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CD279 (PD-1) e seus ligantes, CD274 (PD-L1) e CD273 (PD-L2) regulam a
linfoproliferacdo, a producédo de IL-10 e do 6xido nitrico na leishmaniose

visceral canina

RESUMO - PD-1 ligado a PD-L1 ou PD-L2, desencadeia sinais incapacitantes
as células T, podendo estar envolvidos na supressdo das respostas imunes na
LVC. Investigamos a expressao de PD-1 e seus ligantes no baco na LVC, e sua
correlagdo com a carga parasitaria. Para confirmar o seu papel regulador na
leishmaniose, estes receptores foram avaliados apos infecgdo in vitro por L.
infantum. Em cées infectados, foi avaliado o bloqueio destes receptores na
producdo de citocinas e seus efeitos no sobrenadante da cultura, de
linfoproliferagdo com antigeno solavel (AtgS) de L. infantum. Foram
selecionados 23 cdes saudaveis e 54 com LV. PD-1 e seus ligantes foram
determinados por imunohistoquimica em tecidos esplénicos. A carga parasitaria
de cées infectados foi avaliada por PCR em tempo real. As citocinas nos
sobrenadantes de cultura foram determinados por ELISA de captura e o NO por
Griess. A Linfoproliferacdo das células do linfonodo e expressédo de PD-1 e seus
ligantes apds infeccao in vitro por L. infantum foram avaliadas por citometria de
fluxo. Observou-se que a infeccao por L. infantum, aumenta a expresséao de PD-
1 e seus ligantes. Uma correlacéo positiva foi observada entre a expressao de
PD-1 e PD-L1 em linfécitos B e o aumento da carga parasitaria. O bloqueio
destes receptores restaura a proliferacédo de linfocitos, aumenta a producéo de
NO e diminui a IL-4 e IL-10. L. infantum modula a expressédo de PD-1 e seus
ligantes na LVC, suprimi a linfoproliferacéo, alterando a producédo de citocinas,
podendo facilitar a persisténcia dos parasitas nos macréfagos, e podem ser
direcionados para o desenvolvimento de drogas que estimulem a resposta imune
na LVC.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral, moléculas coestimulatérias, L.

infantum, cao.



CD279 (PD-1) and its ligands, CD274 (PD-L1) and CD273 (PD-L2) regulate
lymphoproliferation, IL-10 and nitric oxide production in canine visceral

leishmaniasis

SUMMARY - PD-1 when bound to PD-L1 or PD-L2, triggers signals disabling T
cells, and they may be involved in the suppression of cellular immune responses
in CVL. We investigated the expression of PD-1 and its ligands in spleen in CVL,
and its correlation with parasite burden in this tissue, to confirm its regulatory role
in leishmaniasis. These receptors were evaluated after in vitro infection by L.
infantum. In infected dogs, we evaluated the blocking of these receptors in the
production of cytokines in the effects of supernatant of cultured cells, and antigen
specific lymphoproliferation. We selected 23 healthy dogs and 54 with VL. PD-1
and its ligands were determined by immunohistochemistry in splenic tissues.
Parasitic load of infected dogs was evaluated by RT-PCR. Cytokines in culture
supernatants were determined by capture ELISA and NO by Griess.
Lymphoproliferation lymph nodes and expression of PD-1 and its ligand after in
vitro infection by L. infantum was evaluated by flow cytometry. We observed that
L. infantum infection increases expression of PD-1 and its ligands. A positive
correlation was observed between the expression of PD-1 and PD-L1 B
lymphocytes and an increase in parasite load. Blockade these receptors restores
lymphocyte proliferation, increases the production of NO and decreases IL-4 and
IL-10. In conclusion, L. infantum modulates expression of PD-1 and its ligands in
CVL, suppressing lymphoproliferative response and altering cytokine production,
which in turn can facilitate parasitic persistence in the macrophages. PD-1 and
its ligands can be targeted for the development of drugs stimulating the immune

response in CVL.

