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FUNCAO DE PD-1 NA APOPTOSE DE LINFOCITOS T NA LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

RESUMO- Cées infectados com Leishmania infantum, apresentam uma
reducdo do namero de linfocitos T. PD-1(programmed cell death 1) um novo
membro da familia B7-CD28, é expresso por células do sistema imune e sua
ligagdo a PD-L1 (CD274) ou PD-L2 (CD273) induz a desativagao dos linfécitos
T ou a apoptose. O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressao de
PD-1 e seus ligantes bem como sua funcdo na inducdo de apoptose de
linfécitos T, secrecdo de TNF-a e IL-4, 6xido nitrico e na carga parasitaria em
cdes com leishmaniose visceral. Observamos que na leishmaniose visceral
canina PD-1 e seus ligantes participam na inducdo da apoptose celular de
linfécitos T, estdo regulando a producdo de oxido nitrico, TNF-a, IL-4, além da
carga parasitaria. Esse estudo ajuda a esclarecer o mecanismo da resposta
imunolégica e drogas imunoterapeuticas como anticorpos monoclonais

bloqueadores que podem influenciar na LVC.

Palavras chave: Caes, anticorpos monoclonais, Leishmania infantum.



PD-1 FUNCTION IN APOPTOSIS OF T LYMPHOCYTES IN CANINE
VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY- Dogs infected with Leishmania infantum showed a reduction in the
number of lymphocytes T. PD-1 (Programmed cell death 1) a new member of
the B7-CD28 family, it is expressed by cells of the immune system and its
binding to PD-L1 (CD274) or PD-L2 (CD273) induces deactivation of T cells or
apoptosis. This study aimed to evaluate the PD-1 expression and its ligands as
well as their role in T lymphocyte induction of apoptosis, TNF-a and IL-4
secretion, nitric oxide production and parasite load in dogs with visceral
leishmaniasis. We observed that in canine visceral leishmaniasis PD-1 and its
ligands involved in induction of apoptosis of T lymphocytes, are regulating the
nitric oxide production, TNF-a, IL-4, as well as the parasitic load. This study
helps to clarify the mechanism of immune response and immunotherapeutic

drugs such as blocking monoclonal antibodies that can influence the LVC.

Keywords: Dogs, monoclonal antibodies, Leishmania infantum.
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CONSIDERACOES GERAIS

Leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Durante o
seu ciclo biologico, a Leishmania spp. apresenta-se sob a forma amastigota,
sem flagelo externo, no interior de células do sistema fagocitico mononuclear
(SFM) do hospedeiro vertebrado e sob a forma promastigota, com flagelo
externo, no tubo digestivo do inseto vetor. Os agentes transmissores da
leishmaniose visceral sao insetos da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, a principal espécie envolvida é a Lutzomyia longipalpis
(DESJEUX, 2004).

Dependendo da espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro,
a infeccdo pode determinar diferentes formas clinicas da doenga no homem,
atingindo a pele e/ou mucosa na leishmaniose tegumentar ou afetando 6rgéos
internos ricos em células do SFM como o baco, o figado e a medula 6ssea na
leishmaniose visceral. As espécies de Leishmania spp. que induzem a doenca
visceral pertencem ao subgénero Leishmania e incluem Leishmania (L.)
donovani e L. infantum no Velho Mundo e L. chagasi nas Américas (ALVAR et
al., 2004).

As leishmanioses ocorrem em 88 paises, dos quais 65 apresentam a
forma visceral. Considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) entre
as seis doencas tropicais mais importantes, a falta de tratamento causa a morte
de 30% dos infectados e cerca de 50.000 pessoas morrem anualmente vitimas
da infeccdo pelo parasito (WHO, 2010). A maioria dos casos (90%) de
leishmaniose visceral (LV) em humanos ocorre em areas rurais ou suburbanas
de cinco paises, incluindo o Brasil. No Brasil, como em outros paises da
Ameérica do Sul, a migracdo para as areas urbanas contribuiu para a expansao
da LV (DESJEUX, 2004), disseminando-se principalmente no Nordeste
(DANTAS-TORRES, 2006) e areas do Sudeste do pais (SANTIAGO et al.,
2007). O primeiro relato da ocorréncia de leishmaniose visceral canina no
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Estado de Sao Paulo ocorreu em 1998 na cidade de Aracatuba. Os dados do
Ministério da Saude mostram que na regidao Sudeste o nUmero de casos quase
dobrou de 2000 para 2011 (foram 314 a 592, respectivamente) e 0 mais
alarmante € que o numero de mortes foi quase seis vezes maior, saltando de 9
para 52 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Além da alta incidéncia e ampla distribuicdo, a expansdo em novas
areas também carrega a ameaca de que as formas graves e letais da doenca
possam surgir quando associadas a desnutricdo (GONTIJO; MELO, 2004) e
co-infec¢cao com HIV/AIDS (ASHFORD, 2000).

Os céaes sao considerados os principais reservatérios domeésticos de L.
chagasi (MORENO; ALVAR, 2002). Nos cées, o parasito também é transmitido
principalmente pela picada de flebotomineos, mas ha a possibilidade de
transmissao por outros artropodes como pulgas e carrapatos (FERREIRA et al.,
2009; COUTINHO et al., 2007) e por transfusdo sanguinea (OWENS et al.,
2001).

Os cées sdo importantes na manutencao do ciclo epidemiolégico da LV
devido a alguns fatores: a) leishmaniose visceral € mais prevalente na
populacdo canina que na humana; b) a infeccdo no homem normalmente é
precedida por casos caninos; c) cdes apresentam maior quantidade de
parasitos na pele do que o homem, fato que favorece a infeccdo dos vetores
(SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).

A prevaléncia da leishmaniose em cées de areas endémicas pode atingir
20 a 40% da populacdo (SLAPPENDEL; FERRER, 1990) e o intenso
parasitismo cutdneo nos reservatérios facilita a infeccdo dos vetores
(VERCOSA et al, 2012). Outra caracteristica particular da doenca é a
ineficacia do tratamento de cdes infectados com cura clinica sem cura
parasitologica (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Além disso, alguns animais
comportam-se como portadores assintomaticos da doenca, cuja evolucédo de
carater cronico impossibilita a correta identificacdo dos doentes (DESJEUX,
2004).



15

Uma vez no hospedeiro vertebrado, o parasita pode causar lesdes e
sinais que sdo caracteristicos de leishmaniose visceral canina (LVC), embora
alguns cées infectados possam ser oligossintomaticos ou assintomaticos
(ALVAR, 2004) e outros possam evoluir para a cura espontanea (FISA et al.,
1999). Os sinais mais frequentes de LVC sao linfadenomegalia, onicogrifose,
lesdes cutaneas, perda de peso, caquexia e anormalidades locomotoras
(SEMIAO SANTOS et al., 1995). A forma assintomatica representa 20 a 40%
da populacéo de cées soro-positivos, dos quais 80%, na verdade, desenvolvem
a doenca (NOLI, 1999). No Brasil, em &reas urbanas da regido nordeste, a
forma assintomatica representa 30% da populagcdo canina soro-positiva
(QUEIROZ et al., 2009).

Céaes infectados apresentam aumento da quantidade de anticorpos
circulantes, principalmente da classe IgG (PINELLI et al., 1994). Assim, visando
o diagndstico rapido para a doenga, muitos testes soroldgicos indiretos foram
desenvolvidos como a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), a reacéo
imunoenziméatica (ELISA) e os dispositivos imunocromatograficos (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009). O método sorolégico de ELISA indireto tem sido
comumente empregado para o diagndstico da LVC por ser um teste sensivel,
pouco invasivo e por apresentar facilidades técnicas e econémicas (LIMA et al.,
2003).

