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RESUMO

SOUZA, COS. CD18 coordena o desenvolvimento de mondcitos e a diferenciagédo em
macrofagos alternativamente ativados conferindo resisténcia a infeccdo por
Schistosoma mansoni. 2021. 114 fls. Tese (doutorado). Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo

A esquistossomose € uma doenga helmintica negligenciada causada por vermes do
género Schistosoma spp. Essa doenga afeta principalmente comunidades pobres e
rurais localizadas em regides tropicais e subtropicais, levando a morte de ~240.000
pessoas todos os anos. Durante o ciclo biolégico do parasita no hospedeiro mamifero,
os esquitossébmulos imaturos transitam pela vasculatura pulmonar até chegarem ao
figado onde amadurecem em vermes adultos e, posteriormente migram para as veias
mesentéricas, acasalam e comegcam a deposicao de ovos. A resposta inflamatoria
desencadeada durante este processo leva ao recrutamento de leucécitos que atuam
pela destruicdo de um numero significativo de cercarias no pulméo e, coordenam a
formagao do granuloma do tipo 2 ao redor dos ovos depositados no figado, uma marca
registrada da doencga cronica. O trafico de leucocitos para os tecidos afetados é
dependente de quimiocinas e moléculas envolvidas na adesao celular. A subunidade
funcional B2 integrina (CD18) é fundamental para a migragao e fungéo transendotelial
de leucécitos. No entanto, o papel desempenhado pelo CD18 durante a
esquistossomose experimental ainda ndo € claro. Procuramos resolver essa lacuna
usando um modelo de camundongos que expressam baixos niveis de CD18
(CD18°"), assemelhando-se, assim, a humanos com deficiéncia moderada de ITGB2.
Deste modo, infectamos animais selvagens C57BL/6 (WT) e CD18°* com cercérias
de S. mansoni pela via subcutanea. A baixa expressao de CD18 levou a diminuigcéo
da taxa de sobrevivéncia dos animais, por aumentar a carga parasitaria, deposicéo de
ovos nas fezes e o infiltrado inflamatério no figado. A suscetibilidade observada nos
animais CD18°" foi correlacionada a falhas na monocitopoese na medula 6ssea. Em
relagdo ao mecanismo molecular, CD18 afeta a transcrigcdo de IRF8 e a expressao de
CD115 na superficie dos progenitores de mondcitos em proliferagado (pMo), levando
ao acumulo destes progenitores e redugcédo dos subtipos de mondécitos maduros na
medula éssea e no sangue periférico. No pulméo, os baixos niveis de CD18 afetaram
o acumulo de mondcitos intermediarios Ly6C™e", mondcitos patrulheiros Ly6C'Y,
macréfagos (MDMSs) e células dendriticas (MDCs) derivadas de mondcitos apos uma
semana de infeccdo. Na fase cronica da doenca, a baixa expressédo de CD18 diminuiu
os mondcitos inflamatdrios Ly6CM9" CX3CR1'°%- CD11b* no figado, e a transferéncia
adotiva dessas células para animais os CD78°" reverteu o infiltrado inflamatoério e a
fibrose. Sabe-se que mondcitos inflamatdrios Ly6C"9" se diferenciam e polarizam em
macrofagos ativados alternativamente (MAAs), os quais promovem o reparo tecidual.
Seguindo essa hipotese, confirmamos que, a baixa expressdo de CD18 afetou a
expressao de /l4, Chi3I3l e Arg1, resultando na diminuigdo dos MAAs no figado. Esses
resultados se correlacionaram com a diminuigdo dos niveis de IL-10 no figado. Em
conclusao nossos dados mostram o papel critico do CD18 no desenvolvimento de
mondécitos e na diferenciacdo em MAAs, que promove uma reposta eficiente do
hospedeiro durante a esquistossomose experimental.

PALAVRAS-CHEVES: Schistosoma mansoni, CD18, mondcitos, macrofagos
alternativamente ativados, resisténcia.



ABSTRACT

SOUZA, COS. CD18 coordinates monocyte development and differentiation into
alternatively activated macrophages conferring resistance to Schistosoma mansoni
infection. 2021. 114 fls. Tese (doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo

Schistosomiasis is a neglected helminth disease caused by worms of the genus
Schistosoma spp. The disease affects poor and rural communities localized in tropical
and sub-tropical regions and causes ~240,000 fatal outcomes every year. During its
development into mammalian hosts, immature schistosomula transit through the
vasculature before they reach the liver, where they mature into adult worms and later
migrate to mesenteric venues, mate, and begin egg deposition. The immune response
during this process leads to the recruitment of leukocytes that act by destroying a
significant number of cercariae in the lung and trigger a type 2 granuloma formation
around the eggs in the liver, a hallmark of chronic disease. The trafficking of leukocytes
to affected tissues depends on chemokines and molecules involved in cellular
adhesion. The functional B2 integrin subunit (CD18) is a fundamental regulator of
leukocyte trans-endothelial migration. However, the role played by CD18 during
experimental schistosomiasis remains unclear. We sought to address this knowledge
gap using a mouse model that expresses low levels of CD18 (CD78°%), thus
resembling humans with moderate ITGB2 deficiency. We infected wild-type C57BL/6
mice (WT) and CD78°* with cercariae of S. mansoni subcutaneously. Low CD18
expression leads to a decrease in the survival rate of these animals by increasing the
parasite burden, eggs deposition in the feces and inflammatory infiltrated in the liver.
The susceptibility observed in CD718°% mice was correlated to failures in
monocytopoiesis in the bone marrow. Mechanistically, CD18 affects the IRF8-
dependent CD115 expression on the proliferating monocyte progenitor (pMo), leading
to the accumulation of these cells and consequent reduction of the mature monocyte
subsets in the bone marrow and peripheral blood. In the lung, low levels of CD18
affected the accumulation of patrolling Ly6C'°¥, intermediate Ly6C"e" monocytes,
monocyte-derived macrophages (MDMs) and dendritic cells (MDCs) after one week of
infection. In the chronic phase of disease, low levels of CD18 decreased the
inflammatory Ly6CMd" CX3CR1°%- CD11b* monocytes in the liver, and the adoptive
transference of these cell to CD78°" mice ameliorates the inflammatory infiltrate and
fibrosis. Inflammatory Ly6CM" monocytes differentiate and polarize in alternatively
activated macrophages (AAMs), which promote tissue repair. Following this
hypothesis, we confirmed that low levels of CD18 affected the expression of //4, Chi3I3/
and Arg1, which decrease AAMs in the liver. This correlated with decreased IL-10
levels. In conclusion, our data point for a fundamental role of CD18 in monocytes
development and differentiation into AAMs, which promotes an efficient host response
during experimental schistosomiasis.

KEYWORDS: Schistosoma mansoni, CD18, monocyte, alternatively activated
macrophages, resistance.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. CICLO DE VIDA DO SCHISTOSOMA MANSONIL. ............veeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
FIGURA 2. HEMATOPOESE DE CELULAS MIELOIDES NA MEDULA OSSEA E BAGO................ 30
FIGURA 3. MONOCITOS E MACROFAGOS EM RESPOSTA AO GRANULOMA DE S. MANSONI. . 32
FIGURA 4. ATIVAGAO DE INTEGRINAS. ........oneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeee s 36
FIGURA 5. ESTRATEGIA PARA DETERMINAR OS ESTAGIOS SEQUENCIAIS DE DIFERENCIAGAO
DE MONOCITOS NA MEDULA OSSEA. ........oeiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e eee e eee e, 47
FIGURA 6.ESTRATEGIA PARA DETERMINAR OS SUBTIPOS DE MONOCITOS LY6C NA MEDULA
OSSEA, SANGUE PERIFERICO, PULMAO E FIGADO. ..........ccvieeeeeeeeeeeeeeeeee e 48
FIGURA 7. ESTRATEGIA PARA DETERMINAR MONOCITOS INFLAMATORIOS E MONOCITOS
PATRULHEIROS, COM INCLUSAO DE CX3CR. ..o, 49
FIGURA 8. ESTRATEGIA PARA DETERMINAR NEUTROFILOS. ........coveiuieiieaeeeeeeeeeeeeeeeeeanns 49
FIGURA 9. ESTRATEGIA PARA DETERMINAR MACROFAGOS E CELULAS DENDRITICAS
DERIVADAS DE MONOCITOS NO PULMAO E FIGADO. .........cuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 50
FIGURA 10.ESTRATEGIA PARA AVALIAR A-SUBUNIDADES DE INTEGRINAS EM MONOCITOS
INFLAMATORIOS E MONOCITOS PATRULHEIROS NO FIGADO. .........covoeeeeeeeeeeeene. 51
FIGURA 11. ESTRATEGIA PARA ANALISE DE MACROFAGOS ALTERNATIVAMENTE ATIVADOS
(MAAS) NO FIGADO. .......oeveieeeeeeeeee e et ee et eee e e eae e eeeeeneeane s 51
FIGURA 12. ESTRATEGIA PARA DIFERENCIAGAO DE LEUCOCITOS INTRAVASCULARES. ...... 52
FIGURA 13. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 CONFERE SUSCETIBILIDADE A INFECGAO POR S.
MANSONL. ... et e e e e e e e e e eeeeee e 60
FIGURA 14. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 ESTA ASSOCIADA AO AUMENTO DE GRANULOMAS
NO FIGADO. ... et e et et e e e e e et e e e e e e e e eee e, 61
FIGURA 15. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 AFETA A HEMATOPOESE DE MONOCITOS NOS
PRIMEIROS DIAS DA INFECGAO POR S. MANSONL. ...........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 62
FIGURA 16. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 AFETA O PROGENITOR DE MONOCITOS EM
PROLIFERAGAO (PMO) NA MEDULA OSSEA APOS 7 SEMANAS DE INFECGAO POR S.
MANSONL. ... e e et ee e e e e e e ee e eeeeee e 65
FIGURA 17. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI 0 MFI DE Ki-67 NOS PROGENITORES DE
MONOCITOS APOS 7 SEMANAS DE INFECGAO COM S. MANSONL. ..........c...ceveeeeneennnn. 66
FIGURA 18. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 AFETA A EXPRESSAO DE IRF8 E CD115 NO
PROGENITOR DE MONOCITOS EM PROLIFERAGAO (PMO) DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE
CRONICA. ... e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eee e 68



FIGURA 19. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 REDUZ OS MONOCITOS INFLAMATORIOS E
MONOCITOS PATRULHEIROS NO SANGUE PERIFERICO AO LONGO DA INFECGAO POR S.
MANSONIL. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e snssssesens 71

FIGURA 20. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI O ACUMULO DE MONOCITOS
PATRULHEIROS NOS PULMOES DE ANIMAIS INFECTADOS COM S. MANSON.. ............... 74

FIGURA 21. ANIMAIS CD18'°" APRESENTAM REDUGAO NA FREQUENCIA DE MACROFAGOS
(MDMSs) E CELULAS DENDRITICAS (MDCs) DERIVADAS DE MONOCITOS NOS PULMOES
DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE AGUDAL. ........ooooeiiiiieeeeeeeee e e aa e 76

FIGURA 22. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 NAO ALTERA O ACUMULO DE MONOCITOS,
MACROFAGOS (MDMS) E CELULAS DENDRITICAS (MDCS) DERIVADAS DE MONOCITOS
NO PULMAO APOS 7 SEMANAS DE INFECGAO COM S. MANSONIL. .............euueeeeeeenann.... 77

FIGURA 23. CD18 E NECESSARIO PARA A PRODUGAO ADEQUADA DE CITOCINAS NOS
PULMOES DE ANIMAIS INFECTADOS COM S. MANSONI. ... 78

FIGURA 24. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI A PORCENTAGEM DE MONOCITOS
INTERMEDIARIOS LYBC™NTER E MONOCITOS PATRULHEIROS LYBC-°" NO FIGADO APOS 7
SEMANAS DE INFECGAO COM S. MANSONI. ..........uuumeeeeeeeeeaaaeeeeeeee e 79

FIGURA 25. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 PREJUDICA A SUBUNIDADE CD11B* EM
MONOCITOS INFLAMATORIOS LY6CH®" CX3;CR1°Y- NO FIGADO DE ANIMAIS
INFECTADOS CRONICAMENTE COM S. MANSONI. ...........cceoeeieeeeeeeeeeeaaaann 81

FIGURA 26. A TRANSFERENCIA ADOTIVA DE MONOCITOS INFLAMATORIOS E MONOCITOS
PATRULHEIROS NAO ALTERA OS PARAMETROS PARASITOLOGICOS DE ANIMAIS CD18-°%
INFECTADOS COM S. MANSONI. ...........uuuuueeeeeeeeeeeeeeeee e e e e aaaaeeas 82

FIGURA 27. A TRANSFERENCIA ADOTIVA DE MONOCITOS INFLAMATORIOS DIMINUI O
INFILTRADO INFLAMATORIO NO FiGADO DE ANIMAIS CD18'°" INFECTADOS
CRONICAMENTE COM S. MANSONIL. ...t 83

FIGURA 28. A TRANSFERENCIA ADOTIVA DE MONOCITOS INFLAMATORIOS DIMINUI A FIBROSE
HEPATICA DE ANIMAIS CD18'°" APOS 7 SEMANAS DE INFECGAO POR S. MANSON.. ... 84

FIGURA 29. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 NAO AFETA O ACUMULO DE MACROFAGOS
(MDMSs) E CELULAS DENDRITICAS (MDCS) DERIVADAS DE MONOCITOS NO FIGADO APOS
7 SEMANAS DE INFECGAO POR S. MANSONI. ........cuuueeeeeeeeaaaaeeeeeee e 85

FIGURA 30. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI OS MACROFAGOS ALTERNATIVAMENTE
ATIVADOS (MAAS) NO FIGADO APOS 7 SEMANAS DE INFECGAO COM S. MANSONIL. .... 87



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. MARCADORES DE SUPERFICIE DE PROGENITORES DE MONOCITOS E MONOCITOS
MADUROS NA MEDULA OSSENA. ......cottuuieieeiiiiiieeeeeeeeetaaeeeeeeattaeeeeeeesaaaeeaseesnnaaaeeaeennns 47
TABELA 2.CLASSIFICAGAO DOS SUBTIPOS DE MONOCITOS PELA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE

TABELA 3. MARCADORES DE SUPERFICIE DE MONOCITOS INFLAMATORIOS E MONOCITOS
PATRULHEIROS, COM INCLUSAO DE CX3CRT. ..ot 48
TABELA 4. MARCADORES DE SUPERFICIE DE NEUTROFILOS. .....uveuveieeieeeeeeeeee e eeeeeeeeeeen 49
TABELA 5. MARCADORES DE SUPERFICIES DE MACROFAGOS E CELULAS DENDRITICAS
DERIVADAS DE MONOCITOS. . ...t eee et e eee e eee e e e e eee e e e, 49
TABELA 6. MARCADORES DE SUPERFICIE PARA CLASSIFICAGAO DE SUBTIPOS DE MONOCITOS,
COM INCLUSAO DAS A-SUBUNIDADES DE INTEGRINAS. .....c.eeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeseeseeeanns 50
TABELA 7. MARCADORES DE SUPERFICIE DE MACROFAGOS ALTERNATIVAMENTE ATIVADOS
(MAAS). ettt e et e e ee e et e e ee e e 51
TABELA 8. SEQUENCIA DE INICIADORES (PRIMERS) MURINOS UTILIZADOS NA REAGAO DE



Vi

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADCC — Antibody-dependent cellular cytotoxicity
Arg1 — Arginase 1

CCL2 - Chemokine C-C motif ligand 2

CCR2 - C-C chemokine receptor type 2

CD - Cluster of differentiation

CD18HYP — camundongos hipomorfico para CD18
CD18"°" — camundongos com baixa expressdo de CD18
Chi3I3 — Chitinase-like protein 3

cMoP — common monocyte progenitor

CMP — common myeloid progenitor

CR4 — complement receptor 4

CSFR1 — Colony stimulating factor 1 receptor
CX3CR1 — CX3C chemokine receptor 1

DCs — dendritic cells

FceRI — High-affinity receptor for the Fc region of immunoglobulin E
FSC-A — forward scatter area

FSC-H - forward scater height

GMP - granulocyte-monocyte progenitor

HSCs — Hematopoietic stem cells

ICAM — Intracellular Adhesion Molecule 1

IFN-y — Interferon gamma

IL — interleucina

IL-4Ra — receptor da interleucina — 4

IL13Ra2 — receptor da interleucina 13 subunidade alpha 2
ILC2 — Group 2 innate lymphoid cells

IRF8 — Interferon regulatory factor 8

KLF4 — Kriippel-like factor 4

LAD — Deficiéncia de adesao leucocitaria

LDL — /ow density lipoprotein

LFA-1 — Lymphocyte function-associated antigen 1
LPC - lisofosfatidilcolina

LsyMereArg”fex — camundongos Arginase -1 deficientes em células mieldides.



Ly6C — Lymphocyte antigen 6 complex
LysMerelL-4Ra’f°x — camundongos deficientes do receptor de IL-4 em células
mieldides

M1 - macrofagos ativados classicamente

MAAs — macréfagos alternativamente ativados

MAC-1 — Macrophage 1 Antigen

MDCs — monocyte derived dendritic cells

MDMs — monocyte derived macrophages

MDP — monocyte-dendritic cells progenitor

MFI — Mean Fluorescent Intensity

MIF — Macrophage Migration Inhibitory Factor

MIP-1a — Macrophage inflammatory protein-1 alpha
MMP — metaloproteinases

mRNA — RNA mensageiro

NR4A1 — nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1
PCR — Reacdo em cadeia de polimerase

PD-L2 — Programmed death-ligand 2

pMo — proliferating monocytes

PPAR- y — Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Raldh — retinaldeido desidrogenase

Relma — Resistin-like alpha

sdLN — skin draining lymph node

SEA - antigeno soluvel de ovo

SjCL3 — Catepsina L3 de S. japonicum

Sm-p80 — Calpaina de S. mansoni

SSC-A — Side scatter area

STATG6 - Transdutor de sinal e ativador de transcricdo 6
t-SNE — t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding
TGF-B — fator de crescimento transformante beta
TNF-a — Fator de necrose tumoral alpha

TSLP — Thymic stromal lymphopoietin

B2’ - camundongos deficientes totais de B2 integrina

Vii



viii

Sumario
1.1, ESQUISTOSSOMOSE ........cotiiiiiiiiiaaaaaaaaaaaaaaaaaaseesae e et e e e e e e e e aaaaeeeeaaaaaaaanns 23
1.1.1.  Ciclo biolégico exemplificado pelo S. mansoni...............ccccceeeeeeveeee. 24
1.2. RESPOSTA IMUNE DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE ..........ccceeeiiiiiiiiaaaaaaanneenenns 25
1.1.2. Origem e fungdo dos mondcitos durante a esquistossomose ................. 28

1.1.1.2. Macrofagos alternativamente ativados durante a esquistossomose .... 32

1.3, INTEGRINAS .....ooiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaeaeaaeeeaaaannnn 35
L IR A [0 (=Te [ [ = T3 ¢ 36
1.1.1.3. Impacto do CD18 durante a hematopoese ..............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 37

. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS........cco o ccceeseemrmerrrrr s s s s s s s s s s s s 40

2.1, JUSTIFICATIVA ...ooiiiiiieieee e ettt e e e e e aaaaaeeeeeeeeeaasaaannnnnnnnnensnnees 40

2.2, OBUETIVO GERAL.......cceiiieiieieeeeeeee ettt e et eeeaaaaaaaaaaaeeseeaaaaaannnnnnnnsnnsnnees 40
2.1.2.  ObjetiVOS @SPECITICOS ........eeeeeeeeeeeee et aeeeaeaes 40

. MATERIAIS E METODOS ......c.coiiiteiiremssessssesssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssennns 43

3.1, ANIMAIS EXPERIMENTAIS .......ouuuuimiiiiieieeieereeaeaeaaaaaasaassaaaaannnssnsssnsssseseeeeeeeeaaees 43

3.2. MANUTENGAO DO S. MANSONI E INFECGAO EXPERIMENTAL .........ccuvvereerrrerenannns 43

3.3.  QUANTIFICAGAO DA CARGA PARASITARIA, VIABILIDADE INTESTINAL DO OVO E

QUANTIFICAGAO DE OVOS FECAIS. .......uuuuuiiiiiiiiiieiieeeaaaeaaaaaasassaaaaasnnsssssssssseeeereeeeeeaees 44
3.4.  ANALISE HISTOPATOLOGICA .......oouutiiiiiiiiiiieeaaaaaaaaaaasssaaaaannnnnsssnssneeeeeeeeeeaaaeens 44
3.5. OBTENGAO DE LEUCOCITOS .......ccuuuuiiiiiiiriieeaaaaaaaaaaassssaasaannnsssnsssssseseeeeeeeeaaees 45
3.1.5. MEAUIQ OSSA........ccceeeeeeeeeeee e 45
3.2.5. SANQUE PEIITEIICO. ........cceeeeeeeeeee et 45
G I T o 1 - (o 45
T o [0 - Lo [o B 45
3.6.  CITOMETRIA DE FLUXO ......ouiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie et e e eee e e e e e e e e s s s s e eeeeeeeaeaaeens 46
3.1.6. Marcag8o extraCelular....................ccouueeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeee e 46
3.2.6. Marcag8o infravasSCUIAr ..................cceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
3.7. SELEGAO DE CELULAS POR CITOMETRIA DE FLUXO (FACS-CELL SORTING)....... 52

