas durante as analises.
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Figura 14: Caracterizacdo dos linfocitos recuperados da orelha de animais uma
e trés vezes inoculados com saliva de carrapatos R. sanguineus. A orelha de
camundongos BALB/c foi inoculada uma ou trés vezes com saliva de carrapatos R.
sanguineus, PBS como controle negativo ou com LPS como controle positivo (dados
ndo apresentados), a fim de se estudar o infiltrado inflamatério induzido. Apos 48h
da inoculacdo, os animais foram sacrificados e a orelha coletada para analise das
células, por citometria de fluxo. As células de tamanho e complexidade interna
compativeis com linfocitos foram selecionadas e em seguida analisadas quanto a
expressao das moléculas CD3, CD4, CDS8 e CD19. Os graficos de barra expressam as
médias das percentagens de células CD3", CD19", CD3'CD4" ¢ CD3'CD8" + EPM
presentes na populacdo R1. Animais inoculados 1x com PBS, barras cinza claro;
animais inoculados 1x com saliva, barras cinza escuro; animais inoculados 3x com
PBS, barras abertas; inoculados 3x com saliva, barras pretas. Para as células CD3",
p<0,05 em relagdo aos trés outros grupos; para as células CD3°CD4", p<0,001, em
relagdo aos trés outros grupos. Os dados sdo representativos de 2 experimentos
independentes. Notar a diferenga entre as escalas dos graficos apresentados.
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Figura 15: Determinacdo da populagdo CD4'CD25" presente na orelha de
animais uma e trés vezes inoculados com saliva de carrapatos R. sanguineus. A
orelha de camundongos BALB/c foi inoculada uma ou trés vezes com saliva de
carrapatos R. sanguineus, PBS como controle negativo ou com LPS como controle
positivo (dados ndo apresentados), a fim de se estudar o infiltrado inflamatério
induzido. Apds 48h da inoculagdo, os animais foram sacrificados e a orelha coletada
e processada para determinagio das células CD4'CD25", por citometria de fluxo.
Apos a selecao da populacdo linfocitaria, as células foram primeiramente analisadas
quanto a presenca da populagio CD4" (A) e em seguida a populagio CD4 CD25"
(B), representada por R2. A populagio CD4" pode ser observada em azul, enquanto a
populagio CD4'CD25" ¢é observada em vermelho. As percentagens apresentadas
expressam a positividade encontrada entre as células selecionadas na regido R1. As
barras expressam as médias das porcentagens de células CD4" (A) e CD4'CD25" (B)
+ EPM presentes na populacdo R1. Animais inoculados 1x com PBS, barras cinza
claro; inoculados 1x com saliva, barras cinza escuro; animais inoculados 3x com
PBS, barras abertas, e, animais inoculados 3x com saliva, barras pretas. Os dados sao
representativos de 2 experimentos independentes. * p<0,01 em relacdo aos trés
outros grupos.
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expressao concomitante das moléculas CTLA-4 e GITR (Figura 16). Em relacdo a CTLA-4,
os valores observados foram 81,6%, 98,86%, 92,81% e 68,39%, respectivamente para animais
inoculados 1x com PBS, 1x com saliva, 3x com PBS e 3x com saliva de carrapatos. Seguindo
a mesma ordem dos grupos, os valores médios observados para a expressdo de GITR entre as

células CD4'CD25" foram: 48,06%, 73,86%, 96,06% e 63,22% (Fig. 16).

4.7.3 Células Dendriticas

Trabalhos recentes tém mostrado que a saliva exerce uma importante influéncia sobre
a diferenciacdo, migra¢do e funcdo de células dendriticas (CAVASSANI et al., 2005;
OLIVEIRA (manuscrito em fase de preparagdo)). Assim, julgou-se interessante avaliar a
influéncia da saliva sobre as células dendriticas em ensaios in vivo. Para tal, avaliou-se a
populagdo de células CD11b"CD11c" presentes nos infiltrados induzidos pela inoculagio de
saliva na orelha dos animais, por citometria de fluxo (Figura 17A). Os resultados revelaram
que embora ndo haja diferencas estatisticas entre os grupos quanto a percentagem de células
CD11b'CDI11c’, ha uma tendéncia de diminuicdo no numero de células dendriticas
recuperadas da orelha dos animais apds uma inoculacdo de saliva, embora esse resultado ndo
tenha se repetido para as trés inoculagdes. Os valores médios observados para as percentagens
de células dendriticas foram, para animais uma vez inoculados com PBS 3,47%, com saliva,
1,01%; para animais submetidos a trés inoculagdes de PBS foi 4,48% e de saliva, 4,44%

