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Resumo

Leishmania braziliensis causa uma doenca pré inflamatéria com lesdes localizadas e um
possivel comprometimento das mucosas. Por outro lado, Leishmania infantum esta
relacionada com a forma visceral, causando uma anergia celular antigeno especifica.
Dados prévios do nosso grupo mostraram que a expressao de DC-SIGN em moDCs
(células dendriticas derivadas de mondcitos) estava diminuida apos a infeccdo por L.
braziliensis e L. infantum, possivelmente comprometendo a fungcdo de DCs bem como a
ativacdo de células T, sendo um mecanismo de escape do parasito. Além disso, os
parasitos podem induzir a expressdo de moléculas inibidoras que estao envolvidas com a
anergia celular. Esse trabalho teve como objetivo verificar a regulacédo da via PD1-PDL1
em moDCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum, estudando a expressao na
superficie celular de bem como a acdo de anticorpos que bloqueiam a via citada
anteriormente. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina
da Universidade de Brasilia (CEP/FM/UnB - CAAE 33062720.6.0000.5558). A taxa de
infeccéao foi verificada por microscopia Optica, sendo 76% (+8.83) para L. infantum e 50%
(x10.97) para L. braziliensis. Quando a taxa de infeccao foi medida por citometria de fluxo,
utilizando parasitos marcados com CSFE a taxa foi de 69.05% (+4.56) para L. infantum e
35.25% (+5.56) para L. braziliensis. Observou-se uma diminuicdo da expressao de DC-
SIGN nas DCs "bystanders" (76% (£8.83) na infeccdo por L. infantum, enquanto para L.
braziliensis a expresséo foi de 50% (£10.97) (células néo infectadas presentes no mesmo
poco onde adicionou-se Leishmania) para L. infantum (64,95% +9,36) e L. braziliensis
(72,4% +1,71), quando comparado as DCs controle (84,70% +5,07). N6s observamos
também um aumento na expressdao de PDL1 em DCs infectadas com L. braziliensis
(99,55% £19,06) ou bystanders (86,85% +22,24) bem como DC infectadas com L. infantum
(99,6% £0,41) ou bystander DCs (86,40% +7,96). Ao utilizarmos o anticorpo anti PDL1, a
producédo de IFN-g das células CD4, aumentou de 1,94 (x0,91) nas DCs infectadas por L.
braziliensis para 8,16% (+4,33). O mesmo efeito foi observado para L. infantum com um
aumento de 1,79 % (x1,18) para 5,38 (+3,69) quando a via PD1-PDL1 foi bloqueada. As
células CD8 produtoras de IFN-g aumentaram de 7,38 (+2,34) na infeccao por L. braziliensis
para 21,40 (x7,47) quando havia o blogueio de PD1-PDL1. O mesmo efeito foi observado
para a infecgdo por L. infantum, com 5,97 (+1,66) CD8+IFN+ e aumentando para 14 (+4,53)
com o bloqueio de PD1-PDL1. Assim, podemos concluir que a infeccao por L. braziliensis
e L. infantum , aumentam a expressédo de PD1 em moDCs, impedindo a produgéo de IFN-
g pelas células T que poderia controlar a disseminac¢éo dos parasitos.

Palavras chave: Leishmania, células dendriticas, imunidade inata, PD1-PDL-1



Abstract

Leishmania braziliensis causes a proinflammatory disease, with localized lesions and a
possible mucosal commitment. On the other hand, Leishmania infantum is involved in the
visceral form, with a specific cellular response anergy. Previous data from our group showed
that DC-SIGN expression in moDCs (monocytes derived Dendritic Cells) was decreased
after L. braziliensis and L. infantum infection, probably compromising DC function and T cell
activation, as a parasite scape mechanism. Besides that, parasites can induce inhibitory
molecules that also could be involved in T cell anergy. METHODS This research focused
the PD1-PDL1 pathway in human moDCs infected with L. braziliensis or L. infantum,
studying cell surface molecules expression as well as antibodies to block PD1-PDL1
pathway. This study was approved by the faculty ethics commission (CEP/FM/UnB - CAAE
33062720.6.0000.5558). RESULTS Infection rate measured with optical microscopy was
76% (+8.83) for L. infantum, while for L. braziliensis it was 50% (+10.97). When determined
by flow cytometry, infection rate was 69.05% (+4.56) for L. infantum and 35.25% (+5.56) for
L. braziliensis. Was observed a down modulation of DC-SIGN on DCs bystanders (non-
infected cells from the same well where Leishmania was added) for L. infantum (64,95%
+9,36) and L. braziliensis (72,4% *1,71), compared to control DCs (84,70% +5,07). We also
observed an increase on PDL1 in DCs infected with L. braziliensis (99,55% +19,06) or
bystanders (86,85% +22,24) as well as for DC infected with L. infantum (99,6% +0,41) or
bystander DCs (86,40% %7,96). By blocking cell co-culture with anti-PDL1, IFN-g production
from CD4 cells, raised from 1,94 (x0,91) in L. braziliensis infected DCs to 8,16% (+4,33)
when anti-PD-1 was used. The same effect was observed for L. infantum with an increase
from 1,79 % (x£1,18) to 5,38 (+3,69) when PD1-PDL1 pathway was blocked. For CD8 T cells
IFN-g raised from 7,38 (x2,34) in L. braziliensis infection to 21,40 (+7,47) by blocking PD1-
PDL1. The same effect was also observed for L. infantum infection, with 5,97 (£1,66)
CD8+IFN+ cells and upregulating to 14 (+4,53) by blocking PD1-PDL1. CONCLUSIONS L.
braziliensis and L. infantum infection, increased the expression of PD1 on moDCs, probably
impairing T cell IFN-g production that could control parasites spread.

Keywords: Leishmania, dendritic cells, innate immunity, PD1-PDL-1



1. Introducéo

1.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define como doencas tropicais
negligenciadas (DTNSs), aquelas que ocorrem notadamente em regides quentes
e umidas nos climas tropicais e subtropicais. Usualmente sdo &reas carentes e
com investimentos precéarios em saude, saneamento, bem como, em pesquisas
para vacinas e tratamentos (OPAS, 2021). Desde 2007, a OMS juntamente com
parcerias globais e o Ministério da Saude, empenham-se notoriamente no
combate as DTNs, o que gerou excelentes resultados no panorama geral, mas
que requer ainda muita atencdo e investimentos (REGIONAL; MEMBROS,
2022).( OPAS, [s. d.]).

As DTNs formam um grupo diversificado de 17 doengas com
caracteristicas transmissiveis, varias delas com capacidade de expansao rapida
e crescente. Afetam mais de um bilhdo de pessoas em 149 paises e impactam
financeiramente a economia destes pelos altos custos em saude publica
(MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2017).

Uma DTN significativa para a saude publica mundial € a Leishmaniose,
por sua distribuicdo, aumento de casos e auséncia de vacina para humanos
(OPAS, 2021)

1.2 Epidemiologia

As leishmanioses formam um grupo de doencas zoonoticas, ocasionadas
por mais de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania e a transmissao
aos seres humanos se da pela picada da fémea do flebotomineo infectada.
Apesar da doencga estar entre as DTNs de maior relevancia da atualidade, sua
origem e descoberta data de antes de 1900, com relatos do protozoario em
mumias egipcias e fosseis arqueoldgicos. Mais tarde, o protozoario foi isolado
na india do baco de um soldado que sofria com febre (LEISHMAN; ROSS, 1903;
LYSENKO, 1971; SOOSARAEI et al., 2018).



A leishmaniose tem uma enorme relevancia historica, como uma das
doencas registradas milhares de anos antes da era comum (STEVERDING,
2017). A partir de analises moleculares de amostras provenientes de antigas
mumias egipcias e nubias que datam de 3.500 a 2.800 a.C., foi possivel obter
uma amplificacdo bem-sucedida do DNA da Leishmania donovani. Durante o
periodo conhecido como Império Médio, o comércio egipcio e as excursdes
militares envolvendo a Nubia (atual Sudao) foram considerados os responsaveis
pela introdugdo da leishmaniose no Egito, ja que testes positivos de DNA de
amostras antes desse periodo n&o foram detectados. Além disso, algumas
fontes especulam que o Sudao foi o foco original da leishmaniose visceral (LV)
(ZINK et al., 2006). Manuscritos médicos chamados Ebers Papyrus de 1.500
a.C, descreviam uma condigdo cutdnea que se pensava ser a leishmaniose
cutanea (LC), entdo chamada de “espinha do Nilo”. Com essa premissa, uma
tentativa inicial de vacinacéo foi feita em ambos Oriente Médio e Asia Central.
Esse procedimento foi feito a partir da coleta dos exsudatos das lesdes ativas e
entdo, inoculando-os nas nadegas de criangas (STEVERDING, 2017). Nos mais
de 1000 anos subsequentes, foram relatadas feridas na pele associadas a
leishmaniose. A partir de relatos registrados na histéria do norte do Afeganistao,
a doenca conhecida como 'ferida de Balkh' possivelmente foi causada pela atual
espécie Leishmania tropica. Na Asia e no Oriente Médio, a doenga continuou a
ser documentada e a condicdo foi chamada de "Furunculo de Aleppo", "
Furdnculo de Jericé" e " Furunculo de Bagda" (MAXFIELD e CRANE, 2022).
Atualmente, a leishmaniose tem ampla distribuicdo mundial de casos (Figura 1).

As principais formas da doengca s&o a leishmaniose visceral (LV),
conhecida também como Kalazar, leishmaniose tegumentar (LT) que se
subdivide em leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC) e
a forma cutanea difusa (LCD), uma forma rara. A forma cutdnea € a mais
incidente e branda, ao passo que a forma visceral € mais grave e com alta
letalidade, quando néo tratada (KAYE; SCOTT, 2011; VOLF; VOLFOVA, 2011).

Dados recentes da OMS estimam que anualmente occoram 30.000 novos
casos de LV e mais de 1 milhdo de novos casos de LC ocorram anualmente,
embora apenas uma pequena fragao dos infectados podem vir a desenvolver a
doenca (WHO, 2023).



A forma mais comum dessa doenca é a LC, que provoca lesdes de pele em
partes expostas do corpo, podendo deixar cicatrizes permanentes nos
individuos, como também causar deficiéncias graves. O Brasil continua entre os
paises com maior registro de casos, juntamente com a zona andina na Colémbia
que registraram um total de 896.790 casos, com destaque para reducéo nestes
altimos 5 anos entre 2017 e 2021. Houne nos ultimos 5 anos (2017-2021), a
reducdo dos casos globais de LC e LM de 24% deve-se principalmente a
diminuicdo de 14,3%, 20,5%, 71,2% e 21,6% observados respectivamente no
Brasil, Coldmbia, Nicaragua e Peru (ORGANIZACI; REGIONAL; MIEMBROS,
2022).

Esses dados (Figura 1) mostram que as Américas permanecem em
segundo lugar no ranking mundial de casos de LV e LC. O Brasil, continua
compondo um grupo de paises, que concentram 90% dos casos da doenga
globalmente (REGIONAL; MEMBROS, 2022).

Countries reporting imported VL cases, 2021 Number of new VL cases, 2021

Uganda - 43 Georgia - 1 [ 0 cases reported
Belgium - 3 Sweden - 1
Brazil - 3 Uruguay - 1 [ <100
Italy - 2 I 100-499 [ No autochthonous cases reparted
e a2 B 500-999 [ Nocata

i R
United Arab Emirates - 2 . =1000 [ Notapplicable




Countries reporting imported CL cases, 2021 Number of new CL cases, 2021

Brazil - 213 Argentina - 9 Senegal - 2 B 0 cases reported

Lebanon - 41 Germany - 6 Yemen - 2

Ecuador - 26 Qatar - 6 Armenia - 1 3 <100

Sweden - 16 Venezuela (Bolivarian Republic of) -6 Greece - 1 I 100-999 ] No autochthonous cases reported
Mexico - 15 l(aly -5 United Arab Emirates - 1 B 1000-4999 8 Nodata

Belgium - 14 Suriname - 5

Egypt - 12 Spain- 4 Il =5000 ] Not applicable

Figura 1. Distribuicdo mundial da leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea. Adaptado
de WHO, 2023.

Entretanto, os ultimos dados nas Américas, mostram o menor numero de
casos de LV em 21 anos, com 1.799 casos em 2021, que representam uma
reducdo de 9,5% face ao ano anterior e 57% em relacdo aos 4.228 casos de
2017. Apesar da reducdo, alguns paises como a Republica Bolivariana da
Venezuela, Paraguai e Argentina registraram, um aumento significativo no
namero de casos. A preocupacao torna-se evidente em relacdo aos novos casos
de LV em nosso pais, uma vez que esta forma clinica, quando nao tratada,
apresenta letalidade que chega a 90%

Em 2018, o Brasil reportou 3.466 novos casos humanos de LV,
concentrados nas regidoes do Norte e Nordeste, mas com distribuicdo também
pelo restante do territério nacional (PAHO, 2018). O Centro-Oeste notificou 122
casos neste ano. Ainda, os individuos portadores do virus HIV, representam uma
populagao vulneravel a LV e o numero de casos também estdo em ascensao (
LEITE DE SOUSA-GOMES; ROMERO; WERNECK, 2017; VAN GRIENSVEN et
al., 2014)

Em média, sdo registrados cerca de 21.000 casos/ano, com coeficiente
de incidéncia de 8,6 casos/100.000 habitantes nos ultimos 5 anos. A regido Norte
apresenta o maior coeficiente com 46,4 casos/100.000 habitantes, seguida das
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regides Centro-Oeste 17,2 casos/10.000 habitantes e Nordeste 8 casos/100.000
habitantes (ORGANIZACI; REGIONAL; MIEMBROS, 2022). No Distrito Federal
os ultimos dados mostram que foram detectados 10 casos de LV e 53 casos de
LTA (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DISTRITO FEDERAL, 2022).

1.3. Ciclo biologico da Leishmania spp.

Os agentes etioldgicos das leishmanioses sdo parasitos intracelulares do
género Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae - ordem
Kinetoplastida. O parasito é transmitido pela da picada de fémeas de insetos da
ordem Diptera e da familia Psychodidade e subfamilia Phlebotominae, vetores
conhecidos como Flebotomineos (ANDRADE FILHO; BRAZIL, 2003; KILLICK-
KENDRICK et al., 1996; PRATES et al., 2011) . No intestino anterior e faringe do
flebotomineo fémea, encontram-se as formas promastigotas metaciclicas, que
infectam hospedeiros vertebrados, durante o repasto sanguineo, as formas
promastigotas sao inoculadas juntamente com a saliva do flebotomineo. Quando
na circulagdo sanguinea, atinge os oOrgdos linfoides secundarios,
preferencialmente baco, figado e linfonodos. Nestes 6rgédos invadem células
fagociticas, evoluindo para a forma amastigota, que dividem-se binariamente até
iromperem a célula infectada e infectar em novas células, completando seu
ciclo evolutivo (Figura 2) (ANJILI et al., 1995; LAINSON; RANGEL, 2005;
REVIEW, 2015; SOOSARAEI et al., 2018).
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Figura 2. Ciclo biol6égico da Leishmania. O fleb6tomo fémea, transmite as formas
promastigotas metaciclicas, presentes em sua saliva, para um hospedeiro vertebrado durante a
alimentacé@o. No hospedeiro, as formas promastigotas séo fagocitadas por macréfagos e outras
células do sistema imunoldgico, onde se transformam em formas amastigotas, multiplicando-se
no interior das células fagociticas. Adaptado de Kaye & Scott, 2011.