3.1.7. Selegéo de progenitor de monocito em proliferagdo (pMo) e mondcitos
INFIAMATOLIOS (IM): ... 52
3.2.7. Selegdo de monocitos inflamatdrios e mondcitos patrulheiros da medula
ossea de animais CX3CRTIP* ..o e 53



3.8. TRANSFERENCIA ADOTIVA DE MONOCITOS ......ccuuuiieiiiiieaaaiiiaaaaieeeesaneeeeeanneeas 53
3.9. EXTRAGAODE RNA TOTAL ......ouiiiiiiiiiiiiiiiee e ettt a e e e e e e e e 53
3.10. SINTESEDECDNA ... ... e e 54
3.11. REAGAO DE PCREM TEMPO REAL (QPCRY) ......coooiiiiiiieeeeeee 54
3.12. OBTENGAO DO HOMOGENATO DE PULMAO E FIGADO ...........ceeveaiiireeaaiieaaaanenes 55

3.1.12. Dosagens de citocinas por ELISA............ooo oo 56
3.13. ANALISES ESTATISTICAS .....cceeiuiiieiiuiiaaaauieaeaateeeeaaneeeeaaneeeeeanneeeeeaanneeeeanneas 56

. RESULTADOS. ...t sss s ss s ass s aas s e an s e e 59

4.1. CD18 CONFERE RESISTENCIA A INFECGAO EXPERIMENTAL POR S. MANSONI ..... 59
4.2. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 RESULTA NO AUMENTO DO PROCESSO
INFLAMATORIO NO FIGADO APOS A INFECGAO POR S. MANSONI ............cccvovveueeeenannnn 61
4.3. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI OS SUBTIPOS DE MONOCITOS NA MEDULA
OSSEA NOS MOMENTOS INICIAIS DA INFECGAO POR S. MANSONI ............cceeveeeeneannennn. 62
4.4. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 LEVA AO ACUMULO DO PROGENITOR DE
MONOCITOS EM PROLIFERAGAO (PMO) NA MEDULA OSSEA DURANTE A
ESQUISTOSSOMOSE CRONICA. ........cooouiuieeeeieeiteeeeeeseeeeeeeessestesesessesesaresreseeesssnaneanes 63
4.5. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI A PROLIFERAGAO DOS PROGENITORES DE
MONOCITOS DURANTE A INFECGAO CRONICA POR S. MANSONI.............ccocveeeeeaeaneennnn, 66
4.6. CD18 CONTROLA A EXPRESSAO DE IRF8 E CD115 NO PROGENITOR DE
MONOCITOS EM PROLIFERAGAO (PMO) DURANTE A INFECGAO CRONICA POR S. MANSONI.
67
4.7. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 REDUZ OS SUBTIPOS DE MONOCITOS NA
CIRCULAGAO DURANTE A INFECGAO POR S. MANSONI ............coccveueeeeeeeeieineeeennaennns 69
4.8. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI OS MONOCITOS PATRULHEIROS NO
PULMAO DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE AGUDAL. ............couveeeeeaeeateaneeeeeeeeseeenesneeeenns 72
4.9. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 REDUZ MACROFAGOS (MDMS) E CELULAS
DENDRITICAS (MDCS) DERIVADAS DE MONOCITOS NO PULMAO APOS A INFECGAO POR S.
MANSONI. ........ooneeeeeeaeeeeeeee et e e e e eee et e e et eete et e e eeeeteateea e e eeeeteseeete e eesetesreseeeaennaneanes 75
4.10. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 NAO PREJUDICA O RECRUTAMENTO DE MONOCITOS
E A DIFERENCIAGAO EM MACROFAGOS (MDMS) E CELULAS DENDRITICAS (MDCSs)
DERIVADAS DE MONOCITOS NOS PULMOES DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE CRONICA. .. 76
4.11. CD18 REGULA A PRODUGAO DE CITOCINAS NOS PULMOES DURANTE A
ESQUISTOSSOMOSE. .......cvevivieeeeieieieeeeeeeeseeeseeeteseeesseseeeesssestesesesseeessresteseeesnenaneanes 78



4.12. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 DIMINUI OS MONOCITOS INFLAMATORIOS LY6CH'¢H
CX3CR1-°"- CD11B* NO FIGADO DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE CRONICA. .............. 79
4.13. A TRANSFERENCIA ADOTIVA DE MONOCITOS INFLAMATORIOS LY6CHeH
CX3CR1°"- REVERTE O DANO HEPATICO DE ANIMAIS CD178-°" INFECTADOS
CRONICAMENTE COM S. MANSONI..........uuuuuueeeeeeeeeeeeeeee e e eeeaaaaens 82
4.14. A BAIXA EXPRESSAO DE CD18 REDUZ OS MACROFAGOS ALTERNATIVAMENTE

ATIVADOS NO FIGADO DURANTE A ESQUISTOSSOMOSE CRONICA.............ciiiiieaaaaaaaaaenne. 85
 DISCUSSAD .......coeceeeeirireese s es e s ssesse s s s e ssesaesse s s e s sesaesae s s e esesseeaeaesnesssnes 89
. CONGCLUSAD ......ceeceeectrieeee s e e ssesss s s s s ssesassse s ssessesaesassas e esessesaesnssnnnsnnes 95
REFERENCIAS......ceieeeeiecctceeces e e e sas s e s e ssessssssss s s e s s e sas s s s s e s s ssssnssnsnes 97
CANEXOS ... e e e e e e e e e e e e nnnnsssssssaaaaaeeeeeeeeeeennnn 109

ANEXO I —APROVAGAO CEUA ... ...ttt e e 109

ANEXO Il — APROVAGAO CEUA ...t e e 110

ANEXO Il = SISGEN .......ouuuiiiiiii et e e e e e e e e e e e 111

ANEXO IV = LISTADE PUBLICAGOES ............coeieieeeeeeeee e 112

Artigos publicados durante o doutorado relacionados a tese.......................... 112
Artigos publicados durante o doutorado nédo relacionados a tese................... 112

ANEXO V — PREMIOS ASSOCIADOS AESSA TESE ......cceeiieiiiieieeeeiiiiiiee e e e e e eeeeeeeee 114



7. Yntroducdo



Jowza, G O. S — Jntroducio 23

1. INTRODUGAO

1.1. Esquistossomose

Durante uma expedigdo para o Egito em 1852, o médico alemao Theodor
Bilharz realizou autopsias em mumias, nas quais encontrou vermes trematodeos
sanguineos na parede da bexiga e nas veias mesentéricas (JORDAN, 2000). Por essa
razdo o nome inicial da doenca causada por estes vermes foi denominada de
“bilharzia”, mas que atualmente & conhecida como esquistossomose (JORDAN, 2000;
PEARCE; MACDONALD, 2002).

A esquistossomose € uma doenga helmintica negligenciada causada por
vermes do género Schistosoma spp, com prevaléncia em paises localizados nas
regides tropicais e subtropicais (PEARCE; MACDONALD, 2002; MCMANUS et al.,
2018). As trés principais espécies que infectam os humanos sdo: S. mansoni (Africa
e América do Sul) e S. japonicum (Leste Asiatico), que promovem fibrose no figado e
intestino; e S. haematobium (Africa e Oriente Médio), que desencadeia manifestagdes
urogenitais.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a esquistossomose
leva a morte de cerca de 240 mil pessoas todos os anos ao redor do mundo, sendo
que mais de 700 milhdes de pessoas vivem em areas endémicas, configurando-se
como um grave problema de saude publica que esta intimamente relacionado com
condicbes de pobreza e desvantagens sociais dos individuos afetados
(“Schistosomiasis (Bilharzia)”, [s.d.]). No Brasil, entre os anos de 2000 — 2011 foram
registrados 12.491.280 Obitos, sendo 8.756 relacionados a esquistossomose
(MARTINS-MELO et al.,, 2014). Alagoas (1.48/100.000 habitantes), Pernambuco
(1.20/100.000 habitantes) e Sergipe (0.61/100.000 habitantes) s&o os estados
brasileiros com as maiores médias de mortalidade por essa doengca (NASCIMENTO
etal., 2019). Em 2015 no Brasil, os gastos totais relacionados com a esquistossomose
e suas decorréncias, somaram cerca de US$ 41,7 milhdes ddlares (NASCIMENTO
et al., 2019).
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1.1.1. Ciclo biolégico exemplificado pelo S. mansoni

O ciclo biolégico do S. mansoni inicia-se apds o contanto do hospedeiro
vertebrado (o homem) com a forma infectante, a cercaria, a qual emerge em resposta
a luz solar do caramujo do género Biomphalaria spp, comumente encontrado em
aguas doces e limpas. Apos a penetracdo das cercarias através da pele do
hospedeiro, estas perdem sua cauda e se diferenciam em larvas denominadas
esquistossémulos (COLLINS et al., 2011), que permanecem na pele por pelo menos
2 dias, antes de migrarem através da corrente sanguinea, para os pulmdes, com pico
entre 3 e 7 dias apds a infecgado (WILSON, 2009). Posteriormente, as larvas passam
pela vasculatura pulmonar e ventriculo esquerdo do coragdo, chegam ao sistema
porta-hepatico onde permanecem até atingirem a maturidade sexual, quando entédo
emparelham-se e migram para as vénulas mesentéricas, dando inicio ao
acasalamento e a deposicdo de ovos que atravessam a mucosa intestinal e séo
eliminados nas fezes (~ 6 - 7 semanas apos a infecgdo). Os ovos no meio ambiente
eclodem em contato com a agua liberando miracidios, que penetram o caramujo,
hospedeiro intermediario, onde se desenvolvem em esporocistos que produzem as

cercarias (reproducao assexuada), fechando o ciclo (NATION et al., 2020) Figura 1.

As larva se tornam
maduras no figado

s larvas migram para o coraga
esquerdo e para cwculat;ao

Fs larvas mlgram para 0s pulmoes

Vermes adultos
emparelham

Vermes migram para 0s vasos
mesentéricos do instestino, através da circulagéo venosa
onde as fémeas colocam 0s ovos

1 I

( Ovos sao secretados nas fezes W, ( Cercarias tornam-se esquistossémulos) ~~~~~~~~~~~~

Agua P I "*—(Cercarias penetram na peIeJ

penetram no caracol,

Miracideos eclodem e
hospedelro intermediario

esporocistos,

Miracideos se tornam J

que produzem cercarias

Miracideos
G Caracol
________________________ —_— \ — Cercana’s séoliberadas |
na agua fresca

Figura 1. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni.
O ciclo de vida do S. mansoni envolve hospedeiro intermediario (caracol) e hospedeiro
definitivo (vertebrado/homem). Os ovos eliminados nas fezes pelo hospedeiro vertebrado
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eclodem ao entrar em contato com a agua, liberando os miracidios, que penetram os caracéis
do género Biomphalaria spp. Dentro do caracol, os miracidios se desenvolvem em
esporocistos e produzem grandes numeros de cercarias (~ 30 dias), que em resposta a luz
solar saem do caracol, nadam até encontrarem o hospedeiro humano/vertebrado e
penetrarem pela pele. Na pele, as caudas da cercaria caem originando os esquistossémulos
que migram pelos vasos sanguineos até atingirem o pulm&o e coragao direito, antes de
chegarem ao coracdo esquerdo, de onde entram na circulagdo arterial. Ao chegarem no
sistema porta-hepatico, os esquistossdmulos migram para as veiais mesentéricas do figado,
amadurecem e se tornam vermes adultos machos ou fémeas. O verme macho acopla-se na
fémea e migram para as veias mesentéricas do intestino, acasalam-se, e as fémeas liberam
os ovos. Os ovos liberados na circulagcéo, passam pela parede intestinal e sdo excretados nas
fezes, dando continuidade ao ciclo. Adaptado de (MCMANUS et al., 2018)

1.2. Resposta imune durante a esquistossomose

A infeccdo por Schistosoma spp. induz resposta imune celular e humoral
(WILSON et al.,, 2007), sendo que o hospedeiro vertebrado pode apresentar
particularidades na resposta durante as diferentes fases da migracdo e
estabelecimento do parasita. A reagao inflamatéria, ocasionada nos momentos iniciais
é caracterizada pelo edema e influxo de neutrofilos (PAVELEY et al., 2009), bem como
a ativagao de macrofagos residentes, células de Langerhans (KUMKATE et al., 2007)
e células dendriticas (DCs) (WINKEL et al., 2018), que destroem numero significativo
de cercarias e esquistossbmulos na pele, denominada dermatite cercariana
(SCHWARTZ; ROZENMAN, 2002).

ApOs a ativagao por cercarias de S. mansoni, macréfagos residentes liberam
IL-10, enquanto que as DCs produzem IL-6, IL-12p40 e TNF-qa, que contribuem para
a ativacdo das respostas imune adaptativas nos linfonodos drenantes da pele (do
inglés: skin draining lymph node - sdLN) (MOUNTFORD; TROTTEIN, 2004; PAVELEY
et al., 2009). Assim, as DCs aumentam a expressao de HLA-DR, CD80, CD86, PD-L1
e PD-L2, aumentando a interagdo com as células T e coordenando a polarizagéo para
o perfil Th2 (WINKEL et al., 2018). Além disso, os antigenos das cercarias sao
internalizados por macrofagos induzindo as respostas de células T CD4* produtoras
de IL-4* (T CD4* IL-4*) nos sdLN.

As cercarias que se transformam em esquistossémulos migram pela pele e
entram na circulagdo (SCHWARTZ; HAMS; FALLON, 2018). Mecanismos efetores
sdo ativados para matar os esquistossdmulos em migragao, sendo o microambiente
pulmonar um local eficaz para a eliminagéo das larvas, resultando na denominada
pneumonite  esquistossomotica aguda (SCHWARTZ; ROZENMAN, 2002).
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Macrofagos e eosindfilos que expressam FceRI reconhecem IgE e induzem a
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (do inglés: Antibody-
dependent cellular cytotoxicity - ADCC) em resposta as larvas de S. mansoni
(DOMBROWICZ et al., 2000). Curiosamente, a imunizagdo com antigeno Sm-p80 (S.
mansoni) induz ADCC eficaz no pulmao durante a migrac&o das larvas (TORBEN et
al., 2012), enquanto SjCL3 (S. japonicum) suprime a ADCC, evitando uma resposta
exacerbada do hospedeiro (HUANG et al., 2020). Aléem disso, as células imunes
presentes no pulmao interagem com os produtos excretorios e secretorios dos
esquistossémulos resultando na producgao das citocinas TNF-a, IL-12, IL-6 e IL-1j3, as
quais induzem a resposta imune inicial mediada por linfécitos do tipo Th1 e producéao
de IFN-y (DE JESUS et al., 2002; DEAN; MANGOLD, 1992; EL RIDI; TALLIMA, 2009).

Os esquistossémulos sobreviventes que escapam da resposta imune inicial
continuam o seu ciclo biologico, transformando-se em vermes adultos no figado,
intestino e bexiga, fazendo com que o hospedeiro se adapte a carga de vermes e
deposicao de ovos (WILSON, 2009; NATION et al., 2020). Assim, quando 0s ovos sao
produzidos, o perfil de citocinas muda drasticamente, sendo a fase crénica da doenca
caracterizada por altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 que induzem a resposta
granulomatosa do tipo 2 (PEARCE; MACDONALD, 2002).

O balango das respostas Th1 e Th2 ao longo da esquistossomose determina
o desfecho clinico da doenga (PEARCE; MACDONALD, 2002; SCHWARTZ,
ROZENMAN, 2002; MCMANUS et al., 2018). Sabe-se que animais deficientes de IL-
4, quando infectados com S. mansoni produzem altos niveis de IFN-y e TNF-a levando
a doenca grave e fatal (PATTON et al.,, 2001). Por outro lado, camundongos
deficientes para IFN-y exibem granulomas com tamanho reduzido, associados ao
desenvolvimento precoce da fase crbnica, sugerindo que o IFN-y é importante para a
formagao dos granulomas. Entretanto, a producéo excessiva de IFN-y pode ocasionar
o dano hepatico durante a esquistossomose (REZENDE et al., 1997). Portanto, uma
adequada ativagdo e regulacdo refinada da resposta imune esta associada a
desfechos favoraveis na infecgéo por S. mansoni.

A promogdo e magnitude da resposta imune mediada por linfocitos T é
induzida e auxiliada por células do sistema imune inato (PEARCE; MACDONALD,
2002). Assim, a inflamagédo hepatica durante a esquistossomose inicia-se com o
recrutamento de células T CD4", células T CD8" e células B CD19", enquanto que
eosindfilos, neutrofilos e macréfagos F4/80* CD11b* aumentam durante a fase crénica
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da doenca e maturagdo do granuloma (BURKE et al., 2010). Curiosamente, o
granuloma induzido durante a infecgéo pelo S. mansoni é caracterizado pela presenca
de eosinofilos, mondocitos e macréfagos (SCHWARTZ; FALLON, 2018), enquanto que
os granulomas de S. haematobium (FU et al., 2012) e S. japonicum (SCHWARTZ,
FALLON, 2018) possuem predominancia de células CD68" (macréfagos sinciciais) e
neutréfilos, respectivamente. Sabe-se que o pico de deposicdo de colageno se
correlaciona com o aumento de MIP-1a, CXCL1 (FU et al., 2012) e influxo das células
imune inatas para o granuloma hepatico (BURKE et al., 2010). Lipideos derivados do
S. mansoni, sdo capazes de ativar eosindfilos via TLR2 (MAGALHAES et al., 2010),
promovendo a liberagdo de metaloproteinases (MMP), histamina e colagenases que
contribuem para o remodelamento tecidual e formacao do granuloma (ARIYARATNE;
FINNEY, 2019), enquanto que o fator inibidor da migragdo de macréfagos (do inglés:
Macrophage Migration Inhibitory Factor- MIF) aumenta IL-5 e eosinofilos
(MAGALHAES et al., 2009). Sabe-se ainda que os ovos de S. japonicum induzem
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs), MMP9, IL-183, IL-1a, CCL3 e CXCL2,
que precede a formagéo do granuloma (CHUAH et al., 2014).

O dano tecidual causado durante a esquistossomose leva a liberagao de IL-
33 (PENG et al., 2016; LI et al., 2019), TSLP e IL-25 (alarminas) (COOK et al., 2011;
VANNELLA et al., 2016). Na infecgdo por S. japonicum, o aumento da expresséo
génica de /133 esta correlacionado ao aumento séricos da proteina transglutaminase
(tTG) tecidual (LI et al., 2019). A liberagc&o de IL-33 promove o desenvolvimento de
células Th2 CD4*IL-5*; CD4*'L-10*; e CD4*IL-13* (YU; DENG; LEI, 2015). Além disso,
o numero de macrofagos que expressam o receptor da IL-33 (ST2L) & maior quando
comparado aos de células T CD3* ST2L* apos a infecgao por S. japonicum (PENG et
al., 2016). Animais deficientes para o receptor ST2 sdo mais susceptiveis a infec¢ao
por S. mansoni (MAGGI et al., 2021). No entanto, a fibrose hepatica induzida pelo S.
mansoni néo é afetada pela falta da sinalizagdo de TSLP, IL-25 (VANNELLA et al.,
2016) e IL-33 (MUKENDI et al., 2021) individualmente, mas a interrupgcao da
sinalizagao por todos os trés mediadores reduz eosindfilos, células linfoides inatas
(ILC) — 2 e a fibrose em camundongos infectados (VANNELLA et al., 2016). Em
comparagao com células T CD4"*, as ILC2s produzem altos niveis de IL-13, mas nao
IL-4, enquanto IL-25 desencadeia fibrose mediada por ILC2 IL-13* no pulmdo apds
injecdo de ovos de Schistosoma (HAMS et al., 2014).
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A sinalizagdo de IL-4 e IL-13 tem sido associada com a gravidade da
esquistossomose (HERBERT et al., 2004; ADEDOKUN et al., 2018; MUTENGO et al.,
2018). De fato, a progressdo da esquistossomose e o dano hepatico estdo
correlacionados com o aumento de IL-13 em pacientes (MUTENGO et al., 2018).
Polimorfismos no gene promotor de IL-4 e STAT6 estdo associados a maior
susceptibilidade de criangas infectadas com S. haematobium (ADEDOKUN et al.,
2018). Além disso, a sinalizagdo via IL-4Ra favorece o desenvolvimento de
granulomas e induz fibrose na bexiga apos a injecdo de ovos de S. haematobium
(MBANEFO et al.,, 2020). Curiosamente, lipideos derivados da 5-lipoxigenase
induzem o aumento de IL-4 e IL-13 que controlam o tamanho do granuloma apéds a
injecdo de ovos de S. mansoni (TOFFOLI DA SILVA et al., 2016). A infecgdo por S.
Japonicum regula positivamente a via de sinalizagdo de IL-4 e IL-13 no figado de
camundongos infectados, que inclui genes relacionados com o remodelamento da
matriz extracelular, como Mmp2 e Mmp9 (SOUZA et al., 2020). A auséncia da
sinalizagao de IL-4Ra em células B afeta o recrutamento de mondcitos (YONG et al.,
2019) e o desenvolvimento das repostas Th2 resultando em susceptibilidade a
infeccdo por S. mansoni (HURDAYAL et al., 2017). No entanto, o influxo de mondcitos
sanguineos e sua conversdao em macrofagos ocorre independentemente da
sinalizagao via IL-4Ra durante a infeccdo por S. mansoni (ROLOT et al., 2019).
Mondcitos e macréfagos exercem papéis importantes durante a formacdo do
granuloma e regulagéo da resposta imune durante a esquistossomose (SCHWARTZ;
ROZENMAN, 2002; MCMANUS et al., 2018; ROLOT; DEWALS, 2018; SOUZA et al.,
2020), sendo que os altos niveis de IL-4 e IL-13 afetam o fenoétipo e funcionalidade
destas células (GORDON, 2003; HERBERT et al., 2004; GORDON; MARTINEZ,
2010).

