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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.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenga de PD-1 e seus ligantes em leucdcitos do baco e células
mononucleares de sangue periférico e verificar se sua expressao tem correlacéo

com a carga parasitaria de cédes naturalmente infectados por L. infantum.

Objetivos Especificos:

1. Identificar e quantificar a expressdo de PD-1 e seus ligantes por método

imunohistoquimico em amostras esplénicas de caes saudaveis e controles;

2. Investigar in vitro se a infeccdo por L. infantum em macrofagos provenientes

de céo saudavel altera a expressao de PD1 e seus ligantes;

3. Bloquear in vitro os receptores PD1, PD-L1 e PD-L2 em cultura células
mononucleares do sangue e leucdcitos de bagco de cinco cdes naturalmente

infectados e avaliar a producéo das citocinas IFN-y e IL-10;

4. Bloquear in vitro os receptores PD1, PD-L1 e PD-L2 em cultura e quantificar
a resposta proliferativa dos linfécitos do linfonodo de cées naturalmente
infectados com antigenos de Leishmania spp., a producgao das citocinas IFN-y,

IL-4, TNF-a e IL-10, e a producéo de oxido nitrico no sobrenadante da cultura;

5. Correlacionar os niveis de expressao de PD-1 e seus ligantes com a carga

parasitaria do baco de caes com LV;



24

REFERENCIAS

AARNTZEN, E. H. et al. Vaccination with mRNA-electroporated dendritic cells
induces robust tumor antigen-specific CD4+ and CD8+ T cells responses in stage
[l and IV melanoma patients. Clin. Cancer Res., v. 18, n. 19, p. 5460-5470,
2012.

AKHAVAN, D. Analysis of the cost-effectiveness of the leishmaniasis component
of the Project for the Control of Endemic Diseases in the Northeast (PCDEN) of
Brazil. Rev. Patol. Trop., v. 25, p. 203-252, 1996.

ALENCAR, J. E.; DIETZE, R. Leishmaniose Visceral (Calazar). In: VERONESI,
R. Doencas infecciosas e parasitarias. 82 ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1991, p. 706-717.

ALVAR, J. et al. Canine leishmaniasis. Adv. Parasitol, v. 57, p. 1-88, 2004.

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence.
PLoS One, v. 7, n. 5 p. 1-12, 2012 Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0035671> Acesso em: 31 maio 2016.

ANTOINE, J. C. et al. Leishmania spp.: on the interactions they establish with
antigen-presenting cells of their mammalian hosts. Adv. Parasitol., v. 58, p. 1-
68, 2004.

ASHFORD, R. W. The leishmaniases as emerging and reemerging zoonoses.
Int. J. Parasitol., v. 30, n. 12-13, p. 1269-1281, 2000.

AWASTHI, A.; MATHUR, R. K.; SAHA, B. Immune response to Leishmania
infection. Indian J. Med. Res., v. 119, n. 6, p. 238-258, 2004.

BALLY, A. P. et al. NF-kB regulates PD-1 expression in macrophages. J.
Immunol., v. 194, n. 9, p. 4545-4554, 2015.


http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0035671

25

BARBIERI, C. L. Immunology of canine leishmaniasis. Parasite Immunol., v. 28,
n. 7, p. 329-337, 2006.

BOURDOISEAU, G. et al. Lymphocyte subset abnormalities in canine
leishmaniasis. Vet. Inmunol. Immunopathol., v. 56, n. 3-4, p. 345-351, 1997.

BUATES, S.; MATLASHEWSKI, G. General suppression of macrophage gene
expression during Leishmania donovani infection. J. Immunol., v. 166, n. 5, p.
3416-3422, 2001.

CABRAL, M.; O'GRADY, J.; ALEXANDER, J. Demonstration of Leishmania
specific cell mediated and humoral immunity in asymptomatic dogs. Parasite
Immunol., v. 14, n. 5, p. 531-539, 1992.

CEERAZ, S.; NOWAK, E. C.; NOELLE, R. J. B7 family checkpoint regulators in
immune regulation and disease. Trends Immunol., v. 34, n. 11, p. 556-563,
2013.

CHAMBERS, C. A.; ALLISON, J. P. Co-stimulation in T cell responses. Curr.
Opin. Immunol., v. 9, n. 3, p. 396-404, 1997.

CHIKU, V. M. et al. PD-1 function in apoptosis of T lymphocytes in canine visceral

leishmaniasis. Immunobiology, v. 221, n. 8, p. 879-888, 2016.

CORREA, A. P. et al. Evaluation of transformation growth factor betal,
interleukin-10, and interferon-gamma in male symptomatic and asymptomatic
dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi. Vet. Parasitol., v.
143, n. 3-4, p. 267-274, 2007.

COURA-VITAL, W. et al. Prevalence and factors associated with Leishmania
infantum infection of dogs from an urban area of Brazil as identified by molecular
methods. PL0oS. Negl. Trop. Dis., v. 5, n. 8, p. 1-10, 2011. Disponivel em:
<http://dx.doi: 10.1371/journal.pntd.0001291> Acesso em: 1 jun. 2016.



http://dx.doi:%2010.1371/journal.pntd.0001291

26

COUTINHO, M. T.; LINARDI, P. M. Can fleas from dogs infected with canine
visceral leishmaniasis transfer the infection to other mammals? Vet. Parasitol.,
v. 147, n. 3-4, p. 320-325, 2007.

DA COSTA PINHEIRO, P. H. et al. Recombinant cysteine proteinase from
Leishmania (Leishmania) chagasi implicated in human and dog T-cell responses.
Infect. Immun., v. 73, n. 6, p. 3787-3789, 2005.

DANTAS-TORRES, F. Presence of Leishmania amastigotes in peritoneal fluid of
a dog with leishmaniasis from Alagoas, Northeast Brazil. Rev. Inst. Med. Trop.
Sao Paulo, v. 48, n. 4, p. 219-221, 2006.

DAY, C. L. et al. PD-1 expression on HIV-specific T cells is associated with T-cell
exhaustion and disease progression. Nature, v. 443, n. 7109, p. 350-354, 2006.

DESJEUX, P. Worldwide increasing risk factors for leishmaniasis. Med.
Microbiol. Immunol., v. 190, n. 1-2, p. 77-79, 2001.

DESJEUX, P. Leishmaniasis: current situation and new perspectives. Comp.
Immunol. Microbiol. Infect. Dis., v. 27, n. 5, p. 305-318, 2004.

DIAZ, S. et al. Canine leishmaniosis. Modulation of macrophage/lymphocyte
interactions by L. infantum. Vet. Parasitol., v. 189, n. 2-4, p. 137-144, 2012.

DOS-SANTOS, W. L. et al. Associations among immunological, parasitological
and clinical parameters in canine visceral leishmaniasis: Emaciation, spleen
parasitism, specific antibodies and leishmanin skin test reaction. Vet. Immunol.
Immunopathol., v. 123, n. 3-4, p. 251-259, 2008.

D'SOUZA, M. et al. Programmed death 1 expression on HIV-specific CD4+ T
cells is driven by viral replication and associated with T cell dysfunction. J.
Immunol., v. 1, n. 179, p. 1979-1987, 2007.



27

DULGERIAN, L. R. et al. Programmed death ligand 2 regulates arginase
induction and modifies Trypanosoma cruzi survival in macrophages during

murine experimental infection. Immunology, v. 133, n. 1, p. 29-40, 2011.

ESCH, K. J. et al. Programmed death 1-mediated T cell exhaustion during
visceral leishmaniasis impairs phagocyte function. J. Immunol., v. 191, n. 11, p.
5542-5550, 2013.

FERREIRA, M. G. et al. Potential role for dog fleas in the cycle of Leishmania
spp. Vet. Parasitol., v. 165, n. 1-2, p. 150-154, 2009.

FISA, R. et al. Epidemiology of canine leishmaniosis in Catalonia (Spain) the
example of the Priorat focus. Vet. Parasitol., v. 83, n. 2, p. 87-97, 1999.

FONSECA, S. G. et al. TNF-alpha mediates the induction of nitric oxide synthase
in macrophages but not in neutrophils in experimental cutaneous leishmaniasis.
Eur. J. Immunol., v. 33, n. 8, p. 2297-2306, 2003.

GAUTAM, S. et al. CD8 T cell exhaustion in human visceral leishmaniasis. J.
Infect. Dis., v. 209, n. 2, p. 290-299, 2014.

GENARO, O. Leishmaniose Visceral canina experimental. 1993. 202 f. Tese
(Doutorado em Parasitologia). Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

GONTIJO, C. M. F.; MELO, M. N. Leishmaniose Visceral no Brasil: quadro atual,
desafios e perspectivas. Rev. Bras. Epidemiol., v. 7, p. 338-349. 2004.

GOTO, H.; PRIANTI, M. Immunoactivation and immunopathogeny during active
visceral leishmaniasis. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo, v. 51, n. 5, p. 241-246,
20009.

GREENWALD, R. J. et al. Cutting edge: inducible costimulator protein regulates
both Thl and Th2 responses to cutaneous leishmaniasis. J. Immunol., v. 168,
n. 3, p. 991-995, 2002.



