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NUNES, Ivanéia Valeriano Nunes. Desenvolvimento de modelo experimental de alergia a
camardo. 2019. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Humana) — Universidade Federal
da Bahia. Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUGCAO: As alergias alimentares sdo caracterizadas por uma resposta exacerbada do sistema
imune mediadas por IgE direcionadas contra alérgenos orais, que podem causar desde sintomas leves,
como urticaria, até hipotensdo grave e anafilaxia. O camardo esta entre 0s alimentos mais
sensibilizantes e, portanto, é associado a um grande nimero de reacdes anafilaticas. Entretanto, ha
escassez de estudos que viabilizem a compreensdo sistematica dos mecanismos relacionados com esta
enfermidade e investigacdo de novas abordagens terapéuticas. OBJETIVO: Nesta perspectiva, este
trabalho objetivou estabelecer um novo modelo experimental de alergia a camardo que permita a
avaliacdo de novas alternativas profilaticas, terapéuticas e aspectos comportamentais. MATERIAL E
METODOS: Fémeas BALB/c foram sensibilizadas no dia 0 com 100 pg de proteinas do camaréo e
1mg de hidroxido de aluminio por via subcutanea. Pela mesma via, esses animais receberam uma dose
reforco pela administracdo de apenas 100 pg de proteinas do camardo no dia 14. Para o desafio, 5
mg/ml de proteinas do camardo foram adicionadas as mamadeiras do dia 21 ao dia 34. Animais
controle receberam a administracdo de salina ou ingestdo de agua. Amostras de sangue foram
coletadas nos dias -1, 13, 20 e 35, representando as mostras basal, p6s sensibilizacéo, p6s reforco e pos
desafio, respectivamente. A eutanasia ocorreu nos dias 23 e 35 (ap6s 2 e 14 dias de desafio,
respetivamente) para coleta de linfonodos mesentéricos e fragmentos do jejuno. As imunoglobulinas
IgE e IgGlespecificas foram dosadas no soro por ELISA. slgA especificas no lavado intestinal e
citocinas do jejuno e linfonodos foram também dosadas por ELISA. Fragmentos do jejuno foram
utilizados para a confecgdo de Iaminas histolégicas, as quais foram confeccionadas e coradas por HE e
PAS. RESULTADOS: Em comparacao aos grupos controles, os animais sensibilizados e desafiados
apresentaram elevadas concentracBes de anticorpos especificos no soro (IgE e IgGl) e lavado
intestinal (slgA). Foi observado aumento significante na producéo de IL-5 e IL-10 nos linfonodos
mesentéricos desses animais, além de alteragdes histopatoldgicas significantes na mucosa intestinal,
como maior contagem de eosinofilos na Iamina propria e encurtamento de vilos e criptas.
CONCLUSAO: As alteragbes em parametros imunopatolgicos observadas confirmam o
desenvolvimento de alergia alimentar decorrente dos protocolos de sensibilizacdo e desafio oral por
ingestdo continua utilizados no presente modelo, sugerindo o seu uso, entre outros, para a avaliacdo de

abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: Alergia alimentar; Camardo; Ige; Eosinofilos; Mucosa intestinal.



NUNES, lvanéia Valeriano Nunes. Development of an experimental model of shrimp allergy.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Food allergy is mainly characterized by an exacerbated IgE-mediated immune
response towards oral allergens which can lead to mild symptoms such as urticaria as well as
hypotension and anaphylaxis. Shrimp is among the most sensitizing food allergens and it has been
associated to a large number of anaphylaxis reactions. However, there is still a shortage of studies that
enable a systematic understanding related to this disease and the investigation of new therapeutic
approaches as well. AIM: In this perspective, this study aimed to develop a novel experimental model
of shrimp allergy that could enable the evaluation of new treatments and behavioral studies.
MATERIAL AND METHODS: BALBI/c female mice were subcutaneously sensitized with 100
pg of shrimp proteins and 1 mg of aluminum hydroxide on day 0. By the same means, a boost was
performed through the subcutaneous injection of 100 pg of shrimp proteins on day 14. Oral challenge
protocol was based on the addition of 5 mg/ml of shrimp proteins to the bottle of water from day 21 to
day 35. Animals from control group were injected with saline or ingested only water. Blood samples
were collected on days -1(basal), 13 (post sensitization), 20 (post boost) and 35 (post challenge).
Animals were euthanized after 2 or 14 days of challenge on days 23 and 35 respectively for the
collection of mesenteric lymph nodes and a fragment of jejunum. The specific IgE and 1gG1 were
measured in serum samples by ELISA. In addition, specific sIgA in intestinal lavage and cytokines
from jejunum homogenate were analyzed by ELISA as well. Histological slides were manufactured
from fragments of jejunum which were colored by HE and PAS. RESULTS: Sensitized and
challenged animals produced higher titers of specific serum antibodies (IgE and IgG1) and slgA when
compared to the other groups. Also, these animals presented a significant increase in the production of
IL-5 and IL-10 at mesenteric lymph nodes and significant histological changes in the intestinal mucosa
such as higher eosinophil count at the lamina propria and shrinkage of villi and crypts.
CONCLUSION: The immunopathological changes observed in our work confirm the development
of food allergy due to the applied protocols of sensitization and oral challenge through continuous

ingestion. Thus, it suggests that this model can be used for the evaluation of therapeutic approaches.

Keywords: Food allergy; Shrimp; Ige; Eosinophils; Intestinal mucosa.
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1 INTRODUCAO

1.1  ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA MUCOSA INTESTINAL

O Trato Gastrointestinal (TGI) esta diariamente exposto a diferentes componentes da
dieta humana e microrganismos. Especificamente, o intestino apresenta a mais extensa area
do corpo humano em contato com o ambiente externo. Por este motivo, os intestinos delgado
e grosso dispdem de distintos mecanismos de defesa e uma vasta populacdo de células do
sistema imune. Além disso, a mucosa intestinal conta com barreiras semipermeaveis que
possibilitam a absorcdo de nutrientes, mas também limitam o acesso de moléculas e
microrganismos patogénicos (VANCAMELBEKE; VERMEIRE, 2017).

Por toda a sua extensdo, o epitélio intestinal € composto por uma variedade de perfis
celulares em camada simples (Figura 1). Dentre elas, os enterGcitos que participam no
processo de digestdo e absorcdo de nutrientes junto as células enteroenddcrinas, as quais
apresentam-se as primeiras de forma justaposta por meio de junc@es de oclusdo que formam
barreiras semipermeaveis ao transporte paracelular de ions, moléculas de adgua e solutos. Tais
juncgdes sdo compostas por moléculas como, zonulinas, ocludinas, claudinas e moléculas de
adesdo juncional (LERNER; MATTHIAS, 2015). Pelo mesmo principio da
semipermeabilidade, essas juncbes representam barreiras fisicas para 0 acesso de
microrganismos, alérgenos e particulas as camadas de tecido subjacente ao epitélio
(HARRER et al., 2019; XU et al., 2019).

As primeiras linhas defesa nesse sitio sdo estabelecidas pela acdo do préprio epitélio
gue é composto ainda por outros perfis celulares, como as células caliciformes, células de
Paneth, células enteroenddcrinas, células tufo e células Microfold. De modo geral, estas
células contribuem direta e indiretamente para a manutencdo dos mecanismos de defesa.

As células caliciformes, por exemplo, séo eficientes produtoras de glicoproteinas,
como a mucina 2 (MUC2), que compdem o muco, um polimero em rede no Iimen intestinal
(BIRCHENOUGH et al., 2015). Atualmente, sabe-se que 0 muco é composto por duas
camadas no colon. Assim, na camada mais externa, caracteristicamente mais fluida, pode ser
encontradas bactérias da microbiota intestinal, enquanto a camada mais interna previne o
acesso de microrganismos ao epitelio, ao qual o muco encontra-se firmemente ancorado. Ja no

intestino delgado, observa-se apenas uma camada de muco, facultando neste sitio as
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interagcBes de imunovigilancia da mucosa, como a captura de antigenos por células Microfold
ou M descutidas a seguir (ERMUND et al., 2013).

Desta forma, o muco colabora para a impermeabilidade do epitélio a patdgenos e
representa a primeira barreira intestinal. A impermeabilidade também é atribuida um
gradiente de peptideos antimicrobianos (AMPs) depositados ao muco. Dentre eles, as a-
defensinas 5 (HD5), -6 (HD6) (em humanos) e criptidinas (em camundongos), sdo capazes de
induzir a formacdo de poros na membrana de patégenos (MEYER-HOFFERT et al., 2008).
Entretanto, elas podem também contribuir para a homeostase de microrganismos comensais
(MASUDA et al., 2011; NAKAMURA et al., 2016). Nesta perspectiva, a reducdo na
expressdo e producdo dessas moléculas tem sido associada a disbiose, bem como a doenca de
Chron e a enterocolite necrosante (MARKASZ et al., 2018; WEHKAMP; STANGE, 2010).

Em outra perspectiva, algumas células sdo consideradas sentinelas por sua funcédo
sensorial na mucosa intestinal. As células enteroenddcrinas e as células tufo, por exemplo,
apresentam funcédo sensorial na detec¢do de patdgenos.

Nesse sentido, as células Microfold ou M, participam também na imunovigilancia da
mucosa intestinal pela constante amostragem do contetdo luminal por fagocitose e transcitose
de antigenos (MABBOTT et al., 2013). Desta forma, a importancia dessas células na inducgéo
das respostas imunes na mucosa tem sido investigada. A deplecéo de células M, bem como o
knock out de seu receptor uromodulina, tem sugerido a sua contribuicdo para a captura de
antigenos, dada a consequente reducdo na internalizacdo de antigenos e dos efeitos
imunomodulatérios em modelos de imunizacdo oral (CUNNINGHAM et al.,, 2016;
YANAGIHARA et al., 2018).

Sabe-se que o epitelio intestinal desempenha também papel importante na inducdo de
respostas imunes, dadas suas interagcdes com aglomerados de Tecido Linfoide Associado ao
Trato Gastrointestinal (GALT), localizados na lamina propria e submucosa intestinal. Os
Foliculos Associados ao Epitelio (FAE), Placas de Peyer (PPs) ou ainda os Linfonodos
Mesentéricos (LNMs) sdo exemplos de tecidos linfoides na mucosa intestinal. Eles exercem
funcgbes cruciais, por exemplo, na manutencdo da homeostase intestinal decorrente da
tolerancia oral (NAGATANI et al., 2011; SPAHN et al., 2002). Este tdpico sera melhor

abordado na segéo seguinte.
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Figura 1. Aspectos imunoldgicos da mucosa intestinal.
A mucosa intestinal é composta por diferentes perfils celulares que participam na absorcéo de nutrientes e na defesa contra a

invasdo de microorganismos patogénicos, Neste sitio, observa-se ainda a presenga de Tecido Linféide Associado ao Trato
Gastrointestinal (GALT) , como as Placas de Peyer (PPs) e Linfonodos Mesentéricos (LNMs) que auxiliam na mantengéo da
homeostase intestinal e também na inducdo de tolerancia oral, configurando ao intestino um ambiente primordialmente
tolerogénico.

1.2 MECANISMOS DE TOLERANCIA ORAL

Estima-se que, anualmente, a mucosa intestinal processe entre 130 a 190 gramas de
proteinas oriundas da dieta (BRANDTZAEG, 2010). A maioria dos individuos, apesar da
exposicdo frequente a antigenos, nao € capaz de induzir resposta imune que resulte em dano
tecidual.

A mucosa intestinal possui diferentes mecanismos imunoldgicos que impedem a
inducgéo de reacOes exacerbadas frente a antigenos inocuos. Tais mecanismos sdo resultado da
tolerancia imunologica natural, sendo essa hiporresponsividade apdés um contato prévio a
dado antigeno denominada tolerancia oral (WEINER et al., 2005)

Os mecanismos envolvidos na indugdo e manutencdo da tolerancia oral envolvem a

interacdo bem orquestrada da mucosa intestinal com os agregados linfoides associados ao
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trato gastrointestinal. Apesar de tais mecanismos néo serem completamente elucidados, sabe-
se que a inducdo de tolerancia oral pode ocorrer pela indugdo de células T regulatorias (Treg)
e envolvem a participacdo crucial do GALT, como sitio indutor da tolerdncia oral
(REZENDE; WEINER, 2017).

Como o GALT nédo possui veias linfaticas, a captura de antigenos é realizada
diretamente pela mucosa intestinal, como mencionado anteriormente. Inicialmente, células
apresentadoras de antigeno (APCs) na lamina prépria captam antigenos por meio das células
M via transcitose, por meio de células caliciformes via translocacdo ou langcam seus proprios
dendritos para o lumen.

Nos tecidos linfoides, essas células sdo capazes de promover a diferenciacdo dos
linfocitos T helper 0 (ThO) em linfécitos Treg. As APCs podem produzir o fator de
transformagao do crescimento B (TGF-p) e acido retindico que, consequentemente, induzem a
expressdo do marcador forkhead box P3 (Foxp3) em células T e de marcadores de residéncia
intestinal como o 47, respectivamente (CASSANI et al., 2011). Assim, a expressdo desses
marcadores é correlacionada com a diferenciacdo ao perfil Treg (BAKDASH et al., 2015;
CASSANI et al., 2011; VILLABLANCA, 2013).

As células Treg desempenham papel importante na manutencdo da tolerancia oral.
Essas células produzem TGF-p e Interleucina 10 (IL-10) , citocinas anti-inflamatorias. Assim,
a liberacdo de IL-10 inibe a producdo de IL-4 e IL-5 por células T helper 2 (Th2)
(WAWRZYNIAK; O’'MAHONY; AKDIS, 2017), enquanto a liberacdo de TGF- B pode
induzir a producdo da Imunoglobulina A (IgA) secretoria (SAKAI et al., 2014). Por sua vez, a
IgA quando depositada ao muco é capaz de induzir a opsonizacdo de bactérias, neutralizacdo
de toxinas e outras moléculas, como os alérgenos a fim de prevenir o desencadeamento de
respostas imunes (INAMINE; SCHNABL, 2017; SALERNO-GONCALVES et al., 2016).

Desta forma, observa-se que a mucosa intestinal apresenta diferentes interagdes
celulares e moleculares que tendem a culminar num ambiente tolerogénico, porém também
apto ao combate em processos patoldgicos. Entretanto, a falta de inducdo ou quebra deste

perfil tolerogénico parece levar ao surgimento de patologias, como as alergias.

1.3  CARACTERISTICAS DAS RESPOSTAS IMUNES NAS ALERGIAS

Nas Ultimas décadas, a prevaléncias de doencas alérgicas tem aumentado

substancialmente entre os paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Em geral, as doencas



20

alérgicas sdo caracterizadas por uma reacdo exacerbada a componentes do ambiente, ou
alérgenos, que sdo ditos indcuos a maioria dos individuos. Geralmente, a manifestacdo inicial
ocorre durante a infancia e pode progredir por toda a vida (BURKS et al., 2012).

A tipica reacdo exacerbada observada nas reacGes alérgicas € um resultado de uma
resposta Th2 polarizada em detrimento da resposta Th1l. Esta polarizacdo é seguida de altas
concentragdes de IL-4, IL-5 e IL-13, considerados biomarcadores na imunopatogénese da
alergia. Juntos, IL-4 e IL-13 promovem a troca de classes de cadeia pesada em linfocito B
pela indugdo dos fatores de transcricdo STAT6 e NF-kB que interagem com a regido
promotora da sequéncia ¢ e culminam com a producéo de IgE especifica para o alérgenos em
questdo (WALSH, 2017), bem como induzem o aumento da producdo de 1gG1 (RAPHAEL et
al., 2015). Por outro lado, a IL-5 exerce papel importante na maturacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia de eosinofilos (PELAIA et al., 2017).

Resumidamente, as reacdes alérgicas ocorrem em uma fase de sensibilizacdo e uma
fase tardia subsequente onde as manifestacdes clinicas sdo observadas. Inicialmente, APCs
capturam, processam os antigenos e ativam células T CD 4" naive por meio da apresentac&o
destes através do Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe 2 (MHCII).
Consequentemente, essas células T CD4" naive diferenciam-se em células do perfil Th2,
liberando as citocinas acima mencionadas como biomarcadores da alergia. Os titulo de IgE
sdo aumentados em resposta a liberagdo dessas citocinas. Além disso, a IgE liga-se a
mastocitos e basofilos através receptor de IgE de alta afinidade (FCERI) na superficie da
membrana dessas células (BURKS et al., 2012) (Figura 2) .