1.1.2. Origem e fungao dos mondcitos durante a esquistossomose

Os monocitos exercem papeis cruciais durante a homeostase, defesa do
hospedeiro, desenvolvimento da resposta imune, resolucdo da inflamacgao,
cicatrizagdo e no reparo tecidual (HUME; IRVINE; PRIDANS, 2019). Os mondcitos
sdo uma populagao de leucécitos conservada evolutivamente e presente em todos os
vertebrados, podendo ter sua origem durante o desenvolvimento do figado fetal (em

camundongos nos dias da embriogénese E11.5 e E12.5), colonizando diversos
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orgaos, e se diferenciam em populagées macrofagos residentes, como macrofagos
alveolares no pulméo e células de Kupffer no figado (ZHAO et al., 2018b). Apds o
nascimento, os mondcitos circulantes sdo oriundos de células-tronco hematopoiéticas
(do inglés: Hematopoietic Stem Cells — HSCs) (HETTINGER et al., 2013; YANEZ et
al., 2017), e seu desenvolvimento ocorre por meio de estagios sequenciais de
diferenciagao: progenitor mieloide comum (do inglés: common myeloid progenitor —
CMP), progenitor mondcito-granuldcito (do inglés: granulocyte-monocyte progenitor
— GMP), progenitor comum monocito-DC (do inglés: monocyte-dentritic cells
progenitor — MDP), progenitor comum de mondcito (do inglés: common monocyte
progenitor - cMoP) e por fim, mondcitos em proliferagdo (do inglés: proliferating
monocytes - pMo), que se transformam em subtipos distintos de mondcitos maduros
na medula 6ssea e no bago (hematopoese extramedular) Figura 2 (HETTINGER et
al., 2013). Os mondocitos maduros representam cerca de 4% em camundongos e 10%
em humanos dos leucadcitos totais circulantes durante a homeostase (KAWAMURA;
OHTEKI, 2018).

Quando maduros, 0os monocitos sdo classificados como: mondcitos
inflamatdrios (classico) (camundongo: Ly6C"9" CCR2* CX3CR1'°"-; humano CD14high
CD167), que s&do abundantemente recrutados para locais de inflamagao
(GEISSMANN; JUNG; LITTMAN, 2003), mas retornam a medula 6ssea apos 3 dias
sob estado estacionario (VAROL et al., 2007); e os mondcitos patrulheiros (ndo
classicos) (camundongo: Ly6C'*" CCR2'°% CX3CR1Ms"* - humano CD14'°%- CD16"d"),
que patrulham os vasos sanguineos e permanecem na circulagdo por até 7 dias
(AUFFRAY et al., 2007). A manutengcdo e sobrevivéncia destas populagdes de
mondcitos sdo dependentes de uma variedade de fatores celulares (FRIEDMAN,
2007). Sabe-se, que os fatores de transcricdo PU.1, IRF8 (ZHAO et al., 2018a) e KLF4
(KUROTAKI et al., 2013) controlam o desenvolvimento e manutencdo de mondcitos
inflamatorios, enquanto que Nr4a1 (HANNA et al., 2011) de mondcitos patrulheiros.

Os mondcitos estdo associados com a resisténcia durante a esquistossomose
(NASCIMENTO et al., 2014; TURNER et al., 2014; DE SOUZA et al., 2019). Apds a
infecgdo por S. mansoni, a deplegdo de mondcitos inflamatdrios Ly6Chd" esta
associada a perda de peso significativa e afeta a resposta Th2 protetora
(NASCIMENTO et al., 2014). Mondcitos intermediarios (CD14°M9"t CD16*) de paciente
com esquistossomose sao capazes de interagir de modo eficiente com ligantes E/S
de cercarias quando comparados a individuos saudaveis, indicando um papel dos
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monaocitos no reconhecimento do parasita (TURNER et al.,, 2014). Além disso, a
transferéncia adotiva de mondcitos da medula 6ssea (CD14*CD11b*) para
camundongos infectados com S. mansoni reduz a expressao génica de TGF-31, a
deposigao de colageno e a fibrose hepatica (DE SOUZA et al., 2019).
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Figura 2. Hematopoese de células mieloides na medula éssea e bago.

Apo6s o nascimento, a hematopoese definitiva ocorre na medula 6ssea através das célula-
tronco hematopoiética (HSC) que se autorrenovam gerando progenitores constantes. A
linhagem mieloide origina-se do progenitor mieloide comum (CMP), que da origem ao
progenitor mondcito-granulécito (GMP), que se desenvolve em outros progenitores (nao
destacados) originando os granuldcitos/neutréfilos que s&o encontrados na circulagdo. Por
outro lado, os GMP também dao origem ao progenitor comum mondcito-DC (MDP), que
originam o progenitor de células dendriticas comum (CDP) que dé&o origem a células
dendriticas plasmocitoides (pDC), ou se desenvolvem em pré-DCs que originam as células
dendriticas convencionais (cDC1 e cDC2) no tecido. Os MDPs também dao origem ao
progenitor comum de mondcitos (cMoP), seguido do progenitor de mondcitos em proliferagao
(pPMo) que por fim originam os subtipos de mondcitos: mondcitos inflamatérios Ly6C"" e
mondcitos patrulheiros Ly6C™" (HETTINGER et al., 2013). Ainda, uma parte dos mondcitos
inflamatdrios Ly6C"9" podem se converter em mondcitos patrulheiros Ly6C"°" (LESSARD et
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al., 2017). O bacgo ¢ o local da monocitopoese extramedular que tem inicio com o progenitor
MDP resultando nos mondcitos maduros. Apds a entrada no tecido, os monécitos podem se
diferenciar em macréfagos e/ou células dendriticas (DCs) derivadas de mondcitos. Adaptado
de (UDALOVA; MANTOVANI; FELDMANN, 2016).

Por outro lado, os mondcitos também induzem fibrose durante a
esquistossomose (FERNANDES et al., 2014; YONG et al., 2019; WOLDE et al., 2020).
Durante a infecgéo por S. japonicum, células B1 secretam altos niveis de IL-10 que
inibe a producdo da quimiocina CCL2 (ligante CCR2) e consequentemente reduz o
recrutamento de mondcitos inflamatérios Ly6C"9" e a fibrose no figado (YONG et al.,
2019). Em pacientes com esquistossomose, os mondcitos CD14"" CD16- e CD14'ow"
CD16"9" aumentam a expressdo génica de TGF-B, que esta associada a fibrose
hepatica (FERNANDES et al., 2014). Além disso, o antigeno soluvel do ovo (SEA) de
S. mansoni induz a produgédo de TGF- por mondcitos (WOLDE et al., 2020) Figura
3. Curiosamente, a falta de CX3CR1 e, portanto, os mondcitos patrulheiros, reduz o
peso do figado e a formag&o de granuloma durante a infecgdo por S. japonicum,
sugerindo um papel diferencial para o subtipos de mondcitos (RAN et al., 2015).

Ao migrar da circulagdo para um tecido, os mondcitos adquirem novos
programas moleculares que favorecem sua diferenciagdo em células dendriticas
derivadas de mondcitos (MDCs) ou macrofagos derivados de mondécitos (MDMs)
(YANG et al., 2014). Durante a infec¢ao experimental por S. japonicum, as MDCs séo
eficientes em produzir altas concentragdes de IL-4, citocina capaz de amplificar a
resposta imune do tipo Th2 no figado (MA et al., 2015). Essas células s&o classificadas
pela expressdo de CD11b*, CD11c*, MHC-II*, CD40*, CD86* e Ly6CMd" em sua
superficie (HESPEL; MOSER, 2012). Ja os MDMs sao caracterizados pela expressao
de CD11b*, MHC-II*, F4/80M9" CX3CR1* e CD206" em sua superficie (GUNDRA et al.,
2017). Durante a infegdo por S. mansoni, mondcitos inflamatérios Ly6CM9" sdo
recrutados para o figado através do eixo CCL2/CCR2, e o aumento dessas células
promove o acumulo de MDMs, que em um ambiente Th2 adquire o perfil
alternativamente ativados (MAA) conferindo resisténcia a infecgdo (NASCIMENTO et
al., 2014) Figura 3.
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Figura 3. Mondcitos e macréfagos em resposta ao granuloma de S. mansoni.

No figado, os mondcitos inflamatérios que sdo recrutados do sangue periférico produzem
TGF-B que favorece a deposigcao de colageno e, uma parte se diferencia em macréfagos
derivados de mondcitos (MDMs). A diversidade de células presentes no granuloma é
responsavel pela formagao do microambiente do tipo 2, em que as células T produzem IL-4 e
IL-13 que induzem a ativagao alternativa de macréfagos via IL-4Ra. O eixo IL-4/IL-13 — IL-
4Ra leva a transcrigdo de retinaldeido desidrogenase 2 (Raldh2) (enzima catalisadora da
vitamina A) e ativagao/fosforilagdo de STAT6 que regula positivamente a transcri¢gao de Arg1,
Relma e PD-L2, que desencadeiam a producao de TGF-3 e deposi¢ao de colageno. Ainda,
Raldh2 coordena a agéo das células Treg que auxiliam na manutengao dos MAAs. Por fim, a
vitamina A controla a conversdo de MAAs derivados de mondcitos F4/80™ CD206* PD-L2*
MHC-II* em MAAs residentes F4/80"9" CD206™ PD-L2- MHC-II- UCP1", cuja fungdo ainda
precisa ser elucidada. Adaptado de (SOUZA et al., 2020).

1.1.1.2. Macréfagos alternativamente ativados durante a esquistossomose

Durante a esquistossomose, a maioria dos macrofagos no sitio inflamatorio
s&o derivados de mondcitos sanguineos (ROLOT et al., 2019; RUCKERL; COOK,
2019). Dependendo do microambiente, os mondécitos que se diferenciam em
macrofagos assumem perfis moleculares distintos (DAS et al., 2015). Dois programas
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moleculares de ativagdo sdo amplamente estudados: macrofagos ativados
classicamente (M1), que s&o induzidos por IFN-y + LPS e os macréfagos ativados
alternativamente (MAAs/M2), que sdo induzidos por IL-4 + IL-13 (MARTINEZ,
GORDON, 2014). A sinalizagdo de IL-4/IL-13 via IL-4Ra ativa STAT6, que regula
positivamente a expressao de arginase-1 (Arg1), proteina 3 semelhante a quitinase
(Chi3I3), resistina semelhante a alfa (Relma) e receptor de manose do tipo C (CD206)
(GORDON, 2003; GORDON; MARTINEZ, 2010; ROLOT; DEWALS, 2018). Embora a
sinalizagdo de IL-4Ra induza o fendtipo alternativo em macrofagos residentes
(JENKINS et al., 2011) e MDMs durante infec¢gdes por helmintos (GUNDRA et al.,
2017; ROLOT; DEWALS, 2018), estas células tem assinaturas transcricionais e
fungdes distintas. Ambos os MAAs, residentes ou derivados de mondcitos, expressam
altos niveis de Arg1, Chi3I3 e Relma, mas apenas MAAs derivados de mondcitos
expressam Raldh2 e PD-L2 (GUNDRA et al., 2014) Figura 3.

O microambiente do tipo 2 desenvolvido em resposta aos ovos de
Schistosoma favorece a ativagao alternativa de macréfagos. Sabe-se que os basdfilos
detectam a glicoproteina IPSE/alfa-1 do ovo, produzem IL-4 e IL-13 que
desencadeiam a ativagdo alternativa de mondécitos humanos, confirmada pela
expressdo aumentada de CD206" e CD209" (KNUHR et al., 2018). A infecg¢ao por S.
mansoni induz o recrutamento de mondcitos Ly6CMd9" para o figado, que se
diferenciam em MAAs CD206" PD-L2*, a manutencéo destas células é dependente
de linfécitos T CD4* (GIRGIS et al., 2014). Macréfagos J774A.1 estimulados com SEA
aumentam a expressdo de marcadores M2 (Arg1, CD206, IL-10 e TGF-B) e
fosforilagcdo de STAT6 (TANG et al., 2017). Ainda, a lisofosfatidilcolina (LPC) de S.
mansoni induz maior expressdo de Arg7 e CD206, aumentando liberacédo de IL-10,
TGF-B e prostaglandina (PG)-E2 por macréfagos peritoneais (ASSUNCAO et al.,
2017).

Como mencionado acima, os macréfagos sao essenciais para o reparo
tecidual durante a esquistossomose (HERBERT et al., 2004; BORTHWICK et al.,
2016). A sinalizagdo de IL-4Ra em MAAs induz a produgdo de IL-10 e TGF-j,
promovendo a cicatrizagao que minimiza o dano tecidual proveniente da formagao do
granuloma (BARRON; WYNN, 2011). Apos a infecgdo por S. mansoni, camundongos
LysMeelL-4Ra°* falham em orquestrar a resposta imune protetora Th2, resultado na
inflamagéo exacerbada do figado e aumento da mortalidade devido aos altos niveis
de IFN-y (HERBERT et al., 2004). E importante ressaltar que a deplecdo de
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macrofagos F4/80" CD11b* apds a injecdo de ovos de S. mansoni reduz o tamanho
dos granulomas e diminui a expressdo de [/L13ra2 (IL-13Ra2), Retnla e Chi3I3
afetando as respostas mediadas por células CD4* Th2 no pulmao (BORTHWICK et
al., 2016). Curiosamente, a polarizacdo de MAAs via IL-4Ra induz hipo-
responsividade de células T CD4"; mediada por IL-10, no sdLN apds exposicoes
repetidas as cercarias (PRENDERGAST; SANIN; MOUNTFORD, 2016). Também na
infecdo por S. haematobium, os macréfagos sao cruciais para o recrutamento de
eosinofilos, células T e células B para o granuloma e auxiliam no reparo tecidual da
bexiga (FU; ODEGAARD; HSIEH, 2015). Esses eventos se correlacionam com o
aumento da expressao dos genes /4, Arg1, MMP e colagenases (RAY et al., 2012).
As moléculas que caracterizam os MAAs apresentam diversas fungdes
durante a esquistossomose. Por exemplo, animais deficientes para Relma (Retnla”),
apos a injecao de ovos de S. mansoni, apresentam inflamacgao pulmonar intensa, com
deposicao desorganizada de fibras de colageno ao redor do granuloma (NAIR et al.,
2009). Animais Arg7”- infectados com S. mansoni produzem menos IL-10 e TGF-B,
perdem mais peso, apresentam maior carga intestinal de ovos e sucumbem pela
doenga (HERBERT et al., 2010). E importante ressaltar que animais LsyMceArg”ox
sdo altamente suscetiveis a infeccdo por S. mansoni por exibirem inflamacgao
granulomatosa exacerbada, fibrose hepatica e hipertenséo portal. A susceptibilidade
destes animais esta intimamente relacionada com a fungdo de macrofagos, porque
MAAs de camundongos LsyMceArg’™x inibem a proliferacdo de células T
independente de IL-10 e TGF- (PESCE et al., 2009). Macréfagos peritoneais
estimulados com o verme S. japonicum ou SEA aumentam a expressdo de CD206,
IL-10 e Arg1 e diminuem a expressdo de CD16/CD32 (M1) (ZHU et al., 2014).
Curiosamente, o aumento da expressao de Chi3I3 e Arg1 em MAAs de camundongos
infectados com S. japonicum foi associada ao aumento da fibrose hepatica (YE et al.,
2020). Durante a infecgao por S. mansoni, a IL-10 desempenha um papel fundamental
na manutencédo de MAAs e no controle de danos ao figado na auséncia da sinalizagéo
via IL-4Ra (DEWALS et al., 2010), além de regular o processo anti-fibrotico (KAMDEM
et al., 2018), ao passo de que niveis baixos de IL-10 estdo associados a fibrose
hepatica grave em pacientes com esquistossomose (MUTENGO et al., 2018). A
cooperagao de macréfagos e células T CD4* para produgao de IL-10, foi associada a
reducdo da mortalidade durante a esquistossomose experimental (HESSE et al.,
2004). Embora a deficiéncia de IL-10 leve ao aumento do tamanho dos granulomas



Jowza, G O. S — Jntroducio 35

na infecgdo por S .mansoni (SADLER et al., 2003), essa citocina n&o é capaz de
compensar os efeitos prejudiciais da auséncia de MAAs dependentes de IL-4Ra
(HERBERT et al., 2004). Sabe-se que a vitamina A também é um sinal importante
para a diferenciacdo e polarizacdo de MAAs durante a esquistossomose
(BROADHURST et al., 2012; GUNDRA et al., 2017). Camundongos infectados com
S. mansoni aumentam a expressao de Raldh2 e Raldh3 no figado, enquanto que os
MAAs induzem a diferenciagdo de células T reguladoras CD4* Foxp3* via
metabolismo do acido retindico (BROADHURST et al., 2012). Ainda, camundongos
com deficiéncia de vitamina A possuem uma redugdo drastica na populagcdo de MAA,
que resulta no aumento do dano hepatico (BROADHURST et al.,, 2012) e
suscetibilidade a infeccdo por S. mansoni (GUNDRA et al., 2017). A vitamina A é
necessaria para a conversdo de macréfagos F4/80™ CD206* PD-L2* MHC-II*
derivados de mondcitos em células que assumem um fendtipo residente F4/80hih
CD206" PD-L2" MHC-II UCP1* (GUNDRA et al., 2017), cuja fungao durante a infec¢ao
e/ou resolugéo da inflamacé&o ainda precisa ser elucidada Figura 3.

1.3. Integrinas

Em 1987, pela primeira vez utilizou-se o termo integrina para classificar um
grupo de moléculas semelhantes entre si, cuja fungdo estava associada com a
interagdo células-células e células-matriz extracelular (HYNES, 1987). A familia de
integrinas é composta por 24 dimeros af3, sendo 16 subunidades a e 8 subunidades
B (HYNES, 1987; SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 2017). As integrinas séo
proteinas de adesido transmembrana e heterodiméricas, que promovem adesao e
migracao trans-endotelial de leucécitos. Essas estruturas sdo formadas através de
ligacdes n&o covalente de uma a-subunidade a uma 3-subunidade (SCHITTENHELM;
HILKENS; MORRISON, 2017; FAGERHOLM et al., 2019; SUN et al., 2021)

Na auséncia de estimulos, as integrinas (a-subunidades) encontram-se em
sua forma inativa (dobrada) e de baixa afinidade com o ligante. Com o inicio da
resposta imune e a formacgao do microambiente inflamatério ocorrem sinais de “dentro
para fora” que alteram a estrutura das integrinas na superficie dos leucdcitos,
permitindo a interagcdo com os ligantes extracelulares (SCHITTENHELM; HILKENS;
MORRISON, 2017; FAGERHOLM et al., 2019; SUN et al., 2021). Esta modificagéo &
controlada pela sinalizagao de talina (TADOKORO et al., 2003) e kindlin (MOSER et
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al., 2008) no dominio intracelular B, resultando no aumento da afinidade
(SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 2017), e permitindo assim o contato com
o ligante, fato que desencadeia a sinalizagdo de “fora para dentro” Figura 4.

a

subunidade [T
subunidade
Forma néo ativa (dobrada) Forma ativa
Baixa afinidade pelo ligante Alta afinidade pelo ligante

Figura 4. Ativagao de integrinas.

Na auséncia de estimulo inflamatdrio, as integrinas encontram-se em estado de repouso ou
forma nao ativa (dobrada) de baixa afinidade. Apds a ativagao do sistema imune, a sinalizagéo
de dentro para fora controlada pela subunidade  induz uma mudanga estrutural na integrina
levando-a ao seu estado ativo de alta afinidade que permite a ligagdo com o ligante
extracelular. Apds a interagdo com os ligantes, as integrinas ativas transmitem sinais de fora
para dentro conhecido como cascatas de sinalizac&o intracelular, que controla as respostas
imunes. Adaptado de (SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 2017).

1.1.3. Integrinas B2

As integrinas (B2 sdo constituidas pela subunidade funcional g (CD18), que
interage com as diferentes subunidades a (aL—CD11a, aM—CD11b, aX—CD11c e
aD—CD11d), formando moléculas especificas. Por exemplo, o par de subunidades
CD11a/CD18 ¢é conhecido como antigeno associado a fungéo leucocitaria 1 (LFA-1)
que é expresso principalmente em linfocitos, enquanto que CD11b/CD18 € chamado
de antigeno de macrofago-1/receptor de complemento 3 (MAC-1/CR3) e CD11c/CD18
conhecido como CR4, sendo ambos expressos principalmente em macréfagos e
células dendriticas derivadas de mondécitos (SCHITTENHELM; HILKENS;
MORRISON, 2017).