28

GREENWALD, R. J.; FREEMAN, G. J.; SHARPE, A. H. The B7 family revisited.
Annu. Rev. Immunol., v. 23, p. 515-548, 2005.

HOFMEYER, K. A.; JEON, H.; ZANG, X. The PD-1/PD-L1 (B7-H1) pathway in
chronic infection-induced cytotoxic T lymphocyte exhaustion. J. Biomed.
Biotechnol., v. 2011, p. 1-9, 2011. Disponivel em: <http:/dx.doi:
10.1155/2011/451694> Acesso em: 1 jun. 2016.

KAYE, P. M. et al. Deficient expression of co-stimulatory molecules on
Leishmania-infected macrophages. Eur. J. Immunol., v. 24, n. 11, p. 2850-2854,
1994.

KEIR, M. E.; FRANCISCO, L. M.; SHARPE, A. H. PD-1 and its ligands in T-cell
immunity. Curr. Opin. Immunol., v. 19, n. 3, p. 309-314, 2007.

KEIR, M. E. et al. PD-1 and its ligands in tolerance and immunity. Annu. Rev.
Immunol., v. 26, p. 677-704, 2008.

LAFFERTY, K. J.; CUNNINGHAM, A. J. A new analysis of allogeneic interactions.
Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci., v. 53, n. 1, p. 27-42, 1975.

LATCHMAN, Y. et al. PD-L2 is a second ligand for PD-1 and inhibits T cell
activation. Nat. Immunol., v. 2, n. 3, p. 261-268, 2001.

LAZAR-MOLNAR, E. et al. Crystal structure of the complex between programmed
death-1 (PD-1) and its ligand PD-L2. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 105, n.
30, p. 10483-10488, 2008.

LIMA, V. M. F. et al. Apoptosis in T lymphocytes from spleen tissue and peripheral
blood of L. (L.) chagasi naturally infected dogs. Vet. Parasitol., v. 184, n. 2-4, p.
147-153, 2012.

LOKE, P.; ALLISON, J. P. PD-L1 and PD-L2 are differentially regulated by Thl
and Th2 cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 100, n. 9, p. 5336-5341, 2003.


http://dx.doi:%2010.1155/2011/451694
http://dx.doi:%2010.1155/2011/451694

29

MANNA, L. et al. Leishmania DNA load and cytokine expression levels in
asymptomatic naturally infected dogs. Vet. Parasitol., v. 142, n. 3-4, p. 271-280,
2006.

MAUEL, J.; CORRADIN, S. B.; BUCHMULLER ROUILLER, Y. Nitrogen and
oxygen metabolites and the Kkilling of Leishmania by activated murine

macrophages. Res. Immunol., v. 142, n. 7, p. 577-580, 1991.

MCNAB, F. W. et al. Programmed death ligand 1 is over-expressed by
neutrophils in the blood of patients with active tuberculosis. Eur. J. Immunol., v.
41,n. 7, p. 1941-1947, 2011.

MICHELIN, A. F.; PERRI, S. H.; LIMA, V. M. F. Evaluation of TNF-a, IL-4, and IL-
10 and parasite density in spleen and liver of L. (L.) chagasi naturally infected
dogs. Ann. Trop. Med. Parasitol., v. 105, n. 5, p. 373-383, 2011.

MINISTERIO DA SAUDE. Portal da Saude. Brasil. Leishmaniose visceral.
Situacao Epidemioldgica. Disponivel em:

<http://portalsaude.saude.qov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-

ministerio/726-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/leishmaniose-visceral-

Iv/11334-situacao-epidemiologica-dados> Acesso em: 6 jul. 2016.

MOLYNEUX, D. H., ASHFORD, R. W. The biology of Trypanosoma and
Leishmania, parasites of man and domestic animals. London: Taylor & Francis,
1983.

MORENO, J.; ALVAR, J. Canine leishmaniasis: epidemiological risk and the
experimental model. Trends Parasitol., v. 18, n. 9, p. 399-405, 2002.

MURRAY, H. W. et al. Interleukin-10 (IL-10) in experimental visceral
leishmaniasis and IL-10 receptor blockade as immunotherapy. Infect. Immun.,
v. 70, n. 11, p. 6284-6293, 2002.

NOLI, C. Canine leishmaniasis. Waltham Focus, v. 2, p.16-24, 1999.


http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/726-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/leishmaniose-visceral-lv/11334-situacao-epidemiologica-dados
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/726-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/leishmaniose-visceral-lv/11334-situacao-epidemiologica-dados
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/726-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/leishmaniose-visceral-lv/11334-situacao-epidemiologica-dados

30

NUNES, C. M. et al. Relationship between dog culling and incidence of human
visceral leishmaniasis in an endemic area. Vet. Parasitol., v. 170, n. 1-2, p. 131-
133, 2010.

OWENS, S. D. et al. Transmission of visceral leishmaniasis through blood
transfusions from infected English foxhounds to anemic dogs. J. Am. Vet. Med.
Assoc., v. 219, n. 8, p. 1076-1083, 2001.

PARDOLL, D. M. The blockade of immune checkpoints in cancer
immunotherapy. Nat. Rev. Cancer, v. 12, p. 252-264, 2012.

PENTCHEVA-HOANG, T. et al. Programmed death-1 concentration at the
immunological synapse is determined by ligand affinity and availability. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 104, n. 45, p. 17765-17770, 2007.

PINELLI, E. et al. Cellular and humoral immune responses in dogs experimentally
and naturally infected with Leishmania infantum. Infect. Immun., v. 62, n. 1, p.
229-235, 1994.

PINELLI, E. et al. Compensation for decreased expression of B7 molecules on
Leishmania infantum-infected canine macrophages results in restoration of
parasite-specific T-cell proliferation and gamma interferon production. Infect.
Immun., v. 67, n. 1, p. 237-243, 1999.

PINELLI, E. et al. Infection of a canine macrophage cell line with Leishmania
infantum: determination of nitric oxide production and anti-leishmanial activity.
Vet. Parasitol., v. 92, n. 3, p. 181-189, 2000.

QUEIROZ, P. V. et al. Canine visceral leishmaniasis in urban and rural areas of
Northeast Brazil. Res. Vet. Sci., v. 86, n. 2, p. 267-273, 2009.

QUINNELL, R. J. et al. Tissue cytokine responses in canine visceral
leishmaniasis. J. Infect. Dis., v. 183, n. 9, p. 1421-1424, 2001.



31

REIS, A. B. et al. Phenotypic features of circulating leucocytes as immunological
markers for clinical status and bone marrow parasite density in dogs naturally
infected by Leishmania chagasi. Clin. Exp. Immunol., v. 146, n. 2, p. 303-311,
2006.

RODRIGUES, C. A. et al. IFN-gamma expression is up-regulated by peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from non-exposed dogs upon Leishmania
chagasi promastigote stimulation in vitro. Vet. Immunol. Immunopathol., v. 127,
n. 3-4, p. 382-388, 2009.

SADICK, M. D. et al. Cytokine regulation of murine leishmaniasis: interleukin 4 is
not sufficient to mediate progressive disease in resistant C57BL/6 mice. Infect.
Immun., v. 59, n. 12, p. 4710-4714, 1991.

SAHA, S. et al. Immune responses in kala-azar. Indian J. Med. Res., v. 123, n.
3, p. 245-266, 2006.

SANTANA, C. C. et al. Inflammation and structural changes of splenic lymphoid
tissue in visceral leishmaniasis: a study on naturally infected dogs. Parasite
Immunol., v. 30, n. 10, p. 515-524, 2008.

SANTIAGO, M. E. et al. An investigation of Leishmania spp. in Didelphis spp.
from urban and peri-urban areas in Bauru (S&o Paulo, Brazil). Vet. Parasitol., v.
150, n. 4, p. 283-290, 2007.

SANTOS-GOMES, G. M. et al. Cytokine expression during the outcome of canine
experimental infection by Leishmania infantum. Vet. Inmunol. Immunopathol.,
v. 88, n. 1-2, p. 21-30, 2002.

SCHAUT, R. G. et al. Regulatory IgDhi B cells suppress t cell function via IL-10
and PD-L1 during progressive visceral leishmaniasis. J. Immunol., v. 196, n. 10,
p. 4100-4109, 2016.



32

SEMIAO-SANTOS, S. J. et al. Evora district as a new focus for canine
leishmaniasis in Portugal. Parasitol. Res., v. 81, n. 3, p. 235-239, 1995.

SHARPE, A. H. et al. The function of programmed cell death 1 and its ligands in
regulating autoimmunity and infection. Nat. Immunol., v. 8, n. 3, p. 239-245,
2007.

SLAPPENDEL, R. J.; FERRER, L. Leishmaniasis. In: GREENE, C.E. Clinical
microbiology and infectious diseases of the dog and cat. Philadelphia: W.B.
Saunders, 1990, p. 450-458.

SOLANO-GALLEGO, L. et al. Directions for the diagnosis, clinical staging,
treatment and prevention of canine leishmaniosis. Vet. Parasitol., v. 165, n. 1-2,
p. 1-18, 2009.