A deteccao molecular do parasito pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tem sido proposta como um método de diagnostico seguro (SOLANGO
GALLEGO et al.,, 2009) em sangue, pele, linfonodos, conjuntiva ou medula
Ossea de caes infectados. A sensibilidade e especificidade da PCR dependem
de diferentes fatores, incluindo tipos de oligonucleotideos iniciadores, numero
de cépias do alvo no DNA, método de extragdo de DNA, forma de biépsia e do
tipode material biolégico analisado, bem como dos tipos de protocolo da PCR
(FRANCINO et al., 2006; GONTIJO; MELO, 2004).

A supressdo da imunidade celular € o aspecto mais importante na

patogénese e progressao da LVC. A auséncia de resposta dos linfécitos T aos
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antigenos de Leishmania spp. é observada in vivo, com um teste de
Montenegro negativo (DOS SANTOS et al., 2008).

Nos cdes, os linfécitos T sdo de fundamental importancia na regulacéo
da resposta imunoldgica ao parasito. A resisténcia a infeccéo esta associada a
ativacdo de linfocitos T CD4* e uma resposta do tipo Thl especifica para
Leishmania spp., induzindo a producédo de citocinas pro-inflamatérias como IL-
2, TNFa e IFN-y que ativa os macréfagos, induzindo-os a fazer fagocitose e
destruir o parasito (PINELLI et al., 1994). A ativacdo das células T CD4+ e o
desencadeamento de uma resposta do tipo Th2 promove a liberacdo de
citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10...) que resulta no aumento da
sobrevivéncia do parasito e no aparecimento das les6es nos cées infectados,
principalmente devido as ac¢des supressivas de suas citocinas nos macrofagos
(ABBAS et al., 2000, PINELLI et al., 1994).

No bago de cdes com LV, tem uma resposta mista do tipo Thl (que leva
a producédo de citocinas pro-inflamatdrias como INF-y) e Th2 ( producéo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10) tem sido verificada. Porém, a
predominéancia de IL-10 pode estar contribuindo para inibicdo da producao de
INF-y e estar determinando o progresso da doenca e dos sintomas aparentes
nos cédes com LV (CORREA et al., 2007). Assim como no extrato do baco de
cées infectados foi observado um aumento dos niveis de TNF-q, IL-4 e IL-10,
atribuindo a estas citocinas um importante papel na patogénese da LVC
(MICHELIN et al., 2011).

Um dos processos associados a regulacdo da resposta imunologica na
leishmaniose visceral é a apoptose. Caes naturalmente infectados por L.
infantum apresentam aumento da apoptose em linfocitos T, 0 que esta
diretamente relacionado a carga parasitaria e tem influéncia na intensidade da
resposta inflamatoria e nas manifestacdes clinicas (VERCOSA et al., 2012).
De fato, in vivo cdes com LV apresentaram maiores taxas de apoptose de
linfécitos T no sangue periférico e no bago do que os caes saudaveis (LIMA et
al., 2012). Além disso, alguns receptores envolvidos no processo apoptético

das células T ja foram descritos em cées sintomaticos com leishmaniose como
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Fas/FasL transmembrana (SILVA et al., 2013) e Fas/FasL soluvel (PEROSSO
et al., 2014).

A doenca cronica nos caes leva a altas taxas de apoptose dos linfécitos
T no baco e no sangue periférico, esse mecanismo poderia contribuir para a
desorganizagdo da polpa branca do baco e diminui¢cdo dos niveis de linfocitos
T no sangue periférico, prejudicando a resposta imune cellular (LIMA et al.,
2012). A protecao imunoldgica contra a infeccao tem sido associada a resposta
imunologica celular, manifestada por resposta linfoproliferativa positiva a
antigenos de Leishmania spp. (CABRAL et al., 1992) e producéo de citocinas
como IFN-y e TNF-q, as quais sdo necessarias para ativagdo de macrofagos e
morte de parasitos intracelulares (SADICK et al., 1991).

Os macrofagos tém papel importante na resposta imunolégica contra
Leishmania spp., pois sdo células parasitadas e, além disso, desencadeiam a
resposta adaptativa podendo permitir ou ndo o crescimento do parasito
(OSORIO et al., 2012). O oxido nitrico € uma importante molécula efetora,
diretamente envolvida na atividade microbicida e citotoxica dos macréfagos
humanos (PANARO et al., 2001) e camundongos (MAUEL et al., 1991). Sua
producéo ja foi observada em sobrenadante de macréfagos caninos infectados
in vitro com promastigotas de L.infantum (PANARO et al., 1998) e pode estar
envolvido na protecéo contra a infeccédo natural por Leishmania spp. (PANARO
et al., 2008).

Linfécitos T respondem ao antigeno pelo engajamento do seu receptor
TCR associado ao MHC no macréfago ligado ao peptideo antigénico do
parasito. A funcéo efetora desta interacdo € determinada por sinais adicionais
da ligagdo de moléculas co-estimulatérias. Dependendo da natureza e
magnitude desses sinais, a célula produzira citocinas ou desenvolvera funcdes
regulatorias, citotoxicas, inducdo de memdria ou anergia (PENTCHEVA-
HOANG et al., 2007).

As moléculas co-estimulatérias pertencem a familia B7-CD28, as quais
transmitem sinais ativadores (CD28) ou inibidores (CTLA-4) para os linfécitos T
(GREENWALD et al.,, 2005). Em macrofagos caninos infectados por
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Leishmania spp. ocorre falha no processo de apresentacdo de antigenos, a
andlise da expressdo das moléculas co-estimulatérias indica diminuicdo na
expressao de B7 que reduz a proliferacéo dos linfécitos T (PINELLI et al., 1999)
e diminui a producéo de 6xido nitrico (DIAZ et al., 2012).

Foi relatado que TNF-a aumenta a produgcdo de Oxido nitrico em
macréfagos caninos (PINELLI, et al., 2000). O papel protetor de TNF-a foi
observado no baco de cédes com LV, em que fraca correlacdo negativa foi
observada entre a expressdo dessa citocina e carga parasitaria esplénica
(CAVALCANTI et al., 2015). Estudos sobre a resposta imunoldgica em caes
experimentalmente infectados com L. infantum tém mostrado que a imunidade
de protecéo esta associada com a producéo de IL-2, IFN-y e TNF-a em células
mononucleares de sangue periférico (MORENO; ALVAR, 2002).

Em outros modelos, como em camundongos infectados com L. major, a
falta de TNF-a resultou na forma visceral da doenca e morte rapida desses
animais, por isso estad citocina se faz necessaria para o controle da LV
(WILHELM et al., 2001). TNF-a em sinergia com IFN-y pode mediar a morte de
Leishmania major através da inducdo de 6xido nitrico (LIEW et al., 1990). A
inibicdo da produgcdo TNF-a por meio de anticorpos especificos neutralizou o
efeito de IFN- y. E foi evidente que o TNF- a é necessario para a transcricao da
forma induzivel da enzima oxido nitrico sintase (DRAPIER et al., 1989).

O papel da IL-4 na imunidade protetora na leishmaniose visceral é
discutivel. Embora em cdes assintomaticos naturalmente infectados por
Leishmania chagasi uma relacdo positiva entre a deteccdo de IL-4 em
linfonodos, sangue e pele tenha sido sugerida, o papel de IL-4 na LV
permanece controverso, ja que esta citocina permaneceu elevada ao longo do
tempo no estudo (MANNA et al., 2006). Quinnel et al (2001) observou uma
baixa producao de IL-4 em biopsias de medula 6ssea apenas em alguns caes
naturalmente infectados por Leishmania chagasi, mas ndo em todos. A
predominante expressdo do gene de IL-4 no sangue de cdes assintomaticos
naturalmente infectados por Leishmania infantum podem favorecer a replicacao

do parasito, ao passo que o equilibrio entre a expressao de genes de citocinas


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401706003931%23bib29

19

Thl e Th2 podem ser importantes na reducdo da replicagcdo do parasito
retardando a difusdo de Leishmania para outros 6rgaos (BARBOSA et al.,
2011).