O metabolismo celular esta intimamente associado com a formacgao das
integrinas PB2. Neste contexto, foi descrito que o acido linoleico conjugado (ALC) é
capaz de modular o recrutamento de mondcitos/macrofagos de modo dependente
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PPAR-y diminuindo a transcricdo de CD18 e seu posterior transporte para a
membrana, ou de forma independente de PPAR-y inibindo o eixo CXCR4-CXCL12
afetando a interacdo do CD18 com as subunidades aL—CD11a e aM—CD11b, que
formam os complexos LFA-1 e MAC-1, respectivamente (DE GAETANO et al., 2013)

Os ligantes de integrinas mais bem estudados s&o as moléculas de adesao
intracelular (ICAM 1, 2, 3, e 5), e os fragmentos originados da cascata de ativagédo do
sistema complemento (iC3b e C4b), que sdo expressos e/ou liberados por leucécitos
e células endoteliais (SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 2017). A interagao
com os diferentes ligantes leva a ativagdo de fungdes especificas de células imunes,
como a adesdo no endotélio ou mesmo a sinalizagdo celular, que desencadeia
diversos efeitos imunologicos que podem contribuir para o desenvolvimento de uma
variedade de condigbes autoimunes e inflamatérias (SCHITTENHELM; HILKENS;
MORRISON, 2017; SUN et al., 2021). Por exemplo, apds a infecgédo por S. mansoni,
células endoteliais pulmonares aumentam a expressao de ICAM-1 que interage com
o CD18 favorecendo a adesdo celular e o recrutamento leucdcitos para o sitio
inflamatorio (TROTTEIN et al., 1999). CD18 é crucial para a adeséo eficiente de
eosindfilos e neutréfilos nos capilares pulmonares (TEIXEIRA et al., 1994), além de
contribuir para a manutengédo de macrofagos no pulmé&o apés estimulos com extratos
proteicos ou de ovos de S. mansoni (TROTTEIN et al., 1999).

E importante ressaltar que mutacdes no gene ITGB2 que codifica a
subunidade B em humanos, esta associada com doengas genéticas raras, como a
deficiéncia de ades&o de leucaocitos tipo | e tipo Il (LAD-I e LAD-Ill) (FAGERHOLM et
al., 2019). Esses individuos apresentam infecgdes recorrentes (ETZIONI et al., 1992)
devido a falha no recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatoério desencadeando
leucocitose grave (VASQUEZ-DE KARTZOW et al., 2012), que é revertida com o
transplante de células-tronco hematopoiéticas (FAGERHOLM et al., 2019).

1.1.1.3. Impacto do CD18 durante a hematopoese

A familia das integrinas B2 é uma forte candidata para a identificagdo dos
estagios de desenvolvimento de células mieloides (GOMEZ;, DOERSCHUK, 2010;
ZHANG et al., 2019) e linfoides (MCINTYRE et al., 2020). Na medula 6ssea, o CD18
€ crucial para a interacdo de HSCs com o estroma auxiliando a proliferacéo,

diferenciagdo em células maduras e auto renovacgéo (TSUJI et al., 1998; MEI et al.,
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2020). Quando silenciado o RNA mensageiro (mMRNA) de ltgb2 em células humanas
de linhagem eritroleucemica (do inglés: human erytholeukemia cell line — HEL), que
podem diferenciar em células semelhantes aos macrofagos, foi observado uma
reducdo drastica da diferenciacdo e proliferacao destas células, sugerindo que a
sinalizacdo do CD18 estimula o crescimento e a diferenciacéo (TSUJI et al., 1998).
Por outro lado, animais deficientes de integrina B2 (827) aumentam a expresséo de
GATAZ2Z que induz FceRla nos progenitores GMP. A ligacdo de IgE via FceRla
desencadeia a fosforilagdo de JNK que promove a proliferagdo de GMP (ZHANG et
al., 2019), levando ao acumulo de neutréfilos na medula 6ssea (GOMEZ;
DOERSCHUK, 2010; ZHANG et al., 2019)

Disturbios metabdlicos associados com a infeccéo por Schistosoma spp. estao
correlacionados a falhas durante a hematopoese (CORTES-SELVA et al., 2021). Por
exemplo, animais infectados com S. mansoni que sdo submetidos a dieta rica em
gordura (do inglés: high fat diet - HFD) apresentam menor proliferagdo e diminuem a
quantidade de células presentes no estagio CMP e GMP na medula éssea (CORTES-
SELVA et al., 2021). Niveis elevados de LDL induzem o aumento da expressao de
CD18 em células hematopoiéticas, e a adesdo dependente de MAC-1 coordena o
recrutamento, proliferacao e diferenciacdo de células mieloides no tecido inflamatorio
(WANG et al.,, 2015). Curiosamente, a expressdo dos niveis de mRNA de
CD11b/CD18 apresentam mudangas drasticas de padrdo durante o estagio CMP
afetando assim a expressdo de genes relacionados com a mieloperoxidase
(ROSMARIN et al., 1989). Durante a monocitopoese, a principais diferengas na
expressao de ltgh2 ocorrem inicialmente no estagio cMoP, mas as alteragbes mais
evidentes acontecem em mondcitos maduros (HETTINGER et al., 2013). Animais
CD18MYP (camundongos hipomérfico para CD18; essa mutagdo resulta em sintomas
semelhantes a de pacientes com LAD-I moderada: neutréfila leve, hiperplasia leve do
baco e medula éssea e resposta inflamatoria prejudicada) falham em expandir as
HSCs (LEON-RICO et al., 2014), o que pode impactar no desenvolvimento de

mondcitos durante processos inflamatorios.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1. Justificativa

A esquistossomose € uma doenga negligenciada de importancia clinica pois
leva milhdes de pessoas a morte todos os anos ao redor do mundo (“Schistosomiasis
(Bilharzia)”, [s.d.]). Muito se conhece sobre a resposta imune nessa parasitose, no
entanto, pouco se sabe sobre o papel do CD18 na defesa do hospedeiro nesse
processo. Considerando o potencial do CD18 em controlar a hematopoese de células
mieloides (LEON-RICO et al., 2014; ZHANG et al., 2019; MEI et al., 2020), as quais
s&0 essenciais para a resposta imune protetora durante a esquistossomose (SOUZA
et al., 2020), ponderamos qual seria o0 papel dessa molécula nessa parasitose. Assim,
nesse projeto investigamos como o CD18 coordena o desenvolvimento de mondcitos,
sua diferenciagdo em macréfagos assim como sua influéncia sobre as fungbes
efetoras de monadcitos/macrofagos ao longo da infecgdo experimental por S. mansoni,
uma vez que essas informagdes parecem desconhecidas. Elucidar os mecanismos
controlados pelo CD18 durante a infeccdo por S. mansoni contribuira para a

elaboragao de novas estratégias terapéuticas.

2.2. Objetivo Geral

Determinar o papel biolégico do CD18 em mondcitos e macrofagos durante a

infecgao experimental por Schistosoma mansoni.

2.1.2. Objetivos especificos

Nos tempos de 0, 3 dias, 1 e 7 semanas apoés a infecgdo de camundongos
com S. mansoni, investigamos o papel da molécula CD18:

a. No controle da carga parasitaria e desenvolvimento da resposta

granulomatosa.
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b. Na diferenciacdo de mondcitos e nos subtipos de mondcitos maduros na

medula 6ssea.

c. Na expressdao de fatores de transcricbes necessarios para o0

desenvolvimento de mondcitos na medula éssea.

d. No recrutamento dos diferentes subtipos de mondcitos da medula éssea

para o sangue periférico.

e. No acumulo de mondcitos inflamatérios e mondcitos patrulheiros nos
capilares pulmonares e, na posterior entrada destas células no pulm&o nos
primeiros dias de infecgéo.

f. Na plasticidade de mondcitos em MDMs e MDCs no pulméo.

g. Na manutengdo de mondcitos inflamatorios e mondcitos patrulheiros no

figado durante a infecg&o crénica.

h. Na expressdo de genes relacionados com a ativagcdo alternativa de
macrofagos e manutengao de MAAs no figado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais

Camundongos entre 12-15 semanas de vida (22 — 26g) selvagens C57BL/6
(WT) e homozigotos CD78°*% no mesmo “background” dos selvagens foram obtidos
no Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (FCFRP-USP). Os camundongos CD78°* (B6.129S-
ltgb2.tm1aY) foram adquiridos do “The Jackson Laboratory”. Esses camundongos
expressam baixos niveis de CD18, assemelhando-se, portanto, a humanos com
deficiéncia moderada de ITGB2 (WILSON et al., 1993). Para obtencdo dos
camundongos CX3CR19%* cruzamos os animais CX3CR19%4% ¢ C57BL/6. Todos os
experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA-FCFRP) (Numero
dos Protocolos: 14.1.607.53.9 e 19.1.46.60.4, anexo 1 — 2) e realizados de acordo
com os Principios Eticos em Pesquisa adotados pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2. Manutencgao do S. mansoni e infecgao experimental

Para manutencao e infecgdo dos animais, contamos com a colaboracédo do
laboratorio do Prof. Dr. Vanderlei Rodriguez da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP-USP). A cepa de Schistosoma mansoni LE foi mantida por passagem
de rotina em caramujos Biomphalaria glabrata e camundongos BALB/c. Para a
recuperacédo das cercarias, os caramujos infectados foram induzidos a eliminar as
cercarias por exposi¢céo a iluminagao artificial a 30° C em banho de agua sem cloro
por 1 hora.

Para infecgdo, os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal com
quetamina (75mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) diluida em solugéo salina de 50 pL /10g
de peso corporeo do animal. Em seguida, 80 ou 200 cercarias por animal foram
injetadas via subcutanea (s.c) com auxilio de seringa e agulha estéreis (22G x 17).
Nos tempos de 0, 3 dias, 1 semana e 7 semanas apos a infec¢ao, os animais foram

eutanasiados com sobredose anestésica (via intravenosa — i.v.) para coleta de:
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medula 6ssea, sangue, pulméo, figado e intestino. As fezes foram coletadas 7
semanas apos a infec¢do para contagem de ovos. Para analise da sobrevivéncia, os
animais foram infectados com 200 cercarias s.c e acompanhados diariamente por 70
dias.

3.3. Quantificagao da carga parasitaria, viabilidade intestinal do ovo e
quantificacao de ovos fecais.

A recuperacgdo dos verme adultos de S. mansoni foi realizada por perfusao
portal com tamp&o de perfusédo [14,9 g de Na3CeHs07 e 8,4 g de NaCl] a 37°C
(20mL/animal). Os vermes foram lavados em PBS 1X e contados usando microscopio
de dissecagdo. A viabilidade dos ovos intestinais foi avaliada em fragmentos do
intestino (ileo terminal), conforme descrito anteriormente (ESPINDOLA et al., 2014).
Resumidamente, os fragmentos de intestino foram examinados em microscépio 6ptico
(aumento 100 x) e 200 ovos/animal foram contados e classificados de acordo com o
estagio de desenvolvimento: (i) ovos imaturos viaveis (1° ao 4° estagio), (ii) ovos
maduros viaveis e (iii) ovos mortos. A porcentagem de ovos em cada estagio de ovo
foi calculada. Os ovos fecais foram recuperados de amostras de fezes pela técnica de
Kato-Katz, previamente descrita (TARAFDER et al., 2010).

3.4. Analise histopatologica

Animais de cada grupo experimental foram eutanasiados apos 7 semanas de
infeccdo para coleta do figado. Fragmentos do figado foram fixados em formol
tamponado e, apds 24 horas, incluidos em parafina. Cortes de 5 uM de espessura
foram obtidos com auxilio do microtomo. Os cortes foram corados com hematoxilina
e eosina (H&E) e picrosirius para avaliagdo do infiltrado inflamatério e fibrose,
respectivamente. As imagens foram capturadas com camera de video digital (Leica®
Microsystems, Hebrugg, Suiga) adaptada para microscopio DMR (Leica®
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). As imagens foram processadas no
software Leica QWin. O infiltrado inflamatério e a deposicdo de colageno foi
mensurada através do software Image J (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).



Jowza, G O. J! — Materiais e Métodos 45

3.5. Obtencao de leucécitos

3.1.5. Medula 6ssea

As células precursoras da medula éssea de camundongos nao infectados ou
infectados foram obtidas apds a lavagem interna de 2 fémures e 2 tibias usando RPM
com auxilio de seringa e agulha (26G x ’2"). A suspensao celular obtida foi
centrifugada a 200 g, 4 C por 5 minutos.

3.2.5. Sangue Periférico

As amostras de sangue foram coletas em 100 pL de heparina por pungao
cardiaca. O sangue foi centrifugado a 3000 g, 25C durante 5 minutos para retirada
do plasma e obtencdo da suspenséo celular.

3.3.5. Pulmao

O I6bulo esquerdo do pulméao foi coletado em 1mL de RPMI-incompleto e
posteriormente fragmentado com tesoura. Para digestédo, o tecido foi incubado com
0,05 mg/mL de Colagenase IV e 1 mg/mL de DNAse (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) a 37°C durante 45 minutos sob agitacdo de 150 rpm. Apds esse periodo, o
conteudo foi filtrado através do filtro Filcon 50 yM (Corning), e a suspenséo celular
centrifugada a 200 g, a 4 C por 5 minutos.

3.4.5. Figado

O tecido hepatico foi coletado em 2 mL de RPMI e fragmentado com bisturi
em placa de Petri para a digestdo enzimatica. Para digestédo, o tecido foi incubado
com 0,05% de colagenase Il e 1 mg/mL de DNAse (Sigma Aldrich) a 37 'C durante 45
minutos sob agitagdo de 200 rpm. Apds este periodo, a digestdo enzimatica foi
interrompida com 100 pL de Soro Fetal Bovino (SFB) e os fragmentos de tecido foram
macerados e filtrados com cell strainer 100 ym e 70 pym, respectivamente (BD
Biosciences). A suspensao foi centrifugada a 200 g, 4 'C por 5 minutos. As células
foram suspensas em solugao isotdnica de Percoll a 40% e centrifugado a temperatura
ambiente durante 30 minutos a 1,500 g. O sobrenadante foi descartado com pipeta

sorolégica e a suspensao ceélulas lavada em RPMI-incompleto.
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ApOs a obtencdo da suspensao celular da medula 6ssea, sangue periférico
pulméo e figado, as hemacias presentes foram lisadas com o tampao de lise cloreto
de amoénio — potassio (ACK) [8,02 g NH4CL; 1g KHCO3z e 37mg Na:EDTA (pH 7.2)].
Nos leucdcitos da medula éssea, pulméao e figado foram adicionados 2 mL de tampéao
de lise por 2 minutos a temperatura ambiente. Para as amostras de sangue periférico,
foi utilizado 50 mL de tampao de lise por 5 minutos em banho maria a 37 C. Apds este
periodo, a lise das hemacias foi interrompida com a adi¢ao de 10 mL de PBS contendo
5% SFB e as células centrifugadas a 200 g, 4 'C por 5 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 2 mL de RPMI contendo 10% SFB na
suspensao celular. Aliquotas das células foram diluidas em azul de Tripan ou Turkey
e a contagem de leucécitos efetuada em camera de Neubauer empregando

microscopio de luz clara.

3.6. Citometria de Fluxo
3.1.6. Marcacao extracelular

A analise da expressao de marcadores de superficie foi realizada em uma
suspensao de pelo menos 1x108 leucdcitos/animal obtidos da medula éssea, sangue
periférico, pulmao e figado. As células foram submetidas ou ndo a fixagdo com PBS
contendo 4% formol por 11 minutos e posteriormente lavadas. Apos 20 minutos de
bloqueio das ligagbes inespecificas com anti-CD16/CD32 (FC block — 1:1), os
anticorpos anti moléculas de superficies foram adicionados nas amostras conforme
painéis (Tabela 1 — 7) e estratégias (Figura 5 — 11). Foram utilizados os anticorpos:
CD3 (1:100 ; clone: 17A2); CD19 (1:100 ; clone: 1D3 ); Ly6G (1:100 ; clone: 1A8);
NK1.1 (1:100 ; clone: PK136) ; Ter-119 (1:100 ; clone: TER-119) CD45R/B220 (1:100
; clone: RA3-6B2 ) ; CD117/c-Kit (1:100 ; clone: 2B8 ) ; CD135 (1:100 ; clone: A2F10
); CD115 (1:200 ; clone: CSF-1R ); Ly6C (1:100 ; clone: AL-21 ou HK1.4 ) ; CD11a
(1:100 ; clone: 2D7 ); CD11b (1:100 ; clone: M1/70) ; CD11c (1:100 ; clone: HL3), Ki-
67 (1:200 ; clone B56); CD45 (1:100 ; clone: 30-F11) ; CX3CR1 (1:200 ; clone:
AS011F11) ; CCR2 (1:200 ; clone AS203G11) ; F4/80 (1:100 ; clone: BM8); MHC-II
(1:100 ; clone: M5/144.15.2) ; CD206 (1:100 ; clone: C068C2 ) e CD273 (PD-L2) (1:100
; clone: TY25). Para viabilidade foi utilizado a sonda FVS-570 (1: 100). Todos os
anticorpos e sonda de viabilidade utilizados foram adquiridos da BD Biosciences

(Franklin Lakes, New Jersey, EUA) e Biolegend (San Diego, CA), respectivamente. A
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aquisicdo das células foi realizada em citometro de fluxo (LSR-FORTESSA) e as
analises foram feitas com o auxilio do programa FlowJo (Flow Cytometry Analysis
Software v10.7.0).

a) Analise fenotipica de progenitores de monécitos e subtipos de monécitos

maduros na medula 6ssea.

Tabela 1. Marcadores de superficie de progenitores de mondcitos e mondcitos

maduros na medula éssea.

Populagao Marcadores de Superficie
Progenitor comum monécito-DC — (MDP) Lin CD117 ng}?b_CM% Ly6C
.- + + - high/+
Progenitor comum de monécito — (cMoP) Lin CD117 CDéE)? 1(5_[)135 Ly6C
. , + - high
Monécitos em proliferagao — (pMo) Lin CD117 CCI:)E;1115b|SVI,:_)135 Ly6C
. , + - high
Monécitos inflamatorios — (MI) H COTT7CD1IS CD135Ly6C
. - + - low/-
Mondcitos patrulheiros — (MP) Lin CD117 0%1[;151 §D135 Ly6C
Linhagem negativa (Lin) — CD3°CD19" Ly6G™ NK1.1" Ter119°B220"
Medula éssea P1: MDP P2: cMoP
. R N N N
T < < 3 3 3
S ) 0 o o o
e — - et
FSC-A CD11b.:BV510  CD11b.: BV510  CD11b.: BV510
> > P3: pMo/mondcitos inflamatério
. 3 2 / . =
2 < < it
@ < < Y _kie7 i _cons
fL S o o) e i i’y
L - O o
Linhagem~:APC CD115.: Percp CD135.: BV421 J J
(CDS3; CD19; NK1.1; Intensidade Média de Fluorescéncia
Ly6G; Ter119; B220) (MF1)

Figura 5. Estratégia para determinar os estagios sequenciais de diferenciacdo de
mondcitos na medula 6ssea.

Os graficos de pontos representam a estratégia utilizada em células da medula 6ssea para
determinar os estagios sequenciais de diferenciagédo de mondcitos, seguido de FSC-H/FSC-
A; SSC-A/FSC-A; SSC-A/Lin" (linhagem negativa: CD3, CD19, B220, Ter-119 e NK1.1),
CD117*7/CD115*, MDP (P1: Lin- CD117* CD115"* CD135" Ly6C" CD11b"), cMoP (P2: Lin-
CD117* CD115" CD135 Ly6C"9"* CD11b"), pMo (P3: Lin" CD117- CD115* CD135  Ly6C"d"
CD11b""") e monécitos inflamatérios — MI (P3: Linm CD117- CD115" CD135 Ly6C"d"
CD11b*) e monécitos patrulheiros — MP (R3: Lin" CD117-CD115* CD135 Ly6C"°*" CD11b").
Dentro de todos populagdes de progenitores de mondcitos e mondcitos maduros foi analisado
a intensidade média de florescéncia (MFI) de ki-67, e dentro do progenitor pMo e Ml foi
analisado o MFI de CD115.
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b) Analise fenotipica de monécitos Ly6Chigh, Ly6Cinter e Ly6C'°% na medula

Ossea, sangue periférico, pulmao e figado.

Tabela 2.Classificagao dos subtipos de mondcitos pela expressao diferencial de
Ly6C.

Populacao Marcadores de Superficie
Monécitos Ly6C""  CD45' CD11c Ly6G™ Ly6C"e" CD11b* CCR2"d"
Monécitos Ly6C™"  CD45" CD11¢c” Ly6G™ Ly6C™" CD11b* CCR2™™e"
Monécitos Ly6C'™"  CD45'CD11¢c Ly6G Ly6C"" CD11b* CCR2""

Medula éssea, sangue periférico, pulméo e figado

High

FSC-H
SSC-A

\

Inter

/| /' i 7/
&)

FSC-A Ly6G~

CCR2*

N Ly6Ct

Low

SSC-A
CD11c

Figura 6. Estratégia para determinar os subtipos de monécitos Ly6C na medula éssea,
sangue periférico, pulmao e figado.

Graficos de contorno mostram a estratégia utilizada para determinar as subpopulagdes de
mondcitos, através da analise de FSC-H/FSC-A, SSC-A/FSC-A seguido de CD45", CD11c,
Ly6G", CD11b*, Ly6C"", Ly6C™*" Ly6C™" e subsequente o MFI de CCR2 foi calculado para
cada subtipo de monécito.

c) Andlise de mondcitos inflamatérios e mondcitos patrulheiros,

classificados por CX3CR1.

Tabela 3. Marcadores de superficie de mondcitos inflamatorios e mondcitos
patrulheiros, com inclusdo de CX3CR1.