SPERLING, A. I.; BLUESTONE, J. A. The complexities of T-cell co-stimulation:
CD28 and beyond. Immunol. Rev., v. 153, p. 155-182, 1996.

STRAUSS-AYALIA, D.; BANETHA, G.; JAFFE, C. L. Splenic immune responses

during canine visceral leishmaniasis. Vet. Res., v. 38, p. 547-564, 2007.

TRAUTMANN, L. et al. Upregulation of PD-1 expression on HIV-specific CD8+ T
cells leads to reversible immune dysfunction. Nat. Med., v. 12, n. 10, p. 1198-
1202, 2006.

TURCHETTI, A. P. et al. Transcription of innate immunity genes and cytokine
secretion by canine macrophages resistant or susceptible to intracellular survival
of Leishmania infantum. Vet. Immunol. Immunopathol., v. 163, n. 1-2, p. 67-76,
2015.

VIEIRA, J. B. F.; COELHO, G.E. Leishmaniose visceral ou calazar: aspectos
epidemiologicos e de controle. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 31, p. 85-92,
1998.



33

VOULDOUKIS, I. et al. Canine visceral leishmaniasis: successful chemotherapy
induces macrophage antileishmanial activity via the L-arginine nitric oxide
pathway. Antimicrob. Agents Chemother., v. 40, n. 1, p. 253-256, 1996.

WEI, F. et al. Strength of PD-1 signaling differentially affects T-cell effector
functions. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., v. 110, n. 27, p. 2480-2489, 2013.
Disponivel em: <http://dx.doi: 10.1073/pnas.1305394110> Acesso em: 8 jun.
2016.

WHO. World Health Organization. 2015. Global Health Observatory (GHO) data.
Leishmaniasis. Situation and  trends. 2015. Disponivel  em:
<http://www.who.int/gho/neglected diseases/leishmaniasis/en/> Acesso em: 15
jun. 2016.

WHO. World Health Organization. The first WHO report on negleted tropical
disease working to overcome the global impact of neglected tropical
disease. 2013. Disponivel em:
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/44440/1/9789241564090 _eng.pdf
Acesso em: 15 jun. 2016.



http://dx.doi:%2010.1073/pnas.1305394110
http://www.who.int/gho/neglected_diseases/leishmaniasis/en/
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/44440/1/9789241564090_eng.pdf

34

Capitulo 2



36

PD-1 e seus ligantes, PD-L1 e PD-L2, regulam a linfoproliferacéo, a
producao de IL-10 e do 6xido nitrico na leishmaniose visceral canina

Kathlenn L.O. Silva,! Vanessa M. Chiku,! Gabriela L. Venturin,1 Aline A. C. Leal,!
Breno F. Almeida,! Flavia de R. Eugénio,? Paulo S. P. Santos,? Gisele F.

Machado,? Valéria M. F. de Lima,?

1 Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP - Faculdade
de Medicina Veterinaria de Aracatuba - FMVA e 2 Departamento de Clinica,
Cirurgia e Reproducdo Animal, Laboratério de Imunologia Celular, FMVA,
UNESP, Brasil

Correspondéncia: Dra. Valéria M. F. de Lima, Departamento de Clinica, Cirurgia
e Reproducdo Animal, Laboratério de Imunologia Celular, Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba-FMVA - Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP - Rua Cldvis Pestana, 793, 16050-680,
Aracatuba/SP, Brasil. Email: vmflima@fmva.unesp.br

Autor sénior: Valéria Marcal Felix de Lima

Abreviaturas: ALT - Alanina aminotransferase, APC - célula apresentadora de
antigeno, ASB - Albumina sérica bovina, AST - Aspartato aminotransferase, AtgS
- Antigeno solGvel, CEUA - Comissdo Etica no Uso de Animais, CFSE - 5,6-
diacetato de Carboxilfluoresceina succinimidil éster, CK - Creatina quinase,
COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal, ConA - Concanavalina-
A, DAB - Diaminobenzidina, DO - Densidade oOptica, FA - Fosfatase alcalina,
FITC - Isotiocianato de fluoresceina, GGT — Gama glutamil transferase, L -
Leishmania, LDH - Lactato-desidrogenase, LV - Leishmaniose visceral, LVC - LV



37

canina, min - minutos, ml - mililitros, NK - Natural killer, NO - Oxido nitrico, PD -
Programador de morte, PE - Ficoeritrina, PHA - Fitohemaglutinina-M, RID -
Registro de identificacdo da consulta, seg - segundos, TA - Temperatura
ambiente, TCR - receptor das células T, Th - T auxiliar, TLH - Tampé&o de lise de

heméceas, TSF - Tampé&o salina fosfato.

RESUMO

A supressao da imunidade celular é o aspecto mais importante na patogénese e
progressdo da doenga canina. O envolvimento do receptor PD-1, um co-
estimulador negativo nas respostas adaptativas em doencas infecciosas
cronicas, tem sido relatado. A relacéo entre a expressao de PD-1 e seus ligantes
e a resposta linfoproliferativa na producao de citocinas e 6xido nitrico em cées
com LV foi investigada. A expressdo desses receptores foi observada por
imunohistoquimica no baco dos cdes com LV. Em infeccdo in vitro por L.
infantum a expressao desses receptores em linfocitos T, B e macréfagos em
mononucleares do sangue periférico foi avaliada por citometria de fluxo e a
determinacdo da carga parasitaria foi feita por PCR em tempo real. A
linfoproliferacéo em células do linfonodo com e sem estimulo de antigeno soluvel
de L. infantum, na presenca ou auséncia de anticorpos bloqueadores para PD-1
e seus ligantes, foi feita por citometria de fluxo, e a producéo das citocinas IFN-
Y, TNF-q, IL-10, IL-4 e do NO foi verificada por ELISA de captura. Observamos
que a infeccao por L. infantum regula a expresséo de PD-1 e seus ligantes, e em
linfécitos B esta correlacionado com um aumento da carga parasitaria. O
bloqueio desses receptores restaura a linfoproliferacdo, aumenta a producao de
NO e diminui IL-4 e IL-10. O conhecimento desse estudo pode ser util no

desenho de drogas imunoterapéuticas.

Palavras-Chave: Linfoproliferacdo, Leishmaniose visceral, PD-1, PD-L1, PD-L2
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INTRODUCAO

As leishmanioses ocorrem em 88 paises, dos quais 65 apresentam a
forma visceral da doenca (DESJEUX, 2004). O Brasil esta entre 0s 6 paises com
mais casos de LV no mundo (ALVAR et al., 2012), sendo uma doenca fatal que
envolve descontrolado parasitismo em 6rgéos vitais (THAKUR et al., 2015). Os
seres humanos e os canideos sédo os dois principais hospedeiros reservatorios
do complexo L. donovani (LUKES, 2007), sendo que 0s caes apresentam maior
quantidade de parasitos na pele do que o homem, favorecendo assim a infecgéo
dos vetores (SANTA ROSA,; OLIVEIRA, 1997; VERCOSA et al., 2012).

A supressdo 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. é observada in vivo, pelo teste de
Montenegro negativo (DOS-SANTOS et al., 2008). Em cdaes infectados com L.
infantum ocorre a reducdo do nimero de linfocitos T (BOURDOISEAU, 1997),
possivelmente relacionada a apoptose destas células (LIMA et al., 2012).

A reducéo da resposta linfoproliferativa antigeno especifica também ja foi
observada em cdes com LV (ESCH et al., 2013; PINELLI et al., 1995), sendo
associada ao estabelecimento da infeccdo por L. infantum. Também macréfagos
caninos infectados in vitro com L. infantum, apresentam menor proliferacdo de
linfécitos sendo atribuida a expresséao de moléculas B7 (PINELLI et al., 1999).

A eliminacdo de agentes patogénicos pelas células T, requer dois sinais,
sendo o primeiro antigeno-especifico, gerado pelo TCR por meio do
reconhecimento do peptideo apresentado pelo MHC de uma APC. O segundo
sinal é independente de antigeno e é fornecido pela ligacdo dos membros da
familia B7 (HOFMEYER et al., 2011). As vias da familia B7 regulam o equilibrio
entre sinais inibitérios e estimulatérios que sdo necessarios para a defesa contra
microrganismos invasores (GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005;
OKAZAKI et al., 2006). Nos ultimos anos muitas vias inibitorias dentro da familia
B7-CD28 podem atenuar as respostas ou induzir a tolerancia das células T
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(KEIR; FRANCISCO; SHARPE, 2007), incluindo o PD-1, PD-L1, e o PD-L2
(CEERAZ; NOWAK; NOELLE, 2013).

O PD-1 também conhecido como CD279, é expresso em varios tipos
celulares como em células T, NK, células B, mondcitos, células dendriticas (KEIR
et al., 2008), macréfagos (BALLY etal., 2015), e células T regulatérias (CEERAZ;
NOWAK; NOELLE, 2013). Tal proteina se liga a PD-L1 ou PD-L2 para
desencadear suas funcfes bioldgicas (CEERAZ; NOWAK; NOELLE, 2013),
como diminuir sinais estimulatérios via TCR (KEIR; FRANCISCO; SHARPE,
2007), e apoptose das células T CD3+ no baco e sangue periférico de caes com
LV (CHIKU et al.,, 2016). Em células T CD8+ de pacientes com LV ja foi
observada anergia, bem como elevada expressdo do RNAm de PD-1 e de IL-10
(GAUTAM et al., 2014).