Contudo, IL-4 tem sido detectada em modelos de camundongos com LV.
Camundongos knockout para IL-4 indicaram um papel essencial para essa
citocina tanto na resisténcia natural quanto para quimioterapia bem-sucedida
contra a LV (ALEXANDER et al., 2000). Em camundongos vacinados para LV o
aumento da producéo de IL-4 foi relacionado a producédo de oOxido nitrico em
células do bago e na diminuigdo da progressao da doenca (BASU et al., 2005).

Uma nova molécula co-estimulatoria com funcdo negativa, a molécula
PD-1 (programmed cell death 1) também chamada CD279 ou B7-H1, foi
descrita como membro da familia B7-CD28 e é expressa pelas células do
sistema imunolégico (SHARPE et al., 2007). PD-1 € similar ao CTLA-4 que se
liga a B7-1 e B7-2 e desenvolve papel crucial na homeostase de linfécitos T
(SPERLING, et al.,, 1996; THOMPSON et al.,, 1997). Quando o PD-1 esta
associado a seus ligantes PD-L1 (CD274) ou PD-L2 (CD273), uma sequéncia
inibitéria contendo tirosina fosfatase 2 (SHP-2) na cauda de PD1 recruta
fosfatases para desfoforilizagdo das tirosinas na regido citoplasmética
(OKAZAKI et al., 2002), processo que pode induzir a desativacao das células T
ou a inducéo de apoptose (PARDOLL, 2012).

A expressdo de PD-L1 é mais predominante que de PD-L2 e é induzida
por IFN-y, enquanto o PD-L2 tem expressédo mais restrita a células dendriticas
e macrofagos e € induzido por IL-4 e IL-13. Estudos com expressao na proteina
de membrana sugerem que PD-L1 pode ter papel preferencial em regular a
resposta Thl, enquanto PD-L2 parece regular a resposta Th2 (LOKE et al.,
2003; LAZAR-MOLNAR et al., 2008). Dessa forma, as fungdes de PD-L1 e PD-
L2 dependem do tecido e das citocinas do microambiente (DULGERIAN et al.,
2011).

Células tumorais humanas induzem a expressao de PD-1 em linfocitos T
especificos suprimindo assim, o seu efeito ou fungéo levando a exaustao de

linfécitos T e resisténcia imunolégica no microambiente tumoral (KEIR et al.,
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2008; DONG et al., 2002). A expressao de PD-L1 em células tumorais
humanas estd associada com o comportamento tumoral agressivo, progndstico
desfavoravel e elevado risco de morte (ZANG et al.,, 2007). Em modelo de
camundongo com mieloma, o0 uso do anticorpo bloqueador PD-L1 inibiu o
crescimento de células neoplésicas (IWAI et al., 2002). E o bloqueio de PD-1
inibiu a metastase em camundongos com melanoma (IWAI et al., 2005).

A molécula PD-1 também apresenta alta expressdo durante infeccbes
cronicas (MCNAB et al., 2011), podendo suprimir a funcao efetora dos linfocitos
T CD8* (DAY et al., 2006; TRAUTMANN et al., 2006), a secrecéo de citocinas
TNF-a das células CD4* (ZHANG et al., 2010; D'SOUZA et al., 2007) e levar a
uma disfuncéo imunoldgica (D'SOUZA et al., 2007).

Alguns achados sugerem que a via PD-1/PDL1 tem papel importante na
interacdo hospedeiro e patdégeno que envolve a resisténcia a infeccdo. Esses
patdgenos incluem virus (MULHBAUER et al., 2006), bactérias (YAO et al.,
2009), fungos (LAZAR-MOLNAR et al., 2008), protozoarios (DULGERIAN et al.,
2011; ESCH et al., 2013) e helmintos intestinais (SMITH et al., 2004).

Em camundongos sem infeccdo, estudos in vitro demostram que a
ligacdo de PD-1 a seus ligantes inibe a transdugéo de sinal de TCR para
proliferacéo de linfécitos T e producdo de citocinas como IFN-y, TNF-a IL-10,
IL-4, e IL-2 (FREEMAN et al., 2000; LATCHMAN et al., 2001).

Em macrofagos de camundongos infectados com T.cruzi tratados com
anticorpo bloqueador anti-PD-L2 também houve aumento nos niveis de IFN-y,
IL-10 e oOxido nitrico (DULGERIAN et al.,, 2011). Em camundongos com
infeccdo cronica pelo virus da coriomeningite linfocitica, os linfécitos T se
tornaram funcionalmente superiores ap6s o tratamento de anticorpo
monoclonal bloqueador de PD-L1, produzindo mais IFN-y e TNF-a (BARBER et
al., 2006). Em linfocitos de pacientes com hepatite crbnica viral, a diminuicéo
da expressdao de PD-1 estava associada ao aumento da producdo de TNF-a
(ZHANG et al., 2015).

Levando-se em consideracdo que a supressao imunolégica observada

em caes com LV pode estar relacionada com o mecanismo de apoptose dos
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linfécitos T, poucos estudos tém avaliado os mecanismos da apoptose de
linfocitos T na LVC. A estimulacdo antigénica constante desta infec¢éo cronica
poderia desencadear a apoptose e contribuir para o insucesso da imunidade
celular. Ja foi observado que caes sintomaticos com LV ha aumento da
expressdo de PD-1 em células do sangue periférico e que o bloqueio da via
PD-1/PD-L1 pode restaurar a proliferacdo de células CD4* e CD8" e diminuir a
carga parasitaria (ESCH et al., 2013).

O papel das moléculas PD-1 e seus ligantes ainda nao foi
adequadamente caracterizado na LVC. A investigacao destes parametros pode
contribuir para a compreensao dos mecanismos envolvidos na apoptose de

linfocitos T e na supresséo da imunidade celular em caes com LV.
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OBJETIVOS

Investigar se o bloqueio in vitro da molécula PD-1 e seus ligantes
modula a atividade apoptoética de linfécitos T, a producdo de 6xido nitrico, das
citocinas TNF-a, IL-4 e a carga parasitaria em células mononucleares de

sangue periférico e bago de cdes com LV.
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FUNCAO DE PD-1 NA APOPTOSE DE LINFOCITOS T NA LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

RESUMO - Cées infectados com Leishmania infantum apresentam uma
reducdo do namero de linfocitos T. PD-1 (programmed cell death 1) um novo
membro da familia B7-CD28, é expresso por células do sistema imune e sua
ligagdo a PD-L1 (CD274) ou PD-L2 (CD273) induz a desativagdo dos linfécitos
T ou a apoptose. O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressao de
PD-1 e seus ligantes, bem como sua funcdo na inducdo da apoptose de
linfécitos T, secrecdo de TNF-a e IL-4, producdo de 6xido nitrico e relacdo com
a carga parasitaria em caes com leishmaniose visceral (LV). Nossos resultados
mostraram que a expressao de PD-1 e seus ligantes foi maior em linfocitos T
CD3* e linfocitos B CD21* nas células mononucleares de sangue periférico e no
baco de cdes com LV. Nos mondcitos de sangue periférico somente os ligantes
de PD-1 apresentaram maior expressao, porém nos macrofagos do baco uma
maior expressao de PD-1 e ligantes foi observada. A deteccéo da apoptose em
linfécitos T do sangue periférico e baco foi maior em cades com LV comparado
aos saudaveis. Os anticorpos monoclonais bloqueadores para PD-1 e seus
ligantes na cultura de células mononucleares do sangue periférico e do baco
diminuiram a apoptose de linfécitos T CD3*. A concentracdo de 6xido nitrico,
TNF-a e IL-4 aumentaram no sobrenadante de culturas de células
mononucleares do sangue periférico tratadas com anticorpo monoclonal
bloqueador de PD-1. A concentragdo de TNF-a aumentou no sobrenadante da
cultura de bago em todos os tratamentos com anticorpos blogueadores de PD-
1 e seus ligantes, porém, a quantidade de IL-4 aumentou somente na presenca
do bloqueador PD-1. O tratamento com anticorpo monoclonal bloqueador de
PD-1 em mononucleares do sangue periférico de cdes com LV reduziu a carga
parasitaria. Concluimos que na leishmaniose visceral canina PD-1 e seus
ligantes participam na inducdo da apoptose celular de linfocitos T, estdo

regulando a producéo de oxido nitrico, TNF-q, IL-4, além da carga parasitaria.