Em um contato subsequente, a exposi¢do ao agora alérgeno desengatilha a reacdo
alérgica observada na fase tardia. A IgE especifica é capaz de reconhecer os alérgenos e, pela
ligagdo cruzada ao alérgeno, desengatilhar a degranulagdo de mastocitos e basofilos que
liberam altos niveis de histamina e culminam com a liberacdo de leucotrienos e proteases.
Como mediadores pro-inflamatorios, a liberacdo dessas moléculas induz a vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, além de contribuir para o recrutamento de eosindfilos e
manifestacBes clinicas tipicas do quadro alérgico (ESPINOSA; VALITUTTI, 2018;
MIYAKE; KARASUYAMA, 2017; WERNERSSON; PEJLER, 2014) (Figura 2).

Deste modo, predominantemente, manifestagdes clinicas localizadas séo observadas,
como: rinite, asma, dermatite de contato, urticaria e alergia alimentar. Em alguns individuos,
entretanto, o alérgeno pode desengatilhar uma reacdo extremamente exacerbada, a anafilaxia,

que é potencialmente fatal por se tratar der uma reacao sistémica.
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Figura 2. Resposta imunoldgica na alergia.

A imunopatogénese na alergia pode ser dividida em duas fases. Na fase da sensibiliza¢éo, o alérgeno é processado por céulas
apresentadoras de antigenos que, por meio da apresentagdo destes, induz a diferenciacdo de células T0 em Ty2. Entéo, por
consequéncia das citocinas IL-4, IL-5 e IL13 liberadas por estas as células, os plasmécitos sdo induzidos a produzir a
imunoglobulinas especificas do tipo E (IgE) que se liga a receptores especificos (FceRI) da membrana de mastdcitos. Numa
proxima exposicdo ao alérgeno, a IgE capaz de reconhece-lo e promover a degranulacdo e liberagdo de mediadores
inflamatdrios capazes de desencadear os sinais clinicos da alergia.

1.4  ALERGIAS ALIMENTARES

As alergias alimentares (AAs) sdo definidas como uma resposta imune exacerbada a
antigenos proteicos e outro alérgenos, mediadas por IgE. ManifestacGes clinicas localizadas
sdo associadas as AAs, bem como reacdes sistémicas. Eritema, urticaria, prurido, edema de
laringe, rinorreia, congestdo nasal e ndusea sdo exemplos de reacGes localizadas (PAJNO et
al., 2017). Manifestagdes gastrointestinais, como esofagite eosinofilica, diarreia e constipacdo
intestinal, também sao relatadas (MOAWAD, 2017; NOWAK-WEGRZYN; SZAJEWSKA,;
LACK, 2017). Entretanto, casos mais severos de sensibilizacdo podem vir a resultar em
reacdo anafilatica, como ja mencionado.

Os alérgenos alimentares sdo proteinas que variam entre 10-70 kilodaltons (kDa) de
peso molecular e, em geral, sdo estaveis ao calor, acido e proteases (B@GH; MADSEN,
2015). Apesar de imunogénicos, em geral, ndo induzem resposta deletéria na maioria dos

individuos. Entretanto, tem sido sugerido que as AAs surjam em decorréncia da falta de
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inducdo ou quebra de tolerdncia oral (CHEHADE; MAYER; YORK, 2005; HAMAD;
BURKS, 2017; TAN et al., 2016).

Os mecanismos imunoldgicos nas alergias alimentares podem envolver reacdes de
hipersensibilidade mediadas ou ndo por IgE e ainda reacdes mistas (SOLE et al., 2018).
Apesar de ndo elucidada a razéo principal para o desenvolvimento das AAs, alguns fatores
genéticos de risco vem sendo associados, como o historico familiar de individuos atdpicos.
Um estudo de base populacional observou que criangas com dois ou mais membros alérgicos
na familia apresentavam maior probabilidade de tornarem-se também alérgicos (KOPLIN et
al., 2013).

Além disso, algumas influéncias ambientais tém sido sugeridas como potenciais
fatores de risco, por exemplo, a ingestdo nutricional do individuo. Evidéncias sugerem que 0s
baixos niveis de vitamina D no soro sdo inversamente proporcionais a severidade das reagdes
observadas nas AAs (MAZZOCCHI et al., 2017; YU; FREELAND; NADEAU, 2016). Etnia,
género e demografia também sdo identificados como fatores de risco destacados (AFIFY;
PALI-SCHOLL, 2017; LEUNG; WONG; TANG, 2014; PANG et al., 2017; POULOS et al.,
2007).

A prevaléncia global das AAs tem sido reportada em 6% da populacgéo infantil e 3-4%
dos adultos e vem crescendo no mundo todo (BURKS et al., 2012). Devido a variacdo da
metodologia empregada, genética, exposicdo dietética, influéncias ambientais e outros
aspectos, a obtencdo de dados epidemioldgicos referentes a prevaléncia das AAs pode ser
ambigua.

Na Asia, a prevaléncia de AAs é relativamente baixa. Ovos, leite de vaca e trigo
representam as AAs mais comuns no Japdo, onde 5-10% dos infantes e 5% das criancas sao
alérgicas. Porém, essas taxas tendem a diminuir com a idade (URISU et al., 2014). Em
Cingapura, uma pesquisa indicou que 5,2% das criancgas entre 14 a 16 anos de idade sdo
alérgicas a crustaceos, a qual representa a AA mais comum nesta populacdo (LEE; SHEK,
2014). Na india, um estudo baseado em questionario observou que 1,2% da populagdo é
alérgica a algum componente da dieta, dos quais 0,5% sédo alérgicos a leite de vaca e 0,5% a
macad (MAHESH et al., 2016).

Um estudo baseado em meta-analise avaliou a prevaléncia de AAs entre a populacéo
europeia mostrando diferencas entre a populacdo infantil e adulta. De modo geral, os
alimentos com maior prevaléncia seriam: leite de vaca, ovos, trigo, soja, amendoim,
castanhas, peixes e crustaceos. Porém, enquanto o leite de vaca e ovos sdo 0s mais frequentes

entre as criancas, 0s demais estdo mais associados aos adultos (NWARU et al., 2014).
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Nos Estados Unidos e Canada observa-se uma prevaléncia maior de AAs entre as
criancas (6-8%) e os alérgenos mais comuns foram os derivados dos seguintes alimentos:
amendoim, leite, nozes e crustaceos (DEVDAS et al., 2017; GUPTA et al., 2015). Os dados
apresentam-se escassos para a América Latina. Entretanto, sabe-se que o crescente consumo
do alimento tem acompanhado também a ocorréncia de casos de reagdes alérgicas (LOPATA,
HEHIR; LEHRER, 2010). No Brasil, estudo conduzido por Vieira e colaboradores (2010)
observou uma prevaléncia e incidéncia de 5,4% e 2,2%, respectivamente, de criangas
alérgicas a leite entre 9.478 pacientes. Entre a populacdo adulta, os principais alérgenos
observados séo principalmente os derivados de leite de vaca, frutas, camardo e outros
crustaceos (SILVA et al., 2017).

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ALERGIA ALIMENTAR

A investigacdo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos no surgimento das alergias é
essencial para o desenvolvimento de medidas profilaticas e terapéuticas. Entretanto, a
execucgdo de tais estudos ndo é vidvel em humanos, dado a sensibilizacdo dos mesmos. Desta
forma, no contexto das AAs, os modelos experimentais tem apresentado grande relevancia.

O facil manuseio, manutencdo, reproducéo e, principalmente, similaridade genética e
na patogénese de diversas doencas, tornaram os camundongos 0s animais mais utilizados para
0 estabelecimento de modelos (YUE et al., 2014). A possibilidade de manipulacdo geneética
desses animais resultou em uma variedade de linhagens que, atualmente, podem atender
diferentes perspectivas de modelos experimentais. Assim, sabe-se que tais linhagens podem
diferir em seu genétipo, o que pode, consequentemente, diferenciar sua hiperresponsividade a
alérgenos. De modo geral, as linhagens BALB/c e C3H/HeJ sé&o as mais utilizadas em
modelos experimentais de alergia alimentar, dada a tendéncia ao desenvolvimento de
inflamacdes alérgicas.

Véarios modelos de alergia a ovalbumina (OVA) ja foram estabelecidos em
camundongos BALB/c. Van Halteren e colaboradores demonstraram a correlacdo entre
citocinas do perfil Th2, a producéo de IgE e liberacdo de histamina em um modelo de alergia
a OVA (1997). Brunner e colaboradores também utilizaram animais da mesma linhagem e

evidenciaram as propriedades do aluminio (alum) como adjuvante na sensibilizagdo do
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mesmo alérgeno (2009). Perda de peso, inflamag&o alérgica no intestino delgado e hiperplasia
de células califormes também puderam ser demonstradas em modelo de alergia alimentar
crénica a OVA mediada por IgE (SALDANHA et al., 2004). Outros alérgenos também tem
sido estudados em animais BALB/c, como frutos secos, proteinas do leite e trigo (GAO et al.,
2019; HAZEBROUCK et al., 2009; KUMAR et al., 2018)

Uma mutagéo pontual no gene do receptor do tipo toll 4 (TLR4) na linhagem C3H/HeJ
parece estar associada a sua susceptibilidade ao desenvolvimento de anafilaxia (BERIN et al.,
2006). Assim, diversos modelos de anafilaxia em animais sensibilizados a amendoim vém
sendo desenvolvidos nesta linhagem (ORGEL; KULIS, 2018; SRIVASTAVA et al., 2016).
Entretanto, animais C3H/HeJ também demonstram-se passiveis de sensibilizacdo a outros
alérgenos, como a ja citada OVA (BENEDE; BERIN, 2018). Além disso, pardmetros como a
via de sensibilizacdo sdo critérios importantes no estabelecimento de modelos experimentais,
ja que, devem buscar mimetizar a imunopatogénese observada em humanos. Apesar das
propriedades alergénicas de muitos alimentos, protocolos de sensibilizagdo, em sua maioria,
requerem o uso de adjuvantes. Os principais sdo o hidroxido de aluminio e a toxina colérica.

O hidroxido de aluminio (HA) é o adjuvante mais comumente utilizado em modelos
experiementais de alergia. De uso clinico aprovado, este adjuvante pode contribuir para o
desenvolvimento de resposta imune frente a antigenos a ele adsorvidos. Apesar dos
mecanismos ndo serem completamente definidos, sabe-se que a adsor¢do ao hidroxido de
aluminio pode promover um estimulo prolongado pelo efeito de reposi¢cdo também conhecido
como efeito de alta deposicdo de antigenos que libera gradualmente o antigeno,
consequentemente, aumentando a captura dos antigenos adsorvidos por APCs. Além disso,
tem sido discutido a ativagdo do dominio de oligomerizagéo de ligagdo a nucleotideos (NOD)
como proteina 3 do receptor (NLRP3) e, por conseguinte, a ativagao deste inflamassomo pode
induzir a producgdo das citocinas IL-1p e IL-18 por macréfagos (HE; ZOU; HU, 2015). O HA
¢ ainda capaz de induzir producdo de IgE e IgG1, seguidas de citocinas do perfil Th2
(BRUNNER; JENSEN-JAROLIM; PALI-SCHOLL, 2010).

A toxina colérica (TC), uma endotoxina secretada pelo Vibrio Cholerae, também tem
sido aplicada a diversos trabalhos de sensibilizagdo oral nos quais apresentou propriedades
imunogénicas (BALDAUF et al., 2015; GUO et al., 2012). Apesar da eficiéncia da inducéo de
resposta alérgica pelo uso deste adjuvante, tem sido sugerido que a TC liga-se a receptores de
enterdcitos e induz aumento de permeabilidade, desta forma, ndo refletindo diretamente a
imunopatogénese observada em humanos e tornando question[avel sua aplicacdo a modelos
experimentais (BRUNNER; JENSEN-JAROLIM; PALI-SCHOLL, 2010).
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Tais adjuvantes podem ser utilizados em diferentes protocolos de sensibilizacdo. A via
intraperitoneal é considerada uma rota de sensibilizacdo bastante eficaz na inducdo de
anticorpos especificos a alérgenos alimentares. Esta rota foi eficaz na sensibilizacdo a f-
lactoglobulina (GOMES-SANTOS et al., 2015), bem como a TM de camardo (FU et al.,
2017), induzindo elevadas taxas de anticorpos reativos.

As mucosas também tem sido utilizadas como via de sensibilizacdo. Alérgenos
alimentares, especialmente panalérgenos como a TM, podem apresentar reacdo cruzada com
alérgenos inalantes. Um estudo desenvolvido por Fisher e colaboradores (2005) comparou as
vias oral e nasal. Quando desafiados por via nasal, animais sensibilizados desenvolveram
perfis de resposta diferentes. Enquanto a sensibilizacdo oral induziu maior producéo de IgE,
eosinofilia pulmonar e producéo de citocinas do perfil Th2, a via nasal induziu a producéo de
IgG e neutrofilia pulmonar. Modelos de exposicdo aérea poderiam auxiliar na investigacdo
destes mecanismos, entretanto, poucos estudos ja foram desenvolvidos seguindo tal
parametro.

Diversos modelos tem utilizado o protocolo de sensibilizacdo oral. Entretanto, o uso

de adjuvantes pode ser considerado imprescindivel, ja que, assim como em humanos, a
exposicdo oral a alérgenos alimentares tende a gerar resposta tolerogénica em animais
experimentais. Tem sido observado que a via oral ¢ efetiva na indugdo da producdo de IgE e
IgG1 séricas, além do aumento histamina e IgA no intestino (CAPOBIANCO et al., 2018).
A producdo de anticorpos especificos também pode ser induzida por meio da derme. Por
exemplo, a via epicutanea foi efetiva na inducédo de anafilaxia apds desafio oral com OVA,
ndo observada quando os animais foram sensibilizados por via oral (BARTNIKAS et al.,
2013). Neste mesmo contexto, dados epidemiologicos e modelos experimentais tem sugerido
que a exposicdo durante a infancia a alérgenos alimentares na pele de individuos que
apresentam dermatite atopica pode levar a sensibilizacdo alimentar (BENOR; ETKIN;
KIVITY, 2019; SICHERER; SAMPSON, 2010; SPERGEL; PALLER, 2003). Tal associacao
tem sido evidenciada para alérgenos do amendoim (BROUGH et al., 2014). Os efeitos
gastrointestinais, como a expansdao de mastocitos em lamina propria, observados em
decorréncia da sensibilizacdo epicutdnea tem sido associados a producdo de linfopoetina
estromal timica (TSLP) e IL-33, citocinas que participam do perfil Th2 na pele (HAN et al.,
2014, 2018).

Em outra perspectiva, a IL-33 ndo se mostrou essencial para a producédo de IgE e IgG1
anti-papaina em animais sensibilizados, desta vez, pela via subcutanea (KAMIJO et al., 2016).

A via subcuténea, inclusive, parece induzir maior producdo de anticorpos especificos que a
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via intraperitoneal, por exemplo (AUN et al., 2015). Saldanha e colaboradores (2004)
desenvolveram modelo de alergia cronica em animais BALB/c por meio de duas
administracbes subcutaneas de OVA. Efeitos gastrointestinais foram observados pela
observacao de infiltrado eosinofilico no jejuno logo apds a primeira sensibilizacdo. Aumento
de IgE e 1gG1 séricas especificas e muco intestinal foi observado, além do aumento de
permeabilidade intestinal 6 horas ap6s o final do desafio desses animais.

Desta forma, o ajuste desde a linhagem a via de sensibilizacdo utilizada mostra-se
essencial para o estabelecimento de um modelo de alergia alimentar. Tais parametros podem
influenciar ativamente o desenvolvimento de resposta Th2, bem como podem ajudar a

elucidar diversos questionamentos que permeiam as alergias alimentares.