O PD-L1, também conhecido como B7-H1 ou CD274, é expresso em
células dendriticas, macrofagos, células T e células B (KEIR; FRANCISCO;
SHARPE, 2007). Sua expressao esta associada a respostas Thl e pode ser
induzida via LPS e IFN-y (LOKE; ALLISON, 2003). Em cées com LV, apés o
blogueio do PD-L1 nas células B, houve recuperacao da resposta Thl (SCHAUT
et al., 2016), e proliferacdo das células T CD4+ e T CD8+ no sangue periférico
(ESCH et al., 2013).

O PD-L2, também conhecido como B7-DC ou CD273 (KEIR;
FRANCISCO; SHARPE, 2007), tem sua expressado relativamente baixa
(LATCHMAN et al.,, 2001), quando comparado ao PD-L1. Essa molécula é
expressa em células dendriticas, macréfagos e células da medula 6ssea (KEIR
et al., 2008). Durante as respostas Th2 ocorre um aumento da expressao de PD-
L2 (AAMTZEN et al., 2012), e sua ligagdo com o PD-1 inibe a linfoproliferagéo
das células T via TCR e diminui a producédo de citocinas pelas células T CD4+
(LATCHMAN et al., 2001).

Em cées com LV, a exaustdo das células T CD4+ e T CD8+ descrita no
sangue periférico foi associada ao aumento da expressao de PD-1 na superficie

dessas células e apos o bloqueio de PD-L1 em células aderentes do sangue
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periférico a proliferacéo foi restaurada na presenca do antigeno de Leishmania
spp. (ESCH et al., 2013).

O aumento da expressao de PD-1 e seus ligantes foi também observado
em linfécitos T, B e macrofagos do sangue periférico e baco de cdes com LV, e
esse aumento regula outras fungbes como a apoptose dos linfécitos T e a
producdo de TNF-a e do 6xido nitrico (CHIKU et al., 2016).

No presente estudo, investigamos a expressao de PD-1 e seus ligantes
em células do baco de cées naturalmente infectados com L. infantum, apés o
bloqueio desses receptores na presenca ou auséncia do AtgS de L. infantum, a
resposta linfoproliferativa do linfonodo e a producgao das citocinas IFN-y, TNF-aq,
IL-10, IL-4 e do NO em sobrenadante da cultura de células do linfonodo.
Observamos que a infeccao por L. infantum regula a expressao de PD-1 e seus
ligantes, e o bloqueio desses receptores restaura a linfoproliferacdo, aumenta a
producdo de NO e diminui IL-4 e IL-10.

MATERIAIS E METODOS

Aprovacdo do Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo COBEA, e CEUA da UNESP — Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Aracatuba — Faculdade
de Medicina Veterinaria — FMVA — processo n° 00530/2013.

Selecdo dos caes dos grupos controle e infectado

Foram selecionados 54 cées adultos, com LV, entre dois e cinco anos de
idade, sem predilecdo por racas, peso corporal ou idade. Os cdes do grupo
infectado (n=31), provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Aragatuba
(CCZA), positivos na citologia do linfonodo popliteo e soropositivos para L.
infantum por ELISA indireto (LIMA et al., 2003). Todos 0s caes apresentaram



41

sinais clinicos de LVC, entre eles: onicogrifose, linfadenopatia, hepatomegalia e
esplenomegalia, caguexia, alopecia, lesao na pele e regido periocular.

Para a composicao do grupo controle, 23 cées clinicamente saudaveis (14
fémeas e 9 machos com idade entre 3, 4 anos), sem predilecdo por raga, peso
corporal ou idade. Oriundos de proprietarios particulares. Foram utilizados
mediante autorizagdo em termo de consentimento livre e esclarecido para coleta
das amostras do sangue periférico e, ou do fragmento do bagco, no momento em
gue foram submetidos a castracdo. Os caes foram selecionados de acordo com
a normalidade dos parametros hematolégicos e bioquimicos do plasma (ALT,
AST, bilirrubina total, direto e indireto, creatinina, FA, GGT, caélcio, colesterol
total, CK, fésforo, glucose, globulina, LDH, proteina total, triglicérides e uréia), e
urinalise tipo |. Todos foram soronegativos para o antigeno de Leishmania spp.
por ELISA indireto (LIMA et al., 2003), e clinicamente monitorados com exame
sorologico por trés meses antes do experimento e também negativos na analise
por gPCR para o DNA do parasita Leishmania spp. em amostras de bago e
medula 6ssea (PEROSSO et al., 2014).

Colheita das amostras

Os cées com LV foram eutanasiados com dose excessiva do tiopental
sédico (Cristalia, Itapira, SP), seguida da injecdo intravenosa de cloreto de
potassio 19,1% pela mesma via, em cumprimento ao Decreto n° 51.838 do
Ministério da Saude do Brasil, de 14 de marco de 1963, o qual estabelece que
animais domeésticos portadores de LV devem ser submetidos a eutanasia. O
meétodo de eutanasia empregado segue as recomendacfes da Resolucéo n°.
714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Apés a eutanasia, um fragmento do baco (2 x 2cm) foi colhido. Desse
fragmento metade foi fixada em solucdo de formol tamponado com fosfatos a
10%, para posterior processamento e inclusdo em parafina para avaliacao
imunohistoquimica. O outro fragmento foi mantido a 4°C, em meio de cultura

celular RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo
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calor (Gibco®, USA), 0,03% de L-glutamina (Sigma®, USA), 100 Ul/ml de
penicilina (Sigma®, USA) e 100 mg/ml de estreptomicina (Sigma®, USA), até o
Sseu processamento para cultura celular.

O fragmento do baco (2 x 2 cm) do grupo controle foi colhido por excisao
cirargica segundo protocolo de Lima et al. (2012). A amostra foi processada para
imunohistoquimica e a obtencgéo de leucdcitos foi feita conforme descrito acima.

As amostras de sangue periférico dos cdes de ambos os grupos foram
obtidas por puncdo da veia femural ou jugular, coletadas em tubos (10 ml)
contendo heparina sodica (BD Vacutainer®, USA) e processadas imediatamente

apos a coleta.

Isolamento das células mononucleares do sangue periférico, dos

leucdcitos do bago, e linfonodo

As células mononucleares do sangue periférico dos grupos infectado e
controle foram isoladas por gradiente de concentracdo com Histopaque® 1077
e 1119 (Sigma®, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. Apés isoladas,
foram processadas em tubos de 15 ml (BD Biosciences Falcon®, USA), com 10
ml do TLH contendo 7,46 g/L de NH4ClO3, a 4°C por 10 min, lavados trés vezes
em TSF 1 x pH 7,2. Apés, as células foram resuspendidas em meio RPMI-1640
suplementado (Sigma®, USA) como descrito anteriormente e mantidos em
estufa com atmosfera umidificada, com 5% de COz2, a 37°C (Thermo Scientific®,
Water-Jacket, USA).

Os leucacitos totais do baco foram obtidos apds maceracao, retirada dos
debris celulares (BD Falcon®, Cell strainer, USA), e processamento para lise das
hemacias, como descrito acima. O mesmo procedimento foi realizado para a

obtencao das células do linfonodo nos ensaios de linfoproliferacéo.
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Anticorpos

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada com dupla marcacdo celular com
anticorpos monoclonais conjugados ao PE: Anti-PD-1 humano (Clone MIH4) que
apresenta alto grau de homologia entre as espécies humana e canina (FOLKL
et al., 2010); anti-PD-L1 humano (Clone MIH1), (BALLY et al., 2015), utilizado de
acordo com Esch et al. (2013) com modifica¢des; o anti-PD-L2 humano (Clone
MIH18), (KEIR et al., 2008); apresentando homologia entre 75 a 85% com Canis
lupus familiaris (BLAST (RID-P7WRT59M014)). O isotipo controle foi IgG1 de
camundongo (BD Biosciences, USA).

Os anticorpos monoclonais conjugados ao FITC foram: Anti-CD3 canino
(AbD Serotec, UK) e seu isotipo controle IgG1 de camundongo (Clone MOPC-
21, AbD Serotec, UK). Ainda, o anti-CD21 humano (Clone LT21, Exbio,
Republica Checa), que possui reatividade com a espécie canina, e seu isotipo
controle IgG1 de camundongo (Clone MOPC-21, AbD Serotec®, UK). Anti-F4/80
de rato (Clone BM8, Abcam®, UK), um marcador da membrana de macrofagos
diferenciados de antigenos de mondcitos, altamente conservado em humanos e
cées, apresentando homologia de 70 a 97% com Canis lupus familiaris (BLAST
/ RID-NE57FKGV014), e seu isotipo controle IgG2ak de rato (Abcam®, UK).