Palavras-chave: Céaes, anticorpos monoclonais, Leishmania infantum.
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1 Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) é considerada uma das mais importantes
zoonoses parasitarias em expansao por todo o mundo, com mais de 186
milhdes de pessoas em risco de infeccdo, afetando criangas e adultos jovens
em 88 paises e em todos os continentes. Considerada pela Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) entre as seis doencas tropicais mais importantes, a
falta de tratamento causa a morte de 30% dos infectados e cerca de 50.000
pessoas morrem anualmente vitimas da infeccdo pelo parasito (WHO, 2010).
No Brasil, foi reportado entre 2003-2007 aumento da incidéncia anual estimada
de 4.200 para 6.300 casos de LV enquanto no mundo houve um aumento na
estimativa anual de incidéncia de 202.200 para 389.100 casos de LV (ALVAR
et al., 2012).

Casos de leishmaniose visceral canina (LVC) tém sido associados ao
aumento de casos em humanos (COURA-VITAL et al.,, 2011; NUNES et al.,
2010) e o intenso parasitismo cutdneo nos reservatorios caninos facilita a
infecgao dos vetores (VERCOSA et al., 2012).

No céo, a supressao da imunidade celular € o aspecto mais importante
na patogénese e progressao da doenca. A auséncia de resposta dos linfocitos
T aos antigenos de Leishmania spp. € observada in vivo com um teste de
Montenegro negativo (DOS-SANTOS et al., 2008). Os cées infectados com
Leishmania infantum apresentam uma reducdo do numero de linfécitos T
(BOURDOISEAU et al., 1997) e desorganizacdo da polpa branca do baco
(SANTANA et al., 2008).

A doenca crdnica nos caes leva a altas taxas de apoptose dos linfécitos
T no bago e no sangue periférico, esse mecanismo pode contribuir para a
desorganizacdo da polpa branca do baco e diminuicdo dos niveis de linfocitos
T no sangue periférico (LIMA et al., 2012). Na LVC, a imunidade protetora tem
geralmente sido associada com resposta imunoldgica celular manifestada por
resposta linfoproliferativa positiva a antigenos de Leishmania spp. (CABRAL et
al., 1992).
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Os macrofagos tém papel importante na resposta imunolégica contra
Leishmania spp., pois além de serem as células parasitadas, também sao
responsaveis pela resposta adaptativa. Sinais co-estimulatérios tém sido
descritos como importantes reguladores da resposta adaptativa, gerando
funcBes citotoxicas, inducdo de memoria ou anergia (PENTCHEVA-HOANG et
al., 2007). As moléculas co-estimulatorias pertencem a familia B7-CD28, as
quais transmitem sinais ativadores (CD28) ou inibidores (CTLA-4) para os
linfécitos T (GREENWALD et al., 2005). Em macréfagos caninos infectados por
Leishmania spp. ocorre falha no processo de apresentacdo de antigenos e a
andlise da expressdo das moléculas co-estimulatérias indica diminuicdo na
expressdo de B7, o que reduz a proliferacado dos linfocitos T (PINELLI et al.,
1999) e diminue a producéo de oxido nitrico (DIAZ et al., 2012).

Foi descrita uma nova molécula co-estimulatéria com fungéo negativa, a
molécula PD-1(programmed cell death 1), ou (CD279) um novo membro da
familia B7-CD28 e é expressa por células do sistema imune (SHARPE et al.,
2007). Quando PD-1 esta associado a seus ligantes PD-L1 (CD274) ou PD-L2
(CD273), uma sequéncia inibitdria contendo tirosina na cauda de PD-1 recruta
fosfatases que induzem a desativacdo dos linfécitos T ou a inducdo de
apoptose, ou mesmo outras respostas que sao importantes para manter o
balanco entre o desenvolvimento de imunidade, tolerancia e imunopatologias
(PARDOLL, 2012).

A molécula PD-1 é altamente expressa em infec¢des cronicas (MCNAB
et al., 2011), o que pode suprimir a funcdo efetora dos linfocitos T CD8* (DAY
et al., 2006; TRAUTMANN et al., 2006), a secrecdo de citocinas TNF-a das
células CD4* (ZHANG et al., 2010; D'SOUZA et al.,, 2007) e levar a uma
disfuncéo imunoldgica (D'SOUZA et al., 2007). Citocinas como IFN-y e TNF-q,
sdo produzidas em grandes quantidades em resposta a infeccdo de T.cruzi e
desempenham um papel na producdo de oxido nitrico e morte do parasito
(SILVA, et al., 1995). A expressao de PD-L1 em macréfagos de camundongos
sem infeccdo pode controlar a producdo de 6xido nitrico (YAMAZAKI et al.,
2005).
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A expressdo de PD-L1 é mais ampla que a de PD-L2 e é induzida por
IFN-y, enquanto o PD-L2 tem expressdo mais restrita a células dendriticas e
macrofagos e € induzido por IL-4 e IL-13. Estudos com expressao sugerem que
PD-L1 pode ter papel preferencial em regular a resposta Thl, enquanto PD-L2
pode regular a resposta Th2 (LOKE et al., 2003, LAZAR-MOLNAR et al., 2008).
Desta forma, a fungdo de PD-L1 e PD-L2 pode depender do tecido e das
citocinas do microambiente (DULGERIAN et al., 2011). Em caes ha somente
um estudo que avaliou a expressao de PD-1 em células CD4* e CD8* na LV
(ESCH et al., 2013).

Em modelo experimental de sepse em camundongos o0 uso de
anticorpos bloqueadores de PD-L1 diminuiu a apoptose de linfocitos T no baco,
indicando que o bloqueio de PD-L1 pode inibir a apoptose de linfécitos T
(ZHANG et al., 2010). Em humanos, a apoptose de linfécitos T antigeno
especifica foi associada ao aumento da expressdo de PD-L1 nas células
tumorais (DONG et al., 2002). A expressdo de PD-L1 na superficie de
hepatocitos humanos foi apontada como um mediador de apoptose de
linfécitos T (MULHBAUER et al., 2006).

Na LVC, o bloqueio de PD-1/PD-L1 em células aderentes restaurou a
proliferacéo celular de linfécitos CD4* e CD8* do sangue periférico (ESCH et
al., 2013). Porém, ndo se investigou a participacao dos receptores PD-1 e seus
ligantes na apoptose celular e mediadores inflamatoérios. Assim avaliou-se em
cdes sintomaticos com LV a funcdo de PD-1 e seus ligantes pode regular a
apoptose de linfocitos T, producéo de oxido nitrico, das citocinas TNF-a e IL-4,
bem como influenciar a carga parasitaria. Nosso estudo esclarece aspectos da
apoptose de linfocitos T e da fisiopatogenia da doenca em cées sintoméaticos
para LV que podem ser Uteis em estratégias preventivas e terapéuticas para

diminuicao da incidéncia de leishmanioses em caes.
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2 Material e Métodos

2.1 Aprovacdo do Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Experimental Animal (COBEA), com a aprovagdo do Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) da UNESP - Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho” — Campus de Aracatuba — Faculdade de Medicina Veterinaria — FMVA -
em 15/04/2011, conforme o processo 00679/2011.