Keywords: Visceral leishmaniasis, costimulatory molecules, L. infantum, dog.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Aspectos Clinicos e Epidemiol6gicos da Leishmaniose Visceral

Leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, da ordem Kinetoplastida e da familia Trypanosomatidae. Durante o
seu ciclo biologico, a Leishmania apresenta-se sob a forma amastigota, sem
flagelo externo, no interior de células do sistema fagocitico mononuclear (SFM)
do hospedeiro vertebrado. A forma promastigota, com flagelo externo ocorre no
tubo digestivo do inseto vetor. A transmissdo entre hospedeiros vertebrados no
Novo Mundo é feita pela picada do flebotominio hematéfago Lutzomyia
longipalpis (ALENCAR; DIETZE, 1991).

As leishmanioses ocorrem em 88 paises, dos quais 65 apresentam a
forma visceral (DESJEUX, 2004). Mais de 90% dos casos de leishmaniose
ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Suddo e Sud&o do
Sul. A doenca afeta principalmente as pessoas com menos condi¢cdes
financeiras da Africa, Asia e América Latina, estando associada & desnutri¢éo,
deslocamento da populacdo, condicbes precarias de habitacéo,
imunossupresséao do individuo infectado e falta de recursos.

Uma andlise recente mostra que mais de 98 paises e territérios sédo
endémicos para as leishmanioses com uma estimativa de cerca de 300.000
novos casos de Leishmaniose Visceral (LV) por ano (WHO, 2015), e
aproximadamente 20.000 pessoas morrem vitimas dessa infeccdo anualmente
(WHO, 2013). Nota-se que ha uma disseminacdo dessa doenca por varios
paises.

Como em outros paises da América do Sul, a migracdo para as areas
urbanas no Brasil contribuiu para a expansao da LV (DESJEUX, 2004). No Brasil,
sua expansao ocorreu principalmente no Nordeste (DANTAS-TORRES, 2006),

com uma incidéncia de 92% do total de casos, no Sudeste com 4% (GONTIJO;
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MELO, 2004; SANTIAGO et al., 2007). A doenca é endémica no Brasil e 90%
dos casos humanos, ocorrem em areas rurais ou suburbanas, estando em franca
expansao no estado de S&o Paulo. Além da alta incidéncia e ampla distribuicéo,
a expansao em novas areas também carrega a ameaca de que as formas graves
e letais da doencga possam surgir quando associadas a desnutricdo (GONTIJO;
MELO, 2004) e na co-infeccdo com o virus HIV/AIDS (ASHFORD, 2000). Entre
2003 - 2007 houveram 3.481 casos de LV em humanos por ano, em 2010 foram
3.716, com uma incidéncia anual estimada de 4.200 a 6.300 casos (ALVAR et
al., 2012), em 2014, os 6bitos chegaram a 239 pessoas, sendo 12 no estado de
S&o Paulo (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

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

A LV tem sido associada ao aumento no niumero de casos da doenca em
humanos (COURA-VITAL et al.,, 2011; NUNES et al., 2010), sendo os caes
considerados os principais reservatérios domésticos de L. chagasi (MORENO;
ALVAR, 2002). Os cées sao importantes na manutenc¢ao do ciclo epidemiolégico
da doenca porgue: a) LV é mais prevalente na populacao canina que na humana;
b) a infeccdo no homem normalmente é precedida por casos caninos; c) caes
apresentam maior quantidade de parasitos na pele do que o homem, fato que
favorece a infec¢do dos vetores (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). A prevaléncia
da leishmaniose em cées de areas endémicas pode atingir de 20 a 40% da
populacdo (SLAPPENDEL; FERRER, 1990). Cerca de 20.000 caes
soropositivos sdo eliminados a cada ano no Brasil (VIEIRA; COELHO, 1998),
mais de 150.000 caes soropositivos foram eutanasiados e inseticidas foram
aplicados em mais de um milhdo de casas entre 1994 a 1996 no Brasil
(AKHAVAN, 1996).
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A LV canina (LVC) atinge 6érgaos como baco, linfonodos, figado e medula
0ssea, que possuem macrofagos em sua constituicdo. Uma outra caracteristica
particular da doenca € a ineficacia do tratamento do animal infectado (SOLANO-
GALLEGO, 2009). Além disso, alguns animais comportam-se como portadores
assintomaticos da doenca, cuja evolugdo de carater cronico impossibilita a
correta identificacdo dos doentes (DESJEUX, 2001).