Bloqueio dos receptores

Nos ensaios para o bloqueio dos receptores foram utilizados anticorpos
monoclonais purificados: o anti-PD-1 humano (Clone J116), anti-PD-L1 humano
(Clone MIH5) e anti-PD-L2 humano (Clone MIH18), (eBioscience®, USA).

Imunohistoquimica

Nos ensaios imunohistoquimicos foram utilizados os seguintes anticorpos
purificados: Anticorpo policlonal anti-PD-1 produzido em cabra e reagente com
canino (Biorbyt, UK). Anticorpo monoclonal anti-PD-L1 humano (Clone
29E.2A3), com seu isotipo controle IgG2bk de camundongo (Clone MG2b-57), e
o anti-PD-L2 humano (Clone MIH 18) com seu isotipo controle IgG1k de
camundongo (Clone MG1-45), todos com diluicdo 1:200 (Biolegend®, USA).
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Identificacdo e quantificacdo da expressdo de PD-1 e seus ligantes por
método imunohistoquimico em amostras esplénicas dos grupos controle e

infectado

Os cortes foram desparafinados e reidratados antes da recuperacéo
antigénica em tampao citrato de sédio (2,4 g/ml - pH 6.0) em panela a vapor por
45 min a 90°C. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito com metanol e H202
a 3% por 20 min a TA. Os cortes foram lavados em TSF (3 x 5min cada). Para o
bloqueio dos sitios inespecificos utilizou-se ASB a 3% em TSF por 1 hora em
TA. Em seguida foram adicionados os anticorpos primarios para PD-1 ou PD-L1
ou PD-L2, incubados por 24 horas a 4°C, seguidos de lavagem com TSF (3 x
5min cada). O anticorpo secundario LSAB (Dako®, K0690) foi aplicado (100 ul /
lamina) durante 45 min em TA, lavadas em TSF (3 x 5min cada). O cromdgeno
DAB (Dako®, K3468 - 20 pl/ml) foi aplicado com o niquel (0,3 mg/ml) por 1 min.
Foi feita a contra coloragdo com hematoxilina de Harris (1:2) por 3 min e
montadas em Balsamo do Canada. A objetiva utilizada foi para a anélise das
imagens foi de 40x. Para avaliacdo das imunomarcacdes foi utilizado o
microscopio Olympus BX61 (Japao), e camera Olympus DP71, programa Image
Pro MC (Média Cybernetics Inc.), versédo 6.1.0.34C.

Citometria de fluxo

A quantificacdo da expresséao de PD-1 e seus ligantes conjugados a PE e
do CD3, CD21 e F4/80 conjugados ao FITC foi realizada de acordo com Chiku
et al. (2016). Dez mil eventos foram analisados e a exclusédo dos debris celulares
foi feita. A aquisicdo dos dados foi realizada em citbmetro de fluxo (BD Accuri®
C5) e sua andlise realizada utilizando o programa BD Accuri C6 software, Versao
1.0.264.21 (BD Biosciences, CA).
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Avaliacdo da expressao de PD-1 e seus ligantes em macréfagos do grupo

controle apos ainfeccao in vitro por 72 horas com L. infantum

As células mononucleares do sangue periférico de caes do grupo controle
(n=13) foram diluidas em 1 ml de RPMI 1640 suplementado (Sigma®, USA). A
contagem e viabilidade celular (Countess® - Invitrogen) foi feita para a obtencéo
de 2 x 10% em 200 uyL de RPMI 1640 suplementado (Sigma®, USA), pH 7,2.
Utilizando placas de cultura estéreis de 24 pocos (Corning, Costar®, Sigma®,
USA), com laminulas circulares de vidro de 15 mm de diametro estéreis e livres
de lipopolissacarideos (Perfecta Laminulas, Sao Paulo, Brasil), foram
plagueados de forma que o volume n&o transbordasse.

ApGs incubacéo de 4 horas, a 37°C, em atmosfera com 5% de CO2, com
a completa aderéncia das células, os pocos foram lavados com TSF a 37°C para
retirada das células n&o aderentes. Foi reposto 1 ml de RPMI 1640
suplementado em cada poco e as células foram cultivadas por 7 dias a 37°C a
5% de CO: até a diferenciagdo em macrofagos.

Apbés esse periodo, os macréfagos foram infectados com formas
promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/00/MERO2) em cultura, na proporcao
de 10 parasitas para cada macrofago e mantidos nas mesmas condicoes.
Decorridas 4 horas de infec¢éo, os pocos foram lavados com TSF pH 7.2 a 37°C
para retirada das formas promastigotas nado fagocitadas. O meio de cultura foi
reposto no volume total de 1 ml a 37°C. Decorridas 72 horas de incubacéo, apos
a aquisicdo, por raspagem das células presentes nas laminulas, foram
transferidas para tubos estéreis, e incubadas por 1 hora a 4°C com anticorpos
monoclonais para PD-1 e seus ligantes conjugados a PE com seus isotipos
controles e mantidas protegidas da luz até a aquisicAo das amostras por

citometria de fluxo (BD Accuri® C5).
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Avaliacdo da expressdo de PD-1 e seus ligantes em linfocitos T, B e
macrofagos em células mononucleares do sangue periférico do grupo

controle apds a infeccao in vitro por 6 dias com L. infantum

Para verificar se havia necessidade de contato celular entre macréfagos
e outros tipos celulares para regulacdo da expressao de PD-1 e seus ligantes,
células mononucleares do sangue periférico de caes saudaveis foram isoladas,
2 x 106 e resuspenssas em 1 ml de meio RPMI 1640 suplementado (Sigma®,
USA), e inseridas em placas de cultura estéreis com 24 pocos (Corning Costar,
Sigma®, USA). As culturas celulares foram infectadas com formas
promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/00/MERQ2) na proporc¢éao 10 parasitas
para cada célula e mantidos em estufa com atmosfera umidificada, com 5% de
COg2, a 37°C (Thermo Scientific®, Water-Jacket, USA), por 6 dias. Apés esse
periodo as células foram recuperadas da placa e transferidas para microtubos,
centrifugadas a 2000 rpm por 3 min para a retirada do sobrenadante. A
imunomarcacéao foi feita com anticorpos monoclonais conjugados a PE para PD-
1, seus ligantes e seus isotipos controles. Em seguida protegidas da luz a 4°C
até a aquisicdo das amostras por citometria de fluxo (BD Accuri™ C5).

Bloqueio de PD-1 e seus ligantes na cultura das células mononucleares do

sangue periférico e leucocitos do baco dos cées do grupo infectado

Para avaliarmos se a expressédo de PD-1 e seus ligantes e a producao
das citocinas IFN-y e IL-10 sofriam alteragdo apdés o bloqueio, 5 x 10° de células
mononucleares do sangue periférico e leucocitos do baco dos cdes com LV
foram isoladas e ressuspensas em 1 ml de meio RPMI 1640 suplementado
(Sigma®, USA), como previamente descrito e inseridas em placas de cultura
estéreis com 24 pocos (Corning®, Costar®, Sigma®, USA), na presenca ou nao
dos anticorpos blogueadores para PD-1 e seus ligantes (DULGERIAN et al.,
2011). As culturas celulares foram incubadas a 37°C em estufa de CO2 com

atmosfera umedecida a 5% por 72 horas. Apds esse tempo foram inseridas em
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microtubos, centrifugadas a 2500 rpm por 5 min e o sobrenadante foi retirado e
estocado em freezer a -80°C para a quantificacdo do IFN-y e da IL-10.

Ensaios de linfoproliferacao

Para o ensaio de linfoproliferacdo, linfonodos popliteos de 11 cées do
grupo infectado foram removidos apds a eutanasia e mantidos em meio RPMI
1640 suplementado (Sigma®, USA) pH 7.2 até o processamento, conforme
descrito anteriormente. As células do linfonodo, (10 x 10°) foram coradas com
CFSE (2,5 uM - CellTrace®, Invitrogen, UK), conforme instru¢cdes do fabricante
e cultivadas em duplicatas na concentragdo de 2 x 10 / pogo, num volume final
de 300 pl de RPMI 1640 suplementado (Sigma®, USA).

O cultivo foi feito em placas de cultura estéreis de 96 pocos (Sigma®,
USA), na auséncia de estimulo (controle negativo), na presenca dos mitbgenos:
ConA 5 ug/mL (Sigma®, St. Louis, MO, EUA) e PHA 5 uL/mL (Gibco®, NY, EUA)
- (controles positivos), do AtgS de L. infantum 20 ug/mL (MHOM/BR/00/MERQO2)
produzido conforme descrito por Scott et al. (1987), anticorpos bloqueadores
para o PD-1 e seus ligantes 5 ug/ml (eBioscience®), na presenca ou auséncia
do AtgS de L. infantum 20 pg/mL (MHOM/BR/OO/MERO2) e um pogo sem o
CFSE.