L. infantum est4 associada a LV humana nas Américas, aumentando sua
gravidade em individuos imunocomprometidos e criangas (BACELLAR,;
CARVALHO, 2005). Um comprometimento da resposta imune celular diminui a
ativacdo de macrofagos, que sé@o as células de preferéncia do parasita, por meio
de aumento de producao de IL-10 e de células T regulatérias, o que acarreta na
disseminacdo do parasito para medula éssea e figado. A LV possui como
caracteristica uma significativa diminuicdo da resposta imune celular ao antigeno
de leishmania. Nos individuos infectados, o teste de hipersensibilidade tardia
(DTH) para o antigeno (teste de Montenegro) é negativo e as células
mononucleares do sangue periférico ndo produzem IL-2, IFN-g e IL-12 quando

séo estimuladas in vitro, com o antigeno de leishmania (CHAPPUIS et al., 2007).
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As espécies de Leishmania relacionadas com o tropismo cutédneo
causadoras de Leishmaniose cutdanea humana no Brasil sdo: Leishmania
(Viannia.) braziliensis e Leishmania (Leishmania.) amazonensis. A L. braziliensis
esta relacionada com as formas localizada, mucosa e disseminada da doenca.
Um fenbmeno importante é que cerca de 10% dos habitantes de areas
endémicas podem apresentar teste de hipersensibilidade tardia (DTH) positivo
para Leishmania, porém, ndo evoluem para a doenca (ALVAR et al., 2012;
KAUFER et al., 2017; REVIEW, 2015).

1.4. Patogénese da Leishmania spp

Sendo a Leishmania um patégeno intracelular obrigatério, a resposta
imune protetora depende de linfocitos T auxiliares do tipo | (Th1) caracterizada
pela producédo de IFN-y'e, consequente ativagdo dos macréfagos infectados para
eliminagao do parasito (MEIRA; GEDAMU, 2019). Por outro lado, nao havendo
regulacdo adequada, esta resposta pode auxiliar na patogénese da doencga,
causando lesdo tecidual, fato que evidencia a caracteristica peculiar de
polaridade da doenca. Por sua vez, a forma mucosa € caracterizada por uma
intensa resposta inflamatéria que faz a contencédo do parasito, porém, causa
lesdo tecidual. Ja nas formas disseminada e difusa a resposta é diminuida ou
até mesmo ausente, o que acarreta proliferacdo e disseminacdo do parasito
(KAYE; SCOTT, 2011; MORGADO et al., 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016).

As células apresentadoras de antigenos (APCs) sado elementos
essenciais na ativagdo da resposta imune inata e adaptativa. Estas células
reconhecem os patdgenos, processam e apresentam antigenos as células do
sistema imune adaptativo. A célula dendritica (DC) € uma APC profissional que
foi descrita inicialmente em camundongos, por Steinman e Cohn, em 1973, e
desde entdo sdo alvo de diversos estudos em imunologia. As DCs estao
presentes em diversos tecidos do corpo que entram em contato com
microrganismos e antigenos, realizando o processamento e apresentagao
destes para os linfécitos (STEINMAN, 2003; STEINMAN, Ralph M, 2007). Os
subtipos de DCs podem ser classificados pela expressao de marcadores na
superficie das mesmas (GEGINAT et al., 2015).
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As DCs tém origem na medula o6ssea a partir de células-tronco
hematopoiéticas pluripotentes que se diferenciam em duas linhagens: DC
mieldides e linféides. A linhagem mieldide da origem as chamadas DCs
convencionais ou mieloides, enquanto as DCs linféides ou plasmocitdides
possuem morfologia similar a de plasmdécitos produtores de anticorpos. Estas
células sao produtoras de citocinas antivirais, como interferon do tipo |,
respondendo as infecgdes virais (STEINMAN, Ralph M., 2007).

As DCs derivadas de monaocitos (moDCs) podem ser obtidas pelo uso de
citocinas recombinantes em protocolos in vitro. Dados na literatura demonstram
que mondécitos estimulados com fator estimulador de crescimento de colbnia
(GM-CSF) e a citocina IL-4 em cultura diferenciaram-se em DCs com total
capacidade de apresentacdo de antigenos, incluindo apresentagao cruzada,
producao de citocinas inflamatorias e ativagao de células T virgens (SALLUSTO;
LANZAVECCHIA, 1994). Antes de qualquer estimulo de maturagao (contato com
molécula antigénica), estas moDCs apresentam fenodtipo de DCs imaturas
expressando altos niveis de CD11c, CD1a e MHC-II, com baixos niveis de
expressao de moléculas, CD40 (co-estimuladoras), CD80 e CD86 (B7-1 e B7-2,
co-estimuladoras) e CD83 (maturagao) (BOYETTE et al., 2017; FONTENEAU et
al., 2003; STEINMAN, Ralph M., 2007).

As DCs imaturas estdo em constante movimento pelos tecidos periféricos,
cumprindo importante papel de sentinelas do sistema imune, capturando
antigenos por reconhecimento de receptores de padrdes diferentes. Quando
entram em contato com um microrganismo e reconhecem os padroes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs) sdo ativadas, em seguida
diminuem a sua capacidade de fagocitose aumentando a expressdo de MHC de
classe | e Il, assim como as moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80,
CD83 e CD86 (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; HARRISON et al., 2012). Em
seguida, diferentes quimiocinas e citocinas também séo produzidas, recrutando
células e apresentando um papel essencial na ativagao de células T. (AERTS-
TOEGAERT et al., 2007; KUHN; YANG; RONCHESE, 2015; SAID; WEINDL,
2015).

No processo de maturacdo, DCs iniciam a migragcao para os 6rgaos
linfoides secundarios, onde apresentam o antigeno as células T. As DCs

expressam uma L-selectina de membrana, a CD62L, uma glicoproteina de
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adesao, que permite o rolamento de células ao longo das paredes de vasos
sanguineos até o sitio de infecgéo e linfonodos (IVETIC; GREEN; HART, 2019).

Em conjunto com as moléculas co-estimuladoras ha o aumento de
receptores de quimiocinas como CCRS5 e CCRY7, este ultimo sendo um receptor
de quimiocina responsavel por seu direcionamento para o linfonodo (DIEU et al.,
1998). As DCs chegam maduras aos érgéaos linfoides e apresentam antigenos,
via moléculas de MHC, para as células T e auxiliam na ativacao de células B e
células NK (BATISTA; HARWOOD, 2010; FERLAZZO; MORANDI, 2014),
conectando imunidade inata e adaptativa.

Sendo a Leishmania um protozoario intracelular obrigatério o estudo da
interacdo entre Leishmania e DCs é de extrema importancia. Um estudo com
camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis demonstrou grande
numero de células de Langerhans no linfonodo no animal, estimulou a liberagéo
de IL-4 e IL-10 com a consequente anergia da resposta Th1. Entretanto, na
infeccao por L. braziliensis observou-se o aumento de DC dérmica no linfonodo
com presenga de células T CD4+ efetoras ativadas e de memoria, células T
CD4+ produtoras de IL-4 e IL-10 e T CD4+ e T CD8+ produtoras de IFN-y,
mostrando assim uma polarizagdo para uma resposta imune do tipo Th1
(BACELLAR; CARVALHO, 2005).

E possivel que o parasito regule a biologia de DCs ou moDCs para que
possa escapar do sistema imune e se estabelecer mais facilmente no organismo
do hospedeiro. Nesse sentido, dados da literatura demonstram que DCs
humanas derivadas de mondcitos tiveram sua diferenciagdo impedida por L.
amazonensis, contribuindo para o sucesso da infeccado (FAVALI et al., 2007).
Além disso, DCs humanas de doadores saudaveis infectadas com L. braziliensis
ou L. infantum, mostraram um aumento da expressao de CD86 e a diminuigcao
da expressédo de CD209 (FALCAO et al., 2016). A molécula CD209 (DC-SIGN),
nas DCs, por sua vez, estd envolvida no reconhecimento das formas
promastigotas e amastigotas axénicas das espécies L. infantum e L. pifanoi
(CAPARROS et al., 2005).

Além disso, dados anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram
que Leishmania regula positivamente a expressao da proteina 1 de morte celular
(PD-1, programmed death protein-1) e do ligante a PD-1 (PD-L1 ou CD274),

uma molécula inibitéria (Figura 3) capaz de levar linfocitos a exaustao ou anergia
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(BARROSO et al., 2018; DA FONSECA-MARTINS et al., 2019). Assim, a
interacdo do PD-1 com seus ligantes, em particular o PD-L1, pode permitir que
a Leishmania escape da eliminagao pelo sistema imunolégico do hospedeiro e
inicie a infecgdo crbnica. Alguns autores relatam infec¢des persistentes por
Leishmania, que causam uma resposta disfuncional das células T CD8, o que
tem implicagdo na sobrevivéncia e replicacdo do patdogeno (COOPER et al.,
1994; MORGADO et al., 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016).

CD40L
( 80/8@
O

CD28

\ | MHC

Figura 3. Interagdo entre células dendriticas e células T. A interagdo das moléculas
CD80/CD86 ¢é um sinal co-estimulatorio para células T, enquanto PD-L1/PD-1 exerce funcao
negativa ou regulatéria. Adaptado de Wang, 2017.

A interacdo entre PD-1 e PD-L1 tem o mecanismo bem descrito na
evasao de células neoplasicas, onde observa-se a expressdo da molécula PDL-
1 induzindo ambiente anti-inflamatdrio, levando as DCs residentes a aumentar a
expressao desta molécula e inibindo a atuagao de linfécitos T (BARTEE; DRYJA;
BARTEE, 2019; CHEN et al., 2019; ERDOGDU, 2019).

O papel deste ligante inibidor (PDL-1) em células tumorais € alvo de varios
estudos e vem se tornando opgao terapéutica com grande sucesso no
progndstico nos pacientes (FENWICK et al., 2019). Estudos do papel de ligantes
co-inibidores como PD-1, entre outros, tem se concentrado na fase crbnica de
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infecgdes virais, mas vem aumentando em relacdo as infeccbes
parasitarias(SHARPE; PAUKEN, 2018).

Considerando a regulacao das moléculas inibidoras nas Leishmanioses,
Gautam e colaboradores sugerem que as células T CD8 derivadas de aspirado
do bago sejam levadas a anergia/ exaustdo quando colocadas in vitro com
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com LV
humana, o que afeta sua capacidade de contribuir para respostas imunes
protetoras (GAUTAM et al., 2014). Em contrapartida, camundongos BALB/C
infectados com Leishmania amazonensis, e tratados com anti-PDL1 e anti-PD1,
apresentaram um aumento de IFN-y, além da proliferacéo de células T CD4 e T
CD8, mostrando diminuicao da lesao e da carga parasitaria (DA FONSECA-
MARTINS et al., 2019). Foi observado que em PBMC de um paciente com
infeccdo por L. amazonensis, havia um aumento da expressdo de PD-L1 em
mondocitos apds reestimulagao in vitro com antigeno soluvel de Leishmania
(SLA), o que reforca a associacdo na diminuicdo das fungdes efetoras dos
linfécitos T CD4 e T CD8, pela diminuicdo de IFN-y para ambas células, ja em
CD8 houve reducgao de granzimas (BARROSO et al., 2018).

Estes dados sugerem que diferentes espécies de Leishmania induziriam
um aumento da expressdao de moléculas inibidoras nas DCs infectadas,
impedindo a ativagdo de linfocitos. Assim, este trabalho visa esclarecer se ha
modulagdo da expressdo da molécula inibitéria PD-L1 em DCs infectadas por
diferentes espécies de Leishmania e se essa modulacao interfere na ativacao
dos linfocitos T CD4+ e T CD8+

2. Hipotese

L. infantum e L. braziliensis induzem um aumento de moléculas inibitérias
em DCs, causando uma anergia em linfécitos T, com consequente ineficiéncia

da resposta imune adaptativa.

3. Justificativa

A leishmaniose acomete nameros significativos da populacdo mundial e
sua importancia ganha destaque no Brasil. A doencga encontra-se em expansao

no Centro-Oeste, sendo um problema central de saude publica. Além disso, a
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compreensao da interagdo parasito-hospedeiro € essencial para a elucidagéo
dos mecanismos de infeccdo e patogénese da doenca, principalmente nos
fatores envolvidos no desenvolvimento das formas graves da leishmaniose. Em
trabalho recente do grupo observamos uma diferenca importante na regulagéo
da resposta de células dendriticas humanas por Leishmania braziliensis ou L.
infantum, havendo uma possivel inducéo diferenciada de moléculas inibidoras

da funcdo linfocitaria por esses protozoarios.

4. Objetivos

4.1. Objetivo geral

Infectar células dendriticas com L. infantum ou L. braziliensis e avaliar a
modulacao da via inibitéria PD-L1/PD-1.

4.2. Objetivos especificos

v' Determinar a taxa de infeccdo e carga parasitaria de DCs infectadas por
L. braziliensis ou L. infantum;

v' Realizar a caracterizacao fenotipica das células dendriticas apds infeccao
das células com L. braziliensis ou L. infantum;

v’ Caracterizar a resposta linfocitaria apds bloqueio da via inibitéria com anti-
PD-1 em experimentos de co-cultura;

v' Caracterizar a producdo de citocinas intracelulares e proliferacao de

células T CD4+ e T CD8+ apds a co-cultura.
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7. Métodos

7.1. Geracdao de células dendriticas a partir de mondcitos

O projeto de doutorado faz parte de um projeto maior do grupo que com
registro no CEP FM UnB 072/2009. Os doadores foram selecionados de forma
aleatoria sendo a condicéo de entrevista, que estivessem saudaveis no momento
da coleta, com nenhum processo infeccioso, tratamentos medicamentosos ou

doencgas cronicas. Inicialmente foram selecionados 6 doadores, que foram
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realizados em diferentes momentos, uma vez que o protocolo € longo. Destes,
uma amostra houve contaminagao bacteriana e foi descartada, dos 5 doadores
restantes também tivemos perda na taxa de infecgdo. Para obten¢do do PBMC
o sangue foi diluido em tubo falcon de 15mL 1:1 com PBS (PBS 1X: 0,8% de
NaCl, 0,14% Na2HPO4, 0,02% KCI e 0,20%g KH2HPO4) e submetido a um
gradiente de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Em outro tubo de 15mL, foi
adicionado cuidadosamente 3mL de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) estéril
com o auxilio de seringa e agulha, deixando escorrer lentamente pela parede
dos tubos. Em seguida, o sangue diluido foi transferido lentamente e
gradualmente para os tubos com Ficoll evitando misturar as fases. Entao, o Ficoll
ficava abaixo da camada de sangue diluido. Os tubos foram centrifugados a
600xg a 25°C por 25 minutos sem aceleragdo e desaceleracdo. Apos a
centrifugacéo, foi possivel observar as seguintes fases: as células anucleadas
(eritrocitos) e polimorfonucleadas (neutrofilos) no fundo do tubo, em seguida, o
Ficoll, logo acima a nuvem leucocitaria (linfécitos e mondcitos) e, por fim, o
plasma sanguineo. A nuvem foi coletada com o auxilio de uma pipeta graduada
de 10mL e transferida para um tubo de 50mL. Para a retirada de Ficoll residual
das células, o volume foi completado para 40mL com PBS 1X, as células foram
centrifugadas a 600xg a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, foram feitas mais
duas lavagens com rotagdes a 500xg e 400xg. Apds as trés lavagens, as células
foram ressuspensas em 5mL de RPMI (Gibco®) incompleto. As células foram
diluidas 1:100 em azul de tripan (Vetec) e contadas com exclusado das células
nao viaveis (coradas de azul) na camara de Neubauer.