1.5.1 Modelos Experimentais de Alergia a Camaréo

O camardo esta entre os alimentos mais sensibilizantes. Os tratamentos disponiveis
para as reacOes alérgicas em decorréncia da exposicao a esse alérgeno sdo baseados apenas na
sintomatologia do individuo com a administracdo de, principalmente, anti-histaminicos, e a
exclusdo do alérgeno da dieta. Exposi¢des acidentais, porém, podem induzir reacdes cruzadas,
inclusive, por conta dos pan-alérgenos presentes no camarao.

De modo geral, os principais alérgenos presentes na maioria dos crusticeos sdo: a
tropomiosina (TM) (34-39 kDa); arginina quinase (40 kDa); cadeia leve da miosina (20 kDa)
e a proteina de ligacdo ao reticulo sarcoplasmatico (20 kDa). Varios outros alérgenos ja tem
sido identificados (LOPATA; HEHIR; LEHRER, 2010). Entretanto, deve-se salientar que
todos estes citados podem ser encontrados em diferentes espécies de crustaceos e,
consequentemente, fonte de reacdes cruzadas. Por exemplo, os alérgenos Pena 1, Litv 1l e
Met e 1 sdo alguns dos alérgenos mais estudados no contexto da alergia alimentar a camarao.
Trata-se de proteinas do grupo das TM, envolvidas na contracdo muscular. Estas proteinas,
em geral, sdo hidrossollveis e resistentes ao calor. Além disso, apresentam sequéncia bastante
conservada entre 0s crustaceos e outros invertebrados sendo algumas ja apontadas como
panalérgenos (REESE; AYUSO; LEHRER, 1999; WOO; BAHNA, 2011).

Plataformas como a Allergen e a Allergome sdo bancos de dados nos quais podem ser
encontradas informagdes quanto a bioquimica, caracteristicas moleculares e fontes diversas de

alérgenos ja identificados. Quanto ao camardo, ja sdo apontados cerca de 130 alérgenos. A
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maioria destes enquadra-se nas classes acima mencionadas, sendo expressos no musculo ou
por todo o corpo do camardo, entretanto, nem todos eles sdo encontrados em todas as
espécies.

As reacdes desencadeadas pelos alérgenos do camardo sdo bastante semelhantes as
observadas aos demais alimentos. Em geral, a exposi¢édo oral desencadeia reagdes imediatas
como o prurido oral, indigestdo, diarreia, além de angioedema dos labios e faringe em casos
mais Severos.

Apesar deste cenario, observa-se uma escassez de modelos experimentais de alergia a
camardo na literatura. Além disso, os modelos ja desenvolvidos sdo alérgeno-especifico, ainda
que o camardo apresente dezenas de alérgenos, como mencionado.

Leung e colaboradores (2008) utilizaram uma TM de Metapenaues ensis, 0 alérgeno
Met e 1, para induzir hipersensibilidade TM-especifica em camundongos BALB/c. Foram
feitas 4 administracdes intragastricas do alérgeno, seguidas de um desafio pela mesma via.
Além das reacdes de hipersensibilidade, os animais sensibilizados e desafiados apresentaram
producéo de IgE especifica, proliferacdo de linfocitos T CD4" produtores de IL-4 em cultura
de esplendcitos.

Mais recentemente, utilizando o mesmo de modelo de hipersensibilidade a TM, Lam e
colaboradores (2015) mostraram as alteracdes gastrointestinais e imunoldgicas decorrente da
sensibilizacdo e desafio oral proteina-especificos. Tal estudo observou a presenca no de
eosinofilos e mastdcitos no duodeno e jejuno especialmente nas primeiras 24 horas ap6s o
desafio, apesar de observa-los também apds 72 horas, além da maior expressao de citocinas
do perfil Th2.

ReacOes de hipersensibilidade a TM oriunda de M. ensis também foram observadas
em animais oralmente desafiados com 600 pg de TM apds serem sensibilizados por 4
administracdes intragéstricas de 30 a 100 pg do alérgeno. Os animais sensibilizados com a
maior dose de alérgeno apresentaram maior producdo de IgE e IgGl seéricas anti-
tropomosiona, IgA especifica nas fezes, além da producdo das citocinas IL-4, IL-13 e IFN-y
em esplendcitos reestimulados in vitro (CAPOBIANCO et al., 2008). Entretanto, alteraces
estruturais, como a adigdo de anidrido maleico, podem reduzir a habilidade de ligacdo a IgE
anti-TM. Apo0s apenas uma sensibilizagdo intraperitoneal utilizando a proteina modificada
pela adicdo do anidrido maleico observou-se uma reducdo na alergenicidade e modulacédo
para um perfil Thl de citocinas em sobrenadante de esplendcitos, quando comparada a TM
nativa (RAJAGOPAL; GANESH; SUBBA, 2000).
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A TM de outras espécies, como o Litopenaeus vannamei também ja foram utilizada
em modelos experimentais. Animais foram sensibilizados duas vezes por semana, durante 4
semanas com proteinas que passaram ou ndo por tratamento de alta pressdo. Durante o
desafio, 0s animais receberam as respectivas proteinas 3 vezes/semana durante 3 semanas. Foi
observado que 0s animais que receberam as proteinas que passaram pelo processamento
induziram valores menores de anticorpos séricos especificos, histamina em soro e expressdo
reduzida das citocinas IL-4, IFN-y e IL-10 no jejuno (LONG et al., 2015). Por direcionar-se
ao processamento de alimentos, o estudo ndo traz mais contribuicdes para a elucidacdo dos
mecanismos imunopatoldgicos do estabelecimento de alergia a camarao.

Modelos experimentais também tém sido desenvolvidos utilizando proteinas
recombinantes, principalmente tropomiosinas, de diferentes espécies de camardo. Entretanto,
a producdo destas proteinas requer metodologia dispendiosa. Além disso, modelos baseados
na sensibilizagdo proteina-especifica reduzem consideravelmente a aplicacdo destes para a
investigacdo de abordagens terapéuticas, uma vez que, diferentes individuos s&o
sensibilizados a diferentes alérgenos. Assim, o desenvolvimento de modelos que utilizem
extratos totais podem fornecer mais informagcfes quanto a imunopatogénese da alergia

alimentas a camarao.

1.6 AVERSAO ALIMENTAR

Previamente, uma associacdo entre quadros de ansiedade e AAs foi sugerida por alguns
trabalhos Gettis e colaboradores (1989). Tal associacdo impulsionou outros estudos que, de modo
geral, salientaram uma relagéo articulada entre os sistemas imune e nervoso no fendmeno de averséo
alimentar.

Corroborando com tais evidéncias, Cara e colaboradores (1994) demonstraram que animais,
submetidos a testes de preferéncia alimentar, sensibilizados a OVA apresentaram aversao ao alérgeno
mesmo quando adocicado. Além disso, o referido grupo demonstrou que o fendbmeno de aversao
alimentar poderia ser reproduzido em animais naive quando recebiam o soro ou esplendcitos de
animais sensibilizados (CARA, et al. 1997).

Posteriormente, foi observado comportamento ansioso em animais alérgicos submetidos a
testes comportamentais em labirintos, além da maior expressao de c-fos no nucleo paraventricular do

hipotalamo, nicleo central da amigdala e o nucleo do trato solitério, sendo estas duas Ultimas, areas
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correlacionadas com comportamentos afetivos e emocionais (CASTEX et al., 1995). Entretanto, 0s
achados ndo foram observados quando os animais foram tratados com anticorpos anti-IgE antes do
desafio oral, demonstrando o papel essencial dessa imunoglobulina no processo (BASSO et al., 2003).

Nas Ultimas décadas, outras interagdes que medeiam o eixo intestino-cérebro tem sido
descobertas. Sabendo da importancia dessas intera¢cdes sobre o comportamento do individuo, modelos
experimentais que possam avaliar a ocorréncia da aversdo alimentar a outros alérgenos podem

contribuir para uma melhor elucidacdo dos mecanismos envolvidos neste fenémeno.

Diante do exposto, observa-se a necessidade do desenvolvimento de modelos
experimentais que possibilitem uma melhor investigacdo da patogénese da alergia a camaréo.
Tais estudos devem auxiliar na elaboracdo de estratégias terapéuticas mais racionais para o

tratamento da AA em questéo.
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2 JUSTIFICATIVA

O camarao representa um dos frutos do mar mais presente na culinaria brasileira e
relatos de alergia a camardo séo frequentemente observados dentre a populagéo brasileira e
muitos destes casos sdo clinicamente confirmados. Assim, o camarédo tem sido elencado como
um dos alimentos mais sensibilizantes em todo o mundo, causando ainda reacdes alérgicas
graves e, em casos de agravo sistémico, pode levar ao 6bito. Entretanto, a literatura disponivel
apresenta-se escassa e requer a elaboracdo de mais estudos que investiguem a
imunopatogénese envolvida na alergia a camardo. Nesta perspectiva, nosso estudo objetiva o
desenvolvimento de um modelo de alergia alimentar de facil execucdo, pouco invasivo e que

permita o entendimento das rotas imunoldgicas envolvidas.

3 HIPOTESE

A sensibilizacdo subcutanea com proteinas alergénicas do camardo e adsorvidas em
hidréxido de aluminio pode induzir polarizagcdo do perfil Th2 com produgdo de anticorpos
especificos e alteracdes histopatoldgicas decorrentes de um protocolo de desafio por ingestdo

continua, evidenciando a inducao de alergia alimentar.
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4 OBJETIVOS

44  OBJETIVO GERAL

Estabelecer um modelo experimental murino de alergia alimentar a componentes

alergénicos do camarao.

45 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar mudancas em parametros fisioldgicos como a perda de peso em
decorréncia do quadro alérgico;

o Avaliar o desenvolvimento de resposta humoral por meio de parametros
imunoldgicos como a producéo de 1gG1 e IgE séricas anti-camarao;

. Verificar a resposta imune na mucosa intestinal através da dosagem de IgA
secretdria anti-camardo, além da producdo de citocinas pré-inflamatorias;

. Identificar alteracGes no padrao histopatoldgico intestinal quanto a presenca de
inflamacdo tecidual tipo Th2, modificacdes na morfometria do epitélio e a producédo
de muco;

. Avaliar o desenvolvimento de aversdo alimentar em animais sensibilizados.
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5 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram incialmente sensibilizados por via subcutanea (Dia 0) pela injecdo
de 100 pl de uma solucédo contendo 100 pg de proteina total do extrato de camardo adsorvida
em 1 mg de hidroxido de aluminio, AI(OH);. No dia 14, como reforgo, os animais
previamente sensibilizados receberam apenas 100 pg de proteina total do extrato de camaréo
pela mesma via. Os animais ndo sensibilizados receberam apenas 100 ul de solucédo salina por
via subcuténea durante a sensibilizacao e reforgo. Este protocolo de sensibilizacdo foi baseado
naquele utilizao por Saldanha e colaboradores (2004).

O desafio foi iniciado no dia 21. Nesta etapa do protocolo houve a ingestdo continua
de uma solucdo contendo 5 mg/ml de proteinas do extrato de camardo até o dia 23 e 35,
totalizando 2 e 14 dias de ingestdo, respectivamente. Os animais ndo desafiados ingeriram
apenas agua seguindo os mesmos parametros descritos. Assim, foram formados 4 grupos de
estudo: grupo controle, grupo desafiado, grupo sensibilizado, grupo sensibilizado e desafiado.
Ao fim do desafio, os animais foram eutanasiados para a coleta de amostras bioldgicas. O

desenho experimental aplicado é demonstrado na Figura 3.

Eutanasia Eutanasia
Dias -1 0 13 14 20 21 23 33 >
SENSIBILIZACAO REFORCO DESAFIO
(Subcutinea) (Subcutinea) (Ingestiio continua)
Agua ] Controle
Salina }—{ Salina <
5 mg/ml camario [ Desafiado
100 g camario + ) Agua —  Sensibilizado
1OH3 100 pg camario
1 mg AIOH3 ] Sensibilizado e
5 mg/ml camardo Desafiado

o~ .y (2 o~
L 2 s — ’m b
-::-; - —‘w\_/-‘}:r = ﬂtf:;;_,_,v\_/xgx; =,

Figura 3. Delineamento experimental do modelo de alergia a camaréo.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 PREPARO DO EXTRATO DE CAMARAO

Para o preparo do extrato foram utilizados camardes pré-cozidos e descascados da
espécie Litopenaeus vannamei. O protocolo de extracdo utilizado foi semelhante aquele usado
por Ayuso e colaboradores (2008), com algumas adaptacgdes. Inicialmente, um processador foi
utilizado para triturar as amostras de camarao até a obtencdo uma pasta homogénea. Para a
extracdo das proteinas, a pasta foi adicionada a uma solugdo PBS 1X (100 ml / 50 g) e entdo
submetida a agitacdo orbital durante a noite a 4 °C.

Apds a incubacéo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e sofreu uma ultracentrifugagdo 15000 rpm por 5 minutos a 4 °C.
Desta vez, o sobrenadante formado foi coletado e armazenado a — 20 °C para uso posterior. A
dosagem de proteinas totais no extrato de camardo foi realizada pelo método de Pierce
fazendo uso do kit Micro BCA (ThermoFisher Scientific).

6.2 ASPECTOSETICOS

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com 6-8 semanas de idade foram
utilizadas neste trabalho. Todas as intervencdes foram aprovadas pelo Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da Fundacdo Oswaldo Cruz — Instituto Gongalo Moniz pelo
protocolo 021/2018. Os animais foram mantidos no biotério do referido Instituto, onde
estiveram sob temperatura ambiente e ciclo claro/escuro de 12 horas controlados, além de

livre acesso a comida e 4gua até a etapa do desafio oral.

6.3 COLETA DE SANGUE

As coletas de sangue foram realizadas 1 dia antes da sensibilizagéo e nos dias 13, 20 e
35 para o acompanhamento do desenvolvimento da resposta humoral. As coletas de sangue
foram realizadas pelo plexo retro orbital apés a administracdo de colirio anestésico. As
amostras de sangue coletadas permaneceram a 4 °C por, aproximadamente, 30 minutos para a

formacdo do coagulo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 10
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minutos. Apos a coleta do soro, aliquotas foram congeladas a - 20 °C até 0 momento de sua

analise.

6.4 DOSAGEM DE IgG1 SERICA ANTI-CAMARAO

Para a dosagem de IgGl especifica, placas de microtitulagio Nunc Maxisorp
(ThermoFisher) foram sensibilizadas pela adigédo de 50 pl/poco de uma solugdo contendo 5
pug/ml de proteina total do extrato de camardo em tampdo carbonato-bicarbonato (pH 9,6)
durante a noite a 4 °C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com Tampdo Salina
Tamponada (PBS) Tween 0,05%, o tampdo de lavagem, por 3 vezes e bloqueadas com 100
pl/poco de PBS + Albumina de Soro Bovino (BSA) 1% por 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, os pocos foram lavados 3 vezes e, em seguida, 50 pl das amostras de
soro do animais diluidas 1:2000 foram adicionadas aos pocos. As amostras foram incubadas
em camara Umida a 37 °C por 2 horas. Apds a incubacdo, os pocos foram lavados por 5 vezes
e 50 pl do anticorpo de deteccdo anti-lgG1l conjugado a enzima horseradish peroxidase
(HRP) (Life Technologies) na diluicdo 1:1000 foram adicionados aos pocos e incubados por 1
hora a temperatura ambiente.

Para a revelagéo da placa, os pogos foram lavados por 7 vezes e foi adicionado 50 pl
por poco de tetrametilbenzidina (TMB) (Invitrogen). A reacdo foi interrompida pela adicéo de
25 pl de acido sulfarico (H2SO4) 2N. A leitura dos pocos foi realizada em leitor de ELISA
(Molecular Devices) a 450 nm. O soro basal de cada animal foi usado como controle da

reacao.

6.5 DOSAGEM DE IgE SERICA TOTAL E ANTI-CAMARAO

A concentracéo de IgE total em soro foi dosada pelo uso de um kit (BD Biosciences) e
seguindo as recomendacdes do fabricante. Brevemente, os pogos foram sensibilizados pela
adicdo do anticorpo de captura, seguido do plagueamento das amostras de soro (1:100) e uma
curva-padréo.

Posteriormente, houve a incubacdo com um anticorpo de detec¢do conjugado a enzima
HRP e desenvolvimento da reacdo colorimétrica pelo uso do substrato TMB. Acido sulfirico

(2N) foi utilizado para a parada da reacdo. A leitura foi realizada a 450 nm. Finalmente, as
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concentragdes nas amostras foram encontradas pela interpolacdo dos dados com a curva-

padrdo, considerando o fator de diluig&o.