Populacao Marcadores de Superficie

Mondécitos inflamatérios CD45" CD11¢” Ly6G Ly6C* CD11b* Ly6C"" CX3CR 1%
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(M1)

Monécitos patrulheiros CD45*CD11¢ Ly6G Ly6C* CD11b* Ly6C"" CX3CR1M9"*
(MP)

Sangue periférico, pulmao e figado

FSC-H
SSC-A ‘L

Ly6C. PEY,

Ly6C.: PE |

CD11c.: APC

e

CD45.: APCCy7 Ly6G.: Pecy7 CD11b.: BV510 CX,CR1.:FITC

FSC-A

Figura 7. Estratégia para determinar mondcitos inflamatérios e monécitos patrulheiros,
com inclusao de CX3CR1.

Graficos de pontos representam a estratégia utilizada em células da medula éssea, sangue
periférico e pulmao para quantificar os monécitos inflamatérios — Ml (SSC-A/CD45%, CD11c¢
/Ly6G", Ly6C*/CD11b", Ly6C"9" CX3CR1"°"") e monécitos patrulheiros — MP (SSC-A/CD45",
CD11c/Ly6G, Ly6C*/CD11b*; Ly6C"" CX3CR1M"™),

d) Analise fenotipica de neutréfilos no sangue periférico.

Tabela 4. Marcadores de superficie de neutrofilos.

Populagdo Marcadores de Superficie

Sague periférico

SSC-A
SSC-A

\ Ly6G *

FSC-H

FSC-A FSC-A cD45"* CD11b*

Figura 8. Estratégia para determinar neutrofilos.

Graficos de contorno mostram a estratégia representativa utilizada em células do sangue
periférico para determinar a populagdo de neutrdéfilos, iniciando por FSC-H/FSC-A, SSC-
A/FSC-A seguido de CD45", Ly6C* e CD11b".

e) Andlise de macréfagos e células dendriticas derivadas de monécitos no
pulméao e figado.

Tabela 5. Marcadores de superficies de macréfagos e células dendriticas derivadas

de mondcitos.
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Populacao Marcadores de Superficie

Macréfagos derivados de CD45* CD11b* F4/80" MHC-II*
mondcitos (MDMs)
Células Dendriticas derivadas CD45" CD11c* MHC-II* CD11b*
de monécitos (MDCs)

Pulmao e figado Macroéfagos derivados de monocitos (MDM)
< of
- O QA »
N o
8 0] L /%
L LT i
3 | MHC-II*
FSCAL ’
- %) Células dendriticas derivadas de monocitos
: (MDCs)
< 1 T~ .
: 1
- < =
w A LI)
)
»n =
FSC-A ¢
CD11c* CD11b*

Figura 9. Estratégia para determinar macroéfagos e células dendriticas derivadas de
mondcitos no pulméao e figado.

Os graficos de contorno mostram a estratégia utilizada para determinar macréfagos (MDMs)
(CD45" CD11b* F4/80" MHC-II*) e células dendriticas (MDCs) (CD45" CD11c* MHC-II*
CD11b") derivadas de mondcitos no pulméo e figado.

f) Estratégia para analise das subunidades a de integrinas em mondcitos

inflamatérios e monécitos patrulheiro no figado.

Tabela 6. Marcadores de superficie para classificacdo de subtipos de mondcitos, com
inclusdo das a-subunidades de integrinas.

Populagao Marcadores de Superficie

Monécitos inflamatérios (Ml) . hiah o .
(CD11a) CD45* LyBChie" CX3CR1'%- CD11a

Monécitos patrulheiros (MP) N low high+ N
(CD11a) CD45* Ly6C"°" CX3CR1 CD11a

Monécitos inflamatérios (Ml) . high ol .
(CD11b) CD45* LyBChie" CX3CR1'%- CD11b

Monécitos patrulheiros (MP) N low high+ N
(CD11b) CD45* Ly6C"*" CX3CR1 CD11b
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Mondécitos inflamatoérios (M)
(CD11c)

Monécitos patrulheiros (MP)
(CD11c)

CD45* Ly6Chish CX3CR1"°%- CD11c*

CD45* Ly6C'o" CX3CR1"s"* CD11¢*

Figado

FSC-H

Ly6C.: BV421

CD45.: APCCy7

FSC-A FCS-A CX,CR1..FITC  CD11a.: PECy7

CD11b.: BV510
CD11c.: APC

Figura 10. Estratégia para avaliar subunidades a de integrinas em monécitos
inflamatorios e monécitos patrulheiros no figado.

Os gréficos de pontos representam a estratégia utilizada para avaliar a frequéncia de CD11a",
CD11b* e CD11¢c* em monécitos inflamatérios — MI (CD45" Ly6C"" CX;CR1°%") e
mondcitos patrulheiros — MP (CD45* Ly6C"" CX3CR1""*) no figado.

g) Andlise de macréfagos alternativamente ativados (MAAs) no figado.

Tabela 7. Marcadores de superficie de macréfagos alternativamente ativados
(MAAs).

Populagao Marcadores de Superficie

Macrofagos Alternativamente CD45" CX3CR1* PD-L2* CD206*
Ativados (MAAs)

Pulmé&o e Figado

SSC-A ¥
FSC-A +

FSC-H

PDL2.: APC¢

EETE Toe 4

FSC-A FCS-A CD45.: APCCy7 CX,CR1.: FITC CD206.: PercP

Figura 11. Estratégia para analise de macrofagos alternativamente ativados (MAAs) no
figado.

Graficos de pontos mostram a estratégia utilizada para avaliar macréfagos derivados de
mondcitos (MAAs) no figado iniciando por FSC-H/FSC-A; SSC-A/FSC-A seguido de CD45",
CXsCR1%, PD-L2", CD206".
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3.2.6. Marcacao intravascular

A marcacgéo intravascular in vivo foi previamente descrita por (ANDERSON et
al., 2014). Resumidamente, com auxilio de seringa acoplada a agulha (30G x 5/167,
BD-Ultra-Fine Il ®) inoculamos por via intravenosa (i.v - plexo ortibal) 3ug de anticorpo
anti-CD45 (Pacific Blue® ; clone 30-F11) por animal 3 minutos antes da eutanasia. O
pulmao foi processado para obtencao de leucécitos e marcagao de citometria de fluxo
(ex vivo) usando um segundo anticorpo anti-CD45 (APCcy7; 1:100; clone 30-F11),
seguido de: CD11b (1: 100; clone: M1 /70); CD11c (1: 100; clone: HL3); Ly6C (1:100;
clone: HK1.4); Ly6G (1:100; clone: RB6-8C5) e CX3CR1 (1:200; clone: SAO11F11). A
aquisicao de dados foi realizada em citémetro de fluxo FACS-Canto II.

Pulmao

FSC-H
+ SSC-A
\i.v. CD45*

N
/e/x vivo CD45" \

LyeC*

LysC+
cD1c”

Ly6G"

Ly6C*

CXaCR1* CX3CR1*

Figura 12. Estratégia para diferenciacao de leucdcitos intravasculares.

Graficos de contorno mostram a estratégia utilizada para avaliar os mondcitos inflamatérios
(CD45*, CD11c, Ly6G, Ly6C*, CD11b*, Ly6C"" CX3;CR1°"%) e mondcitos patrulheiros
(CD45*, CD11¢, Ly6G, Ly6C*, CD11b*, Ly6C"", CXsCR1"") presentes nos capilares
pulmonares (vermelho) e no parénquima (azul).

3.7. Selecao de células por citometria de fluxo (FACS-cell sorting).

3.1.7. Selecao de progenitor de mondcito em proliferagao (pMo) e mondcitos

inflamatorios (IM):

Células precursoras da medula Ossea provenientes de grupos com 3
camundongos (6 fémures e 6 tibias) WT e CD18°" nao infectados ou infectados com

S. mansoni foram lavados em RPMI. A suspenséo celular obtida foi centrifugada a
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200 g, a 4C por 5 minutos. As células foram marcadas com FVS-520 (sonda de
viabilidade) (1: 1000) (BD Horizon™) por 10 minutos a temperatura ambiente e em
seguida incubadas com os anticorpos anti CD3 (1: 100; clone: 17A2), CD19 (1: 100;
clone: 1D3), NK1.1 (1: 100; clone: PK136) Ly6G (1: 100; clone A18), CD117 (1 : 200;
clone: 2B8), CD115 (1: 200; clone: CSF-1R), Ly6C (1: 200; clone: AL-21) e CD11b (1:
200; clone M1 /70) por 30 minutos a 4°C. Por fim, as células foram lavadas e mantidas
em RPMI-10% SFB suplementado com 2% de antibidtico (Penicilina G potassica e
estreptomicina) e isolados através do BD-FACSMelody™ Cell Sorter. Duas
populagdes foram separadas: progenitor pMo (FVS® Lin- CD117* CD115" Ly6C*
CD11b’) e mondcitos inflamatoérios (IM) (FVS- Lin- CD117* CD115* Ly6CMs" CD11b*).

3.2.7. Sele¢ao de mondcitos inflamatérios e mondcitos patrulheiros da medula
Ossea de animais CX;CR19%*

Células precursoras da medula Ossea provenientes de grupos com 3
camundongos (6 fémures e 6 tibias) CX3CR19%* ndo infectados foram lavadas em
RPMI-incompleto. A suspensao celular obtida foi centrifugada a 200 g, a 4°C por 5
minutos. Em seguida as células foram marcadas com anticorpos anti-Ly6G (1:200;
clone 1A8) e anti-Ly6C (1:200; clone AL-21) por 30 minutos a 4°C. Apds a incubagao
as células foram lavadas e mantidas em RPMI-10% SFB suplementado com 2% de
antibidtico (Penicilina G potassica e estreptomicina) e isolados com auxilio do BD-
FACSMelody™ Cell Sorter. Duas populagdes foram separadas: mondcitos
inflamatdrios (MI) (Ly6G- Ly6Chd9h CX3CR19%1°%) e mondcitos patrulheiros (MP) (Ly6G
Ly6C'o" CX3CR19%"),

3.8. Transferéncia adotiva de monoécitos

Mondcitos inflamatdrios (2,5 x 10°) e mondcitos patrulheiros (1,5 x 10°)
previamente isolados da medula dssea de animais CX3CR1719%"* foram transferidos
adotivamente por via i.v. (plexo ortibal) para camundongos CD78°" infectados com S.
mansoni em diferentes dias da infec¢do, conforme delineamento mostrado na Figura

26A, para avaliagdo de paréametros parasitologicos e histologicos.

3.9. Extracao de RNA total
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Figado e medula 6ssea de animais WT e CD18°" nZo infectados e infectados
com S. mansoni foram coletados e armazenados em 500uL Trizol® (Life
Technologies, Gaithersburg, MD, EUA) ou 200uL RNA/ater® (Sigma-Aldrich) a -20°C
até o momento da extragcdo do RNA total, respectivamente. As amostras de tecido
foram homogeneizadas com o auxilio de uma haste de trituragdo autoclavada e
tratada com dimetilpirocarbonato (DEPC), para eliminagdo de RNase. Posteriormente,
foram adicionados 200 uL de cloroférmio nas células da medula 6ssea e 400 pL de
cloroférmio no homogenato do figado. Apds centrifugagao (72.000g, 15 minutos, 4°C),
a fase aquosa contendo o RNA foi cuidadosamente coletada, transferida para outro
tubo contendo 200 pL de etanol 70%. Para a purificagdo do RNA do figado e células
da medula 6ssea foi utilizado o kit SV total RNA Isolation System (Promega, Madision,
WI, USA) e o kit PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™), respectivamente, conforme
recomendacgao dos fabricantes. O RNA foi quantificado a 260 nm de absorbancia
(A260) em NanoDrop ™ 1000 Spectrophometer V 3.7.1 (Thermo Scientific) e
armazenado a -70°C até a sintese do DNA complementar (cDNA).

3.10. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total, utilizando o kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Uma
mistura contendo 10x RT Buffer, 25x dNTP Mix (100mM), 0,05ug/uL de Oligo (dT) a
50uM, MultiScribe™ Reverse Transcriptase e 1uyg de RNA foi colocada no
termociclador (Modelo PTC-100, M Research, Watertown, MA, EUA) cujas
temperaturas e tempos de incubacao foram de 25°C por 10 minutos, 37°C por 120
minutos, 85°C por 5 minutos e 10°C até a retirada da amostra. Posteriormente, a
mistura foi diluida em 160 pyL de agua livre de endonuclease e armazenada a -20°C

até o uso.

3.11. Reacgao de PCR em Tempo Real (QPCR)

A avaliagdo dos transcritos foi realizada em amostras do figado e em células
da medula 6ssea utilizando-se o sistema SYBR® Green e o StepOnePlus Real- Time
PCR System (Applied Biosystems). Esse sistema realiza rea¢des de amplificagéo,
deteccdo e quantificagdo das amostras através da expressdo normalizada com base
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no controle endogeno/constitutivo Gapdh. O cDNA de cada amostra (5 pL) foi
adicionado a 0,5 pyL dos primers (sense/anti-sense) e a 2,5 yL de agua livre de
endonucleases. A amplificagdo das sequéncias dos genes alvos e controle interno
(Gapdh) foi avaliada através da curva exponencial gerada apds a incubagao do
material a 50°C por 2 minutos, a 95°C por 2 minutos (para desnaturag¢ao), 40 ciclos
de repeticdo de 95°C por 15 segundos, 58°C por 30 segundos (para anelamento das
sequéncias iniciadoras), 72°C por 30 segundos e, finalmente, 72°C por 30 segundos.

A positividade da reagcdo foi determinada baseando-se em controles
negativos, obtidos de animais n&o infectados. A expressao génica foi analisada e
quantificada com base no valor da linha de corte Ct (quantification Cycle), definido
apos o término da reagao, ou seja, a partir do ciclo em que a amplificagédo atingiu um
limiar. Os calculos, para determinagdo da expressao relativa dos genes alvo, foram
realizados de acordo com as instrugbes contidas no folheto User’s Bulletin (P/N
4303859, Applied Biosystems), sendo que os dados foram normalizados em relagéo
a expressao constitutiva de Gapdh em cada amostra. Em resumo, foram obtidos os
valores de ACt para cada amostra avaliada, sendo que ACt = Ctgene alvo — Ctgene
controle (Gapdh). Assim, quanto menor o valor de ACt, maior a expresséo do gene de
interesse em relagdo ao gene controle. A expressdo de mRNA amostral, em relagéo

ao grupo controle de animais n&o infectados, foi calculada através da férmula:

Expresséo relativa = 222t sendo que AACt = animal infectado- ACt animal infectado
— ACt grupo controle. Os primers e sequencias utilizadas estao descritos na Tabela
8. Todos os primers foram projetados usando o pacote de software Primer Express
v2.0 (Applied Biosystems), com base nas sequencias de referéncias de nucleotideos

disponiveis no banco de dados GenBack.

Tabela 8. Sequéncia de iniciadores (primers) murinos utilizados na reagdo de qPCR

Gene Sequéncias sence (F) 5’ - 3’ Sequéncias anti-sence (R) 3’ - 5’
Gapdh CGA AGG TGG AAG AGT GGGAG TGAAGCAGGCATCTGAGGG

If8 CAGATC CTC CCT GAC TGG TG GCT TGC CCC CGT AGT AGA AG

Kif4 GAG GCT GTG GCA AAA CCT AT CGG TAG TGC CTG GTC AGT TC
Nr4a1 AGC TTG GGT GTT GAT GTT CC AAT GCGATTCTGCAGCTCTT

114 AAG AGC ATC ATG CAAATG GA TTA AAG CAT GGT GGC TCAGTAC
Chi3l13 AGAAGGGAGTTTCAAACCTGGT GTCTTGCTCATGTGT GTAAGTGA
Argl CTC CAAGCCAAAGTCCTTAGAG AGG AGC TAT CATTAGGGACATC

3.12. Obtengao do homogenato de pulmao e figado
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Fragmentos de pulmdes e figados foram coletados e pesados em eppendorfs
de 2,0 mL contendo 1 mL de solucdo inibidora de protease (Complete®, Rocher,
Mannhein, Alemanha) preparada conforme recomendagao do fabricante. Em seguida,
os tecidos foram lisados por homogeneizagado com triturador mecéanico (IKA®- Werke;
Alemanha), e posteriormente foram centrifugados a 200 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e utilizado para dosagem de citocinas.

3.1.12. Dosagens de citocinas por ELISA

As concentragbes das citocinas IFN-y, IL-6, TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-10 no
homogenato do pulméo; e IL-10 no homogenato de figado foram mensuradas por
ELISA conforme instrugdes do fabricante. Brevemente, placas de poliestireno de 96
pocos (Costar, Corning, NY, EUA) foram sensibilizadas a temperatura ambiente ou
4°C por 16 horas com tampao de ligagdo contendo anticorpo de captura (100uL/
poco). Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween 20® e os sitios
nao especificos foram bloqueados, por 1 horas a temperatura ambiente, com 100
ML/pogco de tampédo de bloqueio especifico. Posteriormente, diluigbes dos padrdes
(curva padrao) e das amostras foram adicionadas a placa (50 yL/pogo). Apos 2 horas
a temperatura ambiente, as placas foram lavadas e anticorpos de deteccao
biotinilados, diluidos segundo orientagdes do fabricante, foram adicionados (50uL/
poco). Solugéo contendo substrato cromdgeno da peroxidase, treta-methyl-benzidine
(TMB, KPL, Gaithersburg, MA, EUA) foi adicionado em cada pogo por até 20 minutos,
quando a reacao foi finalizada pela adigao de HoSO4 2N. A densidade Optica de cada
amostra foi mensurada por meio do leitor de ELISA (eMax, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) em filtro com comprimento de onda de 450nm e a quantificagao
foi realizada conforme curva padréo obtida.

3.13. Analises estatisticas

Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism v8.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Primeiramente, a distribuicdo dos
dados foi verificada pelos testes de normalidade D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk.
Para comparagao entre dois grupos foi realizado o teste t de Student ou Mann-
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Whitney, e para diferengas significativas entre os grupos experimentais ao longo da
infeccédo foram utilizados os testes Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagéao
multipla de Dunn ou One-way ANOVA seguido do teste de comparagao multipla
Bonferroni. O teste de log-rank (Mantel-Cox) foi usado para avaliar as curvas de
sobrevivéncia. As barras de erro representam a medianas * intervalo interquartil (IR)
ou média + desvio padrdo (SD). Os valores de p < 0.05 foram considerados
significativos. As comparagdes estatisticas referem-se aos animais CD78°" em

relagdo a animais WT nos mesmos tempos de infecgao.
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4. Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. CD18 confere resisténcia a infecgao experimental por S. mansoni

Com o intuito de investigar a importancia biologica do CD18 durante a
infecgéo experimental por S. mansoni, camundongos WT e CD18°" foram infectados
com 200 cercarias e a sobrevivéncia foi monitorada durante 70 dias. A baixa
expressao de CD18 diminuiu a taxa de sobrevida de animais infectados com S.
mansoni, uma vez que 61,9% dos animais sucumbiram em 70 dias apos a infecgéo
(dpi), em comparagao com 10% dos camundongos WT (Figura 13A). Para confirmar
se a suscetibilidade dos animais CD78°* era independente do inoculo inicial do
parasita, camundongos WT e CD18°* foram infectados com duas quantidades
diferentes de cercarias (80 e 200), e apds 7 semanas de infec¢gdo os animais foram
eutanasiados para quantificar a carga parasitaria no sistema porta hepatico.
Independentemente do indculo inicial de parasita, camundongos CD178°* tiveram
cargas de vermes aumentadas no figado quando comparados aos animais WT
(Figura 13B). Em seguida, fomos avaliar a deposicéo e a viabilidade dos ovos no
intestino e nas fezes dos animais de ambos os grupos infectados com 80 cercarias de
S. mansoni. Animais CD18°* exibiram aumento do numero de ovos liberados nas
fezes apods 7 semanas de infecgao (Figura 13C). No entanto, ndo houve diferenca
nos estagios de maturagéo e viabilidade do ovo (Figura 13D). Em conjunto, nossos
dados demonstram que a baixa expressao de CD18 esta associada a desfechos fatais
da doencga ocasionados pelo aumento da carga parasitaria e aumento da deposi¢cao

de ovos de S. mansoni.
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Figura 13. A baixa expressdo de CD18 confere suscetibilidade a infec¢gao por S.
mansoni.