Em seguida, foram ressuspensas em 80uL de tamp&do MACS (0,5% BSA,
2mM EDTA em PBS 1X, pH 7,2) para cada 10’ células. Posteriormente, foi
adicionado 10uL para cada 107 células de anticorpo anti-CD14 conjugado as
pérolas magnéticas (Miltenyi Biotec) e incubadas por 15 minutos a 4°C. Apés a
incubacdo, foi adicionado 1mL de tampdo MACS as células que foram
centrifugadas a 400xg por 10 minutos a 4°C. Entéo foi adicionado 500uL de
tampao MACS ao pellet de células. A coluna de separagao (Miltenyi Biotec) foi
devidamente encaixada no ima (Miltenyi Biotec) preso a um suporte metalico.
Inicialmente, a coluna foi lavada com 500uL de tampao MACS e as células

marcadas com as pérolas magnéticas foram transferidas para a mesma. Apés a
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passagem das células pela coluna, a coluna foi lavada trés vezes com 500puL
cada de tampao MACS.

As células marcadas ficam retidas na coluna magnética fixada a um
suporte e, apds separagao da fragdo negativa, que foi congelada e utilizada
posteriormente, coletou-se a fragao rica em células CD14+, aquela que ficou
retida na coluna. A fragao enriquecida em CD14 (mondcitos) foi eluida da coluna
lavada e foi cultivada em meio RPMI suplementado com soro bovino fetal (10%)
na presenga de citocinas IL-4 (800UlI/mL) (Peprotech) e GM-CSF (50ng/mL)
(Peprotech) seguindo o protocolo de Sallusto e Lanzavechia (SALLUSTO;
LANZAVECCHIA, 1994). Apos sete dias de cultura, a 37°C e 5% de CO2, as
células foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo quanto a expresséao
das moléculas CD14,CD1a e CD11c (eBioscience). Foi considerada uma
diferenciacao satisfatoria quando a expressao de CD1a+ e CD11c+ foi superior
a 80% e apresentaram negatividade para CD14+. Apds a diferenciacéo e
confirmacéo, as DCs foram infectadas com L. braziliensis e L. infantum. A fragéo

negativa (linfécitos) foi coletada e criopreservada para posterior utilizagéo.

7.2. Cultura de L. braziliensis e L. infantum

Duas cepas de referéncia foram utilizadas, a L. braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) e L. infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV), mantidas no
freezer -80°C. Para o descongelamento das cepas ressuspendidas em meio
Schneider suplementado com 1% de antibi6tico Penicilina-Estreptomicina 100X
(Gibco®), 10% de SBF para L. braziliensis e 20% para L. infantum e cultivadas
em tubos falcon de 15mL com meio NNN (Agar com 0,6% de NaCl, 10% de
sangue e 5% de glicose). Os tubos foram entdo incubados a 25°C. Apdos 72
horas, o conteudo liquido foi transferido para uma garrafa de cultura (Kasvi), com
meio Schneider suplementado e novamente mantidas em incubacédo para a
expansao em cultura. As Leishmanias foram contadas em camara de Neubauer
para acompanhamento do crescimento da cultura e identificacdo da fase
estacionaria para utilizagdo no experimento. As promastigotas foram obtidas de
culturas em fase estacionaria (5-7 dias), com menos de cinco passagens in vitro

e foram utilizadas para infecgdo das DCs.
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7.3. Marcacédo de L. braziliensis e L. infantum com CFSE

L. braziliensis e L. infantum foram lavadas a 1600xg por 10 minutos e o
precipitado com 18x107 Leishmanias, ressuspenso em 2,5mL de PBS 1X. Em
seguida, foi adicionado carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CSFE)
(eBioscience) na concentracao final de 20uM e incubados por 30 minutos a 26°C.
Posteriormente, foi adicionado 40mL de PBS 1X, os parasitos foram
centrifugados a 1600xg por 10 minutos e a lavagem repetida mais uma vez. Apés
a marcacdo dos parasitas com CFSE e confirmacdo por aquisicdo de uma
aliquota no citdmetro de fluxo, as Leishmanias foram utilizadas para a infeccéo
das DCs.

7.4. Infeccéo de DCs com L. braziliensis e L. infantum

Apos a diferenciacédo, as DCs imaturas coletadas foram infectadas por
promastigotas de L. braziliensis ou L. infantum, marcadas com CFSE, na
proporcado de 10 parasitas para cada célula. As células foram transferidas para
placas de cultura e incubadas na estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds 24 horas de
infeccao, as DCs infectadas, passaram por lavagens sucessivas dos pogos com
solugdo salina. As DCs também foram tratadas com anti-CD274 (PD-L1)
conjugado a PE (BD Pharmagen), posteriormente, incubadas por 24hs na estufa
a 37°C e 5% de CO2. Como controle positivo para a maturagao das DCs, as

mesmas foram tratadas também com LPS (Sigma) (100ng/mL).

7.5. Caracterizacao fenotipica das células dendriticas

Apos a indugdo da diferenciagdo dos mondcitos em DCs e,
posteriormente, a infeccao das células com L. braziliensis ou L. infantum, foram
feitas marcagdes com anticorpos anti-CD1a conjugado a PE-Cy7 (eBioscience),
anti-CD11c conjugado a APC (eBioscience), anti-CD83 conjugado a PE



22

(eBioscience), anti-CD80 conjugado a PE (eBioscience), anti-CD86 conjugado a
PE-Cy5 (eBioscience), anti-HLA-DR conjugado a APC (eBioscience), anti-CD40
conjugado a APC (eBioscience), anti-CD44 conjugado a APC (eBioscience), anti-
CD62L conjugado a APC (Imuno tools), anti-CCR7 conjugado a PE (BD
Pharmagen), anti-CD209 conjugado a PE-Cy7 (eBioscience) e a molécula
inibitéria anti-PD-L1 conjugado a PE (BD Pharmagen). As porcentagens da
expressao dessas moléculas foram obtidas por citometria de fluxo, analisadas
no software flowjo e a expressao dessas moléculas comparadas entre DCs nao

infectadas, DCs infectadas e DCs bystanders.

Quadro 1. Estratégia para marcacéao fenotipica em células dendriticas.

Anticorpos, fluorescéncias e diluicbes
CDla-PerCP-CY7 CD83-PE
MIX1
1:50 1:20
MIX 2 HLA-DR-APC CD209-PerCP-Cy5.5 CD80 - PE
1:30 1:20 1:20
CD11c - APC PD-L1 PE
MIX 3
1:30 1:20
CCR7 - PE CD62L APC
MIX 4
1:20 1:10
CD40 - APC CD86 — PE
MIX 5
1:20 1:20

Para a caracterizacdo fenotipica de DCs em todas condi¢des foi utilizado, dividido em cada
MIX,

enumerados de 1 ao 5. Na linha de cada MIX consta a anticorpos conjugados a fluorescéncia,
e

as combinacdes feitas, bem como as diluicbes usadas

7.6. Taxa de infecgéo por L. braziliensis e L. infantum

Apos as 24 horas de infeccao parte das DCs coletadas foram submetidas
a citocentrifugacao. As laminas fixadas, coradas com hematoxilina — eosina e, a
carga parasitaria obtida pela contagem de células infectadas e amastigotas por

célula, analisadas de forma randomizada e cega por 2 observadores em
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microscopio optico. A taxa de infecgao também foi obtida por citometria de fluxo

pelo uso dos parasitos marcados com CFSE.

7.7. Co-cultivo DCs e linfécitos

Apos recuperacao e contagem das DCs infectadas e controles n&o infectados
e dos linfécitos T autélogos descongelados, foi realizada uma co-cultura. Para
tanto utilizou-se a propor¢cao de uma DC para 10 linfécitos do doador autdlogo
em meio RPMI suplementado com 10% de SBF e 1% de antibidtico, em placa
de 96 pocos de fundo U. A co-cultura foi submetida a incubacgao a 37°C na estufa
com atmosfera umida e 5%s CO2 por 72 horas para as marcagdes intracelulares
e 96 horas para proliferacdo celular (detalhado mais adiante no texto). Os
sobrenadantes das culturas foram coletados e criopreservados para dosagem
de citocinas utilizando a técnica de CBA (Cytokine Bead Array) seguindo as

instrugdes técnicas do fabricante.

7.8. Quantificacdo de citocinas intracelulares e moléculas de

superficie por citometria de fluxo

Apos 72 horas de co-cultura de DCs infectadas com as espécies de
Leishmania com linfocitos T totais, as células foram incubadas por 4 horas a 37°C
com brefeldina A. Inicialmente, as células foram marcadas com anticorpos anti-
CD45RA conjugado a APC, anti-CD45RO conjugado a PE-Cy7, anti-CD4
conjugado a PerCP e anti-CD8 conjugado a FITC para marcacao de superficie.
Posteriormente, as células foram permeabilizadas e, entdo, as células CD4+ e
CD8+ marcadas com o anticorpo IFN-g conjugado a PE e as células CD8+ e
marcadas com Granzima B conjugada a PE para marcacdo de citocina e

molécula intracelular.

7.9. Proliferacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+
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As células foram marcadas intracelularmente em meio contendo 1uM de
CFSE. Em seguida, foi realizado um co-cultivo dos linfécitos do mesmo doador
(previamente congelados) com as DCs previamente infectadas com L.
braziliensis ou L. infantum. Apés 96 horas de incubacéo a 37°C na estufa de COg,
as células foram marcadas com anticorpo anti-CD4 conjugado a PerCP e CD8
conjugado a PE e, posteriormente, fixadas com paraformaldeido 1%. As células
foram entdo adquiridas no citbmetro FACSVerse sendo detectada a diminui¢cao
da intensidade de fluorescéncia do CFSE, resultante da divis&do celular (Li & He,
2012).

7.10. Analise estatistica

Os dados brutos obtidos em citometria de fluxo, no equipamento FACSVerse
(BD Bioscences) foram analisados no software Flowjow, para obter as
porcentagens das moléculas de interesse. Os resultados entdo, foram
analisados utilizando o programa GraphPad-Prism 5.0, onde utilizamos mediana
e erro padrao. Os valores encontrados nos experimentos foram inicialmente
testados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. Para os dados com
distribuicdo anormal (ndo-paramétricos), os grupos foram analisados com o teste
Kruskal-Wallis, pela analise de variancia a um critério e pds-teste de Dunnet,
comparando todos os grupos com o controle negativo. Aqueles com distribuicdo
normal (paramétrico), os valores foram comparados pelo teste ANOVA, pela
analise de variancia a um critério e pos-teste de Tukey. Os dados de taxa de
infeccdo foram analisados com teste t comparando as DCs infectadas com L.
braziliensis e L. infantum. Os valores com p<0,05 foram considerados com

diferencgas significativas.

8. Resultados

8.1. Separacédo e caracterizacao da fracdo CD14+

Apés a separacdo do PBMC total, as células foram submetidas a
separacdo magnética e a fragdo positiva marcada com anticorpo anti-CD14-FITC

para avaliacdo da pureza da populacdo de mondcitos. Primeiro, as células foram
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selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), onde foram
selecionadas 74,8% (Figura 4) do total de células, deste “gate” 99,1% das células
apresentaram a molécula CD14+, confirmando a selecdo das células de
interesse, os mondcitos, com iSso seguimos para a cultura e diferenciagdo em
DCs.

As células diferenciadas por sete dias, foram coletadas e classificadas

guanto aos marcadores de diferenciacdo em DCs.
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Figura 4. Andlise da expressdo de CD14 apds a separacdo magnética. Quantificacdo da
populacdo CD14+ por citometria de fluxo apds sele¢éo positiva.

8.2. Caracterizacdo morfolégica das células dendriticas

diferenciadas a partir de monaocitos

Para a avaliacdo da diferenciacdo dos mondcitos MOs em DCS, células
foram ajustadas por tamanho e granulosidade e avaliadas as expressdes de
CDla e CD1llc. Dessas, 99,3% marcaram duplo positivas, sendo
CDla+CDl11c+, ou seja, sao DCs (Figura 5).
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Figura 5. Analise representativa da diferenciagdo de DCs a partir de mondcitos. Expressao
de CDla* e CD11c*, em células dendriticas (CDla*CD11c*) obtidas a partir de mondécitos
humanos. n=5

8.3. Taxa de infeccdo de Leishmania em Células Dendriticas

As DCs foram entdo quantificadas e distribuidas em placas de 24 pocos
para realizacdo da infeccdo com proporcdo 10:1 leishmania:DCs. Ap6s 24h de
infeccdo, as células foram coletadas por lavagens sucessivas, quantificadas e
parte delas foi utilizada para confeccéo de laminas e coloragcédo por H&E. Em
microscopia Optica no aumento de 100x foram contadas 100 células, agrupadas
em infectadas e nédo infectadas, sendo as amastigotas quantificadas nas células

infectadas (Figura 6).
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5 W R
Figura 6. Imagem representativa de DCs infectdas. As DCs foram fixadas nas laminas por

citocentrifugacdo ap6s 24h de infeccao por Leishmania infantum. DCs néo infectadas sinalizadas

pela seta verde e as infectadas pelas setas vermelhas. Aumento de 100x com coloragéo HE. n=3

A taxa de infeccao (Figura 7) por Leishmania infantum foi de (76% +/-8,83),
sendo maior que a encontrada para Leishmania braziliensis (50,00% +/-10,97).
Este comportamento repete-se na quantificacdo de amastigotas (Figura 8). A
carga parasitaria para Leishmania infantum foi de (403,00% +/-164,60) por 100
células, enquanto que para Leishmania braziliensis o valor estava reduzido
(140,00%+/-213,80). Assim, observou-se que as duas espécies tiveram
capacidade de infec¢do, porém com uma maior carga parasitaria para L.infantum

em comparacao a L. braziliensis (Figura 8).
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Figura 7. Taxa de infecgcdo em células dendriticas infectadas por L. braziliensis ou
L. infantum. DCs derivadas de MO foram infectadas por L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li)
previamente marcadas com CFSE. Apés 24 horas de infec¢do, as laminas foram coradas com

H&E e contadas por dois observadores para determinar a porcentagem de DCs infectadas. n= 3
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Figura 8. NUmero de amastigotas em células dendriticas infectadas por L. braziliensis ou
L. infantum. NUmero de amastigotas contadas por dois avaliadores por microscopia 6ptica, em
aumento de 100x, por 100 DCs.