(Figura 17B).
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Figura 16: Determinacdo do fendtipo regulatorio das células CD4*CD25"
presentes na orelha de animais uma e trés vezes inoculados com saliva de
carrapatos R. sanguineus. Animais 1 ou 3 vezes inoculados com PBS ou saliva de
carrapatos R. sanguineus foram sacrificados ap6s transcorridas 48 h da inoculagao.
A orelha foi entdo coletada e processada para analise fenotipica das células
presentes no infiltrado por citometria de fluxo. A expressdo das moléculas CTLA-4
e GITR foi avaliada na populagio CD4CD25". Os resultados apresentados
correspondem as médias = EPM das porcentagens de células positivas para animais
inoculados (1x) com PBS, barras cinza claro; inoculados (1x) com saliva, barras
cinza escuro; ioculados (3x) com PBS, barras abertas, e inoculados (3x) com saliva,
barras pretas. Os dados sdo representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 17: Determinacdo da presenca de células dendriticas na pele de animais
inoculados com saliva de carrapatos R. sanguineus. Animais foram inoculados 1
ou 3 vezes, na orelha, com PBS ou saliva de carrapatos. Transcorridas 48 h da
inoculacdo, foram sacrificados e a orelha coletada e processada para determinagdo da
populacdo de células dendriticas presentes no infiltrado, por citometria de fluxo.
Primeiramente as células foram analisadas quanto ao seu tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) (A) e, em seguida, avaliadas quanto a dupla expressdo das
moléculas CD11b e CDl1lc (B). As barras representam as médias = EPM das
percentagens de células CD11b'CD11c¢" para animais inoculados (1x) com PBS,
barras cinza claro; inoculados (1x) com saliva, barras cinza escuro; inoculados (3x)
com PBS, barras abertas, e inoculados (3x) com saliva, barras pretas. Os dados sdo
representativos de 2 experimentos independentes.
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5 Discussao

Sabendo que carrapatos permanecem fixos em seus hospedeiros por longos periodos
(dias), € possivel inferir que esses acaros possuam um arsenal de mecanismos que atuem no
controle da resposta imune do hospedeiro. De fato, diversos trabalhos tém demonstrado que
carrapatos sdo capazes de modular a resposta imune de seus hospedeiros através de
componentes presentes na saliva, que sdo inoculados durante o repasto sangiiineo (RIBEIRO
et al, 1985; SAUER et al, 1995). Adicionalmente, diferentes espécies de carrapatos siao

capazes de induzir a produgdo de citocinas, como IL-4, IL-10 e TGF-f, e suprimir a produgao

de citocinas como IFN-y, IL-2 e IL-12 nos linfonodos, o que parece favorecer a sobrevivéncia
dos carrapatos (CHRISTE; RUTTI, BROSSARD, 1999; FERREIRA; SILVA, 1999). O
mecanismo envolvido na indugdo de uma resposta imune com um padrao de citocinas mais
associado com Th2 durante infestagdes ndo é conhecido.

Pesquisas recentes tém relacionado uma nova subclasse de linfocitos (células T
regulatdrias — Tregs) capaz de produzir essas citocinas e induzir supressdo da resposta imune
periférica, inclusive participando da manutengdo de infec¢des cronicas (SHEVACH, 2002;
BELKAID; ROUSE, 2005). Nesses modelos, as Tregs tém sido associadas principalmente ao
controle de uma resposta inflamatoria exacerbada, patoldgica aos tecidos dos hospedeiros,
bem como na manutencdo do agente patogé€nico, etapa necessaria para o desenvolvimento de
memoria imunologica (BELKAID et al., 2002; BELKAID; ROUSE, 2005). No atual estudo
procurou-se avaliar se carrapatos seriam capazes de recrutar Tregs para o local de sua fixagao
com o intuito de controlar uma resposta inflamatoria prejudicial a sua alimentagao.