O parasita é transmitido de um céo infectado para outro, pela picada de
flebotomineos e, possivelmente por outros artropodes vetores, como pulgas
(FERREIRA et al.,, 2009), carrapatos (COUTINHO; LINARDI, 2007), e as
transfusGes de sangue também tém sido descritas (OWENS et al., 2001). Apds
0 repasto sanguineo dos flebotomineos nos cées, os parasitas rapidamente se
espalham para os linfonodos e baco, via linfa e sangue e, eventualmente,
atingem os rins e figado. Ainda podem também infectar os érgéos reprodutores,
sistema digestivo e respiratorio, pele e bexiga (MOLYNEUX; ASHFORD, 1983).

Uma vez no hospedeiro vertebrado, o parasita pode causar lesdes e sinais
clinicos que séo caracteristicos da LVC, embora alguns cées infectados possam
ser assintomaticos (ALVAR et al., 2004), em alguns animais o desenvolvimento
da doenca pode ser latente e outros podem evoluir para a cura espontanea (FISA
et al., 1999; GENARO, 1993).

Os sinais mais frequentes de LV séo linfadenopatia, onicogrifose, les6es
cutaneas, perda de peso, caquexia e anormalidades locomotoras (SEMIAO-
SANTOS et al., 1995). A forma assintomatica representa 20 a 40% da populagéo
de cées soropositivos, dos quais 80%, na verdade, desenvolvem a doenca
(NOLI, 1999). No Brasil, em éareas urbanas da regido nordeste, a forma
assintomatica representa 30% da populacdo soropositiva (QUEIROZ et al.,
2009).
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1.2 Resposta imune na LVC

A supressdao da imunidade celular € o aspecto mais importante na
patogénese e progressao da doenca canina. A auséncia de resposta das células
T aos antigenos de Leishmania spp. € observada in vivo, com o teste de
Montenegro negativo (DOS-SANTOS et al., 2008).

Em caes infectados com L. infantum, ocorre uma reducdo do nimero de
linfécitos T (BOURDOISEAU et al., 1997), e a desorganizagéo da polpa branca
do baco tem sido descrita (SANTANA et al., 2008). A imunossupressao
associada com a infec¢ao crénica ocorre devido a altas taxas de apoptose das
células T e esse mecanismo pode contribuir para a diminuicdo dessas células no
sangue periférico (LIMA et al., 2012). A imunidade protetora, tem sido associada
com resposta imunologica celular, manifestada por uma resposta
linfoproliferativa positiva a antigenos do parasita Leishmania spp. (CABRAL;
O'GRADY; ALEXANDER, 1992), e producao de citocinas, tais como IFN-y e TNF-
a, as quais sao necessarias para ativacao de macrofagos (SADICK et al., 1991).

Os macrofagos tém papel importante na resposta imunoldgica contra
Leishmania spp., pois sdo células parasitadas que, uma vez ativadas pela
presenca do TNF-a e do IFN-y ativam os macréfagos a produzir o 6xido nitrico
(NO) que é considerado um dos principais mecanismos para a eliminacao dos
parasitas intracelulares (MAUEL; CORRADIN; BUCHMULLER ROUILLER, 1991;
PINELLI et al., 2000; SADICK et al., 1991).

O hospedeiro canino quando parasitado por L. infantum pode apresentar
resposta imune inata ou adquirida podendo ser de duas formas: mediada por
células T (imunidade protetora) ou resposta imune humoral (ndo-protetora) com
depressdo da imunidade celular e manifestacdo da doenca (BARBIERI, 2006;
CABRAL; O'GRADY; ALEXANDER, 1992; REIS et al., 2006).