Concomitantemente, foi determinada a taxa de infec¢do por citometria de
fluxo, utilizando as Leishmanias previamente coradas com CFSE, e medidas as
taxas de infeccado por porcentagem de DCs positivas para o marcador. Esta
metodologia mostrou uma diferenca significativa entre taxas de infeccao das
espécies Leishmania infantum (69,05 +/-4,56) e Leishmania braziliensis (38,25%
+/-5,56 ) (Figura 9).
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Figura 9. Taxa de infecgédo em células dendriticas por citometria de fluxo de L. braziliensis
ou L. infantum. DCs foram infectadas com leishmanias previamente marcadas com CFSE. Ap4s

24 de infeccéo foi avaliada a porcentagem de DCs positivas para CFSE. (**p<0,01) n=3

8.4. Caracterizacdo de DCs obtidas a partir de mondcitos

apos a infeccéo por Leishmania

Apo6s a diferenciacdo e infeccdo com as Leishmanias, as DCs foram
marcadas com anticorpos monoclonais para caracterizacdo fenotipica. Como
estratégia de analise, as DCs foram selecionadas por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) (Figura 10), grupos de células ndo marcadas utilizadas
como controle negativo (CN) e um grupo marcado, para estabelecer a referéncia
e descartar a autofluorescéncia. Podemos observar que a janela ou gate foi
definida na populacédo de maior tamanho e dentro dessa populacao, verificamos
expressdo de 86,1% CDla+ no CN, 85,2 % nas células infectadas por L.
braziliensis, 84,2% nas células infectadas por L. infantum e 82,6 no controle
positivo (CP). Essa estratégia de analise representada por CD1a foi feita para

as demais moléculas, em todas as condicdes.
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Figura 10. Estratégia de andlise para caracterizagdo fenotipica das DCs. As DCs foram
selecionadas por granulosidade (SSC-A) e tamanho (FSC-A),entdo selecionadas as células
CD1a+. Como controle negativo (CN), as DCs foram cultivadas somente em meio de cultura, na
infecc@o as DCs foram colocadas em cultura com L. braziliensis (Lb) ou L. infantum (Li) por 24
horas. como controle positivo (CP), estimulo com LPS (100ng/mL). Dados representativos de um
individuo/voluntario.
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8.5. Caracterizacéo de DCs infectadas e bystanders

As leishmanias foram previamente marcadas com CFSE para a
realizacdo dos experimentos de co-cultura com DCs. Como estratégia de
analise, novamente as DCs foram selecionadas por tamanho x granulosidade
e depois, classificadas entre CFSE+ (infectadas) e CFSE- (nao infectadas ou
“‘bystander”).

Na figura representativa (Figura 11) as DCs (70.8%) em co-cultura com
a leishmania mostraram que 53.7% foram infectadas e 43.8% n&o. Entéo foi
analisada a expressédo da molécula CD86 das DCs bystander (98,4%), e DCs
infectadas (99,9%). Destaca-se que esta estratégia foi utilizada para as

outras moléculas e condi¢cdes do experimento.
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Figura 11: Estratégia de analise para caracterizacao fenotipica de DCs bystanders e
infectadas. DCs infectadas por L. braziliensis ou L. infantum previamente marcadas com
CFSE, foram selecionadas por tamanho e granulosidade, separadas por expresséo de
CFSE para DCs infectadas e CD86+ para DCs bystander. Dados representativos de um

individuo/voluntario.
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8.6. Caracterizacdo de CDla+CD1l1lc+ e HLA-DR de DCs

bystanders apés infec¢éo por Leishmania.

Apbs 24 horas de infeccdo, as células em todas as suas condi¢cdes
experimentais foram marcadas com CDla+, CD11lc e HLA-DR, marcadores
caracteristicos da diferenciacdo de DCs. As leishmanias foram coradas com
CFSE e co-cultivadas com as DCs por 24h. Apoés incubacdo as DCs foram
caracterizadas fenotipicamente com anticorpos conjugados a fluoroforos.
Partindo da estratégia de selecao do tamanho e granulosidade, as células agora
foram separadas em infectadas (com marcacédo de CFSE) e bystanders ou ndo
infectadas (ndo marcadas com CFSE), a fim de comparar os achados entre as
células que foram infectadas pela leishmania e as que permaneceram nao
infectadas, mesmo com a presenca do parasito na cultura.

As medianas de CD1a+ mantiveram-se préoximas para todas as condicées
experimentais, CP 79,6 (+/-6,82), L. braziliensis bystanders 81,00 (+/-21,65), L.
braziliensis infectada 77,00 (+/-16,26), L. infantum bystanders 78,95 (+/- 8,56),
L. infantum infectada 74,70 (+/-14,51) (Figura 12A). A expressao de CD11c+
(Figura 12B) também ndo mostrou diferengas entre DCs infectadas com Lb 99,85
(+/- 0,04) e com L. infantum 99,30 (+/- 0,26), nem nas DCs em contato, L.
braziliensis bystanders 98,10 (+/- 3,23) e L. infantum bystanders 97,80 (+/- 1,22),
bem como nas DCs controles 98,75 (+/- 0,18). A alta expressdo de HLA-DR,
caracteristico de DCs também foi observada, ndo havendo modulagdo da
mesma. (Figura 12C), pois verifica-se uma mediana de 99,15 (+/- 0,52) para CN,
98,80 (+/- 0,60) nas L. braziliensis bystanders 98,80 (+/- 0,60), L. braziliensis
infectadas 98,85 (+/- 0,16), L. infantum bystanders 97,15 (+/- 0,49) e L. infantum
infectadas 99,80 (+/- 0,17). Com isto, podemos concluir que a expressao das
moléculas de superficie relacionadas a apresentacdo de antigenos permanece

inalterada tanto nas células infectadas quanto nas nédo infectadas.
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Figura 12. Expresséo de CD1a, CD11c e HLA_DR em DCs bystanders e infectadas por L.
braziliensis ou L. infantum. (A) porcentagem da expressdo de CDla+ em células infectadas e
ndo infectadas. (B) porcentagem da expressdo de CD1lc+ em células infectadas e néo

infectadas. (C) porcentagem da expressédo de HLA-DR+ em células infectadas e néo infectadas,
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comparando os grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interagdo com L. braziliensis
(Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interacdo

com L. infantum (Li bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4

8.7. Expressdo de moléculas relacionadas a fagocitose,
maturacdo e migracdo em DCs bystanders poés infeccdo por

Leishmania.

Observamos uma diminuicdo na expressdo de CD209 (DC-SIGN), um
receptor de superficie provavelmente relacionado ao processo de fagocitose. Ao
medirmos a molécula CD209 em DCs, notamos uma menor expressao tanto em
L. braziliensis bystanders (72,4 +/-1,71) quanto em L. infantum bystanders (64,95
+/-9,36) (Figura 13A ao compararmos com as ceélulas infectadas, sendo 84,85
(+/-4,31) em L. braziliensis infectada e 86,20 (+/-3,77) em L. infantum infectada,
ficando o CN com 84,70 (+/-5,07).

Quanto ao processo de maturacdo das DCs, verificamos uma alta
expressdo de CD83 com medianas de 76,95 (+/-12,26) em células infectadas
por L. braziliensis e 85,20 (+/-17,3) em células infectadas por L. infantum. A
expressdo de CD83 foi baixa no CN, sendo 12,90 (+/-5,48) e também nas células
bystanders, com uma expressao de 21,35 (+/-6,15) na condi¢do L. braziliensis
bystanders e 31,70 (+/-8,31) em L. infantum bystanders (Figura 13B).
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Figura 13. Expressdo de CD209 e CD83+ em DCs bystanders e infectadas com L.
braziliensis ou L. infantum. (A) porcentagem da expressdo de CD209 em células infectadas e
ndo infectadas. (B) porcentagem da expressdo de CD83* em células infectadas e néo infectadas
comparando os grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interacdo com L. braziliensis
(Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interagédo

com L. infantum (Li bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). (*p<0,05)

.h=4
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Ao avaliarmos a molécula CCR7 relacionada a migracdo de DCs e
direcionamento ao linfonodo, verificamos que a infec¢do estimulou um aumento
na expressao (Figura 14A). A expressao no controle negativo foi de 0,67 (+/-
0,26) enquanto nas células infectadas por L. braziliensis foi de 68,85 +/-7,79 e
infectadas por L. infantum 65,25 +/-12,46. Os valores permaneceram
semelhantes ao controle negativo em células L. braziliensis bystanders 0,98 (+/-
0,37) e L. infantum bystanders 0,97 (+/-2,00). Assim, podemos concluir que a
infecc@o é necessaria para induzir a maturagdo e a potencial migracao das DCs
nas nossas condi¢des experimentais.

Por sua vez, a expressao de de CD62L foi de 51,85 (+/-17,22) no CN,
27,50 (+/- 14,85) sendo mais baixa em L. braziliensis bystanders, 11,96 (+/-
17,86) em L. infantum bystanders. A infecgdo com Lb aumentou a expressao de
CD62L para 47,65 (+/-17,10) e com L. infantum permaneceu semelhante ao CN
com valores de 31,60 (+/-18,35) (Figura 14B).
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Figura 14. Expressdo de CCR7+ e CD62L em DCs bystanders e infectadas com L.
braziliensis ou L. infantum. (A) porcentagem da expressdo de CCR7* em células infectadas e
ndo infectadas e (B) porcentagem da expressdo de CD62L em células infectadas e néo
infectadas comparando os grupos contole negativo (CN), DCs bystander na interacdo com L.
braziliensis (Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na

interacdo com L. infantum (Li bystander) e DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4
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8.8. Perfil de moléculas co-estimulatdrias, em DCs bystanders

pos infeccao por Leishmania.

Apés analisar moléculas relacionada a maturacéo e migracéo das DCs,
partimos para avaliar moléculas que estéo relacionadas a co-estimulacéo e
ativacao de linfocitos T.

Ao avaliarmos a expressdo de CD40, um ligante de ativacdo de células
T, a expressao mostrou-se constante entre as condi¢cdes estudadas. Sua
expressdo no controle negativo foi de 99,15 (+/-0,26), em L. braziliensis
bystanders 98,55 (+/-0,40), em L. infantum bystanders 96,65 (+/-24,18), em
células infectadas por Lb 99,85 (+/-0,52) e células infectadas por L. infantum
98,20 (+/-24,52) (Figura 15A). Por outro lado, ao avaliarmos a expresséo de
CD80, verificamos que a infec¢ao parecia aumentar a expressao do mesmo.
As células controle negativo apresentaram uma expressao de 16,60 (+/-6,57),
bastante semelhante as células L. braziliensis bystanders 20,10 (+/-9,81) e L.
infantum bystanders 24,35 (+/-10,37). Porém, h4 um aumento em células
infectadas por Lb 83,50 (+/-16,46) e células infectadas por L. infantum 81,55
(+/-19,59(Figura 15B).

Por sua vez, a expressao de CD86 permaneceu inalterada nas diferentes
condi¢cOes experimentais. A expressao no controle negativo foi de 94,40 (+/-
5,46), em células L. braziliensis bystanders 79,95 (+/-10,56), células
infectadas por Lb 97,40 (+/-3,47), em células L. infantum bystanders 75,40
(+/-11,15) e células infectadas por L. infantum 97,40 (+/-3,59) (Figura 15C)..
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Figura 15. Expressdo de CD40+, CD80+ e CD86 em DCs bysdanters e infectadas por L.
braziliensis ou L. infantum. (A) porcentagem da expressao de CD40* em células infectadas e
nao infectadas. (B) porcentagem da expressao de CD80* em células infectadas e néo infectadas.
(C) porcentagem da expressédo de CD86* em células infectadas e ndo infectadas. Comparando
0s grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interacdo com L. braziliensis (Lb bystander),
DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interacdo com L. infantum (Li

bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4
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8.9. Perfil de expressdo de molécula inibitoria de Linfocitos T,
em DCs bystanders e infectados apOs interacdo com

Leishmania.

Uma das vias de inibicdo da resposta imune mediada por linfocitos T
envolve a molécula PD-L1. Esta ao ligar-se em seu receptor PD-1 em linfécitos
T, tem como consequéncia a inducéo de anergia. Assim, decidimos avaliar a
regulacédo desta via na infeccdo com leishmania, quantificando a expresséao de
PD-L1 em DCs. . Os resultados mostraram que tanto a células infectadas quanto
aquelas bystander aumentavam a expresséao de PD-L1 (Figura 16). O controle
negativo mostrou expressdo de 36,79 (+/-22,36), enquanto que nas células
infectadas por L. braziliensis o valor subiu para 99,55 (+/-19,06). As células
infectadas por L. infantum também apresentaram um aumento na expressao de
PD-L1 99,6 (+/-0,41). As células bystander também apresentaram um aumento
na expressdo de PD-L1, sendo 86,85 (+/-22,24) nas células L. braziliensis
bystander e 86,40 (+/-7,96) em L. infantum bystander. Com isto, mostramos que
a infeccdo por Leishmania causou um aumento da expressao de PD-L1. O que
nos levou a nossa a pergunta deste estudo, se leishmania induz anergia de

linfécitos T, pelo aumento da expressao de PD-L1 em DCs.
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Figura 16. Expressédo de PD-L1 em DCs bystanders e infectadas por L. braziliensis ou L.
infantum. Porcentagem da expressdao PD-L1 em células infectadas e nao infectadas.

Comparando os grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interacdo com L. braziliensis
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(Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interagédo

com L. infantum (Li bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4

8.10. Avaliacdo de citocinas intracelulares em linfocitos T poés
bloqueio de PD-1 em co-cultura com DCs infectadas com

Leishmania

Ao avaliar que a leishmania induz o aumento da expressdo da molécula
inibidora PD-L1, ap0s 24h de infeccéo, as DCs foram co-cultivadas com linfocitos
autologos, por 72 horas para avaliar a producéo de citocinas, bem como, avaliar
se 0 blogueio da via PD-1 em linfocitos teria os mesmos efeitos. Com a
estratégia de analise apresentada na figura 17, representativa de um doador com
0 grupo controle negativo, selecionamos os linfécitos por tamanho e
granulosidade, isolados hum gate e avaliados quanto a expressao de CD4+ e
CD8+. Em seguida, verificou- se a presenga de células positivas para granzima
B e interferon gama. Esta andlise foi feita para todos os doadores e demais
condicbes sendo (CN) controle negativo com linfécitos somente em meio de
cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs infectadas com L. braziliensis,
(Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs infectadas com
L. infantum, (Li+anti-PD-1) linfocitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com
DCs infectadas com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativacdo de

linfocitos.
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Figura 17: Estratégia de nélise para avaliagcdo de citocinas intracelulares e moléculas
de degranulacdo em linfécitos T em co-cultura com DCs infectadas. DCs infectadas por
L. braziliensis ou L. infantum foram co-cultivadas com linfécitos aut6logos e avaliados quanto
a expressdo de CD4+ e CD8+, seguido por granzima B, CD107 e interferon gama. Dados

representativos de individuo/voluntario.