Assim, inicialmente avaliou-se o infiltrado celular inflamatério induzido pela
inoculacdo de saliva e infestagdes com carrapatos através da observagdo ao microscopio

optico de seccdes histologicas da pele dos camundongos. Cabe esclarecer que camundongos
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foram inoculados com saliva de carrapatos para verificagdo de um possivel “efeito cola-
camara”, que era inevitavel no grupo de animais infestados.

Os resultados mostraram que tanto a inoculagdo da saliva quanto a infestacdo com
acaros foi capaz de recrutar um significativo infiltrado celular a pele dos animais. Esse
infiltrado era composto majoritariamente por células granulares, especialmente neutrofilos, e
células mononucleares. Também se observou a presenga de outros tipos celulares no local da
lesdo, tais como fibroblastos e outros granuldcitos, porém em quantidades bem menos
expressivas. Adicionalmente, apos sucessivas exposi¢des a saliva ocorreu um aumento do
numero de capilares sangiiineos no local, além de extravasamento de células, especialmente
hemacias. Esse achado condiz com a biologia alimentar de carrapatos, visto que esses nao
utilizam a canulac¢do de vasos sanguineos para se alimentar, e sim se nutrem a partir de uma
cavidade de alimentagdo formada pela destruicdo de tecidos, acompanhada do acimulo de
sangue na regido de fixacdo (SAUER et al., 1996).

A andlise mais detalhada (com identificagdo de células com fenotipo de Tregs) das
células da pele e dos linfonodos regionais ao sitio de fixagdo de animais infestados com
carrapatos foi realizada por citometria de fluxo, sendo primeiramente avaliado o tamanho e
granulosidade celular. As células isoladas da pele de animais normais, sham e infestados
apresentaram perfil bastante semelhante entre si, embora células de animais infestados fossem
sempre recuperadas em maior numero. A comparagdo entre 0s grupos mostrou que os tipos
celulares apresentavam tamanho e granularidade compativeis com linfocitos, monocitos e
granulédcitos, embora uma diferenca marcante pdde ser observada: animais infestados com
carrapatos apresentaram uma populagdo celular adicional, compativel com células contendo
muitos granulos. Esse resultado também foi observado entre os animais submetidos a
inoculacdo de saliva na orelha. De fato, foi observado que animais infestados apresentaram

um maior nimero de células GR1" recuperadas da pele, quando comparados ao seu controle
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(sham). Esses achados sdao coerentes com outros obtidos pelo nosso grupo, onde foram
observados niveis significativamente maiores de mensagem génica para KC (quimiocina
responsavel pela indu¢do de migracdo de neutrofilos (ELSNER; ESCHER; FORSSMANN,
2004)) na pele de animais infestados com carrapatos (manuscrito em fase de preparagdo), e
comprovam a efetiva participagdo de células granulares na resposta imune inata induzida por
carrapatos de acordo com estudos recentes (FERREIRA et al., 2003).

A despeito de ser observado um acumulo de granuldcitos na lesdo de alimentagdo, ndo
se visualizou destruicao tecidual. Talvez isso possa estar relacionado a descri¢ao de que saliva
de carrapatos R. sanguineus pode inibir a fung¢do de neutrofilos in vitro (INOKUMA et al.,
1997; FERREIRA et al., 2003). Trabalhos ainda em execu¢do pelo nosso grupo encontraram
numa biblioteca de ¢cDNA de glandulas salivares de carrapatos R. microplus um clone
codificador de uma proteina ligante de neutréfilos, sugerindo que evolutivamente carrapatos
foram selecionados quanto a expressdo de produtos génicos capazes de burlar a resposta
imune inata de seus hospedeiros.

J& as células recuperadas dos linfonodos de animais infestados e sham apresentaram
um perfil mais uniforme quanto aos tipos celulares quando comparados com a pele, sendo
composto basicamente por células que coincidem com tamanho e complexidade interna de
linfocitos € monocitos. Tal como na pele, os linfonodos obtidos de camundongos infestados
com carrapatos também mostraram conter uma populagdo celular definida com grande
quantidade de granulos.