Na LVC, o parasito aumenta a expressao de MHCII em macr6fagos
infectados por L. infantum (KAYE et al., 1994), e L. donovani (ANTOINE et al.,
2004), na presenca dos linfécitos, e observa-se uma diminuigéo na producao de

oxido nitrico (DIAZ et al.,, 2012), com diminuicdo na funcdo das células
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apresentadoras de antigeno (APCs) (KAYE et al.,, 1994), podendo essa
expressdo ser coordenada pelas moléculas co-estimulatorias negativas
resultando em perda da funcéo das células T (PINELLI et al., 1999).

A imunidade protetora contra o parasito Leishmania spp. acontece com
producédo de citocinas pro-inflamatorias pelas células T CD4+ (Thl) (STRAUSS-
AYALI; BANETHA; JAFFET, 2007). Dois sinais sdo necessarios para a ativacao
das células T (LAFFERTY; CUNNINGHAM, 1975), o primeiro é antigeno-
especifico, gerado pelo receptor de células T (TCR) por meio do reconhecimento
do peptideo apresentado pelo MHC de uma APC. O segundo sinal é
independente de antigeno e fornecido pela ligagdo dos membros da familia B7
(HOFMEYER; JEON; ZANG, 2011), quando sinais co-estimulatorios sao gerados
por essas moléculas (CHAMBERS; ALLISON, 1997), resultam assim na ativacao
das células T, e na proliferacao a diferenciacdo com producao de citocinas como
alL-12, IFN-y e TNF-a (SPERLING; BLUESTONE, 1996).

Dependendo da natureza e magnitude desses sinais, a célula ird gerar
citocinas e desenvolver funcdes regulatorias ou citotéxicas, inducdo de memaoria
ou anergia (PENTCHEVA-HOANG et al., 2007). Desse modo, o resultado da
infeccdo depende do balanco entre a habilidade do hospedeiro em induzir
mecanismos leishmanicidas e estratégias do parasita para suprimir ou se evadir
da resposta imune do hospedeiro (BUATES; MATLASHEWSKI, 2001).

As moléculas co-estimulatérias pertencem a familia B7-CD28, as quais
transmitem sinais ativadores (CD28) ou inibidores (CTLA-4) para as células T
(GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005). Em macrofagos infectados por
Leishmania spp. ocorre falha no processo de apresentacdo de antigenos. A
analise da expressdo das moléculas coestimulatérias indicam diminuigdo na
expressdo de B7 que reduz a proliferacdo das células T (PINELLI et al., 1999).
Recentemente foi comprovado que o parasita e seus antigenos inibem a
expressao de co-estimuladores e diminuem a produgéo de 6xido nitrico (DIAZ et
al., 2012).

O PD-1, também conhecido como CD279, é uma molécula co-

estimulatoria com fung¢éo negativa, composto por 288 amino&cidos, sendo uma
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proteina de transmembrana composta de uma parte intracelular e outra
extracelular. A molécula PD-1 (programmed cell death 1), € um membro da
familia B7-CD28, e é expresso por células imunoldgicas (SHARPE et al., 2007).
Sua expressao ocorre em varios tipos celulares como linfocitos T, células NK,
linfécitos B, mondcitos, células dendriticas (KEIR et al. 2008), macrofagos
(BALLY et al., 2015), e células T regulatérias (CEERAZ; NOWAK; NOELLE,
2013).

Quando PD-1 estd associado a seu ligante PD-L1 ou PD-L2, uma
sequéncia inibitéria contendo tirosina na cauda de PD-1 recruta fosfatases que
induzem a desativacao das células T ou a inducdo de apoptose, ou mesmo
outras respostas que sdo importantes para manter o balanco entre o
desenvolvimento da imunidade, tolerancia e imunopatologias (PARDOLL, 2012).

Para desencadear suas funcdes biolégicas (CEERAZ; NOWAK; NOELLE,
2013), como diminuir sinais estimulatorios via TCR (KEIR et al., 2008), producao
de citocinas e diminuicdo da proliferacdo celular, com significante efeito na
producdo de IFN-y e TNF-a, PD-1 se liga a PD-L1 ou PD-L2 (KEIR et al., 2008).