(A) O grafico de linha mostra a sobrevivéncia de camundongos WT e CD18°" infectados via
subcutédnea com 200 cercarias de S. mansoni e monitorados diariamente por 70 dias (n = 13
animais por grupo) ***p<0,001 usando o teste log-rank. (B) Graficos de barras com pontos
mostram a carga parasitaria (vermes) determinada por perfusdo do sistema porta hepatico
apos 7 semanas de infecgdo com 80 (n = 5 animais por grupo) e 200 (n = 10 WT e n= 9
CD18°") cercarias. (C) Grafico de barras com pontos representam a média + SEM de ovos/g
de fezes de animais WT e CD18°" infectados com 80 cercérias de S. mansoni apés 7
semanas (n=4 WT e n= 3 CD18°"). (D) Gréficos de barras mostram a porcentagem de ovos
imaturos, maduros ou mortos de S. mansoni no intestino de camundongos WT e CD18°
infectados com 80 cercarias de S. mansoni apds 7 semanas (n= 3 animais por grupo). Os
ovos intestinais foram identificados pela metodologia de oograma. Os dados representam as
medianas = intervalo interquartii de um experimento representativo de dois experimentos
independentes. Os resultados foram analisados com o teste de Mann-Whitney (* p<0,05, **
p< 0,01 comparado ao WT)
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4.2. A baixa expressao de CD18 resulta no aumento do processo inflamatoério

no figado apods a infecgao por S. mansoni

Durante a fase crbnica da infeccdo por S. mansoni, granulomas se
desenvolvem no figado para conter os ovos que chegam da circulagao (SCHWARTZ;
FALLON, 2018). Para avaliar o papel do CD18 na resposta granulomatosa, secc¢oes
do figado de animais WT e CD18°* foram coletadas apos 7 semanas de infecgdo com
80 ou 200 cercarias e os tecidos foram corados com H&E. Independentemente da
carga parasitaria, animais CD18°* apresentaram maior nimero de granulomas ao
redor dos ovos espalhados por todo tecido hepatico (Figura 14A). No entanto, o
didmetro (area) dos granulomas foram semelhantes entre os grupos experimentais
(Figura 14B e C). Esses dados confirmam a maior deposi¢do de ovos Figura 13C e
consequentemente o aumento do infiltrado inflamatérios em animais CD78°

infectados com S. mansoni.
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Figura 14. A baixa expressdao de CD18 esta associada ao aumento de granulomas no
figado.

Fragmentos de figado foram obtidos de camundongos WT e CD18°" infectados com 80 ou
200 cercarias a 7 semanas (A) Fotomicrografias (aumento de 100x) do figado coradas com
H&E. (B — C) Graficos de barras com pontos mostram a area (%) de marcagdo dos
granulomas hepaticos. Os dados sao representativos de dois experimentos independentes.
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4.3. A baixa expressao de CD18 diminui os subtipos de monécitos na

medula 6ssea nos momentos iniciais da infec¢ao por S. mansoni

Mutacgdes no gene ligh2 estdo associadas a falhas na hematopoese (LEON-
RICO et al., 2014; WANG et al., 2015), no recrutamento de células (FAGERHOLM et
al., 2019) e na manutencdo de macrofagos no tecido (TROTTEIN et al., 1999), o que
pode impactar no desenvolvimento da resposta imune durante a esquistossomose
(TROTTEIN et al., 1999). Curiosamente no figado, a maior parte dos macrofagos séo
derivados de mondcitos durante a infecgdo por S. mansoni (ROLOT et al., 2019).
Neste sentido, investigamos se o CD18 é necessario para manutengdo de monaocitos
na medula 6ssea no inicio da infecgdo. Para isso, animais WT e CD1718°" foram
infectados com 80 cercarias de S. mansoni e empregando citometria de fluxo,
avaliamos as populagdes de monodcitos, as quais sdo sub classificadas pelos
diferentes niveis de expresséo de Ly6C: Ly6C"9" (mondcitos inflamatarios), Ly6Cinter
(mondcitos intermediarios) e Ly6C'*" (mondcitos de patrulha) na medula éssea apos
uma semana de infecgao (Figura 6). Comparado aos animais WT, a porcentagem e
0s numeros absolutos de todos os subtipos mondcitos foram reduzidos na medula
0ssea de camundongos CD78°" (Figura15 A e B). Assim, nossos dados sugerem
que a baixa expressao de CD18 altera os subtipos de mondcitos na medula éssea nos

momentos iniciais da infec¢gédo por S. mansoni.
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Figura 15. A baixa expressao de CD18 afeta a hematopoese de mondcitos nos primeiros
dias da infeccdo por S. mansoni.

A medula 6ssea de camundongos WT e CD18°" n&o infectados e infectados com 80 cercarias
de S. mansoni apds uma semana de infecgao (1) foram analisadas por citometria de fluxo. (A)
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Os graficos de contorno mostram os dados representativos de subtipos de mondcitos CD45"
CD11c Ly6G" CD11b* Ly6C* na medula o6ssea. (B) Os graficos de linha mostram a
porcentagem (painel superior) e os numeros absolutos (painel inferior) dos subtipos de
mondcitos Ly6C"", Ly6C™", Ly6C'°" na medula 6ssea. Os dados representam as medianas
t+ intervalo interquarti de um experimento representativo de dois experimentos
independentes. (n= 2 controles nao infectados e 5-6 camundongos infectados por grupo). Os
dados foram analisados com Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagao multipla de
Dunn. (* p<0,05, ** p< 0,01 comparado ao WT em cada tempo)

4.4. A baixa expressao de CD18 leva ao acumulo do progenitor de monécitos
em proliferagdao (pMo) na medula 6ssea durante a esquistossomose

cronica.

A monocitopoese inicia-se apdés a diferenciacdo do progenitor comum
monaocito-DCs — MDP (Lin- CD117* CD115* CD135*Ly6C- CD11b"), seguido pelo
progenitor comum de mondcitos — cMoP (Lin- CD117* CD115* CD135" Ly6CMieh*
CD11b") que da origem ao progenitor de mondcitos em proliferagdo — pMo (Lin
CD117-CD115* CD135  Ly6CMd" CD11b'°%-) g, finalmente, os mondcitos inflamatorios
— Ml (Lin- CD117- CD115* CD135" Ly6CM9" CD11b*) e mondcitos patrulheiros — MP
(Lin- CD117- CD115* CD135 Ly6C"- CD11b*), que sdo caracterizados pela
expressao dinamica de receptores de superficies, supracitados (HETTINGER et al.,
2013). Para validar os resultados anteriores da Figura 15, e confirmar o papel do
CD18 na monocitopoese durante a esquistossomose crénica, camundongos WT e
CD18°" foram infectados com 80 cercarias e os progenitores de mondcitos foram
caracterizados na medula 6ssea apos 7 semanas de infec¢do (Figura 5).

Inicialmente, resumimos a complexidade celular de modo bidimensional e
exibimos sua distribui¢do por pares de similaridade em relagado a populagao total de
linhagem negativa (CD3- CD19" Ly6G- NK1.1" Ter119- B220") delimitadas em células
CD117* CD115*, um mapa t-SNE (do inglés: t-Distributed Stochastic Neighbor
Embedding) foi produzido de acordo com a combinagdo dos marcadores de superficie
expressos por cada populagéo (Figura 16A) e os dados normalizado em relagéo aos
animais nao infectados. Comparado aos animais WT, a porcentagem dos progenitores
MDPs aumentou nos animais CD718°* (Figura 16B, painel superior), mas nao
observamos diferengas significativas nos numeros absolutos deste progenitor entre
os grupos experimentais (Figura 16B, painel inferior). Além disso, a baixa expressao
de CD18 nao afetou a porcentagem e os numeros absolutos do progenitor cMoP
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(Figura 16C). No entanto, animais CD78°" exibiram aumento da porcentagem e dos
numeros absolutos do progenitor pMo (Figura 16D). O acumulo do progenitor pMo na
medula dssea de animais CD78°" se correlacionou com a menor porcentagem e
diminuicdo dos numeros absolutos de mondcitos inflamatorios (Figura 16E) e
mondacitos patrulheiros (Figura 16F) na medula 6ssea apos 7 semanas de infecgéo
com S. mansoni. Juntos nossos dados sugerem que a baixa expressédo de CD18 leva
ao acumulo do progenitor de mondcitos em proliferagdo (pMo) e, consequentemente,
reduz os monacitos inflamatérios e mondécitos patrulheiros na medula éssea durante

a fase crénica da infecgao por S. mansoni.
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Figura 16. A baixa expressao de CD18 afeta o progenitor de monécitos em proliferagao
(PMo) na medula 6ssea apés 7 semanas de infecgao por S. mansoni.

A medula 6ssea de camundongos WT e CD18°" n&o infectados e infectados com 80 cercarias
de S. mansoni foram analisadas por citometria de fluxo apds 7 semanas infecgéo. (A) Mapa
t-SNE demonstra a distribuicdo por similaridade das populagdes de progenitores MDP
(CD117* CD135" Ly6C CD11b’), cMoP (CD117* CD135 Ly6C"9"* CD11b’), pMo (CD117
CD135 Ly6C"e"* CD11b"""), mondcitos inflamatérios (MI) (CD117- CD135 Ly6C"" CD11b")
e mondcitos patrulheiros (MP) (CD117- CD135 Ly6C"°*" CD11b") delimitados em células
viaveis de linhagem negativa (CD3" CD19" Ly6G™ NK1.1" Ter119 B220°) e células CD117*
CD115". Gréficos de barras com pontos mostram a porcentagem e os nimeros absolutos de
progenitores (B) MDP; (C) cMoP ; (D) pMo; (E) mondcitos inflamatérios (Ml); (F) mondcitos
patrulheiros (MP). Os dados representam a média + SD de um experimento representativo de
dois experimentos independentes. (n=5 — 6 WT e n= 6 CD18°" por grupo). Os dados foram
analisados com teste t de Student ndo pareado. (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, em
comparagao ao WT em cada tempo)
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4.5. A baixa expressao de CD18 diminui a proliferagdao dos progenitores de

mondcitos durante a infeccao cronica por S. mansoni.

O CD18 esta relacionado a atividade proliferativa de células hematopoiéticas
(TSUJI et al., 1998; ZHANG et al., 2019). Neste contexto, avaliamos a intensidade
média de fluorescéncia (do inglés: Mean Fluorescent Intensity — MFI) de Ki-67
(marcador de proliferagcdo) nas populagbes de progenitores de mondcitos e
subpopula¢des de mondécitos maduros presentes na medula éssea de animais WT e
CD18°" apos 7 semanas de infecgdo com S. mansoni (Figura 5). Comparado aos
animais WT, a expressao de Ki-67 estava reduzida em todos os progenitores de
monadcitos nos camundongos CD718°* (Figura 17A e C). No entanto, a baixa
expressdo de CD18 aumentou a expressdo de Ki-67 nos mondcitos inflamatérios
(Figura 17D). Nao observamos diferengas significativas na expressao de Ki-67 nos
monacitos patrulheiros (Figura 17E). Em conjunto, nossos dados demonstram que
CD18 afeta a atividade proliferativa de progenitores de mondcitos e mondcitos

inflamatdrios durante a esquistossomose cronica.
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Figura 17. A baixa expressdo de CD18 diminui o MFI de Ki-67 nos progenitores de
mondcitos apds 7 semanas de infecgcao com S. mansoni.

A medula 6ssea de camundongos WT e CD18°" infectados com 80 cercérias de S. mansoni
a 7 semana foram analisadas por citometria de fluxo. Os graficos de barras com pontos
mostram a expressao de Ki-67 mensurada pelo MFI em progenitores (A) MDP (Lin" CD117*
CD115" CD135* Ly6C CD11b); (B) cMoP (Lin- CD117* CD115* CD135 Ly6C""* CD11b’);
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(C) pMo (Lin" CD117- CD115" CD135 Ly6C"9" CD11b"*"); (D) mondcitos inflamatérios (Lin”
CD117° CD115" CD135 Ly6C"e" CD11b*); (E) mondcitos patrulheiros (Linm CD117- CD115*
CD135 Ly6C"°"" CD11b"). Os dados representam a média + SD de um experimento
representativo de dois experimentos independentes. (n= 4 WT e CD78°" por grupo). Os
dados foram analisados com teste t de Student ndo pareado. (* p <0,05, *** p <0,001, em
comparagao ao WT em cada tempo)

4.6. CD18 controla a expressao de IRF8 e CD115 no progenitor de monécitos
em proliferagao (pMo) durante a infecgao crénica por S. mansoni.

A baixa expressdo de CD18 diminuiu a proliferagdo do progenitor de
monacitos em proliferagao (pMo) Figura 17C, os quais consequentemente acumulam
na medula éssea durante a infecg&o cronica por S. mansoni Figura 16D. Para elucidar
a importancia biolégica do CD18 no progenitor pMo e nos mondcitos inflamatérios
(MI), infectamos animais WT e CD18°" com 80 cercarias de S. mansoni e, apds 7
semanas isolamos por FACS-cell sorting essas duas populagdes celulares da medula
O0ssea, para avaliar os fatores de transcricbes que controlam o desenvolvimento de
monaocitos. Comparado ao progenitor pMo de animais WT, a expressao de /rf8 foi
reduzida nestes progenitores provenientes de animais CD78°" (Figura 18A). Nao
observamos diferencgas significativas na expresséo de Irf8 nos mondcitos inflamatérios
de ambos os grupos (Figura 18A). Além disso, ndo houve diferengas significativas na
expresséo de Kif4 (Figura 18B) e Nr4a1 (Figura 18C) nos progenitores pMo e nos
monacitos inflamatorios de animais WT e CD18°%.

A sinalizagcdo de IRF8 induz o receptor do fator 1 estimulador de coldnias
(CFSR1; também conhecido como CD115), um potente indutor do desenvolvimento
de mondcitos e macréfagos (ZHAO et al., 2018a). Apos 7 semanas de infecgao,
camundongos CD1718°" exibiram expressdo reduzida de CD115 no progenitor pMo
(Figura 18D) e nos mondcitos inflamatorios (MI) (Figura 18E) quando comparados
aos animais WT. Esses resultados demonstram que CD18 é necessario para a
expressdo de IRF8 e CD115 no progenitor de mondcitos em proliferagao (pMo)

favorecendo o desenvolvimento de mondcitos inflamatorios (Ml).
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Figura 18. A baixa expressao de CD18 afeta a expressao de IRF8 e CD115 no progenitor
de mondcitos em proliferagao (pMo) durante a esquistossomose crénica.

Progenitor de monécitos em proliferagdo (pMo) (FVS Lin" CD117* CD115" Ly6C* CD11b) e
mondcitos inflamatérios (IM) (FVS™ Lin" CD117* CD115* Ly6C"9"* CD11b*) foram purificados
da medula 6ssea de animais WT e CD18°" n3o infectados e infectados com S. mansoni por
7 semanas. Gréficos de barras com pontos mostram a expresséo relativa de /18 (A); Kif4 (B);
Nr4a1 (C) no progenitor pMo e nos mondcitos inflamatérios (IM) mensurado por PCR em
tempo real (QPCR). Os dados sao representativos de um experimento independente. (n=3
camundongos nao infectados e 3 camundongos infectados por grupo). Os dados representam
a média + SD. As diferencgas estatisticas foram avaliadas com teste t de Student ndo pareado.
(**p<0,01 em comparagdo com progenitor pMo de animais WT). (D) Histograma
representativo e grafico de barras com pontos mostram a expressao de CD115 (CFSR1) no
progenitor pMo (Lin” CD117- CD115* CD135  Ly6C"e" CD11b"*") mensurada por MFI. (E)
Histograma representativo e grafico de barras com pontos mostram a expressdo de CD115
nos MI (Linn CD117- CD115" CD135 Ly6C"9" CD11b*) mensurada por MFI. Os dados
representam a média + SD de um experimento representativo de dois experimentos
independentes. (n=5—-6 WT e n=6 CD18°" por grupo). Os dados foram analisados com teste
t de Student ndo pareado. (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, em comparagéo ao WT em
cada tempo)
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4.7. A baixa expressao de CD18 reduz os subtipos de monécitos na

circulagao durante a infecgao por S. mansoni

A reducdo dos subtipos de mondcitos na medula éssea de camundongos
CD18°", vista nas Figura 15 e 16, sugere que deve ocorrer diminuigdo destas células
na circulagdo. Assim, nds empregamos citometria de fluxo para analisar os mondocitos
Ly6Chigh Ly6C™er e Ly6C'°% no sangue periférico de animais WT e CD18°" infectados
com 80 cercarias de S. mansoni apés 1 semana (Figura 6). N&do observamos
diferengas significativas na porcentagem e nos numeros absolutos de mondcitos
inflamatdrios Ly6C"9" entre ambos os grupos de animais (Figura 19A). No entanto, o
numero absoluto de mondcitos intermediarios Ly6C™e" e, a porcentagem e o nimero
absoluto de mondcitos patrulheiros Ly6C'*" foram reduzidos no sangue periférico de
animais CD18°" infectados. Para confirmar se a baixa expressdo de CD18 afeta
apenas os mondcitos na circulacdo, avaliamos a populagdo de neutréfilos apos 1
semana de infegdo com S. mansoni (Figura 8). A porcentagem e o numero absoluto
de neutrdfilos foram semelhantes entre os animais de ambas as linhagens (Figura
19B), confirmando que a baixa expressdo de CD18 impacta somente os mondcitos
durante a infecgao por S. mansoni.

Cada receptor é expresso de diferentes formas conforme os compartimentos
de sua localizagao. Por exemplo: o receptor CX3CR1, que é um marcador fenotipico
de mondcitos, ndo é requerido para o desenvolvimento de mondcitos na medula
O0ssea, mas é crucial para a saida e manutencao destas células na circulagao durante
a homeostase (LANDSMAN et al., 2009). Além disso, os mondcitos inflamatérios
Ly6C"9" s&o caracterizados pela alta expressdo CCR2 (KAWAMURA; OHTEKI, 2018),
que auxilia no recrutamento destas células para o sitio inflamatério durante a
esquistossomose (NASCIMENTO et al., 2014)

Neste sentido, para confirmar as subpopulagdes de mondécitos presentes na
circulagao dos animais CD78°", incluimos os marcadores CCR2 (Figura 6) e CX3CR1
(Figura 7) em nossas analises. Nossos resultados confirmam que a expresséo de
CCR2 é alta nos mondcitos inflamatérios Ly6C"9" e mondcitos patrulheiros Ly6Cinte
(Figura 19C). Com a inclusdo do CX3CR1, confirmamos que os mondcitos
patrulheiros Ly6C'*" CX3CR1"9"* gstavam realmente reduzidos no sangue periférico

apos uma semana de infeccdo por S. mansoni (Figura 19D). No entanto, nossos
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dados mostram que os mondcitos inflamatérios Ly6CM9" CX3CR1'°% também foram
reduzidos no sangue periférico (Figura 19D).

Por fim, avaliamos os mondcitos circulantes na fase crénica da infecgao.
Comparados aos animais WT, a porcentagem e o numero absoluto dos mondécitos
inflamatorios Ly6CM9" CX3CR1°Y (Figura 19E) e mondcitos patrulheiros Ly6C'¥
CX3CR1"e"* (Figura 19F) estavam reduzidos no sangue periférico de camundongos
CD18°" apo6s 7 semanas de infecgdo com S. mansoni. Em conjunto nossos resultados
demonstram que baixa expressdo de CD18 afeta diretamente os subtipos de
monadcitos inflamatérios Ly6C"9" CX3;CR1°% e mondcitos patrulheiros Ly6C'o"

CX3CR1"e"* no sangue periférico ao longo da infecgdo por S. mansoni.
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Figura 19. A baixa expressao de CD18 reduz os monécitos inflamatérios e monécitos
patrulheiros no sangue periférico ao longo da infecg¢ao por S. mansoni.

Sangue periférico de camundongos WT e CD78°" nao infectados e infectados com 80
cercarias de S. mansoni foram avaliados por citometria de fluxo na 1° e na 7 ° semana apos
a infeccdo. (A) Graficos de contorno representativos e graficos de linha mostram a
porcentagem e os nimeros absolutos dos subtipos de mondcitos Ly6C"e", Ly6C™" e Ly6C"*"
(CD45" CD11¢c Ly6G CD11b” Ly6C") no sangue periférico apés uma semana de infecgao (1).
(B) Graficos de linha mostram a porcentagem e os nimeros absolutos de neutréfilos (CD45*
Ly6G* CD11b") no sangue periférico de animais infectados apés uma semana. (C) Grafico de
barras com pontos mostram a expressdo CCR2 mensurada pelo MFl em mondcitos Ly6C"o",
Ly6C™" e Ly6C™" (CD45* CD11¢c” Ly6G™ CD11b” Ly6C*) do sangue periférico apés uma
semana de infecgdo. (D) Graficos de contorno e graficos de barra com pontos mostram os
mondcitos inflamatérios e mondcitos patrulheiros no sangue periférico, incluindo o marcador
CX3CR1, ap6s uma semana de infec¢do. (E) Graficos de barras com pontos mostram a
porcentagem e o nimero absoluto de mondcitos inflamatérios (Ly6C"9" CX3CR1"°") no sague
periférico de animais infectados por 7 semanas. (F) Graficos de barras com pontos mostram
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a porcentagem e o numero absoluto de mondcitos patrulheiros (Ly6C™" CX3;CR1""*) no
sague periférico de animais infectados por 7 semanas. Os dados representam as medianas *
intervalo interquartil (A — D) ou a média + SD (E - F) de um experimento representativo de
dois experimentos independentes. (n= 2 controles néo infectados e 5-6 camundongos
infectados por grupo apés 1° e 7 ° semana de infec¢do). Os dados foram analisados com
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagao multipla de Dunn (A — D) ou utilizando teste
t de Student ndo pareado (E - F) (* p<0,05, ** p< 0,01, ** p< 0,001 comparado ao WT em
cada tempo)

4.8. A baixa expressdo de CD18 diminui os mondcitos patrulheiros no pulméao

durante a esquistossomose aguda.