2.2 Animais

Foram selecionados 20 cées adultos naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral (LV) entre dois e cinco anos de idade, de varias racas e
pesos. Os caes foram provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de
Aracatuba e eram soropositivos para o0 antigeno L. infantum segundo
metodologia de ELISA indireto (LIMA et al.,, 2003). Todos os cdes eram
sintomaticos e apresentavam pelo menos trés dos seguintes sinais clinicos da
LV: onicogrifose, linfadenomegalia, hepato e esplenomegalia, caquexia,
alopecia geral, lesdes cutaneas e periocular. Os cdes com LV apresentaram
doenca no estagio moderado (grau Il) de acordo com as alteracdes bioquimicas
e foram classificados com base em um exame fisico e nos niveis de anticorpos
anti-Leishmania, determinado por ELISA indireto (LIMA et al., 2003), como
proposto por (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Para composicdo do grupo controle foram selecionados 10 animais
clinicamente saudaveis (6 fémeas e 4 machos com idade média de 3,4 anos),
sem alteracdes hematoldgicas, bioquimica plasmética (albumina, alanina
aminotransferase-ALT, aspartato aminotransferase-AST, bilirrubina total, direta
e indireta, calcio, colesterol total, creatina quinase-CK, creatinina, fosfatase
alcalina-FA, fosforo, gama glutamil transferase-GGT, glicose, globulinas, lactato
desidrogenase-LDH, proteina total, triglicerideos e ureia) e na urinalise tipo |I.
Todos apresentaram densidade o6ptica (DO) compativel com animais nao
reagentes na sorologia por ELISA indireto para diagnostico da LVC (LIMA et



42

al., 2003). Esses animais foram acompanhados clinicamente e tiveram a DO do
exame sorolégico monitorada por pelo menos trés meses antes do
experimento. A amplificacdo de fragmento de DNA de Leishmania spp. ndo foi
detectado em amostras de baco e medula 6ssea por g-PCR (PEROSSO et al.,
2014).

2.3 Colheita das amostras

Os caes com LV foram submetidos a eutanasia com anestesia
intravenosa de barbitUricos (Tiopental, Cristalia Itapira, SP) seguida por infusdo
de cloreto de potassiol9,1% de acordo com a lei estadual (Sdo Paulo, 2006).
ApoOs a eutanasia, fragmentos do baco foram coletados e mantidos em meio
RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco, Waltham, MA, EUA) inativado pelo calor, 0,03% L-
glutamina (Sigma,St. Louis, MO, EUA), 100 Ul/ml de penicilina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) e 100 mg/mL de estreptomicina (Sigma,St. Louis, MO, EUA).
As amostras de baco do grupo controle foram obtidas por excisdo cirurgica
utilizando protocolo descrito por (LIMA et al., 2012).

As amostras de sangue (10 mL) foram obtidas por puncdo da veia
jugular e acondicionadas em tubos contendo heparina sodica (BD, San Diego,

CA, EUA) sendo processadas imediatamente apos a colheita.

2.4 Isolamento das células mononucleares do sangue periférico e obtengéo das
células do baco

As células mononucleares do sangue periférico de caes saudaveis e
cdes com LV, foram isoladas por gradiente de Histopaque®1077 e 1119
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Em
seguida, as células isoladas foram lavadas trés vezes em tampao fosfato salino
(PBS) pH 7,2e ressuspensas em meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
suplementado como anteriormente descrito e mantidas a 37°C com 5% CO2
(Revco, Waltham, MA, EUA).


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0CIABEJsTKAEwEWoVChMI19CDh5PFyAIViR2QCh3MZQK7
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=waltham+estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0CHUQmxMoATARahUKEwjjnbuplMXIAhVGhpAKHayYBZY
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0CIABEJsTKAEwEWoVChMI19CDh5PFyAIViR2QCh3MZQK7
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0CIABEJsTKAEwEWoVChMI19CDh5PFyAIViR2QCh3MZQK7
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0CIABEJsTKAEwEWoVChMI19CDh5PFyAIViR2QCh3MZQK7
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0CIABEJsTKAEwEWoVChMI19CDh5PFyAIViR2QCh3MZQK7
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0CIABEJsTKAEwEWoVChMI19CDh5PFyAIViR2QCh3MZQK7
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0CIABEJsTKAEwEWoVChMI19CDh5PFyAIViR2QCh3MZQK7
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=637&q=waltham+estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0CHUQmxMoATARahUKEwjjnbuplMXIAhVGhpAKHayYBZY
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As células totais do baco foram obtidos de um fragmento de 2cm? que foi
macerado e adicionado a 10 mL de meio RPMI-1640 suplementado como
descrito anteriormente. Apos a retirada dos “debris” celulares (BD Falcon Cell
strainer, San Diego, CA, EUA) a suspensao foi processada com 5 mL de
tampéao de lise contendo 7,46 g/L de cloreto de aménio (NH4CIlO3) a 4°C por 10
min., centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos e lavadas com solugéo salina
tamponada com fosfato em pH 7,2 por trés vezes.

Para a citometria de fluxo as células foram processadas imediatamente
apos sua separacao; ja para as culturas celulares elas foram incubadas a 37°C
em camara de COz a 5% por 72 horas.

2.5 Anticorpos

Foram utilizados o0s seguintes anticorpos: anticorpos monoclonais
conjugados a FITC: anti-CD3" canino (5uL/mL; Serotec, Kidlington, OX, UK),
anti-CD21* canino (15uL/mL; Exbio, CzechRepublic) e anti—F4/80*(5uL/mL;
Abcam, CA, UK) (DIAZ, et al.,, 2012) e isotipos controles (0,05uL/mL; BD
Biosciences, San Diego, CA, EUA) e anticorpos monoclonais conjugados a PE:
Anti-Humano CD279 (PD-1), aproteina PD1 apresenta alta grau de homologia
entre as espécies canina e humana (FOLKL et al., 2010), anti-humano CD274
(PD-L1), anti-humano CD273 (PD-L2),(15uL/mL; BD Biosciences, San Diego,
CA, EUA),e isotipos controles. Anticorpos monoclonais bloqueadores anti-
humano CD279 (PD-1), anti-humano CD273 (B7-DC) e anti-camundongo
CD274 (B7-H1), (5puL/mL; eBioscience,San Diego, CA, EUA).

2.6 Citometria de fluxo

Para a marcacdo com fluorocromos, as células foram suspensas em
PBS contendo albumina sérica bovina 1 %, azida 0,1% e soro fetal bovino 20%
para o bloqueio dos receptores Fc (FCR). As células foram incubadas com os
anticorpos monoclonais por 30 minutos a 4°C, foram lavadas duas vezes com
PBS contendo 2% de soro fetal bovino, mantidas a 4°C no escuro até aquisicao
em citometro de fluxo (BD Accuri C5 Flow Cytometer, San Diego, CA, EUA) e
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analise em software especifico (BD Accuri C6 software. Version 1.0.264.21)
para quantificacdo das expressdes de PD-1, PD-L1, PD-L2, CD3*, CD21* e
F4/80*. Foram adquiridos 10.000 eventos com exclusao dos “debris” celulares.
Isotipos controles (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) foram utilizados para
delimitar as populacdes negativas das células duplamente coradas com
PE/FITC.