As células foram mantidas em estufa com atmosfera umidificada, com 5%
de COg, a 37°C (Thermo Scientific®, Water-Jacket, USA), por 6 dias. Apos esse
tempo, as células foram recuperadas da placa, inseridas em microtubos, que
foram centrifugados a 2000 rpm por 3 min para a retirada do sobrenadante e
mantidas a 4°C, protegidas da luz, até a leitura por citometria de fluxo (BD Accuri
cos™),

A andlise foi realizada em programa computacional (BD Accuri C6
Software, v. 1.0.264.21, EUA), sendo selecionada a populacéo de células com
tamanho e complexidade compativeis com a populacdo de linfocitos. A

porcentagem de células que apresentaram reducéo da fluorescéncia verde (FL1)
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em relagdo ao controle negativo foram consideradas como células em

proliferacao.

Sobrenadante da cultura para ensaio das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-
10 e do NO

O ensaio de linfoproliferagéo foi realizado em duplicatas sem a marcacao
das células com o CFSE em uma placa de cultura, estéril, com 96 pocos
(Sigma®, USA) sob as mesmas condi¢cdes e com as mesmas concentracdes dos
anticorpos bloqueadores para obtencdo do sobrenadante da cultura celular.
Apos 6 dias de em estufa com atmosfera umidificada, com 5% de COz2, a 37°C
(Thermo Scientific®, Water-Jacket, USA), as células foram recuperadas da
placa, centrifugadas a 2000 rpm por 3 min. O sobrenadante foi separado em
aliquotas de 100ul e armazenados a -80°C para dosagem das citocinas TNF-q,
IFN-y, IL-4, IL-10 e do NO.

Ensaio para deteccao das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10

O ensaio para deteccdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10 foi
realizado utilizando kits de ELISA de captura (DuoSet canino R&D Systems,
Minneapolis, USA), conforme as instrucfes do fabricante. A leitura das placas foi
realizada em espectrofotdometro (Spectra Count, Packard Bio Science Company,
USA), no filtro de 450nm.

Dosagem de Nitrito

A dosagem de nitrito foi realizada pelo método de Griess (DULGERIAN et
al., 2011), nos sobrenadantes das culturas dos mononucleares do sangue
periférico e leucocitos do baco. Os sobrenadantes foram coletados e

centrifugados por 10 min a 2000 rpm para retirada de células em suspensao.
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Para a analise quantitativa realizou-se uma curva padrdo no momento do

experimento de 1,5 a 200 ymoles de Nitrito de sodio (Labsynth, SP, Brasil).

Extracdo de DNA e gPCR em tempo real

A extracdo do DNA e a quantificacdo da carga parasitaria do baco dos
cées dos grupos controle e infectado foram obtidos conforme descrito por
Perosso et al. (2014). O ciclo de temperaturas no PCR em tempo real (CFX96®,
C1000 Thermal Cycler, Bio Rad) foi utilizado conforme instru¢des do fabricante.

Para cada reacéo foi realizada uma curva padrdo com DNA proveniente
de promastigotas de L. infantum (MHOM/BROO/MERO02) com diluicdo de 108 a
10° parasitas.

Analise Estatistica

Para os ensaios imunohistoquimicos comparando os grupos infectado e
controle, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Apés o bloqueio do PD-1 e seus
ligantes: Nos ensaios com infeccao in vitro por L. infantum para avaliagdo das
citocinas IFN-y e IL-10 no sobrenadante da cultura das células mononucleares
do sangue periférico e leucécitos do baco e nos ensaios de linfoproliferacéo e
detecgéo da concentragdo do NO e das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-10 e IL-4 no
sobrenadante da cultura das células do linfonodo o teste de Wilcoxon foi
utilizado. A correlacdo ndo paramétrica de Spearman foi feita entre a carga
parasitaria do bago dos cées do grupo infectado e a expressédo de PD-1 e seus
ligantes. A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prisma 6.0

e os valores foram considerados significantes quando P < 0.05.
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RESULTADOS

Selecdo dos cdaes para estudo: grupo controle e infectado

Os sinais clinicos mais frequentes dos cdes do grupo infectado foram
linfadenomegalia, onicogrifose, alopecia, seborréia, caquexia e lesdes de pele
como em orelha, (Figura 1). Todos os caes infectados foram positivos por
meétodo parasitolégico direto e reagentes na sorologia por ELISA indireto para o

antigeno total de L. infantum.

1 - Frequéncia e localizacdo dos sinais encontrados no grupo infectado

Lesdo-periocular
Lesdo-patas
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FIGURA 1 - Frequéncia e localizagdo dos principais sinais clinicos observados nos cées
do grupo infectado utilizados para avaliacdo da expressédo de PD-1 e seus

ligantes.

As densidades opticas (DO) da sorologia por ELISA dos cdes dos grupos
controle (n=23) e infectados (n=31) sdo apresentadas na (Figura 2). As DOs do
grupo controle ficaram abaixo do ponto de corte previamente determinado em
estudo anterior (LIMA et al., 2003).
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Densidade 6ptica

Controle Infectado

FIGURA 2 - Densidade 6ptica da sorologia por ELISA indireto segundo critérios de Lima
et al. (2003), para diagnéstico da LVC dos cées dos grupos controle e

infectado.

Comparacdo da expressdo de PD-1 e seus ligantes por método
imunohistoquimico em amostras esplénicas dos cdes do grupo infectado

e controle

Em recente trabalho publicado do nosso grupo de pesquisa, Chiku et al.
(2016) mostraram por citometria de fluxo, aumento da expressao de PD-1 e seus
ligantes em sangue periférico e leucécitos do baco dos caes do grupo infectado.
Empregando método imunohistoquimico foi verificado que nas células do baco
havia alteracéo na expresséo desses receptores comparando os cées do grupo
infectado com cées do grupo controle (Figura 3a, b, c, d, e, f).

As andlises dos cortes histolégicos do baco submetidos ao ensaio
imunohistoquimico mostraram maior porcentagem de células PD-1+, PD-L1+ (P
< 0.05), e PD-L2+ (P < 0.001) no fragmento do baco do grupo infectado quando

comparada ao grupo controle (Figura 39g).
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FIGURA 3 - Fotomicrografias representativas da imunohistoquimica de PD-1 e seus

ligantes em corte histolégico do baco dos cées dos grupos controle e
infectado. (a) PD-1+, (c) PD-L1+ e (e) PD-L2+ do grupo infectado. (b) PD-

1+, (d) PD-L1+, e (f) PD-L2+ do grupo controle. As setas indicam células

imunomarcadas. (g) Porcentagens de células imunomarcadas para PD-1 e

seus ligantes. Dado grafico apresentado pela média + erro padrdo da média.
Ampliacdo: Obj. 40x, *P < 0.05.
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Avaliacdo da expressao de PD-1 e seus ligantes apés ainfeccdo in vitro por
L. infantum em células mononucleares de sangue periférico dos céaes do
grupo controle

Para confirmar que a infecg¢ao por L. infantum aumentava a expresséo de
PD-1 e seus ligantes, os receptores foram avaliados in vitro em macroéfagos,
apos a infeccdo com L. infantum, porém nenhuma diferenca foi observada (dado
nao mostrado). Devido a natureza da sinalizacdo desencadeada por PD-1 ser
dependente de seus ligantes, a sua expressao foi avaliada também em cultura
de células mononucleares totais infectadas in vitro por L. infantum. A expresséo
de PD-1 (P < 0.05), PD-L1 e PD-L2 (P < 0.01) foi maior na infec¢do por L.
infantum (Figura 4).
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FIGURA 4 - Expressao de PD-1 e seus ligantes em mononucleares do sangue periférico
com e sem infeccdo, in vitro com L. infantum por 6 dias. Dado grafico

apresentado em média + erro padrdo da média. *P < 0.05, **P < 0.01.

A expressdo de PD-1 e seus ligantes na superficie dos linfécitos T
aumentaram apoés a infeccdo por L. infantum (Figura 5a, 5b e 5c¢,), a expresséo

de PD-L1 aumentou nos linfocitos B apés a infeccéo (Figura 5d) e a expresséo
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de PD-1 e PD-L2 aumentou (P < 0.05) nos macrofagos apos a infeccéo (Figura

5e, f).
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FIGURA 5 - Expressédo de PD-1, PD-L1, PD-L2 em linfécitos T, B e macrofagos em

células mononucleares do sangue periférico dos cédes do grupo controle
(n=8), infectadas in vitro por L. infantum. Células sem infeccao (barras em
branco), células infectadas (barras em preto), (a, b e ¢) em linfécitos T, (c,
d) linfécitos B, (e, f) macréfagos. Resultados ndo significativos ndo tiveram
figuras inseridas. Dados gréficos apresentados com média £ erro padréo da
média; *P < 0.05.
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Dosagem das citocinas IFN-y e IL-10 em sobrenadante da cultura de células
mononucleares do sangue periférico e leucocitos do baco de cées do

grupo infectado, ap6s o bloqueio dos receptores PD-1 e seus ligantes

Procurou-se investigar se o receptor PD-1 e seus ligantes tem efeito
regulatorio em outras funcdes celulares, como na producéo das citocinas IFN-y
e IL-10 em sobrenadante de cultura, devido ao seu papel regulador na resposta
imunoldgica em caes com LV, uma vez que ja foi observado que o bloqueio do
PD-1 em células mononucleares de sangue periférico de cdes com LV aumenta
a producédo de TNF-a e de NO no sobrenadante de cultura celular (CHIKU et al.,
2016).