Os sinais inibitérios via PD-1 ocorrem a partir do estimulo emitido pelo
TCR quando se liga a uma APC. A ligagcédo de PD-1 com PD-L1 ou PD-L2 diminui
o sinal emitido na parte intracitoplasmatica da célula T. Como resultado, ha uma
diminuicdo na producéo do IFN- y, que pode ativar macréfago e da IL-2, uma
citocina que pode estimular a proliferacéo celular (KEIR et al., 2008).

Na LVC j& foi observada o aumento da expressédo de PD-1 em células T
CD4+ de caes infectados com L. infantum e sintomaticos, que quando
submetidos ao estimulo antigeno especifico para avaliacdo da proliferacéo
celular, mostraram uma reducdo dessa resposta comparada a animais
assintomaticos (ESCH et al.,, 2013). Em linfécitos T, B e macréfagos ja foi
demonstrado um aumento da expresséo de PD-1 e seus ligantes e a presenca
dessas moléculas foi associada a apoptose dos linfécitos T em células
esplénicas e mononucleares do sangue periférico de caes com LV (CHIKU et al.,
2016).
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PD-1 é super expresso durante infec¢Bes cronicas (DULGERIAN et al.,
2011; MCNAB et al., 2011). A expressédo de PD-L1 € mais ampla que PD-L2 e é
induzida fortemente por IFN-y, enquanto o PD-L2 tem expressao mais restrita a
células dendriticas e macréfagos e é induzida pela IL-4 e IL-13 (KEIR et al.,
2008).

O PD-L1, também conhecido como B7-H1 ou CD274, é expresso em
células dendriticas, macréfagos, células T e células B (KEIR; FRANCISCO;
SHARPE, 2007). Sua expressdo estd associada a respostas Thl e pode ser
induzida via LPS e IFN-y e estudos com sua expressao sugerem que PD-L1 pode
ter papel preferencial em regular a resposta Thl (LOKE; ALLISON, 2003).

O PD-L2, também conhecido como B7-DC ou CD273 (KEIR;
FRANCISCO; SHARPE, 2007), tem sua expressdo relativamente baixa
(LATCHMAN et al., 2001), comparado ao PD-L1. Essa molécula é expressa em
células dendriticas, macrofagos e células da medula éssea (KEIR et al., 2008).
Durante a resposta Th2 ocorre um aumento da expressdo de PD-L2
(AARNTZEN et al., 2012), e estudos demonstram que a expressao de PD-L2
pode regular essa resposta (LAZAR-MOLNAR et al., 2008; LOKE; ALLISON,
2003). A ligacdo de PD-L2 com o PD-1 inibe a proliferagdo via TCR e diminui a
producao de citocinas pelas células T CD4+ (LATCHMAN et al., 2001). Portanto
a funcdo de PD-L1 e PD-L2 pode depender do tecido e das citocinas do
microambiente.

Em cdes com LV ap6s o blogueio do PD-L1 nas células B, houve
recuperacado da resposta Thl (SCHAUT et al., 2016), e proliferacdo das células
T CD4+ e T CD8+ no sangue periférico (ESCH et al., 2013). Em células T CD8+
de pacientes com LV ja foi observada uma anergia, bem como elevada
expressdo do mRNA de PD-1 e de IL-10 (GAUTAM et al., 2014), podendo
suprimir a funcéo efetora das células T CD8+, a secrec¢éo de citocinas e levar a
uma disfuncdo imunoldgica (DAY et al., 2006; D'SOUZA et al.,, 2007;
TRAUTMANN et al., 2006).

A IL-10 parece ser regulada pelos receptores PDs, em macréfagos
infectados com T. cruzi e tratados com anticorpo bloqueador anti-PD-L2 foi
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observado uma reducgéo na producdo de NO, e um aumento na producao de IL-
10, associado a diminui¢do nos niveis de IFN-y, criando um meio favoravel para
a proliferacdo desse parasita e quando anticorpos anti-PD-L1 e anti-PD-1 séo
adicionados a proliferacao das células T € restaurada (DULGERIAN et al., 2011).