Mediamos linfécitos positivos para CD107 marcador de degranulacdo,
granzima B, que tem importante papel no combate de parasitas intracelulares, e
interferon gama citocina inflamatoria de inducao de resposta perfil Thl, ativando
células efetoras do sistema imune. Nas condicfes realizadas até entéo,
adicionadas a condicdo de bloqueio de PD-1 em linfécitos T antes da co-cultura.
Como controle da ativagéo de células T foi utilizado concanavalina A (ConA).

Inicialmente, a interagcdo das DCs infectadas com os linfocitos, tendo a via
PD1-PDL1 blogueada ou ndo, demonstrou manter o namero de células
CD4+CD107+ (Figura 18), sendo CN 98,10 (+/-25,84), L. braziliensis 97,90 (+/-
1,68), L. braziliensis +anti-PD-1 86,30 (+/-6,48), L. infantum 98,00 (+/-2,37), L.
infantum  +anti-PD-1 89,70 (+/-3,59) e ConA 96,00 (+/-3,13). O mesmo
comportamento foi observado em linfécitos CD8+CD107+ (Figura 19) sendo o
CN 99,30 (+/-1,78), L. braziliensis 99,40 (+/-0,13), L. braziliensis +anti-PD-1
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96,90 (+/-1,21), L. infantum 98,80 (+/-0,53), L. infantum +anti-PD-1 94,80 (+/-
1,81) e ConA 96,80 (+/-0,26).
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Figura 18. Anédlise de linfocitos TCD4+CD107+ apds bloqueio de PD-1. Avaliagao poés co-
cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢cdes (CN) controle
negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato
com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs infectadas com L.
infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativag&o de linfécitos.
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Figura 19. Andlise de linfocitos TCD8+CD107+ ap6s bloqueio de PD-1. Avaliagdo po6s co-
cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢cdes (CN) controle
negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato
com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfocitos em contato com DCs infectadas com L.
infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativag&o de linfécitos.

Por sua vez, verificou-se haver um aumento da populagdo CD4+Granzima+
em linfocitos T porém sem reversao dos valores quando a via PD1-PDL1 estava
bloqueada. Os valores para CN foram 48,65 (+/-17,32), nas células infectadas
por L. braziliensis 85,30 (+/-12,14), L. braziliensis +anti-PD-1 84,90 (+/-15,32),
células infectadas por L. infantum 87,60 (+/-16,89), L. infantum +anti-PD-1
87,10 (+/-17,67) e ConA 80,85 (+/-17,76) (Figura 20). Ao avaliarmos a populacéo
de células CD8+ granzima+, observamos ndo haver grandes alteracdes. O
controle negativo apresentou uma expressao de 88,40 (+/-12,33), as ceélulas
infectadas por L. braziliensis 92,55 (+/-4,18), L. braziliensis +anti-PD-1 88,30 (+/-
6,30), as céulas infectadas por L. infantum 94,60 (+/-14,88), L. infantum +anti-
PD-1 92,20 (+/-12,94) e ConA 91,30 (+/-13,92). (Figura 21)
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Figura 20. Andlise de granzima B em linfécitos TCD4+Granzima+ apds bloqueio de PD-1.
Avaliacdo pés co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢Bes
(CN) controle negativo com linfocitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com
DCs infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em
contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs infectadas
com L. infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs

infectadas com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativacéo de linfocitos.
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Figura 21. Analise de granzima B em linfocitos TCD8+Granzima+ apos bloqueio de PD-1.
Avaliacao de linfocitos T apds co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum
nas condi¢des (CN) controle negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfocitos
em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com
anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com

DCs infectadas com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativacao de linfdcitos.

Ao quantificarmos as células T CD4 produtoras de interferon gama,
observamos haver valores baixos tanto na condi¢cao controle negativo CN 2,65
(+/-2,58) e nas condi¢bes infectadas por L. braziliensis 1,94 (+/-0,91) e L.
infantum 1,79 (+/-1,18). Contudo, o bloqueio da via PD-1 PD-L1 mostrou uma
recuperacado na producdo de IFN-g em células T CD4, sendo L. braziliensis +anti-
PD-1 8,16 (+/-4,33) e L. infantum +anti-PD-1 5,38 (+/-3,69). Os valores do
controle positivo ficaram em 27,65 (+/-10,25) ,em rela¢do ao bloqueado (Figura
22)
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Figura 22. Analises de IFNy em linfécitos TCD4+INF+ ap6s bloqueio de PD-1. Avaliagdo pos
co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢es (CN) controle
negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfocitos bloqueados com anti-PD-1 em contato
com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfocitos em contato com DCs infectadas com L.
infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativag&o de linfécitos.
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A recuperacao na producao de IFN-gama também foi observada em células
T CD8. Observamos uma baixar expressdo em células controle negativo CN
10,46 (+/-7,83) bem como nas células infectadas por Leishmania L. braziliensis
7,38 (+/-2,34) e L. infantum 5,97 (+/-1,66). Ao bloguearmos a via, observamos
haver uma recuperacdo na producdo de IFN-gama em CD8 para ambas as
Leishmanias testadas, sendo L. braziliensis +anti-PD-1 21,40 (+/-7,47) e L.
infantum +anti-PD-1 14,00 (+/-4,53). O controle positivo apresentou valores de
46,35 (+/-13,28). (Figura 23)
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Figura 23. Anpalises de IFN-y em linfécitos TCD8+IFN+ apés bloqueio de PD-1. Avaliacido
pés co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condigbes (CN)
controle negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato
com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfocitos em contato com DCs infectadas com L.
infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativagéo de linfécitos.

Proliferacdo de linfocitos T pos bloqueio de PD-1 em co-cultura com DCs

infectadas com leishmania
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Apés a ativacdo de linfocitos T, acontece a expansédo clonal, para uma
resposta mais eficiente, com isso avaliamos o impacto do bloqueio de PD-1 na
proliferacédo de linfocitos CD4+ e CD8+ em contato in vitro, com DCs infectadas
com leishmanias, utilizando linfécitos marcados com CFSE, vale ressaltar que
na proliferagcdo pelo processo de mitose, cada célula “nova” tem metade do
corante da célula mae, em resumo, quanto maior a oscilacdo da expressao da
expressdo de CFSE maior a proliferacdo de linfécitos T. Nossos resultados
mostram que o bloqueio de PD-1 recupera a proliferacdo de linfocitos (Figura
24).
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Figura 24. Andlise da proliferacéo de linfécitos TCD4+ e TCD8+ p0s bloqueio de PD-1 e co-
cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum. Os linfocitos foram
selecionadas por granulosidade (SSC-A) e tamanho (FSC-A), e avaliados em histograma quanto
a expressdo de CFSE nas condi¢cfes (CN) controle negativo com linfécitos somente em meio de
cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1)
linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li)
linfécitos em contato com DCs infectadas com L. infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados
com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L. infantum. Dados representativos de um

individuo/voluntario.
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9. Discussao

Células apresentadoras de antigenos como as células dendriticas (DCs)
Sao essenciais para ativacdo da resposta inata e direcionamento da resposta
imune adaptativa (BOYETTE et al., 2017; STEINMAN; COHN, 1973). Assim,
durante o processo de infec¢cao por Leishmania bem como no estabelecimento
da doenca a interagcdo entre parasitos, DCs e linfécitos é de extrema relevancia
para uma melhor compreensao da patogénese. Além disso, diferentes estudos
corroborarem o papel crucial das DCs na resposta imune a diferentes patdgenos
bem como na possivel modulacédo de sua acao biolégica como mecanismo de
escape dos mesmos (BALAN; SAXENA; BHARDWAJ, 2019; TIBERIO et al.,
2018). No que se refere a resposta imune adaptativa, o linfocito T desempenha
um papel fundamental. Nos orgaos linfoides secundarios, esses linfécitos
reconhecem os antigenos derivados dos patégenos por meio da interagdo com
as células apresentadoras de antigeno (RANDOLPH; ANGELI; SWARTZ, 2005).
Posteriormente, passam por um processo adicional de diferenciacédo, gerando
células efetoras ou células de memodria. Essas células possuem funcdes
distintas, desde a regulacdo das respostas imunes a antigenos proteicos até a
eliminacéo de patégenos intracelulares (BUNN et al., 2018).

Inicialmente estudamos a infec¢cdo de DCs por Leishmania bem como a
expressdo de algumas moléculas de superficie relevantes a resposta do
hospedeiro. Dessa forma, ao analisarmos a taxa de infeccdo de Leishmania
braziliensis (Lb) e Leishmania infantum (Li) em células dendriticas (DCs) apés
24 horas de co-cultura, nota-se que ambas as espécies (Figura 6, 7, 8 e 9) séo
capazes de infectar DCs. Essa observacao esta alinhada com os resultados de
outras pesquisas conduzidas por nosso grupo, na qual ambas as espécies
também demonstraram a capacidade de infectar as DCs derivadas de
monaocitos, além de diversos trabalhos com outras espécies do parasito
(CAMERON et al., 1992; FAVALI et al., 2007; FORMATION et al., 2017; SETH
etal., 2011)

De fato, embora possuam a capacidade de infeccéo, tanto L. braziliensis
quanto L. infantum ndo exibiram a capacidade de afetar a diferenciacdo das
células dendriticas (DCs), como evidenciado pela expressdo constante dos

marcadores fenotipicos CD1a e CD83 (Figura 10 e 11), caracteristicos das DCs
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derivadas de mondcitos. No que se refere ao CD1a vale ressaltar sua funcao de
apresentacao de antigenos lipidicos (POMEROY et al., 2015). Logo apés a
caracterizacdo das DCs fomos avaliar se a infeccao interferia nos marcadores
de diferenciacdo celular. As moléculas CDla e CD11c+ (Figura 12A e 12B)
permanecem com valores aproximados, apds a infecdo em todas as condicoes,
dados similares a trabalho anterior do grupo (FALCAO et al., 2016)

As DCs em sua fase imatura demonstram uma maior capacidade de
realizar fagocitose, enquanto as DCs maduras possuem a capacidade de
processar e apresentar antigenos. Esse processo € desencadeado diretamente
pelo reconhecimento e subsequente internalizacdo de antigenos (BOYETTE et
al., 2017). Isso, por sua vez, estimula a expressdo de moléculas de superficie,
que aumentam a ativacao de linfocitos T (BOYETTE et al., 2017; COUTANT;
PIN; MIOSSEC, 2021).

Uma outra caracteristica notavel das células dendriticas maduras € a
elevada expressao de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) e moléculas coestimulatdrias. Esse aumento na expressdo capacita
essas células a uma apresentacdo mais eficaz de antigenos e também a
estimulacdo das células T virgens, uma vez que estas entram nos linfonodos
drenantes (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994). No entanto, como uma
estratégia de evasdo, alguns microrganismos tém a habilidade de inibir a
apresentacao de antigenos através das moléculas de MHC, como uma forma de
escapar do sistema imunolégico adaptativo (GOGOI et al., 2018). Foi relatado
gue o Trypanossoma cruzi regula de forma especifica a sua infeccdo por meio
de um mecanismo de pés-transcricdo ainda ndo compreendido completamente,
0 qual suprime a expressao dos elementos da via de MHC classe | em células
HelLa (CAMARGO et al., 2014).

O reconhecimento de antigenos por meio do MHC representa o primeiro
sinal para a ativagao dos linfécitos. No entanto, um segundo sinal é crucial para
essa ativacdo, o qual envolve as moléculas coestimulatorias. Dentre essas
moléculas, diversos membros da superfamilia B7, como B7-1 (CD80) e B7-2
(CD86), desempenham papéis significativos. Estas moléculas podem tanto
estimular quanto inibir a ativacdo das células T, dependendo da interagdo com
CD28 ou CTLA-4 nas células T, respectivamente (GANNAVARAM et al., 2016;
GAUTAM et al.,, 2014). Nossos resultados mostram alta expressao destas
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moléculas. No entanto, as células dendriticas (DCs) derivadas da medula 6ssea
de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis apresentaram uma
maior taxa de leséo e infeccdo, acompanhada pela elevada expressao de IL-4 e
IL-10, em comparacdo com os camundongos C3H/HeJ. Apesar dessas
diferengas, em ambos 0s casos, houve um aumento na expressao das moléculas
ativadoras MHC-II, CD40, CD86 e CD80. Por outro lado, ao examinar as BM-
DCs de camundongos infectados com formas amastigotas e promastigotas de L.
amazonensis opsonizadas com soro de animais imunizados, n&o foi observada
nenhuma alteragcdo no perfil das moléculas MHC-II, CD86, CD80 e CD40. No
entanto, a estimulacdo com BCG induziu um aumento na expressao das
moléculas coestimuladoras. (FILIPPIS et al., 2017; PRINA et al., 2004)

Vérios genes dos complexos MHC de classe | e classe Il do agrupamento
de genes do HLA foram identificados como fatores de suscetibilidade genética
para a leishmaniose, com variantes que afetam o resultado da doenca tanto
positiva quanto negativamente. Apesar de descrita essa associacdo, pouco se
sabe ainda sobre o0s mecanismos que sustentam essas associacoes
(BLACKWELL; FAKIOLA; CASTELLUCCI, 2020; SAMARANAYAKE et al.,
2016). Em nosso estudo, verificamos que a expressdo das moléculas de
superficie relacionadas a apresentacdo de antigenos permanece inalterada tanto

nas células infectadas quanto nas néo infectadas (Figura 12B).

Outro marcador analisado em nosso estudo foi o gene CD209 (DC-SIGN)
um receptor de superficie de células dendriticas imaturas que esta envolvido na
adesao celular, na iniciacdo da resposta imune primaria e no reconhecimento de
patégenos. Acredita-se também que ele esteja envolvido na sinalizacao celular
para mediar a endocitose de patégenos. Este receptor reconhece uma grande
variedade de patdgenos evolutivamente divergentes com grande impacto na
saude publica, incluindo micobactérias que causam lepra e a tuberculose, os
virus Ebola, hepatite C, HIV-1 e Dengue e o coronavirus da sindrome respiratéria
aguda SARS-CoV (ALVAREZ et al., 2002; AMRAEI et al., 2021; BARREIRO et
al., 2006; PREZA et al., 2014)

Estudos feitos por Colmenares et al. (2002) mostraram que a ligacao de

amastigotas de Leishmania a células dendriticas humanas imaturas e células



53

transfectadas com CD209 foi inibida por um anticorpo monoclonal bloqueador de
funcdo especifico desse receptor. Eles observaram que este anticorpo reduziu
drasticamente a internalizacdo de formas amastigotas pelas DCs
(COLMENARES et al., 2002). Esta foi a primeira descricdo de um ligante de
patégeno ndo viral a CD209 e forneceram evidéncias de um papel relevante
desse receptor na ligacdo e internalizacdo de amastigotas de Leishmania por
DCs. Partindo dessas observacdes, levantamos a hipétese que as DCs que nao
sao infectadas, naturalmente teriam uma menor expressao de CD209, portanto,
essa molécula poderia ser uma via relevante de internalizagdo da Leishmania.
Nossos resultados mostram que a expressao de CD209 foi maior em ambas
condicBes experimentais, tanto na infecgcdo por L. braziliensis como por L.
infantum (Figura 13A). Por outro lado, Falcdo et al. (2016) observaram que
ambas as Leishmania foram capazes de inibir de forma significativa a expressao
desse receptor. Este estudo observou que expressao de CD209 foi 80,09% + 6,8
nas ceélulas controle, enquanto a expressdao em células infectadas com L.
infantum foi 62,17% + 9,88 e infecgdo com L. braziliensis foi 75,36% + 7,3. No
entanto, sdo necessarios mais estudos, como bloqueio e desafio desta via para

confirmacédo e melhor compreender esse mecanismo de sinalizacao.