Para analisar a producdo de IgE sérica anti-camardo, placas de 96 pogos Nunc
Maxisorp foram sensibilizadas com 10 pg/ml de proteinas do camardo (50 ul/poco) e
incubadas durante a noite a 4°C. O bloqueio ocorreu pela adi¢cdo de 100 pl/poco de PBS-Soro
Bovino Fetal 10% por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras de soro
foram plaqueadas (50 ul/pogo) na diluicdo 1:100 e incubadas durante a noite a 4°C. Para a
deteccdo dos anticorpos especificos, um anticorpo anti-IgE conjugado a HRP foi adicionado
(1:1000, 50 pl/poco) durante 2 horas a temperatura ambiente. Ap6s a incubacdo, 50 pl de
TMB foram utilizados por poco, gerando uma reacdo colorimétrica que foi parada e
mensurada tal como descrito para os demais ensaios descritos neste trabalho. O soro
individual basal foi utilizado como controle da reacao.

6.6 HOMOGENATO TECIDUAL DO JEJUNO

Um fragmento de 100 mg do jejuno foi coletado para a andlise da producdo de
citocinas. Este fragmento foi macerado em 1 ml de PBS 1X contendo um coquetel de inibidor
de proteases (1:100). O homogenato tecidual foi entdo centrifugado a 1500 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado a -20°C até o momento

do uso para dosagens de citocinas.

6.7 REESTIMULO IN VITRO DE CELULAS DOS LINFONODOS
MESENTERICOS

Durante a necropsia dos animais, os linfonodos mesentéricos foram coletados e
macerados. Utilizando placas de 96 pogos em fundo U, 1x10° (200 pl)células foram
adicionadas por poco. Estas células foram reestimuladas pela adicdo de 100 pg/ml de
proteinas de camardo a cada pogo. Para este ensaio, controles negativos (células em meio sem
estimulo) também foram utilizados, além de controles positivos aos quais foram adicionados
50 pg/ml de conconavalina A (Sigma).

As celulas foram incubadas em meio RPMI 1640 (bicarbonato de sddio, glutamina, pH
7,4, Gibco) a 37 °C, 5% CO, por 24 (para dosagem de IL-4 e IL-5) ou 48 horas (para dosagem
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de IL-10 e IFN-y). Apos a incubacédo, procedeu-se uma centrifugacdo por 10 minutos a 1200
rpm a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e aliquotado para posterior dosagem de citocinas.

6.8 DOSAGEM DE CITOCINAS

As citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y foram dosadas pelo método de ELISA
sanduiche utilizando os kits BD Biosciences. As dosagens foram realizadas como sugerido
pelo fabricante. Resumidamente, a dosagem foi realizada pelo uso de um anticorpo de
captura, seguido da amostra de sobrenadante e, posteriormente, um anticorpo conjugado a
enzima HRP utilizando o TMB (Invitrogen) como substrato para o desenvolvimento da reacao

colorimétrica.

6.9 LAVADO INTESTINAL

A partir do intestino delgado coletado foi realizado um lavado intestinal. O
procedimento consistiu da injecdo de 10 ml de salina gelada com o auxilio de uma seringa
com agulha em uma das extremidades do intestino. A extremidade oposta foi direcionada ao
interior de um tubo falcon 15 ml, aonde o lavado intestinal resultante foi coletado.

As amostras de lavado foram homogeneizadas com o auxilio de um vortex e,
posteriormente, centrifugadas a 1200 rpm por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado
e utilizado para a dosagem de IgA especifica no mesmo dia.

6.10 DOSAGEM DE IgA SECRETORIA ANTI-CAMARAO NO LAVADO
INTESTINAL

A sensibilizacdo da placa para a dosagem de IgA anti-camardo foi realizada pela
deposicdo de 50 pl de uma solugdo de tampdo carbonato-bicarbonato contendo 10 pg/ml de
proteinas do camardo. Em seguida, a placa foi incubada durante a noite a 4 °C. Apés lavagem,
o0 bloqueio foi realizado utilizando 100 pl de PBS Tween + BSA 1 % durante 2 horas a
temperatura ambiente. As amostras de lavado intestinal (50 pl/poco, diluigdo 1:2) foram
plagueadas e incubadas durante a noite a 4 °C.

O anticorpo anti-IgA conjugado a peroxidase (Life Technologies) foi adicionado aos

pogos (50 pl, diluicdo 1:1000) por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, 50 pl de
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TMB (Invitrogen) foram transferidos a cada pogo. A reacdo foi interrompida pelo uso de
acido sulfarico (H,SO4) 2N ¢ a leitura realizada a 450 nm.

6.11 CONFECCAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS

Com a finalidade de avaliar alteracdes histopatologicas em decorréncia do quadro de
alergia alimentar, amostras do jejuno foram coletadas durante a necrdpsia dos animais. Os
fragmentos foram fixados em formalina tamponada (10%, pH 7,2). Posteriormente, para a
desidratacéo e clarificacdo, os fragmentos embebidos numa bateria de troca sucessiva entre
alcool absoluto, xilol e parafina.

Os fragmentos foram incluidos em blocos so6lidos de parafina que permitiram sua
microtomia em seccOes transversais do jejuno com 5 pm de espessura. Desta forma, as
seccOes produzidas foram desparafinizadas e destinadas a diferentes coloragdes.

A coloracdo por Hematoxilina e Eosina (HE) permitiu a analise morfométrica de vilos
e criptas, bem como a contagem de eosindfilos na lamina propria intestinal, enquanto a
coloracdo por &cido periédico-Schiff (PAS), propria para a marcagdo de muco possibilitou

também foi para a mensuracéo do volume de muco.

6.12 CONTAGEM DE EOSINOFILOS E ANALISE MORFOMETRICA DE VILOS
E CRIPTAS

Laminas coradas por HE foram fotografadas no aumento 40X em 5 campos aleatorios
com o auxilio de um microscépio Olympus acoplado a cAmera. Tais laminas foram também
fotografadas no aumento de 10X para a analise morfométrica de vilos e criptas. Para tal
analise, foram utilizados vilos de extenséo integra.

As contagens de eosin6filos foram realizadas com a ajuda do software ImageJ® e os
resultados sdo expressos em eosindfilos/campo. A mensuragdo do tamanho de vilos e criptas
foi realizada por meio do mesmo software com o auxilio de uma régua milimitrada de

calibracédo e séo expressas em pum.

6.13 MENSURACAO DA AREA DE MUCO

Laminas coradas por PAS foram fotografadas no aumento de 10X. Com o auxilio do

software Imagel®, foi realizada a binarizacéo de cor das imagens capturadas binarizadas e a
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area de muco marcada pela coloracdo foram calculadas. Os valores foram demonstrados em

um?PAS/campo.

6.14 AVALIACAO DO CONSUMO DE LIQUIDO

O consumo do liquido ofertado nas mamadeiras durante o desafio foi mensurado
diariamente. Para isso, consideramos a diferenca entre o volume oferecido ao inicio do dia e a

sobra obtida no inicio do dia seguinte.

6.15 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo dos dados gerados foi analisada por meio dos testes de normalidade
D’Agostino-Person e Shapiro-Wilk. Para aqueles conjuntos de dados que assumiram
distribuicdo normal, utilizamos o teste paramétrico ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey,
enquanto o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn foi usado
para analisar dados com distribuicdo ndo normal. O nivel de significancia aplicado foi de
p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism®

versdo 8 (San Diego, Califérnia, Estados Unidos).
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7 RESULTADOS

7.1 PESO CORPORAL E REDUZIDO EM ANIMAIS SENSIBILIZADOS E
DESAFIADOS

Um dos parametros observados no desenvolvimento de alergia alimentar é a reducéo
de peso corporal (SALDANHA et al., 2004). Para avaliar a influéncia do desafio oral no
presente modelo experimental, o peso dos animais foi aferido diariamente toda esta etapa.
Observa-se uma alteracéo no peso corporal dos animais que foram sensibilizados e desafiados
com as proteinas do camardo (Figura 4A). Por meio da analise de razdo entre o peso apos 14
dias de desafio e o peso ao inicio do desafio, pode ser observada uma reducéo significativa

entre o grupo controle e o grupo sensibilizado e desafiado (Figura 4B).
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Figura 4. Perda de peso corporal é observada em animais sensibilizados e desafiados. Fémeas BALB/c (n=6/grupo)
foram sensibilizadas com 100 pg de proteinas do camardo + 1 mg de hidroxido de aluminio. No dia 14, esses animais
receberam uma dose reforco de 100 pg pela mesma via e apés uma semana foram desafiados por 14 dias pela ingestdo
continua de uma solugéao contendo 5 mg/ml de proteinas totais do camardo. Os demais animais receberam apenas veiculo em
todas as etapas do protocolo, apenas o protocolo de sensibilizacdo ou o protocolo de desafio. O peso corporal foi
acompanhado diariamente durante o desafio. (A) Ganho de peso durante o desafio. (B) Razdo do peso corporal pds/pré
desafio. Os resultados sdo expressos em mediana e foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn.
*p<0,05
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7.2  ANIMAIS SENSIBILIZADOS E DESAFIADOS APRESENTAM
AUMENTO PROGRESSIVO DA PRODUCAO DE IgE SERICA TOTAL E ANTI-
CAMARAO

Durante a fase de sensibilizagdo, imunoglobulinas do tipo E ligam-se a receptores de
membrana de mastocitos teciduais €, num contato subsequente com 0 antigeno, uma série de
mediadores inflamatorios sdo liberados. Desta forma, a avaliacdo do desenvolvimento de
resposta alérgica anti-camarao se deu pela dosagem de IgE sérica.

As dosagens de IgE total sérica mostraram-se aumentadas em animais sensibilizados
apos o reforco. Em decorréncia do desafio, as concentragbes dessa imunoglobulina
apresentaram-se ainda mais elevadas em animais sensibilizados e desafiados (Figura 5A).

A deteccdo de IgE especifica apresentou-se correlacionada aquela encontrada para a
dosagem total. A sensibilizagdo subcutanea foi capaz de induzir a produgdo de IgE anti-
camardo. A producdo desse anticorpo apresentou aumento progressivo durante as diferentes
etapas do modelo em animais que foram sensibilizados, porém ap6s a etapa do desafio,
apenas os animais do grupo sensibilizado e desafiado mantiveram o aumento da producao dos
anticorpos (Figura 5B).

Assim, a producdo de IgE especifica apds a exposicdo oral as proteinas do camardo
confirma o quadro alérgico mediado por IgE nesses animais. Os grupos controle e desafiado
ndo apresentaram reatividade detectavel, j& o grupo de animais que foram apenas
sensibilizados, apesar de detectada reatividade apds a sensibilizacdo e reforco, sua reatividade

aproximou-se aquela basal para 0 mesmo grupo.
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Figura 5. IgE sérica anti-camar&o apresenta aumento em animais sensibilizados apds o desafio. Camundongos da
linhagem BALB/c (n=6/grupo) foram sensibilizados pela via subcutanea com proteinas do camardo. Apds 14 dias, esses
animais foram expostos ao alérgeno pela administragdo de uma dose reforco pela mesma via. Finalmente, apds um semana do
reforco, os animais foram desafiados pela ingestdo de 5 mg/ml de proteinas do camardo adicionadas a mamadeira durante 14
dias. Amostras de sangue foram coletadas antes das intervencdes e apds o Ultimo dia de desafio. O soro obtido foi utilizado
para a dosagem de IgE séricas total e anti-camardo por ELISA (diluicdo 1:100). Os resultados sdo expressos em mediana. A
analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn.
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73 SENSIBILIZACAO INDUZ AUMENTO EXPRESSIVO NA PRODUGAO
DE IgG1 SERICA ANTI-CAMARAO

No quadro de alergia, por estimulo das da citocinas I1L-4 e IL-13, ocorre também a
producdo de anticorpos 1gG1. Para a dosagem de IgG1 anti-camardo, coletas de sangue foram
realizadas para a obtencdo do soro basal (pré-intervencdes) e ap0s o0s protocolos de
sensibilizacdo, reforgo e desafio. A producdo de IgG1l anti-camardo pode ser detectada em
decorréncia da sensibilizagdo apenas em animais sensibilizados. Observa-se que a exposi¢do
ao alérgeno durante o refor¢o induziu o aumento da producdo desse anticorpo nos mesmo
grupos. Entretanto, somente o grupo sensibilizado e desafiado manteve o aumento de IgG1l

anti-camarao apds a etapa de desafio (Figura 6).
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Figura 6. Desafio induz aumento de 1gG1 sérica anti-camardo em animais sensibilizados. Camundongos da linhagem
BALB/c (n=4-6/grupo) foram sensibilizados pela via subcutanea com proteinas do camardo. Apds 14 dias, esses animais
foram expostos ao alérgeno pela administragdo de uma dose reforco pela mesma via. Finalmente, apds um semana do
reforco, os animais foram desafiados pela ingestdo de 5 mg/ml de proteinas do camardo adicionadas a mamadeira durante 14
dias. Amostras de sangue foram coletadas antes das intervencdes e ap6s o Ultimo dia de desafio. O soro obtido foi utilizado
para a dosagem de IgG1 sérica anti-camardo por ELISA (diluicdo 1:2000). Os resultados sdo expressos em mediana. A
analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn.
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7.4  INGESTAO CONTINUA DO ALERGENO PROMOVE RESPOSTA
HUMORAL INTESTINAL EM ANIMAIS SENSIBILIZADOS E DESAFIADOS

A IgA secretéria participa das barreiras iniciais de defesa intestinal pelo bloqueio de
toxinas, além da opsonizacdo de microrganismos patogénicos. Desta forma, a inducédo de
resposta humoral intestinal foi analisada pela dosagem de IgA secretdria especifica no lavado
intestinal. Tal analise revelou a producdo e secre¢do dessa imunoglobulina no lavado
intestinal de animais sensibilizados e desafiados ao final do protocolo de desafio oral. N&o foi

observada producéo significativa nos demais grupos (Figura 7).
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Figura 7. Animais sensibilizados e desafiados apresentam aumento de slgA em lavado intestinal. Fémeas da linhagem
BALB/c (n=6/grupo) foram sensibilizadas pela via subcutanea com proteinas do camaréo, seguido de uma dose reforgo pela
mesma via apés 14 dias. O desafio foi iniciado 7 dias apds a dose reforco pela ingestdo continua de 5 mg/ml de proteinas do
camardo durante 14 dias. O intestino delgado foi lavado e o contedo utilizado para a dosagem de sIgA anti-camardo por
ELISA (dilui¢do 1:2). Os resultados sdo expressos em mediana. A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando o
teste Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn.

75 NIVEIS DE IL-4 APRESENTAM-SE ELEVADOS NO JEJUNO DE
ANIMAIS SENSIBILIZADOS APOS 2 DIAS DE DESAFIO ORAL

A diferenciagdo de células T CD4" produtoras de citocinas do perfil Th2 é observada
na inflamac&o tecidual alérgica. Por isso, analisamos a producdo das citocinas IL-4, IL-5, IL-
10 e IFN-y no jejuno dos animais no dia 23. Apesar de ndo terem sido detectadas diferencas
significativas na producdo das citocinas analisadas, observa-se que houve aumento, porém
sem significancia estatistica, na producdo de IL-4 no jejuno de animais do grupo sensibilizado
e desafiado (Figura 8A).
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Figura 8. Aumento de IL-4 no jejuno de animais sensibilizados e desafiados por 2 dias. Ap6s a sensibilizagéo e reforgo
por via subcutanea, camundongos da linhagem BALB/c (n=5/grupo) foram desafiados por 48 horas pela ingestdo de
proteinas do camardo. Fragmentos do jejuno foram coletados para a dosagem de citocinas. Dosagem de IL-4 (A), IL-5 (B)
IL-10 (C) e IFN-y (D). Os resultados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn e sdo
expressos em mediana.