2.7 Cultura de células mononucleares do sangue periférico e do baco de caes
infectados com bloqueio de PD-1, PD-L1, PD-L2

Cerca de 5 x 108 células mononucleares de sangue periférico e do baco
de cdes com LV foram suspensas em 1 mL de meio RPMI 1640 (Gibco,
Waltham, MA, EUA) suplementado como anteriormente descrito, foram
cultivadas em placas de 24 pocos (Costar) na presenca de 5 pg/mL de
anticorpos bloqueadores de PD-1, PD-L1 e PD-L2 (DULGERIAN et al., 2011) e
isotipos controles. As culturas foram incubadas a 37°C em camara de CO:2 a
5% por 72 horas. As células foram utilizadas para avaliacdo da apoptose dos
linfécitos TCD3*, e os sobrenadantes das culturas foram centrifugados a 2.500
rpom e conservados a — 80°C para a dosagem de citocinas TNF-a e IL-4, e -
20°C para avaliagdo do oxido nitrico. A porcentagem de apoptose de linfécitos
T CD3* foi determinada com reagente comercial Guava Nexin kit (Millipore,
Darmstadt, Germany), seguindo-se as instru¢cdes do fabricante. A analise da
citometria foi realizada como anteriormente descrita. Foram consideradas

células em apoptose final positivas para o corante 7-AAD e Anexina-V-PE.

2.8 Ensaio de citocinas TNF-a e IL-4

Os niveis de TNF-a e IL-4 foram determinados nos sobrenadantes das
culturas de células mononucleares do sangue periférico e do baco apos
centrifugacéo 2.000 rpm por 5 minutos por meio do teste ELISA de captura
(R&D System, Minneapolis, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. A
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densidade ¢ptica foi obtida em leitor de placa de 96 pocos (Spectra Count,
Packard Bio Science Company, Meriden, CT, EUA) em 450 nm.

2.9 Dosagem de Nitrito

A dosagem de o6xido nitrico foi realizada pelo método de Griess
(DULGERIAN et al.,, 2011) nos sobrenadantes das culturas de células do
sangue e baco. Para isso, 100 pL de sobrenadante de cultura foram
adicionados a 100 pL do reagente de Griess (uma parte de NEED 0,1% e uma
parte de sulfanilamida 1% em &cido fosférico-HsPO4). Ap6s 5 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, a densidade Optica foi obtida em leitor de
placa de 96 pocos (Spectra Count, Packard Bio Science Company, Meriden,
CT, EUA) em 540 nm. A concentracdo de Oxido nitrico foi obtida apos

comparacao a curva padrao de nitrito de sodio, variando de 200 a 3 pM.

2.10 Quantificagcdo da carga parasitaria

Células mononucleares do sangue periférico (5 x 10%) de cdes com LV
foram suspensas em meio RPMI 1640 (Gibco, Waltham, MA, EUA)
suplementado conforme descrito anteriormente. As células foram cultivadas em
placas de cultura estéreis de 24 poc¢os (Costar) contendo laminulas circulares
de vidro de 15 mm de diametro estéreis e livres de lipopolissacarideos
(Perfecta Laminulas, Sdo Paulo, SP, Brasil) na presenca ou ndo de 5 ug/mL de
anticorpos monoclonais bloqueadores de PD-1, PD-L1 e PD-L2. ApGs 5 dias de
incubacdo a 37°C e 5% de COgz, as laminulas foram raspadas e as células
citocentrifugadas a 1.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. As
laminas foram coradas com corante hematolégico comercial (Instant-Prov,
Newprov, Pinhais, PR, Brasil) para contagem de parasitos no interior de
macréfagos. Pelo menos 100 células foram contadas em microscopia de luz
para determinacdo da taxa de infeccdo dos macrofagos (Eclipse E800, Nikon,

Tokyo, JP), diferenciando células parasitadas de ndo parasitadas, enquanto a
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carga parasitaria foi determinada apés divisdo do numero de amastigotas pelo

namero de macroéfagos infectados.

2.11 Anélise estatistica

O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi usado para comparar
expressao de PD-1, PD-L1, PD-L2 em linfocitos T CD3*, linfocitos B CD21* e
células F4/80* de ceélulas mononucleares do sangue periférico e do baco na
apoptose para linfocitos T CD3* em cédes com LV e caes saudaveis. O teste
nao paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar os niveis de apoptose
de linfécitos TCD3*, a dosagem das citocinas TNF-a, IL-4 e do 6xido nitrico. O
teste T paramétrico foi utilizado para a analise da carga parasitaria em células
mononucleares do sangue periférico de caes com LV. A andlise estatistica e os
graficos foram elaborados utilizando o programa computacional GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, Inc. CA. EUA), considerando-se significante a

diferenca entre as médias quando p<0,05.

3 Resultados

3.1 Avaliacdo da expresséao de PD-1, PD-L1 e PD-L2 em amostras de células
mononucleares de sangue periférico e do baco de cdes com LV e cdaes
saudaveis

Nossa hipoétese foi avaliar se a infeccéo cronica por Leishmania spp. em
cées altera a expressao de PD-1 e seus ligantes em linfécitos T CD3*, linfocitos
B CD21* e mondcitos/macréfagos F4/80* de células mononucleares do sangue
periférico e do baco. Foi observado aumento da expressdo de PD-1 e seus
ligantes PD-L1/PD-L2 (p<0,05) em linfocitos T CD3* (Figura 1A), linfécitos B
CD21* (Figura 1B) em células mononucleares do sangue periférico de cées
com LV, nos mondcitos F4/80* apenas os ligantes PD-L1 e PD-L2

apresentaram aumento significativo de expressédo (Figura 1C). Linfocitos T
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CD3*, linfécitos B CD21*e macrofagos F4/80* do bago, apresentaram maior
expressao de PD-1 e ligantes nos caes com LV (p<0,05) (Figura 1D, 1E e 1F
respectivamente).

Figura representativa da deteccdo da dupla marcacdo de linfécitos T
CD3*/PD-1, CD3*/PD-L1, CD3*/PD-L2 em células mononucleares do sangue
periférico (Figura 2A, 2B e 2C) e do baco (Figura 2D, 2E e 2F).
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FIGURA 1 - Expressdo de PD-1, PD-L1, PD-L2 em linfécitos T CD3*, linfocitos B
CD21" e mondcitos/macrofagos F4/80* de células mononucleares do

sangue periférico e do bago em cdes com LV (barras cinzas) e cées
saudaveis (barras pretas). (A) linfocitos T CD3*, (B) linfécitos B CD21* e
(C) mondcitos F4/80* sanguineos. (D) Linfocitos T CD3", (E) linfocitos B
CD21* e (F) macréfagos F4/80" esplénicos. Todos 0s experimentos
incluem 26 caes, 10 cdes saudaveis e 16 cades com LV. Dados graficos
apresentados com média e desvio-padrao; *p<0,05 teste Mann Whitney (A-

F).
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FIGURA 2 - Figura representativa da dupla marcacéo de linfécitos T CD3* com PD-1,
PD-L1 e PD-L2. (A) Linfocitos CD3* com expressdo de PD-1, (B) PD-L1 e
(C) PD-L2 nas células mononucleares do sangue periférico. (D) Linfocitos
CD3* expressando PD-1, (E) PD-L1 e (F) PD-L2 em células do bago. Cées
saudaveis (n=10) (& esquerda) e caes com LV (n=16) (a direita).



49

A expressdo de PD-1 e seus ligantes foi comparada nas células
estudadas nos caes com LV e observamos que os linfécitos T CD3*
apresentaram a maior expressao celular de PD-1 e seus ligantes do que
monaocitos F4/80* e linfocitos B CD21* nas células mononucleares do sangue
periférico, exceto PD-L2 em F4/80* (Tabela 1), no bago, linfécitos T CD3* tem
maior expressao celular sobre PD-1 apenas em relacédo a linfocitos B CD21*
(Tabela 2).