Ao longo da infecgao por S. mansoni, os esquistossémulos que migram pelos
vasos sanguineos atingem o pulm&o nos primeiros dias (WILSON, 2009), que € um
local eficaz para eliminagdo dos parasitas (DOMBROWICZ et al., 2000). Para
determinar o papel do CD18 durante a passagem do S. mansoni através do pulmao,
avaliamos o acimulo dos subtipos de mondcitos em camundongos WT e CD18°% nos
primeiros dias de infec¢do (Figura 6). Apos 1 semana, confirmamos que os subtipos
de mondcitos apresentam expresséo diferencial de CCR2 (Figura 20A e B). Como
esperado, os mondcitos inflamatérios Ly6C"9" expressam altos niveis de CCR2,
enquanto os mondcitos patrulheiros Ly6C'° expressam baixos niveis deste receptor
(Figura 20A e B). Ao decorrer de uma semana de infeccédo (0, 3 e 7 dias),
observamos que tanto a porcentagem como o numero absoluto de mondcitos
inflamatorios Ly6CM9" permaneceram inalterados nos pulmdes de animais WT e
CD18°"infectados com S. mansoni (Figura 20A e C). No entanto, o nimero absoluto
de mondcitos intermediarios Ly6C™®" foi reduzido nos pulmdes de animais CD18°%
apos uma semana de infeccéo (Figura 20A e C). Além disso, ambos, porcentagem e
numero absoluto de mondcitos patrulheiros Ly6C'°" estavam reduzidos nos pulmdes
dos animais CD718°* apds uma semana de infe¢do com S. mansoni (Figura 20A e C).
Esses dados sugerem que CD18 regula o acumulo dos subtipos de monécitos no
pulmao nos primeiros dias de infecgao.

Para obter maior confianga que a expressao de CD18 adequada € necessaria
para o acumulo de mondcitos patrulheiros no pulmdo, avaliamos os subtipos de
monacitos incluindo o marcador CX3CR1 (Figura 7). Corroborando nossas analises
anteriores, os mondcitos inflamatoérios Ly6CM9" CX3CR1'°% permaneceram inalterados
nos pulmdes de ambos os grupos experimentais (Figura 20D). Em contraste, a
porcentagem e o numero absoluto de mondcitos patrulheiros Ly6C'*% CX3CR1high+
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foram reduzidos nos pulmdes de animais CD718°" apds uma semana de infecgdo com
S. mansoni (Figura 20D).

Os mondcitos patrulheiros Ly6C'°" CX3CR1""* circulam pelo endotélio da
vasculatura de modo dependente de CD18 e invadem rapidamente os tecidos apds
estimulos inflamatérios (AUFFRAY et al., 2007). Embora os esquistossomulos
circulem pelo pulmao, eles n&o transmigram ativamente para o parénquima, mas se
acumulam no capilares, onde causam danos aos tecidos devido seu grande tamanho
(CRABTREE; WILSON, 1986). Portanto, & possivel que os mondcitos patrulheiros
também estejam reduzidos nos capilares pulmonares, além do parénquima. Para
testar esta hipotese, realizamos marcacéao intravascular usando anticorpo anti-CD45
para rastrear os leucdcitos presentes nos capilares pulmonares de camundongos WT
e CD18°"infectados com 80 cercarias de S. mansoni apés uma semana de infecgéo
(Figura 12). Curiosamente, apenas a porcentagem de mondcitos inflamatorios
Ly6Chi9h CX3CR1'°% de animais CD78°" foi reduzida na vasculatura pulmonar em
comparagdao com camundongos WT (Figura 20E), mas ndo houve alteragbes
significativas destas células no tecido pulmonar (Figura 20D), indicando que os
mondcitos inflamatoérios sdo capazes de infiltrarem no tecido pulmonar de modo
independente de CD18. Em contraste, os mondcitos patrulheiros Ly6C'" CX3CR1high/+
foram igualmente representados na vasculatura pulmonar de camundongos WT e
CD18°* (Figura 20E), demonstrando que a baixa expressédo de CD18 afeta a entrada
destas células para o pulmao no inicio da infecgao (Figura 20E). Em conjunto, nossos
dados indicam que a expressao adequada de CD18 é necessaria para a manutencao
mondcitos patrulheiros na vasculatura e sua entrada no parénquima em momentos

iniciais da infegao por S. mansoni.
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Figura 20. A baixa expressdao de CD18 diminui o acumulo de monécitos patrulheiros
nos pulmées de animais infectados com S. mansoni.

Os pulmdes de camundongos WT e CD18°" nao infectados e infectados com S. mansoni nos
dias 0, 3 e 7 foram analisados por citometria de fluxo. (A) Os graficos de contorno mostram
os dados representativos da citometria de fluxo de mondcitos CD45" CD11c” Ly6G™ CD11b*
Ly6C". (B) Os graficos de barras com pontos mostram a expressdo de CCR2 mensurada pelo
MFI nos subtipos de mondcitos avaliados pela expresséo Ly6C antes e apds uma semana de
infeccdo. (C) Os graficos de linha mostram a cinética de porcentagem e numeros absolutos
dos subtipos de mondcitos Ly6C no pulmao. Os dados representam as medianas + intervalo
interquartil de dois experimentos independentes juntos. (n= 4-6 controles nao infectados e 11-
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13 camundongos infectados por grupo nos diferentes tempos). Os dados foram analisados
com Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagéao multipla de Dunn. (* p<0,05, ** p< 0,01
comparado ao WT em cada tempo). (D) Os graficos de contorno mostram os dados
representativos da citometria de fluxo e os graficos de barras com pontos mostram a
porcentagem e os numero absolutos de mondcitos inflamatérios Ly6C"9" CX3;CR1" e
mondcitos patrulheiros Ly6C™" CX3CR1""* no tecido pulmonar de animais infectados apos
uma semana. (E) Os graficos de contorno mostram os dados representativos da citometria de
fluxo e os graficos de barras com pontos mostram a porcentagem e os numero absolutos de
mondcitos inflamatérios Ly6C"e" CX3CR1"°" e mondcitos patrulheiros Ly6C™" CX3CR1""* na
vasculatura pulmonar apds uma semana de infecgdo. Os dados representam as medianas +
intervalo interquartil de um experimento independente. (n= 6 WT e CD18°" por grupo). Os
dados foram analisados com o teste de Man-Whitney (**p<0.01 comparado ao WT em cada
ponto)

4.9. A baixa expressio de CD18 reduz macréfagos (MDMs) e células
dendriticas (MDCs) derivadas de monécitos no pulmao apés a infeccao

por S. mansoni.

Uma vez que se infiltram nos focos inflamatérios, os mondécitos podem se
diferenciar em macréfagos derivados de mondcitos (MDMs) ou células dendriticas
derivadas de mondcitos (MDCs) (UDALOVA; MANTOVANI; FELDMANN, 2016), que
se caracterizam principalmente pela expressdo dos marcadores de superficies F4/80
e CD11c, respectivamente (Figura 9). Comparado aos animais WT nao infectados, o
numero absoluto de MDMs pulmonares foram reduzidos em animais CD78°* sem
infecgdo (Figura 21A). Apesar disso, a porcentagem de MDMs pulmonares foi
significativamente maior em animais WT quando comparado aos animais CD178°%
(Figura 21A), cuja porcentagem e numero absoluto ja eram baixos antes da infeccéo
e permaneceram inalterados apos uma semana de infecgéo (Figura 21A). Além disso,
observamos que a porcentagem de MDCs nos pulmdes foram reduzidas em animais
CD18°", tanto antes como apds uma semana de infecgéo (Figura 21B). Tomando em
conjunto, esses dados sugerem que a falha na entrada de mondcitos especificos para
os pulmdes de animais CD18°* (Figura 20) afeta o acimulo de macrofagos (MDMs)
e células dendriticas (MDCs) derivadas de mondcitos apos uma semana de infecgao

com S. mansoni.
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Figura 21. Animais CD18"" apresentam redugio na frequéncia de macréfagos (MDMs)
e células dendriticas (MDCs) derivadas de monoécitos nos pulmodes durante a
esquistossomose aguda.

Os pulmdes de camundongos WT e CD18°* n&o infectados e infectados com 80 cercarias de
S. mansoni foram avaliados por citometria de fluxo apés uma semana de infecgéo. Os graficos
de contorno mostram os dados representativos da citometria de fluxo e os gréaficos de linhas
mostram a cinética de porcentagem e nimeros absolutos de (A) macrofagos (MDMs) (CD45*
CD11b* F4/80* MHC-II*) e (B) células dendriticas (MDCs) (CD45" CD11¢* MHC-II" CD11b%)
derivadas de mondcitos. Os dados representam as medianas  intervalo interquartil de dois
experimentos independentes juntos. (n= 4-6 controles nao infectados e 11-13 camundongos
infectados por grupo em 3 e 7 dias). Os dados foram analisados com Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de comparagéao multipla de Dunn. (* p<0,05, ** p< 0,01 comparado ao WT em cada
tempo)

4.10. A baixa expressado de CD18 nao prejudica o recrutamento de monécitos e
a diferenciacado em macrofagos (MDMs) e células dendriticas (MDCs)
derivadas de monécitos nos pulmodes durante a esquistossomose

cronica.

Em seguida, avaliamos o acumulo de mondcitos (Figura 6), macrofagos
(MDMs) e células dendriticas (MDMs) derivadas de mondcitos (Figura 9) nos pulmdes
de animais WT e CD78°* infectados com S. mansoni ap6és 7 semanas. N&o
observamos diferengas significativas nos subtipos de mondcitos de ambos os
camundongos (Figura 22A). Comparados aos animais WT, observamos discreta
redugdo na porcentagem de MDMs nos pulmdes de animais CD718°" (Figura 22B).
Por fim, ndo observamos diferengas significativas de MDCs entre ambos os grupos
experimentais (Figura 22C). Esses resultados sugerem que a baixa expressédo de
CD18 nao afeta o acumulo de mondcitos, macréfagos (MDMs) e células dendriticas
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(MDCs) derivadas de monocitos no pulm&o durante a fase crénica da

esquistossomose.
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Figura 22. A baixa expressao de CD18 néo altera o acimulo de monécitos, macréfagos
(MDMs) e células dendriticas (MDCs) derivadas de monécitos no pulmao apés 7
semanas de infecgdo com S. mansoni.

Os pulmées de camundongos WT e CD18°" infectados com 80 cercarias de S. mansoni foram
avaliados por citometria de fluxo apés 7 semanas de infecgdo. Os graficos de contorno
mostram os dados representativos da citometria de fluxo e os graficos de barras com pontos
mostram a porcentagem e numeros absolutos dos subtipos de mondcitos através da
expressédo de Ly6C (A). Os graficos de contorno mostram os dados representativos da
citometria de fluxo e os graficos de barras com pontos mostram a porcentagem e numeros
absolutos de macréfagos (MDMs) (CD45* CD11b* F4/80* MHC-II*) (B), e células dendriticas
(MDCs) (CD45" CD11c* MHC-II" CD11b") (C) derivadas de mondcitos. Os dados representam
as medianas % intervalo interquartil de um experimento representativo de dois experimentos
independentes. (n=4-5 WT e CD18°" infectados por grupo). Os dados foram analisados com
o teste de Man-Whitney (*p<0.05 comparado ao WT em cada ponto).
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4.11. CD18 regula a producdao de citocinas nos pulmées durante a

esquistossomose.

Durante os estagios iniciais da infecgado por S. mansoni, no hospedeiro, as
células imune reconhecem os antigenos do parasita e iniciam a produgao de citocinas
como IFN-y, IL-6 e TNF-a, mas uma vez que os parasitas amadurecem e ocorre a
deposicdo dos ovos, esse perfil muda para a producdo de IL-4, IL-13, IL-5, IL-10
(PEARCE; MACDONALD, 2002). Para esclarecer o impacto do CD18 no perfil de
citocinas pulmonares durante as fases iniciais e posteriores da infecgcédo, animais WT
e CD18°" foram infectados com 80 cercarias de S. mansoni e, na 12 e 72 semana
apos a infeccao os pulmodes foram coletados. Apds uma semana de infecgdo, apenas
os niveis de TNF-a foram significativamente aumentados nos pulmdes de animais
CD18°" quando comparado aos animais WT (Figura 23A). Curiosamente, mesmo
apos a passagem do parasita pelo pulmdo e maturagao no figado e intestino (fase
crénica), os animais CD18°" apresentaram niveis aumentados de IFN-y, TNF-a, e IL-
10 na 72 semana de infeccdo (Figura 23B). Esses dados indicam que CD18 é
necessario para o equilibrio da producédo de citocinas durante momento iniciais e

crénicos da esquistossomose.
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Figura 23. CD18 é necessario para a produgado adequada de citocinas nos pulmoes de
animais infectados com S. mansoni.

Pulmées de animais WT e CD18°" infectados com 80 cercarias de S. mansoni foram
coletados apds a 12 e 72 semana infecgao para analise de citocinas por ensaio de ELISA. Os
graficos de barras com pontos mostram a quantificagéo de IFN-y, IL-6, TNF-qa, IL-4, IL-5 e IL-
10 por ELISA na 12 (A) e 72 (B) semana ap0s a infeccdo. Os dados representam as medianas
+ intervalo interquartil de um de dois experimentos independentes. (n= 4-6 WT e CD18°"
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infectados por grupo apds 1 e 7 semanas). Os dados foram analisados com Mann-Whitney (*
p<0,05, ** p< 0,01 comparado ao WT em cada tempo)

4.12. A baixa expressdo de CD18 diminui os mondcitos inflamatérios Ly6Chigh
CX;CR1'°%- CD11b* no figado durante a esquistossomose crénica.

A formagdo de granulomas ao redor do ovos de S. mansoni requer o
recrutamento de mondocitos inflamatérios e mondcitos patrulheiros para o figado
(GIRGIS et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2014; ROLOT et al., 2019; RUCKERL;
COOK, 2019). Assim, procuramos investigar se o CD18 & necessario para o acumulo
eficiente dos subtipos de mondcitos no figado apds 7 semanas de infec¢édo com S.
mansoni (Figura 6). Comparado aos animais WT, as porcentagens de mondcitos
Ly6Ci"e" e de mondcitos patrulheiros Ly6C'*" foram reduzidas no figado dos animais
CD18°”, enquanto os mondcitos inflamatérios Ly6C"" nZo foram alterados
significativamente entre os grupos experimentais (Figura 24).
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Figura 24. A baixa expressao de CD18 diminui a porcentagem de mondcitos
intermediarios Ly6C"™*" e monécitos patrulheiros Ly6C"" no figado apés 7 semanas de
infecgdo com S. mansoni.

Figado de camundongos WT e CD18°" infectados com 80 cercarias de S. mansoni foram
avaliados por citometria de fluxo apés 7 semanas de infecgdo. Os graficos de contorno
mostram os dados representativos da citometria de fluxo e os graficos de barras com pontos
mostram a porcentagem e numeros absolutos dos subtipos de mondcitos avaliados pela
expressao de Ly6C. Os dados representam as medianas % intervalo interquartil de um
experimento representativo de dois experimentos independentes. (n= 4-5 WT e CD18°
infectados por grupo). Os dados foram analisados com o teste de Man-Whitney (*p<0.05
comparado ao WT em cada ponto)
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Em seguida, para aumentar a confiabilidade dos nossos dados e confirmar as
subpopulag¢des de mondcitos, incluimos o marcador CX3CR1 e, também, avaliamos a
frequéncia das subunidades a de integrinas B2 em cada subpopulagées de mondcitos
presentes no figado de animais WT e CD18°" (Figura 10). Primeiro, realizamos um
mapa t-SNE que mostrou a distribuicdo das subunidades a CD11a*, CD11b*, CD11c”*
em monocitos inflamatérios Ly6CM" CX3CR1'°%- (Figura 25A) e mondcitos
patrulheiros Ly6C'°" CX3CR1"9"* (Figura 25E) no figado. Nao observamos diferengas
significativas na porcentagem de mondcitos inflamatorios Ly6CM9" CX3CR1'ow"-
CD11a* (Figura 25A e B) e mondcitos inflamatérios Ly6C"9" CX3CR1'°%- CD11c*
(Figura 25A e D) entre os grupos experimentais. No entanto, a porcentagem de
mondcitos inflamatérios Ly6CM9" CX3CR1'°%- CD11b* foi reduzida em camundongos
CD18° infectados (Figura 25A e C). Além disso, descobrimos que a baixa express&o
de CD18 nao prejudica a porcentagem dos mondcitos patrulheiros Ly6C'o"
CX3CR1Md"* que expressam CD11a*, CD11b* e CD11c* no figado dos camundongos
WT e CD18°" apds 7 semanas de infecgdo com S. mansoni (Figura 25 E e H). Em
conjunto, esses dados indicam que a baixa expressdo de CD18 diminui os monécitos
inflamatdrios Ly6CM9" CX3CR1°%- que expressam CD11b* no figado durante a

infecgao crénica com S. mansoni.
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Figura 25. A baixa expressdo de CD18 prejudica a subunidade CD11b* em monécitos
inflamatérios Ly6C"9" CX;CR1'°"" no figado de animais infectados cronicamente com S.
mansoni.

Animais WT e CD18°" foram infectados com 80 cercérias de S. mansoni e apds 7 semanas
de infecgdo o figado foi coletado para analise de citometria de fluxo. O mapa t-SNE
representativo mostra os mondcitos inflamatérios Ly6C"" CX3CR1°Y" que expressam
CD11a*, CD11b* e CD11c" (A). Os graficos de barras com pontos mostram a porcentagem
de mondcitos inflamatérios Ly6C"9" CX;CR1°*-CD11a* (B); mondcitos inflamatorios Ly6C"o"
CX3CR1°"-CD11b* (C); e mondcitos inflamatérios Ly6C"" CX;CR1"°"-CD11¢* (D). O mapa
t-SNE representativo mostra os mondcitos patrulheiros Ly6C" CX3;CR1""* que expressam
CD11a*, CD11b* e CD11c" (E). Os graficos de barras com pontos mostram a porcentagem
de mondcitos patrulheiros Ly6C"" CX3;CR1"™"*CD11a* (F); mondcitos patrulheiros Ly6C'™"
CX3CR1""* CD11b* (G); e mondcitos patrulheiros Ly6C"°" CX3;CR1""* CD11¢* (H). Os dados
representam um de dois experimentos independentes (n= 4-6 WT n= 3-5 CD18°" infectados
por grupo). Os dados representam a média + SD. As diferengas estatisticas foram avaliadas
com teste t de Student ndo pareado. (** p <0,01 em comparagao ao WT)



Jowza, G O. S — Resultados 82

4.13. A transferéncia adotiva de mondcitos inflamatérios Ly6Chgh CX3CR1'oW-
reverte o dano hepatico de animais CD718"°" infectados cronicamente com

S. mansoni

Para validar a fungédo bioldégica dos mondcitos inflamatorios e mondcitos
patrulheiros durante a esquistossomose experimental, isolamos da medula dssea de
animais nado infectados CX3CR79%"* os mondcitos inflamatérios (Ly6C- Ly6Chigh
CX3CR1"°%") e mondcitos patrulheiros (Ly6C- Ly6C'°" CX3CR19%*), e em seguida
transferimos essas células para camundongos CD78°" infectados com 80 cercarias
de S. mansoni, de acordo com o delineamento experimental da Figura 26A.
Semelhante ao dados da Figura 13B e C, os camundongos CD78°" tem maior carga
de vermes (Figura 26B) e maior deposi¢cao de ovos (Figura 26C) nas fezes quando
comparado aos animais WT apds 7 semanas de infeccdo com S. mansoni. A
transferéncia adotiva de mondécitos inflamatérios e mondécitos patrulheiros para
animais CD18°" n&o alterou a carga parasitaria (Figura 26B) e nem a deposigdo de
ovos nas fezes (Figura 26C). Em conjunto, nossos demonstram que os mondcitos
inflamatérios e mondcitos patrulheiros nédo estdo relacionados ao controle

parasitologico ao longo da infecgao por S. mansoni.
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Figura 26. A transferéncia adotiva de mondcitos inflamatérios e monécitos patrulheiros
nido altera os parametros parasitolégicos de animais CD178°" infectados com S.
mansoni.

Animais WT e CD18°" foram infectados com 80 cerarias de S. mansoni. (A) O esquema
representa o delineamento experimental da transferéncia adotiva de mondcitos inflamatdrios
(2,5 x 10°) e mondcitos patrulheiros (1,5 x 10°) isolados da medula dssea de animais n&o
infectados CX;CR719"*. (B) O grafico de barras com pontos mostra a carga parasitaria
(vermes) determinada por perfusao do sistema porta hepatico apos 7 semanas de infecgao.
(C) O gréfico de barras com pontos mostra o numero de ovos/g de fezes apds 7 semanas de
infecgdo. Os dados representam a média + SD de um experimento (n=5 WT infectados, n= 4
CD18"" infectados, n= 4 CD18°" infectados tratados com mondcitos inflamatdrios e/ou
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mondcitos patrulheiros). Os dados foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de
Bonferroni (* p<0,05 comparado aos animais WT).

Em seguida, avaliamos o infiltrado inflamatério do figado de ambos os grupos
experimentais empregando coloragdo de H&E. Como visto na Figura 14, animais
CD18°" apresentaram maior numero de granulomas e aumento da porcentagem do
infiltrado inflamatorio ao redor dos ovos presentes por todo tecido hepatico quando
comparado aos animais WT (Figura 27A e B). No entanto, a transferéncia de
monacitos inflamatorios para camundongos CD78°" infectados diminuiu o nimero de
granulomas (Figura 27A) e o infiltrado inflamatorio (Figura 27B) ao redor dos ovos
de S. mansoni, assemelhando-se aos camundongos WT. Nao observamos diferengas
significativas nos granulomas e no infiltrado inflamatério ao redor dos ovos apos a

transferéncia de mondcitos patrulheiros (Figura 27A e B).
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Figura 27. A transferéncia adotiva de monécitos inflamatérios diminui o infiltrado
inflamatério no figado de animais CD18"" infectados cronicamente com S. mansoni.