7.6 LINFONODOS MESENTERICOS DE ANIMAIS SENSIBILIZADOS E
DESAFIADOS PRODUZEM IL-5 E IL-10

O GALT desempenha papel essencial na homeostase intestinal pela manutencdo do
ambiente tolerogénico, mas também participando dos mecanismos de defesa em processos
inflamatdrios, como no caso das alergias alimentares. Para avaliar a influéncia do nosso
modelo de inducdo de alergia, LNMs foram coletados nos dias 23 e 35 e suas celulas
reestimuladas in vitro. As citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFN- y foram dosadas a partir do

sobrenadante da cultura destas células (Figura 9). Tal dosagem revelou o aumento da
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producdo de IL-5 nos animais sensibilizados e desafiados no dia 23 (Figura 9C), além de
aumento na producgdo de IL-10 em ambos os pontos de analise (Figuras 9E e 9F). N&o foram

observadas diferencas para as demais citocinas analisadas.
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Figura 9. Producdo de IL-5 e IL-10 apresenta aumento em linfonodos mesentéricos de animais sensibilizados e
desafiados. Apo6s a sensibilizacdo e reforgo por via subcutanea, camundongos da linhagem BALB/c (n=5-6/grupo) foram
desafiados pela ingestdo continua de 5 mg/ml de proteinas do camarao adicionadas a mamadeira durante 2 ou 14 dias (dia 23
e 35, respectivamente). Linfonodos mesentéricos foram coletados e as células reestimuladas in vitro com proteinas do
camardo para a dosagem de citocinas por ELISA. Dosagem de IL-4 no dia 23 (A) e dia 35 (B), IL-5 no dia 23 (C) e 35 (D),
IL-10 no dia 23 (E) e dia 35 (F), IFN-y no dia 23 (G) e dia 35 (H). Os resultados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis,
seguido do pos-teste de Dunn e sdo expressos em mediana.
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7.7 SENSIBILIZACAO SEGUIDA DE DESAFIO ORAL INDUZ AUMENTO
DA PRESENCA DE EOSINOFILOS NA LAMINA PROPRIA INTESTINAL

Em decorréncia da producdo de fatores quimiotaticos, infiltrados inflamatorios
eosinofilicos sdo observados na lamina propria intestinal. Em nosso modelo, observamos a
presenca de eosindfilos neste sitio em animais do grupo sensibilizado e desafiado apos 14 dias
de exposicdo alérgeno pela ingestdo continua do mesmo. N&o foram observadas diferencas
nos demais grupos (Figura 10A e 10B).
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Figura 10. Animais sensibilizados e desafiados apresentam maior contagem de eosindfilos. Por via subcutanea, animais
da linhagem BALB/c (n=5-6/grupo) foram sensibilizados e receberam uma dose reforco com proteinas do camardo.
Posteriormente, os animais foram desafiados durante 14 dias pela ingestdo continua de 5 mg/ml de proteinas do camarao.
Fragmentos dos jejuno foram coletados e processados para a confecg¢do de laminas histopatoldgicas. Secgdes foram coradas
por Hematoxilina e Eosina para a contagem de eosin6filos em lamina propria por meio de 5 campos aleatérios fotografados.
(A) Imagem representativa das seccdes histoldgicas por grupo. (B) Contagem diferencial de eosin6filos em I1amina propria.
Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey e sdo expressos em media + desvio-

padréo.
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78  ALTERACOES MORFOMETRICAS NA MUCOSA INTESTINAL SAO
OBSERVADAS APOS INGESTAO CONTINUA DO ALERGENO

O quadro de alergia alimentar pode induzir alteragdes na morfometria da mucosa
intestinal. Saldanha e colaboradores (2005) evidenciaram a reducdo do comprimento de vilos
na porcdo do jejuno proximal de animais alérgicos. Para identificar possiveis alteragdes no
tamanho de vilos e criptas, secc@es do jejuno foram analisadas por microscopia Optica que
revelou a reducdo do comprimento de vilos do grupo desafiado e do grupo sensibilizado e
desafiado, enquanto esse Gltimo grupo apresentou também reducdo no comprimento de suas
criptas (Figura 11B). O grupo Controle apresentou valor reduzido do tamanho de cripta
qguando comparado ao grupo sensibilizado, o qual apresentou 0 maior comprimento de cripta

entre os grupos analisados.
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Figura 11. Animais sensibilizados e desafiados apresentam alterages morfométricas na mucosa intestinal. Animais da
linhagem BALB/c (n=4-6/grupo) foram sensibilizados e receberam uma dose reforco com proteinas do camardo por via
subcutanea. Os animais foram desafiados 14 dias pela ingestdo continua de 5 mg/ml de proteinas do camardo por 14 dias.
Fragmentos dos jejuno foram coletados e processados para a confecgéo de laminas histopatoldgicas. Sec¢des foram coradas
por Hematoxilina e Eosina para a analise morfométrica de vilos e criptas por meio de 5 campos aleatdrios fotografados. (A)
Imagem representativa das secgdes histologicas por grupo. (B) Mensuragdo do comprimento de vilos e criptas. Os
resultados foram analisados pelo teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey. Os valores sdo expressos em media + desvio-
padréo.
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79 DESAFIO ORAL SUGERE AUMENTO DA PRODUCAO DE MUCO
INTESTINAL EM ANIMAIS SENSIBILIZADOS

A rede de proteinas formada pelo muco depositado ao limen intestinal, junto AMPs e
sIgA a ele adicionados, formam um gradiente de impermeabilidade ao acesso ao epitélio
intestinal por agentes patogénicos. Nesta perspectiva, a producdo de muco foi analisada por
meio de seccBes histoldgicas coradas por PAS capaz de evidenciar seus componentes (Figura
12A). A partir da mensuragdo da area de muco nas secgdes, observou-se que 0s animais do
grupo sensibilizado e desafiado apresentaram aumento da area de muco em tecido, porém néo

foi observado aumento estatisticamente significativo (Figura 12B).
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Figura 12. Produgdo de muco é aumentada em animais sensibilizados apds exposicdo oral continua ao alérgeno.
Fémeas da linhagem BALB/c (n=5-6/grupo) foram sensibilizados com proteinas do camardo por via subcutanea.
Posteriormente, o desafio ocorreu durante 14 dias pela ingestdo continua de 5 mg/ml de proteinas do camaréo por 14 dias.
Fragmentos do jejuno foram coletados e processados para a confecgéo de l1aminas histopatoldgicas. Secgdes foram coradas
por PAS para a identificacdo da &rea de muco por meio de 5 campos aleatdrios fotografados. (A) Imagem representativa das
secgdes histologicas por grupo. (B) Mensuracéo da area de muco. Os resultados séo expressos em media + desvio-padréo.
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7.10 CONSUMO DE LiQUIDO E REDUZIDO EM ANIMAIS SUBMETIDOS A
INGESTAO CONTINUA DO ALERGENO

Os mecanismos imunes envolvidos na alergia alimentar tem sido associados ao
fendmeno da aversdo alimentar ao alérgeno em questdo (CASTEX et al., 1995). Em nosso
modelo, nossos dados preliminares sugerem reducdo do consumo de liquido em animais que
ingeriram o alérgeno durante a etapa de desafio oral, ou seja, o grupo desafiado e o grupo
sensibilizado e desafiado. Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas (Figura
13).
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Figura 13. Consumo de liquido durante desafio oral é reduzida em animais sensibilizados. Animais da linhagem
BALB/c foram sensibilizados com proteinas do camardo por via subcutanea. Posteriormente, 5 mg/ml de proteinas do
camardo foram adicionadas @ mamadeira dos animais durante 14 dias. Os animais (n=6/grupo) foram divididos em 2 caixas
com 3 animais, resultando em um n=2/grupo. O consumo foi acompanhado diariamente pela mensuracdo da sobra de liquido
de cada caixa. (A) Consumo de liquido dos animais. (B) Area sob a curva do consumo de liquido. Os resultados séo
expressos em mediana.
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10 DISCUSSAO

No contexto das alergias alimentares, a literatura dispbe de diferentes modelos
experimentais para alimentos sensibilizantes, como o ovo, leite e amendoim. Entretanto,
observa-se uma escassez de modelos animais de alergia quando o alimento em questdo é o
camardo. Neste contexto, nosso trabalho objetivou o desenvolvimento de um modelo animal
que pudesse ser empregado na investigacdo de novas imunoterapias, mas também
possibilitasse a identificacdo de alteracdes fisiologicas, gastrointestinais e possivel ocorréncia
do fendmeno de aversédo alimentar.

Maiores demandas energéticas sdo observadas durante processos inflamatérios.
Mudangas metabodlicas como reducdo da massa de tecido adiposo epididimal, além de
inflamacéo local e aumento de lipolise, foram identificadas por Dourado e colaboradores
(2011) em animais alérgicos a OVA utilizando um modelo similar de inducdo de alergia
alimentar. Tais mudangas foram acompanhadas por uma perda de peso significativa. Em
nosso modelo também observamos perda de peso corporal significativa, embora mais discreta,
em animais sensibilizados e desafiados por via oral quando comparados aos animais do grupo
Sham (Figura 1B).

AlteracGes fisiologicas podem ser observadas em decorréncia do quadro alérgico.
Entretanto, tais reagdes de hipersensibilidade s&o caracterizadas, principalmente, pelo
aumento da producdo da IgE no contexto imunoldgico. Ao ligar-se ao receptor FCeRI
presente em eosindfilos, mastocitos e basofilos, a IgE forma um complexo capaz de ativar
dominios de imunoreceptores de ativacdo baseados em tirosina (ITAMS) e, por conseguinte,
levar a uma sinalizagdo que promove a liberagdo de calcio intracelular e, em Ultima instancia,
a degranulagdo de mediadores inflamatdrios por mastocitos que medeiam as reacdes locais e
sistémicas observadas nas alergias (revisado em KUMAR et al., 2012).

Desta forma, acompanhamos a cinética de producdo de anticorpos alérgeno-
especificos nas diferentes etapas do nosso modelo. Como resultado, observamos que ha
producdo significativa de anticorpos IgE anti-camardo j& ap0s a sensibilizagdo e ocorre
exacerbacdo desta produgdo em decorréncia dos 14 dias de desafio oral (Figura 5B). No0ssos
dados corroboram com aqueles observados no estudo de Leung e colaboradores (2008), no
qual foi observada alta producdo de IgE em animais oralmente sensibilizados a tropomiosina
Met e 1 do Metapenaeus ensis apds a inducdo de anafilaxia. Utilizando um modelo similar ao
presente estudo, Saldanha e colaboradores (2004) detectaram aumento de IgE alérgeno-

especifica apds o desafio oral também por 14 dias de animais sensibilizados a OVA por via
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subcutdnea. Desta forma, esses dados demonstram que a producdo de anticorpos alérgeno-
especificos pode ser induzida de forma eficaz por meio da sensibilizacdo subcutanea, seguida
da exposicéo oral continua a pequenas doses do alérgeno em questéo.

Junto a IgE, a participacdo da IgG1 nas alergias alimentares permanece debatida na
literatura. Entretanto, alguns trabalhos tem demonstrado o papel desta imunoglobulina na
resposta humoral. Por exemplo, Miyajima e colaboradores evidenciaram a inducdo de reac6es
anafilaticas IgG1l-dependentes utilizando animais knock out para seus sitios de ligacao, as
cadeias y dos receptores FcyRIII (1997). Animais BALB/c sensibilizados com TM de
camardo por via intraperitoneal demonstraram elevada producdo de 1gG1 especifica apds
seguidos desafios intragastricos quando comparados a animais tratados (FU et al., 2017). Em
nosso estudo, a producdo de anticorpos da classe 1gG1 anti-camardo foi detectada ja apds a
sensibilizacdo subcutanea (dia 13) e houve um aumento progressivo na producédo do anticorpo
até o final do desafio oral (dia 35) pelos animais do grupo sensibilizado e desafiado (Figura
6). Juntos esses dados evidenciam a participacdo da IgGl na imunopatogénese da resposta
humoral na alergia a camaréo.

Ambas as classes de imunoglobulinas apresentaram elevada producdo durante todos 0s
pontos analisados. Observamos ainda que a producdo de anticorpos IgG1l anti-camardo se
manteve mais elevada em comparacdo a producdo de IgE. Essa é uma observagdo presente em
outros modelos de alergia a camardo e outros alérgenos (CAPOBIANCO et al., 2008;
SALDANHA et al., 2004).

Sabe-se que o microambiente é determinante para o processo de mudanca de classes
de anticorpos em linfdcitos B. Durante este processo, ocorre excisao de segmentos no locus
de genes de cadeia pesada da porcdo constante pela acdo de endonucleases para se obter um
segmento que codifique uma classe especifica de anticorpo. No contexto das alergias, as
citocinas IL-4, IL5 e IL-13 podem induzir a troca de classe para os anticorpos IgE e 1gG1.
Entretanto, a regido € ¢ menor, menos frequente do que a yl e mais distante da regido
doadora, 0 que, entre outros fatores, pode reduzir sua probabilidade de recombinacdo na troca
de classes de anticorpos em células B (revisto em HACKNEY et al., 2009), o que pode
justificar o observado em nosso modelo.

Apesar de detectadas no soro de animais do grupo sensibilizado, a IgE e IgG1 anti-
camarao nao aumentaram apds a dose reforco, inclusive, retornando a deteccao basal no caso
da IgE. Tal observacdo demonstra que a exposic¢ao ao alérgeno durante a fase de desafio oral
foi essencial para o aumento da producédo desses anticorpos (Figuras 5B e 6).
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A IgA é essencial para a imunidade de mucosas, representando a resposta humoral
nestes sitios atuando na eliminacdo de agentes patogénicos e evitando o acesso destes ao
epitélio intestinal. Frossard e colaboradores (2004), utilizando um modelo de anafilaxia a -
lactoglobulina, demonstraram que animais alérgicos apresentavam baixa titulacdo de IgA
especifica nas fezes em comparagao a animais tolerantes. Por outro lado, um estudo utilizando
um modelo de alergia semelhante ao aplicado em nosso estudo observou o aumento da
producdo de IgA total em animais alérgicos também a B-lactoglobulina (GOMES-SANTOS et
al., 2015).

Aumento de IgA especifica em fezes foi observado apds sucessivas sensibilizagdes
com TM de camardo M. ensis por via intragastrica (CAPOBIANCO et al., 2008). Em nossos
achados, observamos que os animais do grupo sensibilizados e desafiados apresentaram
aumento de IgA anti-camardo em lavado intestinal apds 14 dias de desafio oral. Desta forma,
pode ser sugerida a participacdo protetora da IgA na eliminacdo das proteinas alergénicas do
camardo e contra os possiveis danos teciduais gerados. Sobretudo, a producédo elevada de IgE
e IgG1l sérica anti-camardo, além da producdo de IgA anti-camardo em lavado intestinal
demonstram que nosso protocolo de sensibilizacdo foi eficaz na inducéo de resposta humoral
sistémica e local.

O microambiente, no que concerne as citocinas, desempenha papel fundamental na
imunopatogénese da alergia. Por exemplo, a polarizacdo do perfil Th2 com aumento da
liberacdo de IL-4, IL-5 e IL-13, é capaz de induzir a troca de classes de anticorpos em células
B e a producdo de IgE especifica, bem como a migracdo de eosinéfilos. Em outros modelos
de sensibilizacdo oral a TM foi observada maior expressao e liberacdo de IL-4, IL-5, IL-13,
IFN-y e IL-17 por esplendcitos reestimulados in vitro sugerindo a participacdo dessas
citocinas a nivel sisttmico (CAPOBIANCO et al., 2008; LEUNG et al., 2008). Atualmente,
tem sido discutido a participacdo da IL-25 (também conhecida como IL-17E). Foi observado
que animais que apresentavam superexpressdo constitutiva de 1L-25 e sensibilizados a OVA
eram mais susceptiveis ao desenvolvimento de alergia alimentar e anafilaxia, engquanto
animais 1117rb”" eram mais resistentes. Além disso, em resposta a I1L-25, houve producdo de
IL-5 e IL-13 principalmente por células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s) intestinais,
sugerindo a participacdo desta citocina nas alergias alimentares (LEE et al., 2016).