A IL-10 aumentou sua concentracdo (P < 0.05) no sobrenadante da
cultura das células mononucleares do sangue periférico, na presenca de
anticorpo monoclonal bloqueador de PD-L2 (Figura 6a). Contudo no
sobrenadante da cultura de leucdcitos do baco o anticorpo bloqueador para o
PD-1 diminuiu a concentracdo de IL-10 (P < 0.05), em comparacéo as culturas

nao tratadas (Figura 6b).
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FIGURA 6 - Concentracdo de IL-10 no sobrenadante de cultura de (a) células
mononucleares do sangue e (b) leucdcitos do bago, dos cédes do grupo
infectado (n=15), ap6s o bloqueio dos receptores PD-1 e seus ligantes por
72 horas. Dados gréficos apresentados com média + erro padrdo da média;

*P <0.05.

Apo6s 72 horas do bloqueio do PD-1 e seus ligantes, nao foi encontrada
diferenca significativa na concentracao de IFN-y no sobrenadante da cultura dos
leucécitos do baco e mononucleares do sangue periférico dos cdes do grupo

infectado (dados ndo mostrados).
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Resposta proliferativa dos linfécitos ao AtgS de L. infantum, no linfonodo
dos caes do grupo infectado apés o bloqueio dos receptores PD-1 e seus
ligantes e avaliacdo da producéo do NO e das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10
e IL-4 no sobrenadante da cultura

O bloqueio do PD-1 e seus ligantes foi utilizado na cultura de linfocitos do
linfonodo dos caes do grupo infectado, para avaliacdo da regulacdo da resposta
proliferativa. Observamos que o anticorpo monoclonal bloqueador do PD-L1
aumentou a resposta linfoproliferativa antigeno especifica (P < 0.05). Os
anticorpos monoclonais bloqueadores para PD-1, PD-L1 aumentaram (P < 0.05)

a proliferacao nao especifica (Figura 7).
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FIGURA 7 - Resposta linfoproliferativa de cultura de células do linfonodo de cées do
grupo infectado por Leishmania spp. ap6s o bloqueio dos receptores PD-1,
PD-L1, PD-L2 com anticorpos monoclonais bloqueadores, na auséncia ou
presenca de AtgS de L. infantum. Dados graficos apresentados com média

+ erro padrao da média; *P < 0.05, **P < 0.01.

Os limites da curva de detec¢éo do IFN-y ficaram entre 7.81-2000 pg/ml.
A producdo de IFN-y no sobrenadante da cultura das células do linfonodo dos
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cées do grupo infectado submetidas ao ensaio de proliferagéo, foram menores
(P <0.01), quando bloqueamos os receptores PD-1 e seus ligantes na auséncia
do AtgS (Figura 8a). Contudo na presenca do AtgS nédo foi observada diferenca
significativa. Na presenca dos mitdbgenos houve alta producédo de IFN-y.

Os limites da curva de detecgéo do TNF-a ficaram entre 1.95 -1000 pg/ml.
A producgéo de TNF-a no sobrenadante da cultura das células do linfonodo dos
cées do grupo infectado submetidas ao ensaio de linfoproliferagao, diminuiu (P
< 0.05) na presenca do AtgS quando bloqueamos o PD-L2 (Figura 8b).

Os limites da curva de detecgéo da IL-10 ficaram entre 7.81-2000 pg/ml.
A producéo de IL-10 no sobrenadante da cultura das células do linfonodo dos
cdes do grupo infectado submetidas ao ensaio de linfoproliferacdo, foram
maiores quando bloqueamos o PD-1 (P < 0.01), PD-L1 (P < 0.001), e PD-L2 (P
< 0.01), na auséncia do AtgS, e diminuiu (P < 0.05), na presenca do AtgS o
blogueio do PD-1 e do PD-L2 (Figura 8c).

Os limites da curva de deteccéo da IL-4 ficaram entre 5.85 - 6000 pg/ml.
A producéo de IL-4 no sobrenadante da cultura das células do linfonodo dos céaes
do grupo infectado submetidas ao ensaio de linfoproliferacdo, aumentou quando
blogueamos o PD-1, PD-L1 (P < 0.001), e PD-L2 (P < 0.01), na auséncia do
AtgS, e na presenca do AtgS diminuiu (P < 0.05), com o bloqueio do PD-1 e do
PD-L1 (Figura 8d).
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FIGURA 8 - Producdo das citocinas (a) IFN-y, (b) TNF-a, (c) IL-10 e (d) IL-4 no
sobrenadante da cultura do ensaio de linfoproliferacdo das células do
linfonodo dos cées saudaveis (n=11) cultivadas por 6 dias ap6s o bloqueio
do PD-1 e seus ligantes com e sem AtgS de L. infantum. (-AtgS= sem AtgsS,
+AtgS= com AtgS). Dados graficos representados pela média + erro padrédo
da média. *P < 0.05, **P< 0.01, ***P < 0.001.

A producdo do oOxido nitrico aumentou no sobrenadante da cultura da

linfoproliferagédo do linfonodo dos cédes do grupo infectado em resposta ao
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anticorpo monoclonal bloqueador de PD-1 (P <0.01), PD-L1 (P <0.05), e PD-L2

(P < 0.01), tanto na resposta antigeno especifica quanto na resposta nao

antigeno especifica (Figura 9).
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FIGURA 9 - Concentragdo de Oxido nitrico no sobrenadante da cultura de células do

linfonodo dos cdes do grupo infectado (n=11) coradas com CFSE e
cultivadas por seis dias sem tratamento algum (controle), na presenc¢a dos
mitégenos PHA e ConA e de AtgS de L. infantum. Os graficos séo

representados por média * erro padrdo da média. *P < 0.05, **P < 0.01.

Correlacdo entre a expressdo de PD-1 e seus ligantes com a carga

parasitaria

A carga parasitaria do baco mostrou correlagdo positiva significativa

(r=0.5, P < 0.05), com analise da expressao de PD-1 e PD-L1 (Figura 10a e

Figura 10b) em linfocitos B do bago. N&o foi observada correlacdo entre a carga

parasitaria e a expressao de PD-1, PD-L2 e PD-L1 em macrofagos e linfécitos T

do baco.
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FIGURA 10 - Correlacdo positiva entra a carga parasitaria esplénica dos caes do grupo
infectado por Leishmania spp. e a expressdo de PD-1 (a), PD-L1(b) em
células CD21+.

DISCUSSAO

Neste estudo, mostramos o0 aumento da expressao de PD-1 e seus
ligantes em células do bacgo de cées do grupo infectado com LV comparados ao
grupo controle. A infeccéo in vitro por L. infantum em mononucleares do sangue

periférico de cédes saudaveis também mostrou aumento da expressao de PD-1 e
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seus ligantes. Nos leucdcitos do bago dos cdes do grupo infectado, o bloqueio
de PD-1 diminuiu a producédo da IL-10. Em cultura de células do linfonodo dos
cées do grupo infectado, o bloqueio de PD-L1 foi capaz de restaurar a resposta
linfoproliferativa antigeno dependente.

A expressao dos receptores PD-1+, PD-L1+, PD-L2+ foi investigada em
células do baco por imunohistoquimica. Observamos um aumento da expressao
das células PD-1+ e seus ligantes no baco dos cées do grupo infectado
comparado ao grupo controle. O aumento da expresséo de PD-1 ja foi observado
em células do sangue periférico de caes infectados com LV e o aumento de sua
expressao também foi observado (ESCH et al., 2013). Concordando com nossos
resultados, Chiku et al. (2016) averiguaram por citometria de fluxo o aumento da
expressdo de PD-1 e seus ligantes nas células do sangue periférico e nos
leucécitos do bacgo dos caes com LV.

A expressdo de PD-1 e seus ligantes aumentou em células
mononucleares totais de cdes saudaveis apoés a infeccao in vitro por L. infantum,
porém é importante ressaltar que quando macréfagos foram diferenciados in
vitro a partir de mond@citos sanguineos e infectados, a expresséo de PD-1 e seus
ligantes ndo mostrou aumento, sugerindo que fatores sollveis derivados das
células T ou a interacdo de receptores e seus ligantes poderiam contribuir para
a regulacdo da expressdao dessas moléculas, além disso, a sinalizacao
bidirecional (KUIPERS et al.,, 2006), pode ser importante na regulacdo da
expresséo de PD-1 e seus ligantes.

O aumento de PD-1 e seus ligantes foi observado em linfécitos T, o PD-
L1 aumentou nos linfocitos B e PD-1 e PD-L2 aumentaram em macrofagos apés
a infeccédo in vitro, confirmando que o parasita é capaz de regular a expressao
desses receptores na superficie de varios tipos celulares, como previamente
observado em caes naturalmente infectados (CHIKU et al., 2016).