Animais WT e CD18°" infectados com 80 cerarias de S. mansoni receberam adotivamente
mondcitos inflamatérios (2,5 x 10°) e mondcitos patrulheiros (1,5 x 10°) previamente isolados
da medula dssea de animais n&o infectados CX;CR19%*. (A) Fotomicrografias representativas
(aumento de 100x) do figado coradas com H&E. (B) O grafico de barras representa a area de
marcagao dos granulomas hepaticos. Os dados representam a média £+ SD de um
experimento (n=5 WT infectados, n= 4 CD18°" infectados, n= 4 CD18°" infectados tratados
com mondcitos inflamatdrios e/ou mondcitos patrulheiros). Os dados foram analisados pelo
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teste one-way ANOVA seguido de Bonferroni (* p<0,05 comparado aos animais WT ou #
p<0,05 comparado aos animais CD18°" infectados).

Por fim, avaliamos a fibrose hepatica empregando a coloragao de picrosirus.
Comparado aos animais WT, a deposi¢do de colageno ao redor dos ovos de S.
mansoni é maior nos animais CD18°" (Figura 28A e B). A transferéncia adotiva de
monacitos inflamatdrios diminuiu a deposigao de colageno ao redor dos ovos quando
comparado aos animais CD78°" infectados (Figura 28A e B). Ndo observamos
diferengas significativas na fibrose hepatica apds a transferéncia de mondcitos
patrulheiros para animais CD718°" infectados (Figura 28A e B). Em conjunto, nossos
dados mostram que CD18 é crucial para manutencdo e fungdo dos mondcitos
inflamatodrios no figado, uma vez que, a transferéncia adotiva de mondcitos
inflamatdrios controla dano tecidual e fibrose causada em reposta ao ovo de S.

mansoni nos animais CD 18,
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Figura 28. A transferéncia adotiva de monécitos inflamatérios diminui a fibrose
hepatica de animais CD18"" apés 7 semanas de infecgdo por S. mansoni.

Animais WT e CD18°" infectados com 80 cerarias de S. mansoni receberam adotivamente
mondcitos inflamatérios (2,5 x 10°) e mondcitos patrulheiros (1,5 x 10°) previamente isolados
da medula dssea de animais n&o infectados CX;CR19"*. (A) Fotomicrografias representativas
(aumento de 100x) do figado coradas com picrosirus. (B) O grafico de barras representa a
porcentagem de area vermelha no tecido hepatico. Os dados representam a média + SD de
um experimento (n=5 WT infectados, n= 4 CD18°" infectados, n= 4 CD18°" infectados
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tratados com mondécitos inflamatérios e/ou mondcitos patrulheiros). Os dados foram
analisados pelo teste one-way ANOVA seguido de Bonferroni (* p<0,05 comparado aos
animais WT ou # p<0,05 comparado aos animais CD18°" infectados).

4.14. A baixa expressiao de CD18 reduz os macréfagos alternativamente

ativados no figado durante a esquistossomose crénica

O influxo de mondcitos inflamatérios Ly6CM" no tecido da origem a
macrofagos derivados de mondcitos CD11b"" (MDMs) (ROLOT et al., 2019;
RUCKERL; COOK, 2019), que se tornam alternativamente ativados por IL-4/IL-13 via
sinalizacdo de IL-4Ra (MAAs) (GORDON; MARTINEZ, 2010), promovendo o reparo
tecidual durante a esquistossomose cronica (GUNDRA et al., 2014; GIRGIS et al.,
2014). Neste sentido, avaliamos o acumulo de MDMs e MDCs no figado de animais
WT e CD18°" infectados com 80 cercarias de S. mansoni apds 7 semanas de infecgdo
(Figura 9). Nao observamos diferengas significativas nos macrofagos (MDMs)
(Figura 29A) e nas células dendriticas (MDCs) derivadas de mondcitos (Figura 29B)

de ambos 0s grupos experimentais.
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Figura 29. A baixa expressdao de CD18 nao afeta o acumulo de macroéfagos (MDMs) e
células dendriticas (MDCs) derivadas de monécitos no figado apés 7 semanas de
infecgdo por S. mansoni.

Animais WT e CD18°" foram infectados com 80 cercarias S. mansoni e apds 7 semanas 0
figado foi coletado para analise por citometria de fluxo. Os graficos de contorno mostram os
dados representativos da citometria de fluxo e os graficos de barras com pontos mostram a
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porcentagem e numeros absolutos de MDMs (CD45" CD11b* F4/80" MHC-II") (A) e MDCs
(CD45" CD11c* MHC-II" CD11b*) (B). Os dados representam as medianas * intervalo
interquartil de um experimento representativo de dois experimentos independentes. (n= 4-5
WT e CD18°" infectados por grupo). Os dados foram analisados com o teste de Man-Whitney
(*p<0.05 comparado ao WT em cada ponto)

Em seguida investigamos se o CD18 estaria afetando a ativagéo alternativa
de macroéfagos durante a infecgdo por S. mansoni. Para isso, animais WT e CD18°%
nao infectados ou infectados com 80 cercarias de S. mansoni foram sacrificados apds
7 semanas e o figado foi coletado para analise de PCR em tempo real (qPCR).
Comparado aos animais WT, a expresséo de //4 (Figura 30A), Chi3I3 (Figura 30B) e
Arg1 (Figura 30C) foi diminuida no figado de camundongos CD78°*. Nossos dados
indicam que a baixa expressdo de CD18 prejudica a transcrigdo de genes
relacionados a ativagdo alternativa de macréfagos durante a esquistossomose
cronica.

Desta forma, avaliamos a presenga dos macrofagos alternativamente
ativados (MAAs) no figado dos animais WT e CD18°" infectados cronicamente com
S. mansoni (Figura 11). Geramos um mapa t-SNE delimitado em células
CD45'CX3CR1* sobrepostas com os marcadores PD-L2*CD206* (Figura 30D).
Comparado aos animais WT, a porcentagem (Figura 30E) e o numero absoluto
(Figura 30F) de MAAs foram diminuidos no figado de animais CD718°" apos 7
semanas de infeccdo. Esses resultados se correlacionaram como os niveis reduzidos
de IL-10 (Figura 30G). Em conjuntos, nossos dados evidenciam o papel crucial do
CD18 para a manutencao de MAAs durante a esquistossomose crdnica.
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Figura 30. A baixa expressao de CD18 diminui os macréfagos alternativamente ativados
(MAAs) no figado ap6s 7 semanas de infecgao com S. mansoni.

O figado de animais WT e CD18°" nao infectados e infectados com 80 cercarias de S.
mansoni apos 7 semanas foram analisados por PCR em tempo real (qQPCR). O grafico de
caixa com pontos mostra a expressao de /14 (A), Chi3I3 (B) e Arg1 (C) mensurada por gPCR
(D) O mapa t-SNE representativo mostra a distribuicdo de MAAs PD-L2" CD206" delimitados
em células CD45" CX3sCR1* (E) O grafico de barras com pontos mostra a porcentagem de
MAAs PD-L2* CD206". (F) O grafico de barras com pontos mostra os nimeros absolutos de
MAAs PD-L2* CD206". Os dados representam um de dois experimentos independentes (n =
4 WT ou n = 4-5 camundongos CD18°" por grupo). (G) O gréafico de barras com pontos mostra
a quantificagdo de IL-10 por ELISA. Os resultados representam um conjunto de trés
experimentos independentes. As barras de erro representam a média + SD. Diferengas
estatisticamente significativas foram avaliadas com teste t de Student nao pareado. (* p <0,05,
** p <0,01, em comparagdo com WT em cada ponto de tempo)
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5. DISCUSSAO

A esquistossomose € uma doenga parasitaria negligenciada causada por
vermes do género Schistosoma spp, que afetam principalmente individuos que vivem
em regides tropicais e subtropicais (“Schistosomiasis (Bilharzia)”, [s.d.]). As alteragbes
graves da doenga incluem danos ao figado (fibrose) (KAMDEM et al., 2018),
hipertensao pulmonar e até pericardite (PINTO et al., 1994; CROSBY et al., 2010; DE
JESUS et al., 2002). Durante a infecgdo no hospedeiro mamifero, os esquitossémulos
migram através da vasculatura até atingirem os pulmdes (WILSON, 2009), antes de
chegarem no sistema porta hepatico e migrarem para as vénulas mesentéricas, onde
acasalam-se, e a fémea deposita os ovos (MCMANUS et al., 2018). O acumulo de
ovos no tecidos induz altos niveis de IL-4, IL-13, IL-5 e IL-10 que desencadeiam a
formagdo do granuloma do tipo 2 (SCHWARTZ; FALLON, 2018), uma marca
registrada da fase crbnica da infecgao.

Granulomas sao estruturas compostas por neutrofilos, eosindfilos, basdfilos,
monacitos, macréfagos, células T, células B e fibroblastos, que sdo recrutados para
limitar o dano tecidual causado pelos ovos. O granuloma induzido pelo ovo de S.
mansoni € caracterizado pela presenca de eosinodfilos, mondcitos e macréfagos
derivados de monécitos (SCHWARTZ; FALLON, 2018; ROLOT et al., 2019). O trafego
de células imunes inatas para os tecidos afetados € dependente de quimiocinas e
moléculas de adesao celular (SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 2017). A
familia de integrinas € composta por 24 receptores que s&o classicamente conhecidas
por suas fungdes relacionadas a adesao de leucdcitos e a migragao transendotelial
(SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 2017; FAGERHOLM et al., 2019). Cada
integrina & formada através da ligacdo n&o covalente de uma subunidade a a uma
subunidade [3, e atualmente foram identificadas 16 subunidades a e 8 subunidades 3
(SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 2017). Além do importante papel na
migragdo transendotelial de leucdcitos, as proteinas da familia de integrinas (2
também participam, coordenam e discriminam as etapas de desenvolvimento de
células mieloides (LEON-RICO et al., 2014; ZHANG et al., 2019; MEI et al., 2020) e
linfoides (MCINTYRE et al., 2020), no entanto, pouco se sabe sobre o papel do CD18

na geracéo de células mieloides durante a esquistossomose.
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Sabe-se que falhas na transcrigdo do gene ltgb2 (CD18) estdo associadas a
reducdo da atividade proliferativa de células hematopoiéticas (TSUJI et al., 1998) e,
durante a monocitopoese a expressao ltgh2 € crucial para o desenvolvimento de
progenitores cMoP (HETTINGER et al., 2013). Neste trabalho, nés confirmamos e
ampliamos o conhecimento sobre os mecanismos regulados pelo CD18 durante a
monocitopoese. Nossos resultados demonstraram que baixa expressdo de CD18
reduz a proliferacdo de todas as células progenitoras de mondcitos, levando ao
acumulo do progenitor de mondcitos em proliferagdo — pMo (Lin- CD117- CD115*
CD135" Ly6CMsh CD11b"°%-), que é uma pequena populagdo de CD11b"°" em
mondcitos Ly6CMa", antes de se tornarem mondcitos inflamatérios — Ml (Lin- CD117-
CD115* CD135" Ly6CMe" CD11b*). O fator de transcrigdo IRF8 é responsavel pelo
desenvolvimento e maturagdo de mondcitos inflamatorios Ly6CM" (KUROTAKI et al.,
2013; ZHAO et al., 2018a). Camundongos /rf8”- apresentam acumulo de progenitores
MDP (Lin- CD117* CD115* CD135*Ly6C- CD11b") e cMoP (Lin- CD117* CD115*
CD135" Ly6Che"* CD11b"), reducéo da expressdo de Csfr1 (CD115) e de mondcitos
inflamatérios (Ly6CM9") na medula éssea (KUROTAKI et al., 2013; ZHAO et al.,
2018a). Nossos resultados mostram que o CD18 controla a expressao de /Irf8 e CD115
no progenitor de mondcitos em proliferagdo (pMo), desvendando um potencial
mecanismo associado a redugao dos subtipos de mondcitos na medula éssea e
sangue periférico durante a esquistossomose.

Nos tecidos, mondcitos e macréfagos medeiam a imunidade contra os
esquitossdmulos que atingem os pulmdes (EL RIDI; TALLIMA, 2009) e coordenam as
repostas imunes desencadeadas pela presenca de ovos no figado (SOUZA et al.,
2020). O microambiente determina o perfil de resposta dos monécitos e macréfagos
(LAVIN et al., 2014; SVEDBERG et al., 2019), e a reagao inflamatoria coordenada por
essas células resulta no reparo tecidual durante a esquistossomose, (HUME; IRVINE;
PRIDANS, 2019). No entanto, a dinamica do acumulo de leucécitos especificos no
pulmdo durante a migracdo dos esquistossbmulos ¢é desconhecida. Aqui,
identificamos o papel critico do CD18 para o acumulo eficiente de mondcitos
intermediarios (Ly6C™e") e mondcitos patrulheiros (Ly6C'°") no pulméo logo apds a
infecgéo por S. mansoni. Os mondcitos patrulheiros (Ly6C'°%) expressam altos niveis
da integrina LFA-1 (CD11a/CD18) e dependem dessa molécula de adesdo para
patrulhar os vasos sanguineos na auséncia de estimulos inflamatérios (AUFFRAY et
al., 2007). Nosso estudo expande esse conhecimento, pois a marcagao intravascular
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de leucécitos CD45* demonstrou que, embora os mondcitos inflamatérios (Ly6Chian)
nao dependam de CD18 para sair dos capilares pulmonares e entrar no tecido
pulmonar, os mondcitos patrulheiros (Ly6C'°") ndo foram capazes de fazer isso,
sugerindo que o CD18 também controla a migragc&o transendotelial dessas células.
Além disso, a reducao dos subtipos de mondcitos foi associada a diminuicido da
porcentagem de MDMs (CD45*CD11b*F4/80*MHC-II") e MDCs (CD45*CD11c* MHC-
[I"CD11b*), e aumento dos niveis de TNF-a, que permaneceram elevados no pulméo
apos 7 semanas de infeccdo. Esses dados sugerem que a reducdo de leucécitos
imune inatos especificos no pulmao logo apos a infecgdo pode resultar em resposta
inflamatoria desregulada que persiste com o tempo, mesmo sem a presenga dos
parasitas.

No figado de animais CD718°%, os mondcitos inflamatérios foram reduzidos
durante a infecgdo cronica, resultando em aumento da carga parasitaria, maior
numero de granulomas, aumento do infiltrado inflamatorio e fibrose, sugerindo que as
falhas na monocitopoese dos animais CD78°" est&do intimamente correlacionadas
com a disfuncido da resposta imune protetora e dos mecanismos de reparo tecidual.
Corroborando esta hipotese, sabe-se que mondcitos intermediarios CD14°79" CD16*
de humanos apresentam aprimorada capacidade de se ligarem a produtos derivados
dos ovos e das cercarias de S. mansoni, mostrando que essas células tém fungao de
reconhecimento dos produtos derivados do parasita (TURNER et al., 2014).

Os monacitos inflamatorios (Ly6CM9") sdo recrutados para o figado pelo eixo
CCR2/CCL2 e favorecem um ambiente imune protetor (GIRGIS et al., 2014,
NASCIMENTO et al.,, 2014). Essas células se tornam macrofagos derivados de
mondcitos CD11bMgh (ROLOT et al., 2019; RUCKERL; COOK, 2019), que se
diferenciam em macrofagos alternativamente ativados (MAAs) (GORDON;
MARTINEZ, 2010), cuja func&o é conter o dano hepatico, aumentando a sobrevivéncia
de camundongos durante a esquistossomose (GUNDRA et al., 2014; GIRGIS et al.,
2014). No nosso estudo descobrimos que mondcitos inflamatérios (Ly6Chigh
CX3CR1"°%* CD11b*) foram reduzidos no figado apds 7 semanas de infecgdo em
animais CD18°* e, a transferéncia adotiva dessas células para animais CD178°
diminuiu o infiltrado inflamatdrio e a fibrose hepatica, demonstrando que integrina
MAC-1 (CD11b/CD18) é necessaria para repostas eficazes de macréfagos durante a
esquistossomose (TROTTEIN et al., 1997). Camundongos sensibilizados com SEA

aumentam a expressao de MAC-1, que se correlaciona com diminuigdo do dano
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hepatico (EL-AHWANY et al., 2000). Reforgando esses achados, foi demonstrado que
a terapia com monocitos (CD14* CD11b*) contribui para a diminuigdo da fibrose
hepatica, bem como reduz a expressao de TGF-f e Fizz1 (M2) no figado de animais
infectados com S. mansoni (DE SOUZA et al., 2019).

A ativacdo alternativa de macrofagos é controlada pelo eixo da IL-4/IL-13 —
IL-4Ra que desencadeia mecanismos de cicatrizagdo (BARRON; WYNN, 2011;
GORDON; MARTINEZ, 2010; SOUZA et al.,, 2020) e minimiza a resposta
granulomatosa durante a infecgdo por S. mansoni (GIRGIS et al., 2014,
NASCIMENTO et al., 2014; ROLOT et al., 2019; RUCKERL; COOK, 2019). Além
destas citocinas, a IL-10 regula o dano ao tecido (KAMDEM et al., 2018) e é crucial
para manter os MAAs na auséncia da sinalizacdo de IL-4Ra durante a
esquistossomose (DEWALS et al., 2010). No entanto, a sinalizagdo de IL-4Ra é
dispensavel para o influxo de mondcitos sanguineos e sua conversao em macrofagos,
mas abole os macréfagos residentes do figado durante a esquistossomose (ROLOT
etal., 2019; RUCKERL; COOK, 2019). Curiosamente, apds a infecgéo por S. mansoni,
o metabolismo do colesterol diminui a populagdo de macrofagos residentes, os quais
séo substituidos por MDMs no figado (CORTES-SELVA et al., 2018). Por outro lado,
altos niveis de LDL aumentam a expressdo de CD18 em células hematopoiéticas e a
adesado dependente de MAC-1 medeia o recrutamento, a proliferacdo e a
diferenciagdo de células mieloides no sitio inflamatorio (WANG et al., 2015). Além
disso, sabe-se que a integrina MAC-1 se colocaliza com o receptor da IL-13 (IL-
13Ra1), formando um complexo na superficie dos macrofagos que afeta a ativagéo
alternativa (CAO et al.,, 2015). Embora ndo tenhamos observado diferencas na
frequéncia de MDMs no figado, nossos resultados mostram que a baixa expresséo de
CD18 diminui a expresséao de genes relacionado a ativagao alternativa de macréfagos
(/l4, Chi3I3 e Arg1), e consequentemente diminui os MAAs, fato correlacionado com a
diminuicdo dos niveis de IL-10 durante a esquistossomose cronica. Esses dados
mostram que o CD18 é necessario para a diferenciacdo de mondécitos inflamatérios
(CD45*Ly6Chd" CX3CR1M9"* CD11b*) em MAAs (CD45*CX3CR1*CD206*PD-L2*) no
tecido.

A resposta granulomatosa é crucial para proteger contra uma diversidade de
patdgenos, como o fungo Paracoccidioides brasiliensis (TRISTAO et al., 2017), o
parasita intracelular Leishmania donovani (HASSAN et al., 2006) e o S. mansoni
(REZENDE et al., 1997; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Observamos que a baixa
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expressdo de CD18 nao prejudicou a formagédo de granulomas ao redor dos ovos
durante a infecgdo cronica. No entanto, os camundongos CD78°" exibiram mais
granulomas, os quais, foram incapazes de eliminar os parasitas de forma eficiente,
refletida pelo aumento da carga de vermes, aumento da contagem de ovos nas fezes,
e maior mortalidade de camundongos CD78°" ao final de 70 dias de infecgao.
Portanto, nossos dados confirmam que CD18 é crucial para a resisténcia a infec¢ao
por S. mansoni.

Nosso estudo demonstra pela primeira vez o papel critico do CD18 para o
desenvolvimento de mondcitos e para sua diferenciagdo em macrofagos
alternativamente ativados, os quais promovem resisténcia a infecgao experimental por
S. mansoni. Esses dados fornecem informagdes importantes sobre as respostas do
hospedeiro mediadas pelas moléculas que contém a subunidade CD18, e pode
contribuir para o desenvolvimento novas estratégias de intervers&o clinica durante a

esquistossomose.
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6. CONCLUSAO

A molécula CD18 regula o desenvolvimento e acumulo de mondcitos na
medula 6ssea e assim promove a migragao dos subtipos de mondcitos do sangue
periférico para os tecidos, sendo requerido para uma diferenciacdo adequada em
macrofagos alternativamente ativados no figado. Neste local, o macréfago
alternativamente ativado coordena o reparo tecidual e promove resisténcia a infecgao
por S. mansoni.
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8. ANEXOS

Anexo | — Aprovagao CEUA
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Certificamos que o trabalho (Protocolo 14.1.607.53.9), intitulado “Avaliagdo da funcdo
imunolégica da molécula Beta-2 integrina na infecgdo experimental por Schistosoma
mansoni”, de autoria de Milena Sobral Espindola e Lucia Helena Faccioli, por estar
de acordo com os Principlos Eticos na Experimentagio Animal adotado pela
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This is to certify that the work (Protocol number 14.1.607.53.9), entitied: *Avaliagio da
fungdo imunolégica da molécula 3eta-2 integrina na infecgdio experimental por
Schistosoma mansoni”, by Milena Sobral Espindola and Lucia Helena Faccioli is in
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Anexo Il — Aprovagao CEUA
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Anexo Il - SisGen
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