Em seguida, analisou-se o fenotipo das células de tamanho e complexidade interna
compativeis a linfocitos na pele e nos linfonodos regionais de animais infestados com
carrapatos. Quando foi avaliada a percentagem de células CD4" na pele verificou-se que
animais submetidos a cAmara de alimentagdo e a infestacdo por carrapatos apresentaram um

aumento estatisticamente significativo em relacdo aos camundongos normais. Esse fato indica
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que a cola empregada nos experimentos induz migracao celular, e assim pode diluir ou
mascarar a visualiza¢do do efeito da infestagdo por carrapatos sobre a formagao do infiltrado
celular. Esse contratempo foi tratado posteriormente, com os experimentos de inoculagdo de
saliva.

Posteriormente as células foram avaliadas quanto a expressdo concomitante das
moléculas CD4 e CD25. Contrariamente ao esperado, foram observadas menores
percentagens de células CD4'CD25" na pele de animais submetidos a infestagdio em
comparagdo aos sham, embora essa diferenga nao tenha sido significativa de acordo com o
teste estatistico empregado.

Embora ndo se tenham observado diferencas estatisticas nas popula¢des de células
CD4" e CD4'CD25" entre os grupos controles (sham) e infestados, ainda ndo era possivel
afirmar que ndo ocorreriam diferengas quanto a presenca de células T regulatdrias, uma vez
que a expressdo de CD25 ndo € restrita apenas as células T regulatérias convencionais, sendo
observada também em outras populacdes de linfocitos (células T efetoras). Desta forma, para
melhor caracterizar as células T CD4 CD25" e estabelecer sua participacdo na resposta imune
a saliva de carrapatos R. sanguineus, avaliou-se a expressdo de outros marcadores de
superficie que auxiliam na identificacdo/caracterizagdo das células T regulatorias (CD3,
CTLA-4, CD45RB, GITR ¢ CD103) (KHATTRI et al., 2003; SAKAGUCHI, 2005).

Os resultados mostraram que dentre as células CD4 CD25" ndo surgiram diferengas
estatisticas entre os grupos quanto a percentagem de células apresentando moléculas
associadas ao fenotipo regulatdrio analisado.

Isso nos levou a suspeitar que, embora ndo percentualmente diferentes, as células
CD4'CD25" presentes nos animais sham e infestados se tratassem de populacdes celulares
distintas, possivelmente de células ativadas entre os animais sham e regulatérias entre os

infestados.
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Julgou-se interessante, portanto, avaliar se estas células T pertenceriam a populagdo de
células T ativadas. Assim, as células recém isoladas foram avaliadas quanto a expressdo de
moléculas que caracterizam o estado de ativacdo das células T. Para isso, a expressdo das
moléculas CD3 e CD4, e concomitantemente a elas, a expressdo das moléculas CD45RB em
altos niveis (high), CD69 e CCRS5 (LINDELL et al., 2006), foi analisada por citometria de
fluxo.

Curiosamente, animais infestados apresentaram maior percentagem de células
CD3'CD4" que animais sham, porém uma menor propor¢do delas expressou marcadores de
ativacao (CD45RB, CD69 e CCRSY). Isso pode indicar que carrapatos sdo capazes de induzir a
anergia das células inflamatorias que migram para o local de fixagdo, embora nao tenham sido
realizados ensaios comprobatorios. Vale comentar que, embora presentes no local de fixagao,
essas células nao sdo capazes de impedir a alimentagdo dos acaros.

A andlise das células dos linfonodos regionais de camundongos mostrou que, embora
ndo tenham sido observadas diferengas na percentagem das populagdes CD4" ¢ CD4'CD25"
entre os animais sham e infestados, houve uma forte tendéncia de aumento da expressdo das
moléculas CTLA-4 e GITR entre as células CD4 'CD25" recuperadas de animais infestados.
Esses achados poderiam indicar o envolvimento de células Tregs nos tecidos linfoides em
resposta a infestagdo por carrapatos. Para confirmar o fendtipo regulatorio dessas células, a
expressdo de mensagem para o fator de transcricdo Foxp3 foi avaliada, visto que varias
evidéncias da literatura demonstram que a expressdo do gene Foxp3 estd diretamente
relacionada com a diferenciagdo da populacdo de células T regulatorias naturais e seria o
principal marcador para identificar tais células (FONTENOT;,; RUDENSKY, 2005;

SAKAGUCH]I, 2005).
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A expressdo de mensagem para Foxp3 foi avaliada apds 1 e 3 infestagdes, 48 ¢ 72 h
apos a fixagdo dos carrapatos, porém nao foram observadas diferengas estatisticas entre os
grupos.