Tabela 1. Expressdao de PD-1 e seus ligantes (média e desvio padrdo) em
células mononucleares CD3*, F4/80* e CD21* provenientes do sangue
periférico de cdes com LV

Expressao CD3* (%) F4/80* (%) CD21* (%)

PD-1 9,36+9,60a 2.89 +2,60b 3,02 +7,37b
PD-L1 3,11 +3,82a 1,39 +1,25b 0,93 £0,75b
PD-L2 1,79 +1,20a 1,35 +1,06a 0,73+ 0,49b

a;b Letras iguais na mesma linha indicam auséncia de diferenca estatistica, teste de Wilcoxon (p<0,05)

Tabela 2 Expressdo de PD-1 e seus ligantes (média e desvio padrdo) em
células do baco CD3*, F4/80* e CD21* provenientes de caes com LV

Expressao CD3* (%) F4/80* (%) CD21* (%)

PD-1 1,37 +0,94a 1,53 £2,06a 0,90 +0,56b
PD-L1 1,02 +0,99a 0,88+0,88a 0,73 +0,35a
PD-L2 0,87 +0,50a 0,98 + 0,96a 0,91 +0,77a

a;b Letras iguais na mesma linha indicam auséncia de diferenca estatistica, teste de Wilcoxon (p<0,05)
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3.2 Quantificacdo da apoptose em linfocitos T CD3* provenientes de células
mononucleares do sangue periférico e do bago de cdes com LV na presenca
de anticorpos monoclonais bloqueadores para PD-1, PD-L1 e PD-L2

Devido ao aumento da expressdo de PD-1 e seus ligantes PD-L1/PD-L2
por causa da infeccéo por Leishmania spp. em caes, procuramos investigar sua
funcdo na apoptose cellular tardia. Altas taxas de apoptose de linfocitos T CD3*
do baco e do sangue periférico de caes infectados ja foram descritas (LIMA, et
al., 2012). Assim avaliamos se a apoptose de linfécitos T CD3* observada nos
cées infectados tinham o envolvimento dos receptores PD-1 e seus ligantes.
Foi confirmado que os linfécitos T CD3* de células mononucleares do sangue
periférico e do baco de caes com LV apresentaram maior apoptose em relacao
a caes saudaveis (p<0,05) (Figura 3A ,3B). O uso de anticorpos monoclonais
bloqueadores para PD-1 e seus ligantes na cultura de células mononucleares
do sangue periférico e bago diminuiu a taxa de apoptose de linfécitos T CD3*
(p<0, 05) (Figura 3C e 3D).
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FIGURA 3 - Apoptose de linfécitos T CD3* em cultura de células mononucleares do
sangue periférico e do baco de cdes com LV. Controle (barras em preto), caes
naturalmente infectados (barras em cinza). (A) Células mononucleares do sangue
periférico e (B) do baco em relacdo ao grupo controle. Bloqueio de PD-1 e seus
ligantes versus grupo nao tratado em (C) células mononucleares do sangue periférico
e (D) do baco. Todos os experimentos incluem 20 cdes com LV. Dados graficos

apresentados com média + desvio padrdo; *p<0,05 testes de Mann Whitney (A-B),
teste de Wilcoxon (C-D).

3.3 Determinacéo da concentragdo de o6xido nitrico e citocinas TNF-a e IL-4 no
sobrenadante de cultura das células mononucleares do sangue periférico e do
baco em cdes com LV apos o bloqueio dos receptores PD-1 e seus ligantes

Procurou-se investigar se PD-1 e seus ligantes tem efeito regulatério em
outras fungdes celulares como a producédo de 6xido nitrico e citocinas TNF-a e
IL-4 em sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue
periférico e do baco.

As concentracdes de oxido nitrico (Figura 4A), TNF-a (Figura 4B) e IL-

4(Figura 4D) aumentaram no sobrenadante de culturas de células
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mononucleares do sangue periférico tratadas com anticorpo monoclonal
bloqueador de PD-1 em comparagéao as culturas néo tratadas (p<0,05).

No baco, houve aumento da concentracdo de TNF-a com os tratamentos
de anticorpos bloqueadores de PD-1 e seus ligantes (p<0,05) (Figura 4C). Ja o
aumento de IL-4 foi evidente somente apds bloqueio de PD-1 (Figura 4E).
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FIGURA 4- Efeito do bloqueio de PD-1 e seus ligantes sobre a producdo de 6xido nitrico e
citocinas TNF-a e IL-4. Em células mononucleares do sangue periférico (A) oxido nitrico; (B)
TNF-a e (C) no baco. (D) IL-4 no sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue
periférico, (E) do bago. Todos os experimentos incluem 15 cé@es com LV. Dados graficos
apresentados com média + desvio padrdo; *p<0,05 testes de Wilcoxon (A-E).
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3.4 Carga parasitaria em cultura de células mononucleares de sangue
periferico em cdes com LV na presenca de anticorpos monoclonais
bloqueadores de PD-1 e seus ligantes

Procurou-se investigar se PD-1 e seus ligantes podem modular a carga
parasitaria de cdes com LV em células mononucleares do sangue periférico
apos o tratamento com anticorpos monoclonais bloqueadores. O tratamento
com anticorpo monoclonal bloqueador de PD-1 reduziu a carga parasitaria em

relacdo ao nao tratado (p<0,05) (Figura 5).
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FIGURA 5- PD-1 tem influéncia na carga parasitaria de cdes com LV. Carga
parasitaria em cultura de células mononucleares do sangue periférico apés o bloqueio
dos receptores PD-1, PD-L1 e PD-L2 com anticorpos monoclonais blogueadores.
Todos os experimentos incluem um n=5 cdes com LV, laminas coradas com corante
hematolégico comercial. *p<0,05 teste t pareado.

4 Discussao

Nossos resultados demostraram o aumento da expressédo de PD-1 e
seus ligantes nos linfécitos T CD3*, células F4/80* e linfécitos B CD21* no baco
e sangue periférico de cdes com LV. Essas moléculas tém relacdo com a
inducéo da apoptose de linfocitos T CD3*, ja que o bloqueio de PD-1 e seus

ligantes no cultivo celular de baco e células mononucleares do sangue
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periférico foi capaz de modular apoptose de linfocitos T CD3*, a producgéo das
citocinas TNF-a e IL-4 e do 6xido nitrico além de reduzir a carga parasitaria.

Nés observamos que a expressao de PD-1, PD-L1 e PD-L2 em linfécitos
T CD3* e linfécitos B CD21* foi maior no sangue periférico e no bago de caes
com LV comparados aos cdes saudaveis. Nos mondcitos F4/80* apenas 0s
receptores PD-L1 e PD-L2 mostraram aumento significativo no sangue
periférico, porém PD-1 e seus ligantes apresentaram aumento da expressao
em macroéfagos esplénicos.

A alta expressao de PD-1 nos linfocitos T observada em nosso estudo
no sangue periférico e no baco € semelhante ao observado por (ESCH et al.,
2013), onde linfécitos T CD4* CD8* do sangue periférico de cdes com LV
sintomaticos e assintomaticos apresentaram aumento da expressao de PD-1.
Nos cdes com LV, linfécitos T CD3* em sangue periférico apresentam maior
expressdo de PD-1 e seus ligantes em comparacdo a mondcitos F4/80* e
linfécitos B CD21*, porém, no baco somente PD-1 em linfocito T CD3*
aumentou sua expressado comparado a linfocitos B CD21*.

Este é o primeiro relato de expressdo de PD-1, PD-L1 e PD-L2 em
linfocitos T CD3*, linfocitos B CD21* e células F4/80* em cées saudaveis e
cdes com LV. Embora ndo exista relatos em caes, em outras doencgas cronicas
em modelos experimentais a expressdo dessas moléculas também ja foi
caracterizada como em HIV (D'SOUZA et al., 2007) e tuberculose (MCNAB et
al., 2011).