Tal polarizagdo é observada também na mucosa intestinal, onde a captura e
processamento de antigenos direcionados a tecidos linfoides, como o0s LNMs, pode
diferenciar células T CD4" ao perfil Th2. Avaliando a administracdo de bactérias lacticas na

inducdo de células T regulatorias, Fu e colaboradores (2017) observaram que o grupo de
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animais alérgicos a TM de Penaeus monodon, mas que ndo foram tratados com tais bactérias
apresentava maior producao de IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 e IFN-y em LNMs apos o desafio.

Em nosso trabalho, avaliamos a producdo de citocinas nos LNMs nos dias 23 e 35,
correspondendo 2 e 14 dias de desafio oral com proteinas do camardo, respectivamente. O
grupo sensibilizado e desafiado apresentou maior produgdo das citocinas IL-5 no dia 23
(Figura 9D), enquanto esse mesmo grupo demonstrou aumento significativo de IL-10 em
ambos os pontos de analise (Figura 9G-H). Nossos dados corroboram com os observados no
estudo conduzido por Fu e seu grupo, demonstrando assim a participacdo dos LNMs na
polarizacdo do perfil Th2 na mucosa intestinal.

Por serem classificados como granuldcitos, os eosindfilos requerem para o seu
desenvolvimento e ativacdo fatores como o GM-CSF e as citocinas IL-3 e IL-5 (GOUNNI et
al., 2000; LUTTMANN et al., 1996; ROBINSON et al., 2009). Por outro lado, a IL-10 ¢
capaz de ndo somente inibir a apresentacdo de antigenos, mas também a producéo de citocinas
do perfil Thl, bem como citocinas do perfil Th2. Desta forma, o aumento de IL-5 nos LNMs
sugere a promocdo de inflamacéo tecidual alérgica com possivel participacdo de eosindfilos,
engquanto o aumento na liberacdo de IL-10 pode ter sido deflagrado como um mecanismo
protetor.

Ainda no contexto das citocinas do perfil Th2, a anéalise de mRNA em animais
alérgicos a TM demonstrou aumento da expressdo de I1L-14, IL-10 e IFN-y no jejuno ¢ c6lon,
enguanto a expressdo de I1L-13 nesses animais foi detectada apenas no jejuno, sugerindo assim
0 jejuno como o sitio preponderante na polarizacdo Th2 da alergia a camardo
(CAPOBIANCO et al., 2008). Embora seja observado um discreto aumento na producéo de
IL-4 (Figura 8A), nossas andlises do jejuno ndo revelaram diferencas dessas citocinas. Assim,
novas analises que possibilitem o aumento do grupo amostral devem ser necessarias para
confirmar esta observacéo.

A partir das observacOes dos parametros imunoldgicos ja descritos, analisamos ainda
as alteracGes histopatoldgicas em nosso modelo para investigar as caracteristicas da
inflamacdo tecidual na mucosa intestinal. Os eosinofilos estdo normalmente presentes nas
mucosas, entretanto, sabe-se que nas alergias alimentares mediadas por IgE, essas células
podem infiltrar intensamente a lamina prépria intestinal atraidas por fatores quimiotaticos,
como a CCL11. Infiltrado eosinofilico foi observado no duodeno e jejuno de animais
alérgicos a Met e 1 de camardo apés 24 e 72 horas de desafio intragastrico (LAM et al., 2015).

Apos 14 dias de desafio pela ingestdo continua do extrato de camardo, os animais do

grupo sensibilizado e desafiado apresentaram maior contagem de eosinofilos na lamina
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propria intestinal (Figura 10B). Resultados semelhantes foram encontrados em um modelo de
alergia & OVA utilizando a via subcutanea para sensibilizacdo (SALDANHA et al., 2004).
Este estudo observou que, o infiltrado eosinofilico em animais alérgicos era mais proeminente
nas etapas iniciais do modelo e tempos iniciais do desafio oral. Assim, tais parametros podem
ser utilizados em novas andlises a fim de avaliar melhor a participagdo desse perfil celular em
nosso modelo.

Os eosinofilos possuem diferentes granulos secretérios, a proteina béasica principal 1
(MBP-1) e 2 (MBP-2), a proteina cationica eosinofilica (ECP), neurotoxina derivada de
eosindfilo (EDN) e a peroxidade eosinofilica (EPO), que desempenham um papel crucial na
defesa contra helmintos. Entretanto, tem sido demonstrada a citotoxicidade da MCP, ECP e
EPO ao epitélio. Um estudo in vitro apontou alteracdo no epitélio respiratério superior e
estase ciliar causada pela MCP (HISAMATSU et al., 1990). Citotoxidade ao epitélio
intestinal também ja foi apontada (revisto em ROTHENBERG et al., 2001).

A exposicdo oral continua ao alérgeno induziu encurtamento de vilos e criptas na
mucosa intestinal de animais alérgicos em nosso modelo (Figura 11B). Apds a ingestdo
continua de whey por 7 dias, animais alérgicos a p-lactoglobulina apresentaram ndo somente
infiltrado eosinofilico na mucosa intestinal, mas também apresentaram reducdo da extensdo
de vilos (GOMES-SANTOS et al., 2015). Desta forma, tais alteragdes morfométricas na
mucosa intestinal poderiam estar associadas ao recrutamento de eosinofilos decorrente da
exposicao prolongada a proteinas alergénicas e degranulacdo dos mesmaos.

Outras alteracdes histopatoldgicas podem ser observadas no quadro de alergia
alimentar. A hipersecrecdo de muco pelas células caliciformes da mucosa intestinal pode ser
notada em decorréncia da agdo de mediadores inflamatdrios liberados por mastécitos, como a
histamina (WHITE, 1990).

Animais alérgicos apresentaram aumento, porém ndo significativo, da producéo de
muco no jejuno em nosso modelo (Figura 12B), enquanto hiperplasia de células caliciformes
no duodeno foi observada em animais alérgicos a TM 24 e 72 horas ap0os o desafio (LAM et
al., 2015). Juntos, esses dados demonstram que o microambiente inflamatério deflagrado pela
resposta humoral e celular na alergia a camaréo pode resultar ainda na hipersecre¢ao de muco,
visto que a rede por ele formada no Iimen representa uma barreira para acesso de alérgenos
ao epitélio intestinal.

Fatores imunoldgicos parecem influenciar ndo somente nas alteracGes
imunopatoldgicas, mas também na expressdo de marcadores neurais de nocicepg¢ao, como o c-

fos (CASTEX et al., 1995), que pode ser traduzido no fenbmeno comportamental da averséo
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alimentar. Este fendmeno foi observado na alergia a OVA (CARA et al., 1994). Em nosso
estudo, animais alérgicos consumiram menos liquido durante a fase de desafio oral pela
ingestdo de solucdo contendo o extrato de camardo. Entretanto, estes sdo dados preliminares e
requerem repeticdes e novas analises, como o teste de preferéncia alimentar.

A partir dos dados observados, anélises posteriores ainda sdo necessérias para
confirmacéo de determinados dados. Entretanto, pode-se observar que os protocolos alicados
no presente estudo puderam reproduzir os parametros fisioldégicos e imunopatoldgicos

observados na alergia a camarao.
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11 PRINCIPAIS ACHADOS

o Perda de peso corporal em animais alérgicos;

¢ Producdo elevada de IgE e 1gG1 séricas anti-camardo em animais alérgicos;

e Aumento de slgA anti-camardo no lavado de animais alérgicos;

e Producdo de IL-5 e IL-10 em células de LNMs reestimuladas in vitro;

e Presenca de maior nimero de eosindfilos na mucosa intestinal em animais alérgicos;

e Encurtamento de vilos e criptas na mucosa de animais alérgicos;
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12 CONCLUSAO

Através dos protocolos de sensibilizacdo e desafio oral propostos em nosso modelo,
observamos elevadas dosagens dos anticorpos IgE, 1gG1 especificos no soro de animais
alérgicos, além da producdo de slgA, IL-5, IL-10 e alteragdes histopatologicas na mucosa
intestinal. Desta forma, pode-se inferir que 0 modelo de alergia alimentar desenvolvido em
nosso trabalho reproduziu as carateristicas imunopatoldgicas observadas na alergia alimentar
a camaréo.

Além da facil reprodutibilidade deste modelo, acreditamos que seu delineamento
experimental torna possivel a avaliacdo de abordagens terapéuticas e também a investigacdo
de fenbmenos comportamentais. Por conseguinte, 0 novo modelo proposto pode contribuir
para a elucidacdo da imunopatogénese na alergia a camardo, um alérgeno alimentar ainda
pouco estudado. Entretanto, estudos posteriores ainda sdo necessarios para investigar dados

ainda inconclusivos.
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13 PERSPECTIVAS

Avaliar parametros imunoldgicos e histopatoldgicos nos dias 2, 23 e 29;
Identificar a populacédo de células T reg e efetoras na lamina prépria do intestino;
Avaliar a manutencéo da permeabilidade intestinal no quadro alérgico;

Investigar o padrdo de consumo de animais alérgicos por meio de ensaios

comportamentais de preferéncia alimentar;

Desenvolver abordagens baseadas em nanotecnologia para a indugdo de

imunomodulacdo na alergia a camarao.
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Dendritic cells (DC) are a diverse group of leukocytes responsible for bridging innate and
adaptive immunity. Despite their functional versatility, DCs exist primarily in two basic
functional states: immature and mature. A large body of evidence suggests that upon
interactions with pathogens, DCs undergo intricate cellular processes that culminate in
their activation, which is paramount to the orchestration of effective immune responses
against Leishmania parasites. Herein we offer a concise review of the emerging hallmarks
of DCs activation in leishmaniasis as well as a comprehensive discussion of the following
underlying molecular events: DC-Leishmania interaction, antigen uptake, costimulatory
molecule expression, parasite ability to affect DC migration, antigen presentation,
metabolic reprogramming, and epigenetic alterations.

Keywords: dendritic cell activation, leishmania- dendritic cell interaction, parasite uptake, dendritic cells
migration, metabolism of infection, epigenetic modifications

INTRODUCTION

Important Considerations in Leishmaniasis

Leishmaniasis comprises a collection of neglected protozoan infections caused by unicellular
organisms belonging to the genus Leishmania spp. According to the current World Health
Organization estimation, 12 million people are affected by leishmaniasis and 350 million are at
risk of infection worldwide (1-3).

The pathology of this disease results in a wide spectrum of clinical manifestations not only
associated with the biological aspects of Leishmania species and strains, but also with host immune
responses. Interestingly, it has been recently suggested that the clinical progression of the disease
is influenced by several other factors, ranging from the host’s nutritional status to the presence of
RNA viruses in the Leishmania species (4-7).

These manifestations are dichotomically divided into Visceral (VL) and Tegumentary
Leishmaniasis (TL). The former is characterized by the dissemination of parasites to visceral
organs, while the latter branch includes Localized Cutaneous Leishmaniasis (LCL), a frequent
form of TL in which ulcerated skin lesions are common. It has been abundantly reported
that a modest fraction of LCL cases can evolve into mucosal lesions, which is termed as
Mucocutaneous Leishmaniasis (MCL). Additionally, TL can also present as a variety of clinical
manifestations, such as Disseminated Cutaneous Leishmaniasis (DCL), which comprises multiple
nodular ulcerated lesions, whereas Diffuse Leishmaniasis (DL) is characterized by scattered non-
ulcerated lesions (5, 8, 9).
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Leishmania transmission occurs when infected sandflies
inoculate the promastigote forms of the parasite into the
host skin. Additionally, the arthropod vector also introjects
various parasite-associated compounds, along with other
molecules found in salivary secretions, which collectively exert
immunomodulatory effects on the host defense (10). The early
events of infection are characterized by the engagement of
different phagocytic cells (e.g., tissue-resident macrophages,
dermal DCs, and neutrophils) in the recognition and uptake
of parasites (8). Emerging pieces of evidence indicate that
neutrophils are one of the first cell types to interact with
Leishmania parasites (11). Subsequently, depending chiefly on
the Leishmania species, infected neutrophils become apoptotic
and can be phagocytized by macrophages (12). Accordingly,
parasite transmission to these cells becomes facilitated, leading to
the subsequent differentiation of promastigotes into intracellular
replicative amastigotes that occurs in the interior of macrophages
phagolysosomes. Additionally, the literature upholds that
dendritic cells (DCs) are also key elements in the early
interaction with Leishmania parasites, thusly these are thought
to be a decisive in the outcome of infection (13). Indeed, the
complex interactions occurring between DCs and parasites may
lead to long-term Leishmania replication, or to the establishment
of an effective immune response against this pathogen.

The Immunobiology of Dendritic Cells

DCs are competent antigen presenting cells (APC) that
take center stage in both the induction of immunological
responses and the generation of tolerance (14). In the
context of inflammation and infection, DCs are responsible
for orchestrating the connection between the innate and
adaptive axis of immunity. Interestingly, despite the significant
importance of DCs in several immunological processes, these
cells do not comprise a homogeneous population, and are
further classified into distinct subtypes according to origin,
differential expression of surface proteins, cell localization, and
immunological function (15).

Dendritic Cell Origin

It has been long hypothesized that DCs stem from a bone-
marrow resident population of hematopoietic stem cells (HSC),
which eventually give rise to both granulocyte-macrophage
progenitors (GMP), and multi-lymphoid progenitors (MLP),
the precursors of all DC subsets (16). Subsequent stages in
DC ontogeny involve precursors, such as CD14+ monocytes,
circulating blood myeloid DCs (mDCs), or plasmacytoid DCs,
from which all myeloid and lymphoid DCs are derived. It is
noteworthy that mDC precursors comprise a heterogeneous
lineage of cells predetermined to develop into CD1+ or CD141+
DCs. Additionally, human mDCs express conventional myeloid
markers, including CD11c, CD11b, CD13, and CD33 (17). In
mice, these cell populations are often referred to as conventional
DCs. Interestingly, it has been well-elucidated that in humans,
both CD14+DCs and inflammatory DCs are derived from
classical monocytes, which justifies the fact that these cells
present greater similarity to monocytes and macrophages than
other DC subsets (18).

Dendritic Cell Subtypes
Mpyeloid/Conventional Dendritic Cells
Typically, myeloid DCs are classified into two subtypes: cDC1
and ¢DC2. The human cDCI1 subset is identified by the
expression of CD141 (BDCA-3), while the murine equivalent is
subdivided into a splenic CD8a-bearing population and another
CD141+ DC subset residing in non-lymphoid tissues (19-21).
Human and mouse cDC1 express Clec9A (C-type lectin domain
family 9-member A) and XCR1 (a chemokine receptor), which
provide specificity for their biological activities in combating
invasive microorganisms and tumors (22). In regard to the
expression of transcription factors, cDCls are characterized as
producing both BAFT3 (Basic leucine zipper transcription factor)
and IRF8 (Interferon regulatory factor 8). It has been long
suggested that ¢cDCls have the capacity to effectively induce
the activation of CD8+ T cells via the process of antigen
cross-presentation, as well as produce copious amounts of
IL-12p70 (23, 24).

cDC2s express both common myeloid markers, such as
CD11b, CD11¢, CD13, and CD33, in addition to other antigens
more recently identified in these cells: CDlc, CD2, FceRl1,
and SIRPA (15). ¢DC2s comprise a large portion of the
human conventional DCs found in blood and tissues. The
immunological function of cDC2s is granted by a myriad of
immune receptors, including Toll-like receptors (TLRs) 2,4,5,7
and 8, C-type lectins, including Dectin-1 and—2 as well as Nod-
and RIG-like receptors (Figure 1 and Table 1) (15).