Apods o processo de reconhecimento e internalizacdo do patégeno as DCs
iniciam seu processo de maturagcdo com expressao de CD83, condizente com
nossos resultados que mostram aumento desta molécula na infec¢éo e interacéo
com as duas espécies estudadas. Dados da literatura mostram que BM-DCs de
camundongos B6 e moDCs de humanos mostraram ter a expressado de CD83
aumentada quando tratadas com lipossoma de SLA de Leishmania conjugado a
DOTA/DSPC, induzindo a maturacéo de DCs, porém o mesmo nao foi observado
em BM-DCS de BALB/c (RE; CJ; ME, 2016). Dados com outros patdgenos
intracelulares também corroboram os resultados observados com relacdo a
expressdo de CD83 (AERTS-TOEGAERT et al., 2007; HAILESELASSIE et al.,
2016).

A ativacdo de DCs resulta em mudancas altamente orquestradas na
expressao de receptores de quimiocinas e, especificamente, a regulacao positiva
do receptor de quimiocina CCR7. Foi observado que essa regulagcdo aumentada

mostrou ser bastante importante para a migracéo de DCs para o linfonodo, em
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particular, na infecgdo por L. donovani e L. major (KLING; DARBY; KORNER,
2014; OHL et al., 2004; ZHAO et al., 2019). Verificamos que o0s niveis de
expressdo de CCR7 em células infectadas por L. braziliensis ou L. infantum
aumentaram de forma bastante significativa comparados com as células ndo
infectadas (Figura 14A). Portanto, nossos resultados mostraram ser condizentes
com os descritos na literatura. Assim, podemos concluir que a infeccao €
necessaria para induzir a maturacao e a potencial migracao das DCs nas nossas

condi¢des experimentais.

Embora as DCs expressem a glicoproteina de adesdo CD62L em sua
superficie, importante para o seu rolamento nas paredes de vasos sanguineos
até chegar no sitio de infec¢do e linfonodos (IVETIC; GREEN; HART, 2019),
nossos resultados mostraram ndo houve aumento no nivel de expressdo em
células infectadas com Leishmania.

Durante o processo de infeccdo com micro-organismos e substancias
infecciosas ou inflamatérias, as DC iniciam o processo de maturacdo que conta
com aumento da expressdo de moléculas da classe MHCIl e dos cos-
estimuladores CD40, CD80 e CD86 assim como também, uma reducdo da
capacidade fagocitaria, aumento significativo da expressdo de diferentes
receptores de gquimocinas e de citocinas. Nossos estudos mostraram que a 0s
niveis de CD80 aumentaram expressivamente (Figura 15 B). As DCs derivadas
de medula 6ssea da linhagem de camundongos C57BL/6J infectadas com
promastigotas metaciclicas de trés espécies de Leishmania; L. amazonensis, L.
braziliensis ou L. major apresentaram uma reducao expressiva de MHCII e
CD86, para as trés espécies de leishmania (PRINA et al., 2004).

Em contraste, em nosso trabalho verificamos que ndo houve qualquer
alteracdo expressiva nos niveis de CD86 em células infectadas com L.
braziliensis ou L. infantum (Figura 15C). No entanto, estudos observaram que a
expressdo de CD40 foi significativamente maior em DC infectadas com L.
braziliensis ou L. major, quando comparadas a células dendriticas nao
infectadas. Por outro lado, ndo houve alteracéo em células dendriticas infectadas
com L. amazonenses (FALCAO et al., 2016). Da mesma forma pudemos verificar

que ndo houve alteragdo da expressdo de CD40 em células infectadas por
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ambas as espécies de Leishmania; L. braziliensis e L. infantum (Figura 15A)

comparadas com as células controles (DCs bystanders).

A modulagao da resposta imune do hospedeiro pela leishmania como
mecanismo de escape ja € bastante discutida e evidenciada na literatura (DE
MORAIS et al., 2015; FALCAO et al., 2016; STEVERDING, 2017). Seguindo a
linha de pesquisa e alguns trabalhos do grupo, bem como dados da literatura,
nos chamou a atencdo a via de supressédo da resposta imune mediada por
linfécitos T, induzida pelo aumento da expressédo de moléculas inibidoras PD-L1.
Assim, nossos resultados mostram aumento da expressdo de PD-L1
principalmente nas DCs infectadas, mas também nas DCs em contato com o

parasito (Figura 16).

Estudos em modelos murinos com L. amazonensis, também descrevem
aumento na expressdo de PD-1 e PD-L1 em éarea tecidual, que também
aumentou a migracao de DCs e linfocitos TCD4+ para os linfonodos drenantes.
DCs derivadas da medula 6ssea, para esta via foram infectadas in vitro com
promastigotas e amastigotas e também tiveram regulacdo positiva desta via
(GUEDES; FONSECA-MARTINS, 2022). O aumento de PD-1 e PD-L1 em
diferentes subconjuntos de mondcitos e neutréfilos também foi observado em
sangue periférico no diagndstico de pacientes com LV, bem como o bloqueio da
via aumentou producdo de IFN-Y, mecanismo este ja utilizado como alvo em
terapias contra alguns tipos de tumores (DEVITO et al.,, 2019; GARCIA DE
MOURA et al., 2021).

A avaliacdo de sangue periférico de um paciente infectado com L.
amazonensis, mostrou um aumento na expressao de PD-L1 em mondcitos apos
reestimulacdo in vitro com antigeno soluvel de Leishmania (SLA). Tal evento
poderia ter relacdo com a diminuicéo das fungdes de linfocitos T CD4, tais como
a diminuicdo da secrecdo de IFN-y, e em linfécitos T CD8, na inibicdo da
producdo de IFN-y e Granzima-B (BARROSO et al.,, 2018). O mesmo
comportamento foi observado em macréfagos e DCs, derivados de mondcitos
humanos, uma vez que o bloqueio de PD-1 estimulou um aumento de TNF-a e
IFN-y bem como aumentou a proliferagao de linfécitos T, com a aumento de

granzima e perforina (FILIPPIS et al., 2017). A evaséo a resposta imune pelo
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aumento de PD-L1 com inducdo de anergia dos linfocitos T ocorre pela
competicdo com as moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, impedindo sua
ativacdo pelas DCs. Assim o bloqueio dessas vias inibitérias € bastante
interessante para a terapia de neoplasias e também futuros estudos com
pacientes ndo responsivos aos tratamentos para a leishmaniose (DEVITO et al.,
2019; GARCIA DE MOURA et al., 2021)

Decidimos entéo avaliar se o bloqueio de PD-1 interferia na secrecao de
citocinas intracelulares, ativagdo e proliferacéo in vitro de linfécitos T autdlogos,
via de suma importancia para resposta imune adaptativa.

A citotoxicidade mediada por liberacéo de citocinas, perforinas e granzimas
€ um importante mecanismo de eliminacdo de patdgenos e células tumorais,
entretanto o processo de inflamacdo aumentado acarreta a forma grave da
doenca mucocutanea com a presenca de mudltiplas lesdes ulceradas. E
interessante ressaltar que a carga parasitaria nestas lesdes é baixa, mostrando
gue os mecanismos de resposta inflamatéria sdo determinantes nestas lesées,
sendo assim, o controle desta citotoxicidade pode ser alvo terapéutico
importante para o balanco da resposta imune e eliminagcdo do parasito
(MORGADO et al., 2018). Estudos recentes mostram que a ativacdo do
inflamassoma e a liberacdo de IL-18 sdo de fato impulsionadas pela
citotoxicidade das células T CD8+, em espécies murinas, a patologia induzida
por células T CD8+ dependia do inflamassoma NLRP3 e da sinalizacéo de IL-
18, mostrando que o inflamassoma NLRP3 é importante para os altos niveis de
IL-18 presentes nas lesdes de leishmaniose, ao inibir esta via o estudo mostrou
possibilidades de tratamentos para controle da citotoxicidade (CARDOSO et al.,
2021; NOVAIS et al., 2017).

Sendo assim, as células T CD4 * T CD8 *tem funcdo fundamental na
resposta Thl, produzindo IFN-y, TNF-a e outras citocinas Th1 que sao eficazes
para controlar o crescimento do parasita (DE FREITAS E SILVA; VON STEBUT,
2021; GANNAVARAM et al.,, 2016). Nossos resultados mostraram que o
bloqueio de PD-1 nestes experimentos nao interferiu nas expressdes de CD107
(Figuras 18 e 19), granzima B nos linfécitos CD4+107+ e CD8+107+ que
corrobora estes resultados, por outro lado o bloqueio da via PD-1 mostrou regular
negativamente (Figura 22 e 23) a secregao de IFN modulando a resposta nas

duas populacdes celulares.
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O aumento da populacdo CD4+Granzima+ (Figura 20) esta de acordo com
a literatura, enquanto em T CD8+ ndo houve alteracdo (Figura 21). Os linfocitos
T CD4+ sédo as principais células produtoras de IFN-y e TNF-a que ativam
macréfagos para controle da replicacdo parasitaria no inicio da infeccéo,
atividades citotdxicas sao relatas em subconjuntos de T CD4+ em pacientes
infectados por L. major e também em individuos assintomaticos para LC (EGUI
et al., 2018; NAOUAR et al., 2014).

Por fim, nos perguntamos se o bloqueio in vitro de PD-1 interferia na
expansao clonal dos linfocitos. Sabemos que este aumento no numero de células
efetoras € de suma importancia para o sucesso do controle da infec¢cdo. Nossos
dados mostram que o bloqueio aumenta a proliferacdo das duas populacfes de
linfécitos, enquanto em células ndo bloqueadas nao ocorre a proliferacdo in vitro
(Figura 24 e 25).

Estudos com L. donovani em murinos mostram que o bloqueio in vivo da
via PD1/PDL-1 com anticorpos anti-PDL-1 restaurou funcdes efetoras tanto em
CD4 * quanto em CD8 *, diminuindo a carga parasitaria (HABIB et al., 2021). As
funcdes de PD-1 um receptor de morte programada sédo amplamente estudados
em modelos de células tumorais (DEVITO et al., 2019; SANCHEZ-PAULETE et
al., 2016; SHARPE; PAUKEN, 2018), mas requer mais estudos sobre sua
relevancia na leishmaniose imuno resistente. Um estudo interessante mostrou
que L. amazonensis induziu expressao de PD-1 em células T CD4+ e CD8+ e
PD-L1 de DCs murinas e o blogueio por anticorpos monoclonais anti-PD-1 e anti-
PD-L1 melhorou as respostas imunes, mostrando esta via como uma candidata
promissora a imunoterapias (DA FONSECA-MARTINS et al., 2019).



58

10. Conclusao

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que
L. braziliensis L. infantum e tem capacidade de infectar células dendriticas
derivadas de mondcito in vitro, sem interferir no seu perfil de diferenciagéo,
contudo na infeccdo as Leishmanias induzem o aumento da expressao de
moléculas CD83 e CCR7, envolvidas no processo de maturacdo e migracao em
DCs, bem como causam uma diminuicdo na expressao da molécula DC-SIGN.

Conclui-se ainda que a infeccao por estas espécies induzem aumento de
PD-L1 em DCs podendo ser uma importante via de evasao da resposta imune.
Além disso o bloqueio de PD-1 em LT regulou negativamente a expressao de
IFN-g bem como interferiu significativamente no aumento da proliferacéo in vitro
destas células o que pode ser um promissor alvo terapéutico, especialmente nas

formas anérgicas de Leishmaniose
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Abstract

Leishmania braziliensis causes a proinflammatory disease, with localized lesions and a possible
mucosal commitment. On the other hand, Leishmania infantum is involved in the visceral form,
with a specific cellular response anergy. Previous data from our group showed that DC-SIGN
expression in moDCs (monocytes derived Dendritic Cells) was decreased after L. braziliensis and
L. infantum infection, probably compromising DC function and T cell activation, as a parasite
scape mechanism. Besides that, parasites can induce inhibitory molecules that also could be
involved in T cell anergy. METHODS This research focused the PD1-PDL1 pathway in human
moDCs infected with L. braziliensis or L. infantum, studying cell surface molecules expression as
well as antibodies to block PD1-PDL1 pathway. This study was approved by the faculty ethics
commission (CEP/FM/UnB - CAAE 33062720.6.0000.5558). RESULTS Infection rate measured
with optical microscopy was 76% (+8.83) for L. infantum, while for L. braziliensis it was 50%
(£10.97). When determined by flow cytometry, infection rate was 69.05% (+£4.56) for L. infantum
and 35.25% (+5.56) for L. braziliensis. Was observed a down modulation of DC-SIGN on DCs
bystanders (non-infected cells from the same well where Leishmania was added) for L. infantum
(64,95% +9,36) and L. braziliensis (72,4% +1,71), compared to control DCs (84,70% +5,07). We
also observed an increase on PDL1 in DCs infected with L. braziliensis (99,55% +19,06) or
bystanders (86,85% +22,24) as well as for DC infected with L. infantum (99,6% +0,41) or
bystander DCs (86,40% +7,96). By blocking cell co-culture with anti-PDL1, IFN-g production from
CD4 cells, raised from 1,94 (+0,91) in L. braziliensis infected DCs to 8,16% (+4,33) when anti-
PD-1 was used. The same effect was observed for L. infantum with an increase from 1,79 %
(x1,18) to 5,38 (+3,69) when PD1-PDL1 pathway was blocked. For CD8 T cells IFN-g raised from
7,38 (£2,34) in L. braziliensis infection to 21,40 (+7,47) by blocking PD1-PDL1. The same effect
was also observed for L. infantum infection, with 5,97 (+1,66) CD8+IFN+ cells and upregulating
to 14 (£4,53) by blocking PD1-PDL1. CONCLUSIONS L. braziliensis and L. infantum infection,
increased the expression of PD1 on moDCs, probably impairing T cell IFN-g production that could
control parasites spread.