Concordando com resultados previamente descritos (LIMA et al., 2012;
PEROSSO et al., 2014; SILVA et al., 2013), foi observado em nosso estudo um
aumento da apoptose nos linfocitos T CD3* do sangue periférico e no baco em
caes com LV. Isto sugere que a apoptose possa estar colaborando com a baixa
resposta linfoproliferativa; como ja relatado por (ESCH, et al.,, 2013). O que
colaboraria para a falha da imunidade, surgimento de co-infeccdes e
desenvolvimento de neoplasias que sdo observadas em cées cronicamente
infectados por Leishmania spp. (FOGLIA et al., 2008; OLIVEIRA, et al., 2008).
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O uso de anticorpos monoclonais blogueadores para PD-1 e seus
ligantes em cultura de células mononucleares do sangue periférico e baco
levou a diminuicdo da apoptose em linfécitos T CD3*, sugerindo que tais
receptores participam do processo apoptoético. A inibicdo de apoptose dos
linfécitos T nao é total, jA que ela ainda é detectada, sugerindo que outras vias
indutoras de morte celular ainda estdo atuantes. De fato, jA foram descritos
outros receptores, como Fas/FasLtransmembrana (SILVA et al., 2013) Fas/
FasL soluvel (PEROSSO et al.,, 2014) estdo envolvidos na apoptose dos
linfécitos T (CD3*, CD4* e CD8*) em cdes com LV.

A inibicdo na apoptose de linfécitos TCD3" em cées com LV com
anticorpos bloqueadores de PD-1 e seus ligantes in vitro sugere que 0 usO
terapéutico de anticorpos monoclonais nos cdes com LV aumentaria 0s
linfécitos T no sangue periférico e no bago e restabeleceria a sua funcéo
imunoldgica.

Em nossos experimentos os bloqueadores foram colocados na cultura
bloqueando os receptores PD-1 e seus ligantes presentes em macréfagos e
linfécitos T, inibindo a apoptose por essa via. Como ambos PD-1 e PD-L1 sdo
expressos em linfocitos T, linfécitos B e macrofagos, existe possibilidade para
interacOes bidirecionais entre PD-1 e PD-L1 (SHARPE et al., 2007). Diferente
de nossos resultados (ESCH et al., 2013) utilizaram anticorpos bloqueadores
somente nas células aderentes e verificaram que o receptor PD-1 pode néo
estar envolvido na apoptose celular de cdes com LV, essa diferenca se deve ao
desenho experimental que ele utilizou. Nossos dados sugerem que o receptor
PD-1 e seus ligantes participam da via de inducédo da apoptose de linfocitos T
CD3".

Foi demonstrado um aumento da quantidade de Oxido nitrico na
presenca do anticorpo monoclonal bloqueador de PD-1 nas culturas de células
mononucleares do sangue periférico de cdes com LV. Em macréfagos caninos
a producéo de oxido nitrico € correlacionada com a indugéo da atividade anti-
Leishmania (PINELLI et al., 2000). Semelhante ao nosso estudo em outros

modelos como, em macrofagos de camundongos infectado com T. cruzi
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também foi visto que o bloqueio de PD-1 e PD-L1 aumentou a expressao de
INOS e producdo de Oxido nitrico (DULGERIAN et al., 2011). Nossos
resultados indicam que PD-1 interfere na producéo de oxido nitrico em células
mononucleares de sangue periférico em cdes com LV, uma vez que bloqueado
este receptor ocorreu aumento da producao de oxido nitrico.

O TNF-a apresentou maior concentragdo nas culturas de células
mononucleares do sangue periférico tratadas com anticorpo monoclonal
bloqueador de PD-1 em comparacdo as culturas néo tratadas. No
sobrenadante da cultura de baco em todos os tratamentos realizados houve
aumento da concentragdo de TNF-a. Possivelmente os anticorpos
bloqueadores inibiram a interacdo de PD-1 e seus ligantes. Pois, 0
engajamento de PD-1 por PD-L1 ou PD-L2 inibe a transducdo de sinal
desencadeada por TCR/CD3, a proliferacdo de linfécitos T e producdo de
citocinas (FREEMAN, et al., 2000; LATCHMAN, et al., 2001).

O aumento da concentracdo de TNF-a observado apds o bloqueio de
PD-1 e seus ligantes pode estar relacionado ao aumento da atividade
microbicida. Uma vez que a resisténcia dos macrofagos caninos a
sobrevivéncia intracelular de L. infantum esta associada principalmente a
elevada producéo desta citocina (TURCHETTI et al., 2015). Foi relato também
que TNF-a aumenta a produgdo de oxido nitrico em macréfagos caninos
(PINELLI, et al., 2000). Embora néo existam relatos em cdes, em modelo de
sepse em camundongos, o bloqueio de PD-L1 também elevou os niveis de
TNF-a e houve redugdo da carga de bactérias no sangue e liquido peritoneal
(ZHANG et al., 2010). De fato, o TNF-a tem sua expressdo regulada pela
sinalizacao via PD-1 (WElI, et al., 2013). A producao de TNF-a observada em
nossos resultados pode estar influenciando na producdo de 6xido nitrico e na
reducado da carga parasitaria.

Em nosso estudo houve aumento da IL-4 somente na presenca do
blogueador de PD-1, tanto nas culturas de células mononucleares do sangue
periférico como do baco. O papel da IL-4 na polarizacdo da resposta

imunologica para Th2 em cdes com LV é controverso. Caes experimentalmente
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infectados por L. infantum com baixa carga parasitaria em células
mononucleares do sangue periférico ndo expressam a IL-4, mas sua expressao
inicia com o aparecimento dos sinais clinicos da LV (SANCHEZ-ROBERT et
al., 2008). Porém, diferencas entre niveis de IL-4 podem ser observadas entre
cdes sintomaticos e assintomaticos (LEAL et al., 2014). A producao de IL-4 em
nosso estudo parece ter papel protetor, pois ela foi associada a reducdo da
carga parasitaria, com aumento da producao de Oxido nitrico e TNF-a.

O efeito protetor da IL-4 ja foi previamente observado na LV
experimental. A elevada producédo de IL-4 e concomitante produgcdo de Oxido
nitrico foram associadas a protecdo em hamster apdés vacinagdo para LV
(BASU et al., 2005). Camundongos knockout para IL-4 foram mais susceptiveis
a infeccdo de L. danovani, sugerindo também uma habilidade protetiva de IL-4
contra LV (SATOSKAR et al.,1995). Em camundongos a expressao de IL-4 foi
essencial € necessaria para diferenciacdo de resposta Thl e manutencdo de
producédo de IFN-y (KAMOGAWA et al., 1993). A expresséao de IL-4 em modelo
de camundongos nao é facilmente regulada pelo efeito inibitério da via PD-1
(LATCHMAN et al.,, 2001). Porém, em cdes com LV observamos que o
blogueio de PD-1 melhorou a producgao de IL-4.

O tratamento com anticorpo monoclonal bloqueador de PD-1 em células
mononucleares do sangue periférico de cdes com LV diminuiu a carga
parasitaria, semelhante ao observado por (ESCH et al, 2013). Em
camundongos infectados com Leishmania donovani e tratados com bloqueador
PD-L1 também ocorreu a reducédo da multiplicacao parasitaria no baco (JOSHI
et al., 2009). Nossos resultados sugerem que o receptor PD-1 pode modular a
carga parasitaria de caes com LV.

Concluimos que PD-1 e seus ligantes participam da inducdo da
apoptose celular de linfocitos T, estdo regulando a producédo de 6xido nitrico,
TNF-a, IL-4 além de reduzirem a carga parasitaria. Portanto, nossos resultados
tém implicacdes para o melhor conhecimento de mecanismos que modulam a
apoptose e drogas imunoterapeuticas como anticorpos monoclonais

bloqueadores que podem influenciar na LVC.
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