A producéo da IL-10 foi observada no sobrenadante da cultura de células
esplénicas e mononucleares do sangue periférico, dos caes do grupo infectado,
confirmando seu papel regulador na LVC. Sua producgéo ja foi observada em
diferentes 6rgéos alvos da doenca (CORREA et al., 2007; MICHELIN; PERRI;
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LIMA, 2011). O anticorpo bloqueador de PD-1 diminuiu a concentragao de IL-10
no sobrenadante da cultura de células esplénicas, sugerindo que a secrecdo
dessa citocina tenha relacdo com a sinalizacdo desencadeada por PD-1 e seus
ligantes.

Desse modo, a IL-10 no sobrenadante dessas células esplénicas
observada pode estar associada a polarizacdo de macréfagos para o perfil M1
ja que, o uso do anticorpo blogueador de PD-1 também foi capaz de aumentar a
producdo de nitrito nos cdes com LV (CHIKU et al., 2016). Portanto, estudos
futuros serdo importantes para esclarecer a interacéo entre essas moléculas.

A capacidade linfoproliferativa antigeno especifica aumentou apés o
bloqueio de PD-L1 nos cdes com LV, embora tenha sido observado uma
tendéncia ao aumento da proliferacdo com o uso do bloqueio do PD-1 e PD-L2.
O PD-1 ja foi previamente associado a falha de resposta proliferativa na LVC e
0 blogueio desse receptor foi capaz de restaurar a proliferagdo (ESCH et al.,
2013), semelhante ao que foi observado como o PD-L1 em nosso estudo.

A baixa proliferacdo observada com o bloqueio do PD-1, é sugestiva de
que talvez a concentracéo desse anticorpo bloqueador utilizada nao tenha sido
suficiente para restaurar a resposta linfoproliferativa, j& que sua expressao nos
cades com LV foi alta nas células mononucleares do sangue periférico e baco.
Concordando com nosso resultado, a proliferacdo das células T na infeccéo por
T. cruzi apos o blogueio do PD-L2 também néo foi restaurada (DULGERIAN et
al., 2011). A proliferacdo néo especifica também foi maior com o bloqueio de PD-
1 e seus ligantes, semelhante ao observado em outros estudos (KEIR;
FRANCISCO; SHARPE, 2007).

Foi observado um aumento significativo na producdo do IFN-y no
sobrenadante de cultura de células do linfonodo na presenca do AtgS. A
expressao dessa citocina tem sido associada a uma resposta protetora na LVC,
uma vez que ja foi observada um aumento de expressdo dessa citocina em caes
assintomaticos com relacéo a cées sintomaticos (ALVES et al., 2009).

Apés o uso do anticorpo bloqueador para PD-1 e seus ligantes,

observamos uma diminuicdo na producgao dessa citocina no sobrenadante de
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células do linfonodo, esse resultado é diferente do anteriormente publicado por
Esch et al. (2013), pois no sobrenadante da cultura de células aderentes do
sangue periférico, com infec¢&o in vitro por L. infantum e ap6s o bloqueio do PD-
L1, houve um aumento na producéo do IFN-y.

N&o foi observado um aumento significativo na producdo do IFN-y
antigeno especifica no sobrenadante de cultura de linfonodo, ap6s o bloqueio de
PD-1 e seus ligantes, porém foi observado uma tendéncia ao aumento. Em
células aderentes do sangue periférico de cdes com LV, tratadas com anticorpo
bloqueador para o PD-L1 foi observada um aumento na producao de IFN-y pelas
células CD4+, mas ndo CD8+ (ESCH et al., 2013). Em nosso estudo avaliamos
0 sobrenadante de cultura total estando ai incluidas as células CD4+ e CD8+,
podendo por esse motivo ndo ter sido encontrado diferenca significativa. Outra
explicacdo seria devido a exaustdo das células na producdo dessa citocina
devido ao estimulo prolongado in vivo na tentativa de conter a infec¢éo por L.
infantum.

Foi observado um aumento significativo na producdo de TNF-a no
sobrenadante de cultura de linfonodo, na presenca de antigeno soltuvel e dos
anticorpos bloqueadores para PD-1 e seus ligantes, na resposta ndo antigeno
especifica. Na LVC a producdo do TNF-a tem sido associado com um
mecanismo efetor envolvendo a resposta Thl com ativacdo de macréfagos para
a morte do parasito intracelular e resisténcia & doenca em caes assintomaticos
(BARBIERI et al., 2006).

Na resposta antigeno-especifica com o bloqueio de PD-L2, a
concentracdo de TNF-a diminuiu, embora tenha sido observada melhora da
resposta linfoproliferativa. Diferente dos nossos resultados o bloqueio de PD-1 e
seus ligantes aumentaram a producdo de TNF-a em cultura de células
esplénicas de caes com LV ap6s 72 horas (CHIKU et al., 2016), é possivel que
o tempo da cultura tenha influéncia no resultado obtido, jA que o sobrenadante
foi avaliado para a presenca de TNF-a apos 6 dias.

A producéo da IL-10 aumentou em resposta ao estimulo pelo AtgS no

sobrenadante das células do linfonodo dos cdes com LV. A IL-10 tem sido
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indicada como supressora da resposta imune na LV (BARRAL et al., 1993;
BACELLAR et al., 2000), e em cées com LV foi observado aumento da sua
producdo nas células do linfonodo de cades sintomaticos e diminuicdo em
assintomaticos (ALVES et al.,, 2009). Os niveis de IL-10 diminuiram apos
estimulacdo antigeno especifica com o bloqueio de PD-1 e PD-L2 confirmando
gue o receptor PD-1 regula a producéo de IL-10 na resposta imune a LVC (ESCH
et al., 2013).

A producao da IL-4 aumentou no sobrenadante de cultura no ensaio de
linfoproliferacdo do linfonodo dos cdes com LV em resposta ao AtgS de L.
infantum, sugerindo o seu envolvimento na regulacédo da resposta imunoldgica,
diferente do observado previamente, onde o RNAm para a IL-4 ndo mostrou
diferenca em resposta a infec¢cdo nas células do linfonodo dos cdes com LV
(ALVES et al., 2009). Também na resposta linfoproliferativa dos mononucleares
do sangue periférico apos estimulo com recombinante de L. (L.) chagasi, caes
com LV, oligosintomaticos e assintomaticos apresentaram baixos niveis de IL-4,
com producado de NO, ao contrario do que aconteceu com 0s cdes sintomaticos
(DA COSTA PINHEIRO et al., 2005), semelhante ao observado em nosso estudo
nos caes do grupo infectado.

A IL-4 diminuiu no sobrenadante de cultura da linfoproliferacdo antigeno-
especifica dos cées do grupo infectado, ap6s o bloqueio de PD-1 e PD-L1,
sugerindo uma reduc¢ao da resposta Th2. A diminuicdo na concentracdo da IL-4
pode ser importante para a proliferacdo do parasito no macréfago, pois €
possivel que o bloqueio de PD-1 e PD-L1 tenham mudado o perfil dos
macrofagos, ja que um aumento de NO também foi observado com o uso desses
anticorpos no sobrenadantes dessas culturas.

Em nosso estudo observamos no sobrenadante das células do linfonodo
um aumento da producdo do NO nos cdes com LV, na presenca dos anticorpos
bloqueadores para PD-1 e seus ligantes na resposta nédo antigeno especifica e
antigeno especifica semelhante a esses achados o aumento de NO ja foi
observado anteriormente em células mononucleares de sangue periférico apés

0 bloqueio desses receptores (CHIKU et al., 2016),
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A correlacdo positiva observada entre a carga parasitaria esplénica e a
expressdo de PD-1 e PD-L1 em linfocitos B, sugere que essa populagdo celular
possa ter um papel relevante na regulacdo da resposta imunolégica na LVC.
Essas células sdo responsaveis pela intensa producéo de anticorpos que nao €
protetora. A hiperglobulinemia, associada a ineficiente resposta celular com a
persisténcia do antigeno, favorece a formacdo de imunocomplexos, que se
depositam em varios tecidos e 6rgaos resultando em glomerulonefrite, vasculite,
uveite, miosite e poliartrite caracteristicas da doenca (KOUTINAS et al., 2014).

O aumento do PD-L1 em linfécitos B j& foi observado em cdes com LV,
onde, apos seu bloqueio, a resposta Th1l foi restaurada (SCHAUT et al., 2016).
A expressao de PD-1 e seus ligantes na célula B parece estar associada com a
selecéo e sobrevivéncia das células plasmaticas no centro germinal do baco de
camundongos (GOOD-JACOBSON et al., 2010). Na LVC, a alta expressao de
PD-1 e seus ligantes em linfécitos B e desse modo, pode estar perpetuando a
producao de anticorpos néo protetores e desse modo favorecendo o aumento da
carga parasitaria esplénica.

Conclui-se que o L. infantum pode modular a expressao de PD-1 e seus
ligantes em células de cdes com LV para suprimir a resposta linfoproliferativa,
alterando a producéo de citocinas em favor da sua persisténcia e sobrevivéncia
em macrofagos. Mediante tal fato, tais receptores podem ser alvos para o
desenvolvimento de drogas imunoterapéuticas e anticorpos monoclonais,

podendo atuar como estimuladores da resposta imunolégica em caes com VL.
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