Plasmacytoid Dendritic Cells

Plasmacytoid DCs (pDCs) comprise a group of Type I interferon
(IFN)-producing cells whose distinguishing feature is their
participation in the response against viral infection. Interestingly,
human pDCs were first identified as a population of cells found
in the peripheral blood and tonsils. With respect to morphology,
blood pDCs are mainly recognized by their resemblance to
lymphocytes, whereas IL-3/CD40L-cultured pDCs possess a
microscopic appearance similar to mDCs (22, 25). Typically,
human pDCs are characterized by the unique expression of
both cell-surface receptors and transcription factors. Of note,
the distinctly expressed receptors include both conventional and
other recently identified markers. The former includes CD123
(IL-3R), CD303 (BDCA-2), and CD304 (BDCA-4), while the
later includes FceR1, DR6 (CD358), and CD300A. As previously
mentioned, these cells also exhibit distinctive TF expression,
including E2-2, IRF8, and IRF4 (26, 27). It is particularly
interesting to note that, in contrast to cDCs, human pDCs do not
express any conventional myeloid markers, e.g., CD11b, CDl11c,
CD13, and CD33 (15). Murine pDCs express siglecH (Sialic acid-
binding immunoglobulin-type lectin), bst2 and Ly6C. SiglecH
is a surface receptor responsible for binding glycans presenting
sialic acids residues. Interestingly, Blasius et al demonstrated
that siglecH regulates type I IFN production in a DAP12-
dependent manner (28). Bst2, an integral membrane protein
associated with lipid rafts, has also been associated with IFN-
mediated responses against viral infection (29). Additionally,
several reports have demonstrated that both murine and human
pDCs rely on TLR7 and TLRY expression for IFN-a production
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Myeloid/Conventional

*cDC1 { CD141+, CLEC9A and XCR1)

+cDC2 ( CLECTA, CLEC6A, CD1C, CD2, FCERL and
SIRPA)

Plasmacytoid DCs
*CD123, CD303, CD304, CD358 and CD300A

Langerhans Cells

*CD1a,CD11c"*" and Langerin

Monocyte-derived Dcs

+CD14,CD16,CD206 and CD209

FIGURE 1 | Overview of human and murine DC subtypes—Summary of the molecular markers that characterize each human and murine DC subtypes.

Myeloid/Conventional

*cDC1 { CD8a, CD141+, CLEC9A and XCR1)

+cDC2(CD24,CD11b,SIRPA)

Plasmacytoid DCs
* SiglecH, Bst2 and Ly6c

Langerhans Cells

+CD11b and Langerin

Monocyte-derived Dcs
*Ly6C, CCR2, CX3CR1, CD206 and CD209

and immunity against viruses (30). Interestingly, mounting
evidence have demonstrated that pDCs also play a role in the
establishment of peripheral tolerance by delivering antigens to
the lymph nodes (Figure 1 and Table 1) (31-33).

Langerhans Cells

A distinct lineage of epidermis-resident DCs, known as
Langerhans cells (LC), mainly characterized by the expression
of C-type lectin Langerin and CD1a, grant organisms immunity
against several skin pathogens, such as fungi and bacteria (34).
Uniquely, LCs possess Langerin-replete organelles, known as
Birbeck granules. Although their main function has not been
well-elucidated, the depletion of these granules has not been
determined to mitigate the process of antigen presentation
(Figure 1 and Table 1) (35).

Monocyte-Derived Dendritic Cells

Monocytes constitute a very plastic group of mononuclear
phagocytic cells long thought to be the source of macrophages
and DCs. Several reports suggest that monocytes possess both
pro- and anti-inflammatory functional specializations which are,
in turn, chiefly regulated by tissue environments (36). Human
monocytes comprise two subsets of peripheral blood circulating
cells mainly characterized by the expression of CD14 and CD16,
whereas murine monocytes can be identified by the presence
of Ly6C, CCR2, and CX3CR1 (22). Of note, in the presence
of inflammation, blood-circulating monocytes invade tissues,
subsequently differentiating into monocyte-derived Dendritic
cells (moDCs). It has been long established that in vitro moDCs
are obtained by stimulating monocytes with GM-CSF and IL-4
(37). These cells possess a broad functional repertoire, including
lymphocyte activation and the production of cytokines, such
as IL-6, TNF-a, IL-12, IL-23, and IL-1 (15). Inflammatory
DCs (iDCs) express both CD14 and CD16, in addition to
CD206, CD209 (DC-SIGN), and CD163. Importantly, a novel
tumor necrosis factor (TNF)-and inducible nitric oxide synthase

(iNOS)-producing DCs (TIP-DCs) subset has been reported
to exert a pivotal role in the course of several infectious
diseases, including experimental leishmaniasis (Figure 1 and
Table 1) (38).

Adaptative Immunity Gatekeepers: The Role of DCs and T
Cells Activation
In an immature state, DCs are typically located in peripheral
tissues and express low levels of major histocompatibility
complex I (MHC II) and costimulatory molecules. These cells
possess highly efficient cellular machinery for antigen recognition
and capture (39). In response to signals associated with infection
and inflammation, such as the presence of pathogens and other
damaging elements, DCs undergo intricate molecular processes
that culminate in the acquisition of a mature functional state,
whose main characteristic is the ability to induce both naive
CD4™ T cell activation and proliferation via antigen presentation
(40). Most importantly, the signaling process that induces
DC maturation involves the recognition of pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) by way of a sophisticated surface
and intracellular molecular detection system consisting of pattern
recognition receptors (PRRs) and downstream signaling (41).
After interaction with antigen-bearing DCs, naive CD4" T
cells are capable of differentiating into two main functional
phenotypes: T helper 1 (Thl) and T helper 2 (Th2) profiles.
It should be noted that this dichotomy is a rather simplistic
representation of the Th cell repertoire. In recent decades,
several studies have identified other Th subtypes, including
Th17 (whose hallmark is the production of IL-17 in response
to viruses, bacteria and fungi), Th9 (a producer of IL-9 and
IL-10, and also a key element in humoral interplay with B
cells), Th follicular (characterized by the production of IL-4
and IL-2 (also related to supporting B cell-mediated immunity),
and T regulatory (Tregs), involved in the promotion of self-
tolerance (42). Since T regs exert a prevalent immunological
role in the regulation of other immune cells, their populations
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TABLE 1 | Summary of the hallmarks of Leishmania induced DC activation.

Leishmania-prompted DC subsets Parasite species = Experimental Functional aftermath References

effects in DC activation model

TLR9 activation BMDCs L. infantum C57BL/6 Increases Neutrophil chemoattraction ~ Sacramento et al. (53)
and IL-12 production

L. major Enhances IFN-y production and Liese et al. (54)

cytotoxicity in NK cells

TLR2/TLR4 activation BMDCs L major BALB/c Upregulation of CD80, CD86, and Komai-Koma et al. (49)
MHC-II expression

TLR2 activation BMDCs L. braziliensis C57BL/6 Decreases DC activation and IL-12 Vargas-Inchaustegui et al. (50)
production

Engagement of MyD88 BMDCs L. braziliensis C57BL/6 Enhances IL-12 production Vargas-Inchaustegui et al. (50)

signaling pathway

A2B receptor activation BMDCs L amazonensis C57BL/6J Decreases of CD40 expression and Figueiredo et al. (64)
IL-12 production

Increased expression of Murine splenic Leishmania Decreases production of IL-12, Hammami et al. (111)

HIF1 o DCs donovani parasite survival, limited generation of
Th1 cells

Up-regulation of MHC class Epidermal L. major C57BL/6 Increase production of IL-12 Von Stebut et al. (78)

I, CD40, CD54, CD80, and Langerhans amastigotes

CD86 cells-like DC

Did not change the BMDCs L. mexicana C57BL/6 Did not alter the production of IL-12 Bennett et al. (79)

expression of CD80, CD54, amastigotes

and MHC Il molecules

Lower levels of MHCII, BMDCs L. amazonensis C57BL/6 Declined T-cell proliferation Figueiredo et al. (65)

CD86, and CD40

expression

Low levels of CD40 BMDCs L. donovani BALB/c T regulatory cells expansion and Martin et al. (71)

expression disease intensification

Fail in producing IL-12 BMDCs L. amazonensis BALB/c Increase in IL-4 levels Qietal. (74)

through a CD40-dependent

manner

Down-regulation of CD80 Human moDCs L. amazonensis in vitro Increase in IL-6 during DC Favali et al. (75)

and up-regulation of CD86

Alterations in DC migration L. major

differentiation

Inhibition of DCs motility Steigerwald et al. (98);

Ponte-Sucre et al. (100)

BMDC, bone marrow -derived dendritic cell; IFN-y, interferon gamma; IL-12, interleukine-12; NK, natural killer cells; TLR, toll-like receptors; HIF1a, hypoxia-inducible factor 1 .

heterogeneity and functional specializations are of particular
interest. Commonly, T regs are dichotomically classified
as “natural” (CD4TCD25%Foxp3®™ T cells) or inducible T
regs (a group that includes the IL-10-secreting Tregl cells,
the Th3 population that produces both TGF-b and IL-
10, and foxp3' Tregs). A more detailed description of the
diversity and functions of T regulatory cells can be found
elsewhere (43).

DC as Modulators of the Adaptive Immune Response in
Leishmaniasis
The biological features of pathogens and activation PRRs as well
as the underlying signaling processes, are determinant in the
specific cytokines secreted by activated DCs, which in turn are
one of the key element in the polarization of Th cell subtypes (44).
In general, Thl cells produce pro-inflammatory cytokines,
such as Interferon Gamma (IFN-y), which lead to Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a) production by innate immune
cells, promoting a resistance profile against Leishmania. The
hallmark of IFN-y leishmanicidal activity relies on the classical

activation of infected macrophages, leading to increased
production of nitric oxide (NO) and reactive oxygen species
(ROS), which subsequently culminate in intracellular Leishmania
elimination (13). By contrast, the Th2 profile is characterized
by the production of IL-4, IL-5, and IL-13, which are mostly
associated with enhanced arginase activity accompanied by the
alternative activation of macrophages, parasite survival and
proliferation, and pronounced susceptibility (13). Additionally,
in recent decades, the contributions of the Thl7 subtype on
the progression of leishmaniasis has become a growing concern.
The hallmark of the Thl7 profile is the production of IL-
17, and the subsequent recruitment of neutrophils to the site
of inflammation. As reviewed elsewhere, the joint actions of
this subtype paradoxically play a dual role in leishmaniasis,
since these cells are not only responsible for the elimination
of parasites, but also for the exacerbation of the inflammatory
process and tissue damage (45). Crosstalk between Leishmania
and DCs via the stimulation of various cellular apparatuses and
the engagement of multiple signaling processes culminates in
phenotypic and functional alterations in DCs. Such modifications
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are imperative for proper cytokine production and the activation
of Th cells, which induce immune events that can result in
parasite control (46).

DENDRITIC CELL-LEISHMANIA
INTERACTION

Leishmanial Signals Prompt DCs Activation
One of the biological functions of DCs is to recognize molecular
patterns associated with pathogens (PAMPs). To this end, DCs
employ PRRs that interact with a variety of PAMPs expressed
by distinct species of Leishmania. The activation of DCs can
be substantially modulated by these interactions, which greatly
influence the immune response against Leishmania (46).

The DC Recognition Apparatus: the Role of PRRs in
Leishmania-DC Interplay

Toll-like receptors (TLRs) are germline-encoded immune
receptors that play a pivotal role in the immunosurveillance
function of DCs. These receptors are subdivided into 10 families
in humans (TLR1 to TLR10) and 12 families in mice (TLR1 to
TLRY, and TLR11 to TLR13) (47), and are expressed on either
the cell membrane surface or in intracellular compartments.
TLRs possess leucine-rich repeats that serve as molecular docking
sites for ligand-receptor interactions. Upon ligand-mediated
activation, TLRs undergo an intricate dimerization process that
activates a variety of biochemical pathways, culminating in
the transcription of several inflammatory genes. Of note, it
has been proposed that TLRs may be central elements in the
establishment of immune homeostasis, as these cells participate
in the delicate balance between pro-inflammatory and anti-
inflammatory responses (48). However, despite their relevance
in the recognition of several pathogens and the induction of
immune responses, only TLR2, TLR4, and TLRY have been
described in the mediation of DC-Leishmania interaction.

It has been demonstrated that the neutralization of TLR2
and TLR4 decreases the expression of molecules involved in
the process of antigen presentation during L. major infection,
which suggests that both receptors may be key players in the
establishment of effective responses against Leishmania (49).
Interestingly, a study documented that TLR2 deficiency increases
DC activation, leading to IL-12 production during L. braziliensis
infection. On the other hand, a deficiency of MyD88 results
in lower levels of DC activation and IL-12 production, both
essential elements in mounting protective immunity against
L. braziliensis (50).

TLR2 also recognizes Lipophosphoglycan (LPG), a surface
molecule conserved in all Leishmania species that is considered
an important virulence factor, especially due to its role in the
modulation of immune cell activation (51). When LPG of L.
mexicana is recognized by the TLR2 of moDCs, the expression
of MHC-II and CD86 as well as the secretion of IL-12p70, are
enhanced. Subsequently, the interaction of DCs with NKT cells
culminates in higher IFN-y production. This cellular interaction
could possibly contribute to the protective state observed during
the acute phase of L. mexicana infection (52).

TLRY has been described as important in DC activation
as well as in the production of neutrophil chemoattractant
during L. infantum infection in C57BL/6 mice (53). Additionally,
TLRY is also required for the induction of IL-12 production
in mouse bone marrow-derived DCs (BMDCs) infected with
L. major, leading to both IFN-y expression and cytotoxicity
enhancement in NK cells (54). Collectively, these findings
contribute to the understanding of how the intracellular TLRs in
DCs mediate the stimulation of other immune cells that promote
parasite eradication.

Different Leishmania species can mitigate the signaling
pathways of CTLRs to promote parasite proliferation and
survival. Iborra et al. showed that L. major releases a
soluble protein ligand of Mincle (Macrophage inducible Ca**-
dependent lectin receptor) that targets an inhibitory ITAM
signaling pathway, resulting in the impairment of DC activation
and migration (55). In a similar vein, Zimara et al. experimentally
demonstrated the importance of CTLRs in mounting an adaptive
immune response against L. major. These researchers observed
an increased expansion of Dectin-1T DCs following L. major
inoculation in C57BL/6 and BALB/c mice as well as in the
peripheral blood of CL patients. Additionally, experiments with
BMDM stimulated with a Dectin-1 agonist revealed both high
levels of DC maturation and the expansion of CD 4T cells
(56). Collectively, these findings serve to indicate the significance
of both CTRL signaling and the physical interactions between
these cells and pathogens in the promotion of an effective
immune response.

Mechanisms of Leishmania Uptake

In addition to their importance as major mediators of the
innate and adaptive branches of immunity, DCs are also
recognized for their highly efficient phagocytic activity (57).
These cells actively collect antigens in their surroundings, and
couple subsequent antigen processing with epitope exhibition
via antigen presentation platforms—the major histocompatibility
complex molecules (58).

Typically, the mechanisms of capturing pathogens involve
specific receptor-ligand interactions as well as the mobilization
of cytoskeleton elements that promotes the internalization of
parasites (59). Several studies have proposed that the uptake of
Leishmania by DCs occurs in a parasite life form-dependent
manner, since DCs preferentially phagocytose IgG -coated
amastigotes. In fact, amastigotes internalization involves the
participation of FcyRI and FcyRIII (60). It has been suggested
that GP63, a protease found on leishmanial membranes, mediates
the conversion of C3b into its inactive form, iC3b. Subsequently,
iC3b binds to CR3, resulting in the adherence of leishmania to
the surface membrane of DCs (60).

Argueta-Donohué et al. demonstrated that DC-SIGN
(Dendritic  Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin), a surface receptor mainly found
in DCs, mediates a more efficient internalization rates of L.
mexicana promastigotes after 3h of in vitro infection (52).
Moreover, these authors also confirmed that the experimental
neutralization of DC-SIGN significantly reduces the rates
of infection in moDCs. These intriguing findings illustrate
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the fundamental role of DC-SIGN in several instances of
Leishmania-DC interplay, ranging from the initiation of
parasite phagocytosis to discrimination between Leishmania
life cycle stages (52). Additionally, mounting evidence indicates
that DC-SIGN also recognizes L. pifanoi surface molecules,
contributing to the subsequent uptake of parasite amastigotes
(61). Furthermore, L. major and L. donovani- infected moDCs
exhibit reduced surface expression of DC-SIGN in contrast to
uninfected cells, with this immunomodulation being accentuated
in cells stimulated with excreted-secreted antigens (ESA) of both
Leishmania species (62). Together, these studies suggest that
the consequences of the DC-SIGN-mediated crosstalk between
Leishmania and host DCs may have profound biological
consequences in Leishmania infection.