Assim, como descrito anteriormente para as células recuperadas da pele, as células
isoladas dos linfonodos regionais de animais submetidos a trés infestagcdes, bem como de
animais controle, foram também avaliadas quanto ao estado de ativagdo. Nao foram
observadas diferencas nas percentagens de células T isoladas dos diferentes grupos, tampouco
de células T (CD3") ativadas. Esses resultados sugerem que a modulacdo da ativacdo de
células T induzida pelo carrapato (saliva) ndo atinge niveis sistémicos, ficando restrita ao
local de sua fixagao (pele).

Com base nos resultados até agora expostos pode se concluir que a infestagdo com
carrapatos ndo ¢ capaz de induzir diferencialmente o recrutamento de células T regulatorias
para a pele e linfonodos, quando comparados com os animais submetidos apenas a colocagio
da camara de alimentagdo. Esses dados, porém, ndo necessariamente significam a auséncia de
Tregs na resposta induzida pelos acaros, uma vez que a cola utilizada para fixacdo da camara
de alimentacdo dos carrapatos pode estar induzindo uma resposta tal que ndo é possivel
identificar a resposta aos antigenos dos carrapatos, ou seja, a resposta aos carrapatos estaria
sendo mascarada pela resposta a cdmara de alimentacao.

Uma vez que sabidamente a saliva de carrapatos possui diversas moléculas bioativas
que modulam mecanismos inatos e adaptativos da resposta imune (ALLEN, 1973, 1979;
BROSSARD et al, 1982; FERREIRA; SILVA, 1998, 1999; KUBES et al, 1994;
MACALUSO; WIKEL, 2001; MATSUDA et al, 1985; NITHIUTHAI; ALLEN, 1985;
RAMACHANDRA; WIKEL, 1992, 1995; RIBEIRO; SPIELMAN, 1986; RIBEIRO; WEIS;

TELFORD, 1990; SZABO; MORELLI; BECHARA, 1995b; URIOSTE et al., 1994)
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procurou-se avaliar se a inoculagdo intradérmica de saliva (excluindo o “efeito-cola”) seria
capaz de induzir o recrutamento de células Tregs.

A inoculagio de saliva foi capaz de recrutar uma populagio de linfocitos T (CD3")
significativamente maior que a inoculagdo controle negativo (PBS) e semelhante ao controle
positivo realizado com LPS apos trés inoculagcdes. Entre os linfocitos recrutados,
corroborando os resultados da literatura, ocorre maior participagdo de linfocitos T auxiliares
(CD4"), em contrapartida aos linfocitos T citotoxicos (CD8") ¢ B (CD19"). Conjuntamente,
esses resultados indicaram que ha o acumulo preferencial de células T auxiliares apoés a
inoculagdo da saliva de R. sanguineus, em relagdo aos demais tipos linfocitarios, embora
poucas dessas células sejam encontradas no local de inoculagdo. Adicionalmente, esses
resultados podem indicar a importancia de outros tipos celulares, dentre eles, células da
resposta imune inata.

Por outro lado, a inoculagdo de saliva também nao foi capaz de recrutar uma maior
populacao de células Tregs, embora houvesse maior recrutamento de células em relagdo a
inoculacdo controle. Além disso, pode-se observar nesses animais que a saliva induz o
desenvolvimento de resposta imune adaptativa, uma vez que foram detectados maiores niveis
de células T CD4" apos 3 inoculagdes. Portanto, pode-se concluir que mecanismos da resposta
imune inata se somam aos mecanismos da resposta imune adaptativa na tentativa de rejeitar o
ectoparasita.

Considerados em conjunto, esses resultados parecem indicar que a saliva de
carrapatos, seja por inoculagdo artificial ou natural, ndo recruta células T regulatorias
CD4'CD25" para o local, embora induza intenso recrutamento celular em ambos os casos.
Isso pode apontar que carrapatos estariam induzindo supressdo da resposta inflamatdria/

imunoldgica de seus hospedeiros através de outros mecanismos, que ndo via células Tregs.
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Como seria a supressao exercida pelos carrapatos entdao? Algumas hipdteses podem
ser consideradas nesse contexto: carrapatos poderiam prejudicar a fungdo efetora de células T
ou ainda interferir com a fun¢do de células dendriticas, considerando a importancia desses
tipos celulares na vigilancia de tecidos periféricos? Poderiam os carrapatos induzir anergia de
células T ou inibir a migracdo de células dendriticas para o local? Ou ainda, as células
dendriticas recrutadas ao local de fixagdo estariam num estado de menor ativacdo, induzindo
assim uma menor ativacao de células T CD4?