Na LVC a resisténcia ao parasito tem sido associada com a ativacao de
células Thl e producéo de citocinas como a producdo do IFN-y e do TNF-a
(PINELLI et al., 1994), que estimulam a produzirem, pela via da arginina, o 6xido
nitrico (VOULDOUKIS et al., 1996). O 6xido nitrico € um potente indutor de morte
do parasita intracelular utilizado pelos macréfagos, que em sinergia com outras
moléculas leva a producdo de espécies reativas de oxigénio e intermediarios
reativos de nitrogénio, que podem entdo matar ou inibir a proliferacdo do parasita
intracelular em macrofagos infectados por Leishmania spp. (ANTOINE et al.,
2004).

O IFN-y em caes experimentalmente infectados com L. infantum, onde
foi avaliada a progresséo da doenca, foi observado durante um curto periodo de
tempo a produgédo do mRNA para IFN-y, indicando seu envolvimento no atraso
do estabelecimento da doenca nesses animais (SANTOS-GOMES et al., 2002).
Ainda em cées experimentalmente infectados, com inoculacdo intradérmica de
promastigotas, desenvolveram uma infeccdo assintomética e as células
mononucleares do sangue periférico, estimuladas in vitro com antigeno soltvel
de Leishmania spp. expressaram citocinas Thl, como IFN-y (RODRIGUES et
al., 2009).

O TNF-a atua em sinergia com o IFN-y para a sintese de 6xido nitrico
(FONSECA et al., 2003). Sendo que a producéao do TNF-a pode ser regulada
pela sinalizagdo via PD-1 (WEI et al., 2013). Células esplénicas e mononucleares
do sangue periférico de caes com LV, apds o bloqueio de PD-1 e seus ligantes,
apresentaram aumento na producdo do TNF-a (CHIKU et al., 2016). Tal aumento
pode estar relacionado com a atividade microbicida, j& que a sobrevivéncia de L.
infantum em macrofagos caninos esta associada ao aumento da producéo desta
citocina (PINELLI et al., 2000; TURCHETT!I et al., 2015).
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A IL-4, uma citocina de perfil Th2, leva a uma ativagéo alternativa do
macréfago. Em cées sintomaticos naturalmente infectados, altos niveis dessa
citocina foram observados no baco (MICHELIN; PERRI; LIMA, 2011), e em
células mononucleares do sangue periférico de cades com L. infantum apds seis
meses de infecgcdo (MANNA et al., 2006). A IL-4 também foi detectada na medula
0ssea de caes naturalmente infectados por L. chagasi, principalmente nos casos
mais severos da doenca (QUINNELL et al., 2001). Células mononucleares do
sangue periférico de cdes com LV oligosintomaticos e assintomaticos,
submetidos ao estimulo de uma proteina recombinante de L. chagasi,
apresentaram baixos niveis de producdo dessa citocina, ao contrario dos caes
sintomaticos (DA COSTA PINHEIRO et al., 2005).

A IL-10, outra citocina ligada as respostas Th2, é uma das principais
citocinas supressoras presentes na LVC (CORREA et al., 2007). Estando
associada a extrema susceptibilidade a doenca (SAHA et al.,, 2006), uma
correlacdo positiva entre a IL-10 e a carga parasitaria ja foi estabelecida
(MICHELIN; PERRI; LIMA, 2011), podendo essa citocina inibir também a
proliferacdo das células T (AWASTHI et al., 2004; GOTO; PRIANTI, 2009).
Atraveés da regulacdo negativa da atividade microbicida e de citocinas como TNF-
a e IL-12 (MURRAY et al., 2002).

Diversos estudos demonstram que PD-1 e seus ligantes, PD-L1 e PD-L2,
tem funcBes que se sobrepde a supressao da funcdo efetora das células T
(GREENWALD et al., 2002), contudo na leishmaniose visceral canina o papel de

tais moléculas ainda nao foi estabelecido.