The Effects of Purinergic Receptors on DC Activation
During Leishmania Infection
Purinergic receptors play a significant role in the recognition
of damage-associated molecular pattern (DAMPs), including
the detection of extracellular Adenosine Triphosphate (ATP), a
potent pro-inflammatory trigger of immune responses (63). In
pathophysiological contexts, ATP is converted into Adenosine
(ADO) via the action of the ectonucleotidases CD39 and CD73,
and the accumulation of ADO in the extracellular milieu results
in the activation of its A2 receptor. This phenomenon has
been observed during L. amazonensis infection, which was
accompanied by the suppression of DC functions via decreased
rates of CD40 expression and IL-12 production. Additionally, the
activation of the A2b receptor of DCs decreases the capacity of
these cells to stimulate T cell proliferation and the production of
IEN-vy, leading to an insufficient protective immune response, a
peculiarity of L. amazonensis infection (64). While increases in
CD39 and CD73 expression are also observed in L. braziliensis
and L. major infection, A2b receptor activation has not been
detected. Interestingly, it has been proposed that the main
evasion mechanism employed by these two species is reduced
expression of the molecules involved in antigen presentation,
which includes the exploitation of the IL-10 receptor (IL-
10R). Notwithstanding, this evasion mechanism employed by L.
braziliensis and L. major is followed by the upregulation of CD40,
which may suggest that it does not prevent T cell activation (65).
Together, these findings provide evidence that -early
interactions between DCs and Leishmania can have profound
effects on disease outcome. Several of the mechanisms of
immune evasion employed by Leishmania include the mitigation
of DC immunobiological functioning via the exploitation of
different receptors and the disruption of downstream signaling
pathways. In addition, recent data indicate that the impairment
of DC activation is directly associated with the enhancement of
parasite survival and persistence in hosts.

CO-STIMULATORY MOLECULES AND
ANTIGEN PRESENTATION

Following the recognition and internalization of pathogens, DCs
migrate to secondary lymphoid organs to present processed

antigens to naive T cells (66). Subsequently, the adaptive immune
response becomes initiated via the presentation of small peptides
through either MHC class I or class II molecules. Basically, the
former class mediates the recognition of endogenous peptides
by cytotoxic CD8+ T cells, while the latter is involved in the
presentation of exogenous peptides to CD4+ T helper cells.
Notably, the process of antigen fragmentation is of paramount
importance to allow for proper antigen presentation, since
MHCII molecules only present peptides with a specific number
of amino acids (67). Alternatively, DCs are also capable of
mobilizing MHC I molecules in order to display exogenously
derived-antigens, a process known as cross-presentation (68).
Additionally, co-stimulatory molecules (such as CD40, CD80,
and CD86) are essential to effective antigen presentation,
by providing secondary signals for T cell expansion and
differentiation (69).

Several species of Leishmania employ distinct strategies to
regulate the expression of co-stimulatory molecules, which
dampens the process of antigen presentation (70). Accordingly,
the modulation of co-stimulatory molecules can be associated not
only with enhanced parasites survival and growth, but also with
subsequent disease outcome.

Figueiredo et al. experimentally demonstrated that L.
amazonensis induced lower levels of MHCII, CD86 and CD40
expression in BMDCs (bone marrow -derived DCs) from
C57BL/6 mice, resulting in a decline in T-cell proliferation
(65). Furthermore, the adoptive transfer of BMDCs expressing
low levels of CD40 was associated not only with T regulatory
cell expansion, but also with an increase in L. donovani
burden in BALB/c mice (71). It has been also shown that
CD40 and its ligand are important for the development of
resistance against L. major infection (72, 73). Hai Qi et al.
reported that L. amazonensis amastigotes mitigated IL-12
production in a CD40-dependent manner in a BALB/c infection
model, which was followed by an increase in levels of IL-
4 (74). Subsequently, amastigote-infected DCs were observed
to be able to activate pathogenic CD4+ T cells, which could
potentially lead to exacerbated Leishmania proliferation and
the progression of pathogenesis (72). Thus, emerging evidence
suggests that reduced CD40 expression could possibly facilitate
Leishmania infection.

The importance of CD80 and CD86 expression has been
highlighted in the establishment of early immune responses. For
instance, the infection of human moDCs with L. amazonensis
downregulates the expression of CD80 and upregulates the
expression of CD86, which is followed by a decrease in IL-
6 production during DC differentiation (75). Although CD86
possibly takes center stage in this context, the equivalent
expression of other costimulatory molecules can lead to the
early production of IFN-y or IL-4 during infection by L. major
depending on the experimental model (76). Together, these
results reinforce the contribution of these molecules in the
production of different cytokines by properly stimulated T cells.

Several species of Leishmania can modulate antigen
processing and the expression of MHC II molecules (77).
DCs infected with L. major amastigotes not only upregulate the
expression of several molecules involved in antigen presentation,
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such as MHC class II, CD40, CD54, CD80, and CD86, but also
exhibit elevated rates of IL-12 production. It should be noted
that only the amastigote forms of these parasites were capable of
inducing this increase in L. major-infected DCs (78). Conversely,
L. mexicana amastigotes do not promote increased expression of
CD80, CD54, and MHC II molecules in BMDCs, suggesting that
these discrepancies in the immune response by DCs occur in a
species-specific manner (79).

Interestingly, a recent study by Resende et al. reported a
dichotomic response between L. infantum-infected and non-
infected DCs. In this study, the authors observed that uninfected
DCs expressed higher levels of IL-12p40 and other co-stimulatory
molecules, which enabled DCs to elicit appropriate CD4™ T cell
immunoprotective responses, whereas infected DCs expressed
lower levels of co-stimulatory molecules and high IL-10

production (80). This finding suggests that L.infantum-infected
DCs and their uninfected counterparts exert antagonistic roles
in the activation and polarization of T cells, mechanistically
revealing a novel evasion strategy employed by this species.
Along the same lines, a study carried out by Carvalho et al
demonstrated that, in contrast to L-braziliensis-infected DCs,
only uninfected DCs upregulate the expression of MHC II,
CD80, and CD86. Interestingly, it was also observed that despite
enhancing the expression of such molecules, L-braziliensis-
infected DCs produced higher levels of TNF-a in response to
stimulation with LPS. These findings corroborate the hypothesis
that uninfected and Leishmania-infected DCs can act conjointly,
yet distinctly, to promote immune responses against the
parasite, since uninfected DCs can lead to enhanced T cell
activation, while the production of TNF-a by infected DCs may
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contribute to the control of parasite proliferation at the site of
infection (81).

Paradoxically, DCs are also able to present exogenous antigens
through MHC-I, with significant consequences on the activation
of CD8T cells (82). It has been reported that this phenomenon,
also known as cross-presentation, is of great importance to the
expansion of antigen-specific cytotoxic CD8T cells, which are
responsible for eliciting an effective immune responses against
Leishmania. Accordingly, in this context, DC figure as the most
potent inducers of IFN-y production by CD8+ T lymphocytes.

Brewig et al. demonstrated that, in experimental leishmaniasis,
the priming of CD4" and CD8" T cell relies essentially on the
activity of distinct DC subtypes (83). Indeed, it was reported
that the depletion of Langerint DCs was associated with the
reduced proliferation of L. major-specific CD8+ T cells. As a
consequence, the amount of primed CD8T cells found at the
site of infection and in lymph nodes was significantly reduced
(83). In a similar vein, a study conducted by Ashok et al revealed
the importance of cross-priming DCs in the effective constraint
of L. major infection. It was shown that Batf3~/~ mice (which
lack CD8%/CD103™" DCs) exhibited increased susceptibility to
L. major (84). Furthermore, a study by Lemos et al explored
the function of CD8" DCs in antigen presentation during L.

major infection in a murine model that restricted the expression
of MHC-II to CD8a™/CD11b* DCs. Notably, it was observed
that CD8at/CD11b™ DCs could efficiently restrain L. major
infection by eliciting the effective constraint of parasites by
CDA4T cells (85).

Numerous studies have revealed that the underlying
mechanisms of antigen processing depend not only on the
constitutive proteasome or the immunoproteosome, but also
on the involvement of alternative molecular machineries of
cytosolic degradation, such as tripeptidyl peptidase II (TPPII)
and nardilysin (86-88). TPPII is a known eukaryotic peptidase
related to several cellular processes, such as antigen processing,
apoptosis and cell division. However, it should be noted that
TPPII activation occurs mainly when proteasome function
becomes compromised (89).

Although little is known about the detailed mechanisms
of cytosolic endopeptidases, such as Nardilysin, their role
seems to be indispensable in the generation of some specific
epitopes (90). The importance of alternative antigen processing
machinery should be further investigated in the context
of leishmaniasis.

Although the participation of CD8' T cells in Leishmania
infection is still controversial, growing evidence indicates that
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protective responses rely substantially on the effective dendritic
cell-mediated activation of cytotoxic lymphocytes (86, 87, 91, 92).

LEISHMANIA AFFECTS THE MIGRATION
OF DCS

Immature DCs strategically reside in peripheral tissues, where
they exercise their main function as immune guards. As
discussed previously, these sentinels specialize in antigen
uptake via their apparatus to internalize foreign particles.
In peripheral tissues, PAMP-mediated activation confers an
immunostimulatory phenotype to DCs, characterized by the
upregulation of molecules also associated with an enhanced
migratory ability. Subsequently, DCs migrate toward lymph
nodes, where they exchange information with naive T cells via
the antigen presentation process (93).

In order to ensure precise mobilization, the migration of
DCs needs to be highly coordinated and regulated by particular
recruitment signals (94). The primary mechanisms of DC
migration involve the cooperative action of chemokines and their
receptors. Chemokine receptors are typically transmembrane
proteins associated with G-proteins whose activation triggers
signaling pathways responsible for the promotion of cell
mobilization (95). Some evidence seems to suggest that
DC subtypes exhibit diverse chemokine receptors, conferring
subtype-specific migration dynamics. Commonly, immature
DCs express CCR2, CCR5, CCR6, CXCR2, and CXCR4 in a
predominant fashion. Upon pathogen-mediated activation, DCs
undergo a maturation processes that culminates in the crucial
upregulation of CCR7 (Figure 2A) (96).

By way of evolution, protozoan parasites developed strategies
to mitigate DC functioning by inhibiting access to T cells,
thusly restricting the establishment of efficient adaptive immune
responses. In the context of flagellate protozoan infection,
successful DC migration to draining lymph nodes (dLNs) is
substantially dependent on both CCR2 and CCR7 expression
(97). Several studies have reported that Leishmania can induce
a reduction in rates of DC migration (98, 99). In vitro studies
have elucidated the roles of both soluble products and membrane
constituents, such as L. major LPG, in the inhibition of DC
motility (98, 100). The underlying molecular mechanisms of
Leishmania-induced mitigation of DC motility remain elusive.
A recent study suggested that L. major exploits the junction
adhesion molecule C (JAM-C) to reduce DC migration rates, and
demonstrated that the experimental blockage of this molecule
enhanced the immunological response against this parasite (101).
An investigation in an animal model exhibited an L. major-
susceptible phenotype, suggesting that the depletion of CCR2
culminated in poor DC migration and a skewed Th2 immune
response (102). Furthermore, infection with L. donovani, a
viscerotropic species, promotes an inhibition in the expression
of CCR7 mediated by IL-10 production, which ensures that DCs
will not be able to reach splenic regions, thereby contributing
to the progression of visceral leishmaniasis (Figure 2B) (103).
Another in vivo study associated CCL19/CCL21 deficiency with
a reduction in both DC mobility and resistance to L. donovani
infection (103).

Collectively, the current data suggest that efficacious DC
migration is essential to the establishment of effective responses
against Leishmania parasites. The literature clearly indicates
that these parasites employ a plenitude of strategies to
prevent DCs from activating T cells during the course of
several clinical forms of leishmaniasis. Deciphering the complex
dynamics surrounding the Leishmania-mediated impairment of
DC mobilization will provide new insights into the evasion
mechanisms employed by these parasites and elucidate their
effects on the immunopathogenesis of leishmaniasis.

METABOLIC REPROGRAMMING DURING
DC ACTIVATION

Faced with infection and inflammation, DCs must cope with
increasing catabolic and anabolic demands via the redirection of
a plethora of metabolic pathways to support their major immune
functions (104). Typically, the metabolism of inactive DCs is
characterized by the central roles of oxidative phosphorylation
(OXPHOS) and fatty acid oxidation (FAO), for energy supply
and biomolecule synthesis, respectively (105). New evidence
suggests that, after the initiation of PAMP-mediated activation,
DCs undergo metabolic reprogramming, relying substantially on
anaerobic glycolysis for ATP production, a process characterized
by the conversion of pyruvate into lactate. Despite being
ineffective in the generation of ATP, glycolysis can be coupled
with several anabolic pathways, such as fatty acid synthesis and
the pentose phosphate pathway, allowing for the biosynthesis
of other macromolecules, namely lipids and nucleotides,
respectively (106, 107). In this scenario, DCs exhibit low rates
of oxidative phosphorylation. These deviations in the metabolic
repertoire of DCs are prominent regulators of immune responses,
as metabolic enzymes and their products can influence the
establishment of inflammation (108).

In this inflammatory milieu, immune cells are poorly supplied
with oxygen and nutrients for their metabolic processes, leading
to the activation of hypoxia-inducible transcription factor la
(HIF-1a) (109). Recently, HIF-1ao was recognized as a major
player in the induction of glycolysis, since it promotes the
transcription of several enzymes involved in glucose metabolism
(110). Nevertheless, its expression was shown to favor L.
donovani infection in a model of chronic visceral leishmaniasis,
as increased HIF-la expression in murine splenic DCs was
correlated with decreased IL-12 production, allowing parasite
survival through limited Th1 cell expansion (111). In consonance
with these observations, Hammani et al. demonstrated the
importance of the IRF-5/HIF1a transcription factor axis in the
impairment of DCs to promote the expansion of CD8% T
cells (112). Conversely, in vitro experiments showed that HIF1a
enhanced both Leishmania major elimination and levels of NO
production in macrophages (Figure 3) (113). Together, while
these observations suggest that HIF1la downregulates some DC
functions against Leishmania, this effect may be cell-specific.
Moreover, a recent study highlighted the contribution of two
energetic sensors, Sirtuin 1 (SIRT1) and AMP-activated protein
kinase (AMPK), to L. infantum survival and replication in
macrophages (114).
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Given the relevance of the metabolic processes of DCs in
supporting the immunobiological functioning of these cells,
it is unsurprising that an increasing number of studies have
contemplated this interesting topic in recent years. Nevertheless,
few studies have attempted to investigate the role of DC
immunometabolism in Leishmania infection. Currently, the
molecular players involved in metabolic reprogramming and the
mechanistic basis of immunometabolism continue to remain
elusive in the context of leishmaniasis.

EFFECTS OF EPIGENETIC
MODIFICATIONS ON DC DEVELOPMENT
AND COURSE OF INFECTION

Interactions between host cells and parasites prompt several
alterations in a range of biological processes occurring in
DCs, including epigenetic alteration via modified gene
expression. This phenomenon is not dependent on DNA
sequence modifications and includes DNA methylation,
histone modifications, chromatin remodeling and regulation by
non-coding RNAs (115-117).

The activation of transcription factors is one of the major
regulatory elements occurring in epigenetic alterations (118,
119). PU.1 transcription factor has been described as an essential
TF for the development and functioning of DCs, as evidenced
by the expression of FLT3, granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor receptor (GM-CSFR) and macrophage colony
stimulating factor receptor (M-GSFR) (119, 120). It has been
demonstrated that PU.1 is also involved in the regulation of basal
expression of DC-SIGN, which in turn influences the repertoire
of antigen uptake in DCs (121). PU.1 can also regulate the
promoter region of genes CD80 and CD86 in murine bone
marrow-derived DCs, leading to the overexpression of these co-
stimulatory molecules, thereby enhancing DC migration and the
activation of T cells (122).

In face of tissue damage or infection, several modifications in
the histones alter chromatin conformation, leading to changes
in the expression profile of critical genes in specific DC subsets
(123, 124). Tserel et al. showed by GWAS (Genome-wide
Association Study) that histone modifications can influence
the processes of differentiation, phagocytosis and antigen
presentation in moDCs through the upregulation of surface
marker expression and chemokine production. Similar findings
have been reported in macrophages, reinforcing the similarity
of epigenetic mechanisms in the development of both cell
types (125).

The importance of epigenetic changes in DCs infected by
Leishmania remains unclear. However, L. donovani infection in
macrophages was shown to lead to changes in the methylation
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