Keywords: Leishmania, dendritic cells, PD1-PDL-1
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1. Introducéo

As leishmanioses formam um grupo de doencas zoonéticas, ocasionadas por
mais de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania e a transmissdo aos seres
humanos se da pela picada da fémea do flebotomineo infectada. (LEISHMAN; ROSS,
1903; LYSENKO, 1971; SOOSARAEI et al., 2018). As principais formas da doenca séo
a leishmaniose visceral (LV), leishmaniose tegumentar (LT) que se subdivide em
leishmaniose cutadnea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC) e a forma cutanea
difusa (LCD), uma forma rara. A forma cuténea é a mais incidente e branda, ao passo
que a forma visceral é mais grave e com alta letalidade, quando nao tratada (KAYE;
SCOTT, 2011; VOLF; VOLFOVA, 2011).

A OMS estima que anualmente occoram 30.000 novos casos de LV e mais de 1
milhdo de novos casos de LC ocorram anualmente, embora apenas uma pequena
fracdo dos infectados podem vir a desenvolver a doenga (WHO, 2023). O Brasil continua
entre os paises com maior registro de casos, juntamente com a zona andina na
Colébmbia que registraram um total de 896.790 casos, com destaque para reducao
nestes ultimos 5 anos entre 2017 e 2021. Houne nos ultimos 5 anos (2017-2021), a
reducdo dos casos globais de LC e LM de 24% deve-se principalmente a diminuicdo de
14,3%, 20,5%, 71,2% e 21,6% observados respectivamente no Brasil, Colémbia,
Nicaragua e Peru (ORGANIZACI; REGIONAL; MIEMBROS, 2022). O Brasil, continua
compondo um grupo de paises, que concentram 90% dos casos da doencga globalmente
(REGIONAL; MEMBROS, 2022).

L. infantum esta associada a LV humana nas Américas, aumentando sua
gravidade em individuos imunocomprometidos e criangcas (BACELLAR; CARVALHO,
2005). Um comprometimento da resposta imune celular diminui a ativagcdo de
macroéfagos, por meio de aumento de producéo de IL-10 e de células T regulatérias, o
gue acarreta na disseminagdo do parasito para medula 6ssea e figado. A LV possui
como caracteristica uma significativa diminuicdo da resposta imune celular ao antigeno
de leishmania. Nos individuos infectados, o teste de hipersensibilidade tardia (DTH) para
0 antigeno (teste de Montenegro) é negativo e as células mononucleares do sangue
periférico ndo produzem IL-2, IFN-g e IL-12 quando s&o estimuladas in vitro, com o
antigeno de leishmania (CHAPPUIS et al., 2007).

Uma resposta imune protetora depende de linfécitos T auxiliares do tipo | (Th1)
caracterizada pela producdo de IFN-y e, consequente ativacdo dos macréfagos

infectados para eliminagao do parasito (MEIRA; GEDAMU, 2019). Por outro lado, ndo



72

havendo regulagdo adequada, esta resposta pode auxiliar na patogénese da doenga,
causando lesao tecidual, fato que evidencia a caracteristica peculiar de polaridade da
doencga. (KAYE; SCOTT, 2011; MORGADO et al., 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016).

As células apresentadoras de antigenos (APCs), com destaque para as células
dendriticas (DCs), desempenham papel crucial na ativacao da resposta imune inata e
adaptativa. Originarias da medula éssea, as DCs se diferenciam em linhagens mieloides
e linfoides. As DCs convencionais, desempenham papel na resposta a infecgdes,
enquanto as plasmocitéides, produzem citocinas antivirais em resposta a infecgdes
virais. As DCs derivadas de mondcitos (moDCs) podem ser obtidas pelo uso de citocinas
recombinantes em protocolos in vitro. (BOYETTE et al., 2017; FONTENEAU et al., 2003;
STEINMAN, Ralph M., 2007).

As DCs imaturas estdo em constante movimento pelos tecidos periféricos e
quando entram em contato com um microrganismo e reconhecem os padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) sdo ativadas, em seguida diminuem a
sua capacidade de fagocitose aumentando a expressao de MHC de classe | e Il, assim
como as moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80, CD83 e CD86
(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; HARRISON et al., 2012). Em seguida, diferentes
quimiocinas e citocinas também sao produzidas, recrutando células e apresentando um
papel essencial na ativacao de células T. (AERTS-TOEGAERT et al., 2007; KUHN;
YANG; RONCHESE, 2015; SAID; WEINDL, 2015).

E possivel que o parasito regule a biologia de DCs ou moDCs para que possa
escapar do sistema imune e se estabelecer mais facilmente no organismo do
hospedeiro. Nesse sentido, dados da literatura demonstram que DCs humanas
derivadas de mondcitos tiveram sua diferenciagdo impedida por L. amazonensis,
contribuindo para o sucesso da infecgao (FAVALI et al., 2007). Além disso, DCs
humanas de doadores saudaveis infectadas com L. braziliensis ou L. infantum,
mostraram um aumento da expressao de CD86 e a diminuicdo da expressado de CD209
(FALCAO et al., 2016). A molécula CD209 (DC-SIGN), nas DCs, por sua vez, esta
envolvida no reconhecimento das formas promastigotas e amastigotas axénicas das
espécies L. infantum e L. pifanoi (CAPARROS et al., 2005).

Além disso, dados anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que
Leishmania regula positivamente a expressao da proteina 1 de morte celular (PD-1,
programmed death protein-1) e do ligante a PD-1 (PD-L1 ou CD274), uma molécula
inibitéria capaz de levar linfocitos a exaustdo ou anergia (BARROSO et al., 2018; DA
FONSECA-MARTINS et al., 2019). Assim, a interacao do PD-1 com seus ligantes, em
particular o PD-L1, pode permitir que a Leishmania escape da eliminagao pelo sistema

imunoldgico do hospedeiro e inicie a infecgédo cronica. Alguns autores relatam infecgdes
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persistentes por Leishmania, que causam uma resposta disfuncional das células T CD8,
o que tem implicacdo na sobrevivéncia e replicacao do patégeno

Estes dados sugerem que diferentes espécies de Leishmania induziriam um
aumento da expressao de moléculas inibidoras nas DCs infectadas, impedindo a
ativacao de linfécitos. Assim, este trabalho visa esclarecer se ha modulagido da
expressao da molécula inibitéria PD-L1 em DCs infectadas por diferentes espécies de

Leishmania e se essa modulagao interfere na ativagédo dos linfécitos T CD4+ e T CD8+

2. Resultados e discussao

2.1 Resultados

12.1. Caracterizacdo morfologica e taxa de infecdo das células

dendriticas diferenciadas a partir de monécitos

Apos os 7 dias de cultura, foi feita a avaliagdo da diferenciacdo dos mondcitos
MOs em DCS, células foram ajustadas por tamanho e granulosidade e avaliadas as
expressdes de CDla e CD1llc. Dessas, 99,3% marcaram duplo positivas, sendo
CDla+CD11c+, ou seja, sdo DCs (Figura 1).
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Figura 1. Analise representativa da diferenciagao de DCs a partir de mondécitos. Expressao
de CDla* e CD11c*, em células dendriticas (CDla*CD11c*) obtidas a partir de mondécitos
humanos. n=5
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As DCs foram entdo quantificadas e distribuidas em placas de 24 pogos para
realizacao da infeccdo com propor¢ao 10:1 leishmania:DCs. Apos 24h foi avaliado em

microscopia 6ptica (Figura 2).

Figura 2. Imagem representativa de DCs infectdas. As DCs foram fixadas nas laminas por
citocentrifugagdo apos 24h de infeccdo por Leishmania infantum. DCs néo infectadas sinalizadas

pela seta verde e as infectadas pelas setas vermelhas. Aumento de 100x com coloragédo HE. n=3

A taxa de infecgao (Figura 3) por Leishmania infantum foi de (76% +/-8,83), sendo
maior que a encontrada para Leishmania braziliensis (50,00% +/-10,97). Este
comportamento repete-se na quantificagdo de amastigotas (Figura 3). A carga
parasitaria para Leishmania infantum foi de (403,00% +/-164,60) por 100 células,
enguanto que para Leishmania braziliensis o valor estava reduzido (140,00%+/-213,80).
Assim, observou-se que as duas espécies tiveram capacidade de infec¢éo, porém com
uma maior carga parasitaria para L.infantum em comparacado a L. braziliensis (Figura
4).
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Figura 3. Taxa de infeccao em células dendriticas infectadas por L. braziliensis ou

L. infantum. DCs derivadas de MO foram infectadas por L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li)
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previamente marcadas com CFSE. Apds 24 horas de infec¢do, as laminas foram coradas com

H&E e contadas por dois observadores para determinar a porcentagem de DCs infectadas. n= 3
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Figura 4. Nomero de amastigotas em células dendriticas infectadas por L. braziliensis ou
L. infantum. NUmero de amastigotas contadas por dois avaliadores por microscopia 6ptica, em
aumento de 100x, por 100 DCs.

Concomitantemente, foi determinada a taxa de infeccdo por citometria de fluxo,
utilizando as Leishmanias previamente coradas com CFSE, e medidas as taxas de
infeccao por porcentagem de DCs positivas para o marcador. Esta metodologia mostrou
uma diferenca significativa entre taxas de infec¢@o das espécies Leishmania infantum
(69,05 +/-4,56) e Leishmania braziliensis (38,25% +/-5,56 ) (Figura 5).

K%

1001

Li

Figura 5. Taxa de infec¢c@o em células dendriticas por citometria de fluxo de L. braziliensis
ou L. infantum. DCs foram infectadas com leishmanias previamente marcadas com CFSE. ApG4s

24 de infeccdo foi avaliada a porcentagem de DCs positivas para CFSE. (**p<0,01) n=3

12.2. Caracterizacdo de DCs infectadas e bystanders
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As leishmanias foram previamente marcadas com CFSE para a realizagéo

dos experimentos de co-cultura com DCs. As DCs foram classificadas entre CFSE+

(infectadas) e CFSE- (nao infectadas ou “bystander”).

Na figura representativa (Figura 6) as DCs (70.8%) em co-cultura com a

leishmania mostraram que 53.7% foram infectadas e 43.8% nao. Entao foi analisada

a expressdo da molécula CD86 das DCs bystander (98,4%), e DCs infectadas

(99,9%).
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Figura 6: Estratégia de andlise para caracterizacdo fenotipica de DCs bystanders e
infectadas. DCs infectadas por L. braziliensis ou L. infantum previamente marcadas com
CFSE, foram selecionadas por tamanho e granulosidade, separadas por expressao de
CFSE para DCs infectadas e CD86+ para DCs bystander. Dados representativos de um

individuo/voluntario.

12.3. Caracterizacdo de CDla+CD11c+ e HLA-DR de DCs bystanders
apos infeccdo por Leishmania.

Partindo da estratégia de sele¢do do tamanho e granulosidade, as células agora
foram separadas em infectadas (com marcacdo de CFSE) e bystanders ou nao
infectadas (ndo marcadas com CFSE), a fim de comparar os achados entre as células
que foram infectadas pela leishmania e as que permaneceram nao infectadas, mesmo

com a presenga do parasito na cultura. As medianas de CDla+ mantiveram-se
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proximas para todas as condigdes experimentais, CP 79,6 (+/-6,82), L. braziliensis
bystanders 81,00 (+/-21,65), L. braziliensis infectada 77,00 (+/-16,26), L. infantum
bystanders 78,95 (+/- 8,56), L. infantum infectada 74,70 (+/-14,51) (Figura 7 A). A
expressao de CD1llc+ (Figura 12B) também ndo mostrou diferencas entre DCs
infectadas com Lb 99,85 (+/- 0,04) e com L. infantum 99,30 (+/- 0,26), nem nas DCs em
contato, L. braziliensis bystanders 98,10 (+/- 3,23) e L. infantum bystanders 97,80 (+/-
1,22), bem como nas DCs controles 98,75 (+/- 0,18). A alta expressédo de HLA-DR,
caracteristico de DCs também foi observada, ndo havendo modulacdo da mesma.
(Figura 7C), pois verifica-se uma mediana de 99,15 (+/- 0,52) para CN, 98,80 (+/- 0,60)
nas L. braziliensis bystanders 98,80 (+/- 0,60), L. braziliensis infectadas 98,85 (+/- 0,16),
L. infantum bystanders 97,15 (+/- 0,49) e L. infantum infectadas 99,80 (+/- 0,17). Com
isto, podemos concluir que a expressao das moléculas de superficie relacionadas a
apresentagdo de antigenos permanece inalterada tanto nas células infectadas quanto

nas nao infectadas.
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Figura 7. Expressdo de CDla, CD11c e HLA_DR em DCs bystanders e infectadas por L.
braziliensis ou L. infantum. (A) porcentagem da expressdo de CDla+ em células infectadas e
ndo infectadas. (B) porcentagem da expressdo de CD1lc+ em células infectadas e néo
infectadas. (C) porcentagem da expressédo de HLA-DR+ em células infectadas e néo infectadas,
comparando os grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interagdo com L. braziliensis
(Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interagéo

com L. infantum (Li bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4

12.4. Expressdo de moléculas relacionadas a fagocitose, maturacéo e

migracdo em DCs bystanders pés infeccéo por Leishmania.
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Observamos uma diminuigcdo na expressao de CD209 (DC-SIGN), um receptor de
superficie provavelmente relacionado ao processo de fagocitose. Ao medirmos a
molécula CD209 em DCs, notamos uma menor expressado tanto em L. braziliensis
bystanders (72,4 +/-1,71) quanto em L. infantum bystanders (64,95 +/-9,36) (Figura 8 A)
ao compararmos com as células infectadas, sendo 84,85 (+/-4,31) em L. braziliensis
infectada e 86,20 (+/-3,77) em L. infantum infectada, ficando o CN com 84,70 (+/-5,07).

Quanto ao processo de maturacéo das DCs, verificamos uma alta expresséo de
CD83 com medianas de 76,95 (+/-12,26) em células infectadas por L. braziliensis e
85,20 (+/-17,3) em células infectadas por L. infantum. A expressdo de CD83 foi baixa
no CN, sendo 12,90 (+/-5,48) e também nas células bystanders, com uma expressao de
21,35 (+/-6,15) na condi¢ao L. braziliensis bystanders e 31,70 (+/-8,31) em L. infantum
bystanders (Figura 8 B).
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Figura 8. Expresséo de CD209 e CD83+ em DCs bystanders e infectadas com L. braziliensis

ou L. infantum. (A) porcentagem da expressdo de CD209 em células infectadas e nao
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infectadas. (B) porcentagem da expressdo de CD83* em células infectadas e ndo infectadas
comparando os grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interagdo com L. braziliensis
(Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interacdo
com L. infantum (Li bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). (*p<0,05)
.n=4

Para a molécula CCR7 verificamos que a infeccdo estimulou um aumento na
expressao (Figura 9A). A expresséo no controle negativo foi de 0,67 (+/-0,26) enquanto
nas células infectadas por L. braziliensis foi de 68,85 +/-7,79 e infectadas por L. infantum
65,25 +/-12,46. Os valores permaneceram semelhantes ao controle negativo em células
L. braziliensis bystanders 0,98 (+/-0,37) e L. infantum bystanders 0,97 (+/-2,00). Assim,
podemos concluir que a infeccdo é necesséria para induzir a maturacao e a potencial
migragdo das DCs nas nossas condi¢des experimentais.