O estudo do recrutamento de células dendriticas em resposta a inoculacdo de saliva
mostrou uma reducdo da porcentagem dessas células na pele dos camundongos inoculados,
sugerindo que a saliva de carrapatos pode estar, de fato, modulando a resposta imune
adquirida do hospedeiro por intervir na participagdo das células dendriticas na indugdo de
resposta a antigenos de carrapatos.

Essas hipoteses estdo de acordo com resultados obtidos por outro estudo realizado pelo
nosso grupo. Oliveira (manuscrito em fase de preparacao) observou que a saliva de carrapatos
R. sanguineus diminui a expressdo das moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86 na
superficie de células dendriticas diferenciadas in vitro, além de interferir com a migragao das
mesmas frente a quimiocinas como MIP-1a. e RANTES.

Esses achados se tornam particularmente interessantes visto que células dendriticas
menos ativadas (ou tolerogénicas) podem nao apenas levar células T a um estado de anergia,
bem como induzir células regulatorias na periferia, tais como as células Trl (T regulatoria
tipo 1) ou ainda Th3 (auxiliar ou helper 3) (MILLS; MCGUIRK, 2004). Esses dois tipos de
c¢lulas regulatdrias, brevemente tratadas na introdugdo deste trabalho, podem ser induzidas na
periferia a partir de células CD4" convencionais pela exposi¢do a condigdes estimulatorias
especificas, como o bloqueio das moléculas co-estimulatorias, citocinas desativadoras ou

drogas (BELKAID; ROUSE, 2005). Células dendriticas imaturas produtoras de IL-10
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(WAKKACH et al., 2003; GONZALEZ-REY et al., 2006), além de alguns antigenos (PRICE
et al., 2005), sdo capazes de induzir essas células na periferia.

As células Trl sdo produtoras de IL-10, enquanto as células Th3 produzem TGF-p.
Esse perfil anti-inflamatoério de citocinas parece ser adequado para os acaros durante seu
repasto no hospedeiro, visto que camundongos infestados com carrapatos que apresentam um
perfil Th2 permanecem suscetiveis a reinfestacdes (FERREIRA et al., 2003). Infelizmente,
porém, as células Trl e Th3 ainda ndo foram bem caracterizadas quanto ao fendtipo de
moléculas de superficie, o que inviabiliza sua determina¢do no modelo estudado.

Embora trabalhos in vitro ja tenham mostrado o envolvimento de IL-10 na resposta
induzida por saliva de carrapatos (FERREIRA; SILVA, 1999), resta ainda determinar, nas
condicdes estudadas, se essas citocinas estdo envolvidas na resposta local a infestagdo, e por
sua vez, quais seriam as células responsaveis por sua sintese e, assim, confirmar algumas
hipdteses geradas durante a realizacdo deste trabalho.

O conhecimento gerado com este estudo permite entender melhor os mecanismos
envolvidos na relacdo parasita-hospedeiro e contribui para o desenvolvimento de medidas de

controle & ectoparasitas bem como de patdogenos transmitidos por eles.

81



Conclusodes

82



6 Conclusdes
6.1 A infestagdo por carrapatos, bem como a inoculacio de sua saliva, recrutaram

um intenso infiltrado inflamatorio, especialmente apos a terceira exposigao.
. ~ r R + +
6.2 A saliva de carrapatos ndo recrutou células regulatorias CD4 CD25" para o
local de fixagdo dos carrapatos, bem como ao sitio de inocula¢do, nem tampouco para os

linfonodos regionais.

6.3 A infestagio por carrapatos induziu um aumento na populacio GRI1"

recuperada da pele.

6.4 A terceira inoculacdo intradérmica de saliva de carrapatos induziu um aumento

na populagio de células T CD4" que migraram para a pele.

6.5 A saliva de carrapatos pareceu reduzir o numero de células dendriticas

recrutadas ao local de inoculagao.
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