Por sua vez, a expressao de de CD62L foi de 51,85 (+/-17,22) no CN, 27,50 (+/-
14,85) sendo mais baixa em L. braziliensis bystanders, 11,96 (+/-17,86) em L. infantum
bystanders. A infecgdo com Lb aumentou a expressdo de CD62L para 47,65 (+/-17,10)
e com L. infantum permaneceu semelhante ao CN com valores de 31,60 (+/-18,35)
(Figura 9 B).
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Figura 9. Expressdo de CCR7+ e CD62L em DCs bystanders e infectadas com L.
braziliensis ou L. infantum. (A) porcentagem da expressdo de CCR7* em células infectadas e
ndo infectadas e (B) porcentagem da expressdo de CD62L em células infectadas e nao
infectadas comparando os grupos contole negativo (CN), DCs bystander na interacdo com L.
braziliensis (Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na

interacdo com L. infantum (Li bystander) e DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4

12.5. Perfil de moléculas co-estimulatorias, em DCs bystanders pos

infeccdo por Leishmania.

Ao avaliarmos a expressao de CD40, um ligante de ativacdo de células T, a
expressao mostrou-se constante entre as condi¢fes estudadas. Sua expressao no
controle negativo foi de 99,15 (+/-0,26), em L. braziliensis bystanders 98,55 (+/-
0,40), em L. infantum bystanders 96,65 (+/-24,18), em células infectadas por Lb
99,85 (+/-0,52) e células infectadas por L. infantum 98,20 (+/-24,52) (Figura 10 A).
Por outro lado, ao avaliarmos a expressdo de CD80, verificamos que a infecgéo
parecia aumentar a expressdo do mesmo. As células controle negativo
apresentaram uma expressao de 16,60 (+/-6,57), bastante semelhante as células L.
braziliensis bystanders 20,10 (+/-9,81) e L. infantum bystanders 24,35 (+/-10,37).
Porém, ha um aumento em células infectadas por Lb 83,50 (+/-16,46) e células
infectadas por L. infantum 81,55 (+/-19,59(Figura 10 B).

Por sua vez, a expressao de CD86 permaneceu inalterada nas diferentes
condi¢cbes experimentais. A expressao no controle negativo foi de 94,40 (+/-5,46),
em células L. braziliensis bystanders 79,95 (+/-10,56), células infectadas por Lb
97,40 (+/-3,47), em células L. infantum bystanders 75,40 (+/-11,15) e células
infectadas por L. infantum 97,40 (+/-3,59) (Figura 10 C).
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Figura 10. Expressdo de CD40+, CD80+ e CD86 em DCs bysdanters e infectadas por L.
braziliensis ou L. infantum. (A) porcentagem da expressao de CD40* em células infectadas e
ndo infectadas. (B) porcentagem da expressdo de CD80* em células infectadas e néo infectadas.
(C) porcentagem da expressdo de CD86* em células infectadas e nao infectadas. Comparando
0s grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interacdo com L. braziliensis (Lb bystander),
DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interacdo com L. infantum (Li

bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4

12.6. Aumento no perfil de expressado de molécula inibitéria de Linfocitos

T, em DCs bystanders e infectados apos interacdo com Leishmania.

Uma das vias de inibicdo da resposta imune mediada por linfécitos T envolve a
molécula PD-L1. Esta ao ligar-se em seu receptor PD-1 em linfécitos T, tem como

consequéncia a indugdo de anergia. Assim, decidimos avaliar a regulagédo desta via na
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infeccdo com leishmania, quantificando a expresséo de PD-L1 em DCs. . Os resultados
mostraram que tanto a células infectadas quanto aquelas bystander aumentavam a
expressao de PD-L1 (Figura 11). O controle negativo mostrou expressao de 36,79 (+/-
22,36), enquanto que nas células infectadas por L. braziliensis o valor subiu para 99,55
(+/-19,06). As células infectadas por L. infantum também apresentaram um aumento na
expressao de PD-L1 99,6 (+/-0,41). As células bystander também apresentaram um
aumento na expressao de PD-L1, sendo 86,85 (+/-22,24) nas células L. braziliensis
bystander e 86,40 (+/-7,96) em L. infantum bystander. Com isto, mostramos que a
infeccdo por Leishmania causou um aumento da expresséao de PD-L1. O que nos levou
a nossa a pergunta deste estudo, se leishmania induz anergia de linfocitos T, pelo

aumento da expressao de PD-L1 em DCs.
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Figura 11. Expressédo de PD-L1 em DCs bystanders e infectadas por L. braziliensis ou L.
infantum. Porcentagem da expressdo PD-L1 em células infectadas e néo infectadas.
Comparando os grupos controle negativo (CN), DCs bystander na interacdo com L. braziliensis
(Lb bystander), DCs infectadas por L. braziliensis (Lb infectada), DCs bystander na interagédo
com L. infantum (Li bystander) e por fim DCs infectadas com L. infantum (Li infectada). n=4

12.7. Avaliacao de citocinas intracelulares em linfécitos T pds bloqueio
de PD-1 em co-cultura com DCs infectadas com Leishmania

Apos 24h de infecgdo, as DCs foram co-cultivadas com linfcitos autélogos, por 72
horas para avaliar a producéo de citocinas, bem como, avaliar se o bloqueio da via PD-
1 em linfocitos teria 0s mesmos efeitos. Com a estratégia de analise apresentada na
figura 12, representativa de um doador com o grupo controle negativo, selecionamos os
linfécitos por tamanho e granulosidade, isolados num gate e avaliados quanto a

expressao de CD4+ e CD8+. Em seguida, verificou- se a presenca de células positivas
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para granzima B e interferon gama. Esta andlise foi feita para todos os doadores e
demais condi¢cBes sendo (CN) controle negativo com linfécitos somente em meio de
cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-
1) linfocitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L.
braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs infectadas com L. infantum, (Li+anti-PD-
1) linfocitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L. infantum

e (ConA) controle positivo de ativacdo de linfocitos.
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Figura 12: Estratégia de nalise para avaliagdo de citocinas intracelulares e moléculas

de degranulacdo em linfécitos T em co-cultura com DCs infectadas. DCs infectadas por

L. braziliensis ou L. infantum foram co-cultivadas com linfécitos autdlogos e avaliados quanto

a expressdo de CD4+ e CD8+, seguido por granzima B, CD107 e interferon gama. Dados

representativos de individuo/voluntario.

Inicialmente, a interacédo das DCs infectadas com os linfécitos, tendo a via PD1-

PDL1 bloqueada ou ndo, demonstrou manter o niumero de células CD4+CD107+ (Figura
13), sendo CN 98,10 (+/-25,84), L. braziliensis 97,90 (+/-1,68), L. braziliensis +anti-PD-
1 86,30 (+/-6,48), L. infantum 98,00 (+/-2,37), L. infantum +anti-PD-1 89,70 (+/-3,59) e
ConA 96,00 (+/-3,13). O mesmo comportamento foi observado em
CD8+CD107+ (Figura 14) sendo o CN 99,30 (+/-1,78), L. braziliensis 99,40 (+/-0,13), L.
braziliensis +anti-PD-1 96,90 (+/-1,21), L. infantum 98,80 (+/-0,53), L. infantum +anti-
PD-1 94,80 (+/-1,81) e ConA 96,80 (+/-0,26).

linfocitos



87

1007 eo— = g A Yy ¢

| |
v _‘Q
< 80-
S A
-
IS 60~
—
la
O 40
+
i
a)
O 204 e®
0 1 1 1 1 1 1
> o N <O N \e
O 1 1 Q
VoL L
& &
X'Zr X0
N W

Figura 13. Anédlise de linfocitos TCD4+CD107+ apds bloqueio de PD-1. Avaliagao poés co-
cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢cdes (CN) controle
negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfé6citos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato
com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfocitos em contato com DCs infectadas com L.
infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativacéo de linfécitos.
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Figura 14. Anédlise de linfocitos TCD8+CD107+ apds bloqueio de PD-1. Avaliagao poés co-
cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢cdes (CN) controle
negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato

com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfocitos em contato com DCs infectadas com L.
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infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativa¢éo de linfocitos.

Por sua vez, verificou-se haver um aumento da populagdo CD4+Granzima+ em
linfécitos T porém sem reversao dos valores quando a via PD1-PDL1 estava bloqueada.
Os valores para CN foram 48,65 (+/-17,32), nas células infectadas por L. braziliensis
85,30 (+/-12,14), L. braziliensis +anti-PD-1 84,90 (+/-15,32), células infectadas por L.
infantum 87,60 (+/-16,89), L. infantum +anti-PD-1 87,10 (+/-17,67) e ConA 80,85 (+/-
17,76) (Figura 15). Ao avaliarmos a populacao de células CD8+ granzima+, observamos
nao haver grandes alteracbes. O controle negativo apresentou uma expressao de 88,40
(+/-12,33), as células infectadas por L. braziliensis 92,55 (+/-4,18), L. braziliensis +anti-
PD-1 88,30 (+/-6,30), as céulas infectadas por L. infantum 94,60 (+/-14,88), L. infantum
+anti-PD-1 92,20 (+/-12,94) e ConA 91,30 (+/-13,92). (Figura 16)
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Figura 15. Andlise de granzima B em linfécitos TCD4+Granzima+ apds bloqueio de PD-1.
Avaliacdo pés co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢Bes
(CN) controle negativo com linfocitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com
DCs infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em
contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs infectadas
com L. infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos blogueados com anti-PD-1 em contato com DCs

infectadas com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativacéo de linfocitos.
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Figura 16. Andlise de granzima B em linfocitos TCD8+Granzima+ apds bloqueio de PD-1.
Avaliacao de linfocitos T apds co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum
nas condi¢des (CN) controle negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfocitos
em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com
anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. infantum, (Li+anti-PD-1) linfocitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com

DCs infectadas com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativacao de linfdcitos.

Ao quantificarmos as células T CD4 produtoras de interferon gama, observamos
haver valores baixos tanto na condicdo controle negativo CN 2,65 (+/-2,58) e nas
condi¢gbes infectadas por L. braziliensis 1,94 (+/-0,91) e L. infantum 1,79 (+/-1,18).
Contudo, o bloqueio da via PD-1 PD-L1 mostrou uma recuperagdo na producgéo de IFN-
g em células T CD4, sendo L. braziliensis +anti-PD-1 8,16 (+/-4,33) e L. infantum +anti-
PD-1 5,38 (+/-3,69). Os valores do controle positivo ficaram em 27,65 (+/-10,25) ,em

relacdo ao bloqueado (Figura 22)
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Figura 17. Anadlises de IFNy em linfécitos TCD4+INF+ apés bloqueio de PD-1. Avaliagdo pos
co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condi¢es (CN) controle
negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato
com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs infectadas com L.
infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativag&o de linfécitos.

Observamos uma baixar expressdo em células controle negativo CN 10,46 (+/-
7,83) bem como nas células infectadas por Leishmania L. braziliensis 7,38 (+/-2,34) e
L. infantum 5,97 (+/-1,66). Ao bloquearmos a via, observamos haver uma recuperacao
na producdo de IFN-gama em CD8 para ambas as Leishmanias testadas, sendo L.
braziliensis +anti-PD-1 21,40 (+/-7,47) e L. infantum +anti-PD-1 14,00 (+/-4,53). O

controle positivo apresentou valores de 46,35 (+/-13,28). (Figura 18)
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Figura 18. Anpalises de IFN-y em linfécitos TCD8+IFN+ ap6s bloqueio de PD-1. Avaliacdo
pbs co-cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum nas condigbes (CN)
controle negativo com linfécitos somente em meio de cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs
infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato
com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li) linfécitos em contato com DCs infectadas com L.
infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas

com L. infantum e (ConA) controle positivo de ativagéo de linfécitos.

12.8. Proliferacao de linfocitos T p6s bloqueio de PD-1 em co-cultura com

DCs infectas com leishmania

Ap6s a ativacdo de linfocitos T, acontece a expansao clonal, para uma resposta
mais eficiente, com isso avaliamos o impacto do bloqueio de PD-1 na proliferacdo de
linfcitos CD4+ e CD8+ em contato in vitro, com DCs infectadas com leishmanias,
utilizando linfécitos marcados com CFSE, vale ressaltar que na proliferacdo pelo
processo de mitose, cada célula “nova” tem metade do corante da célula mae, em
resumo, quanto maior a oscilacdo da expressdo da expressdo de CFSE maior a
proliferagdo de linfécitos T. Nossos resultados mostram que o bloqueio de PD-1

recupera a proliferacéo de linfocitos (Figura 19).



92

200k 7] Lymphocytes
793

o 1 2 3 5
0 5K 100K 150K 200K 250K (L) 10 10 10 10
FECA CFSE

200k AT S ik
Lymphocytes. .7 %

Lymphocites’;
179

Lb+antiPD-1 ]

1 2
150K 200K 250K w0’ 10 10 10 10 10

0 sk 100K 18
FSC-A CFSE

200k Lymphocytes:::
orr

Count

[

o 1 2 a a 5 o 1 2 3 a 5
0 SK 100K 150K 200K 250K w0’ 10 10 10 10 10 0 8K 100K 150K 200K 260K 1”10 10 10 10 10

FECA CFSE FSC-A CFSE

Figura 19. Andlise da proliferacéo de linfécitos TCD4+ e TCD8+ p6s bloqueio de PD-1 e co-
cultura com DCs infectadas com L. braziliensis ou L. infantum. Os linfocitos foram
selecionadas por granulosidade (SSC-A) e tamanho (FSC-A), e avaliados em histograma quanto
a expressao de CFSE nas condic¢des (CN) controle negativo com linfécitos somente em meio de
cultura, (Lb) linfécitos em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Lb+anti-PD-1)
linfécitos bloqueados com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L. braziliensis, (Li)
linfécitos em contato com DCs infectadas com L. infantum, (Li+anti-PD-1) linfécitos bloqueados
com anti-PD-1 em contato com DCs infectadas com L. infantum. Dados representativos de um

individuo/voluntario.

13. Discussao

Células apresentadoras de antigenos como as células dendriticas (DCs) sdo
essenciais para ativacdo da resposta inata e direcionamento da resposta imune
adaptativa (BOYETTE et al., 2017; STEINMAN; COHN, 1973). Assim, durante o
processo de infecgdo por Leishmania bem como no estabelecimento da doenca a
interagdo entre parasitos, DCs e linfocitos é de extrema relevancia para uma melhor
compreensdo da patogénese. Além disso, diferentes estudos corroborarem o papel
crucial das DCs na resposta imune a diferentes patégenos bem como na possivel
modulacéo de sua acgéo bioldgica como mecanismo de escape dos mesmos (BALAN;
SAXENA; BHARDWAJ, 2019; TIBERIO et al., 2018). No que se refere a resposta imune
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adaptativa, o linfécito T desempenha um papel fundamental. Nos 6rgéos linfoides
secundarios, esses linfécitos reconhecem os antigenos derivados dos patégenos por
meio da interacdo com as células apresentadoras de antigeno (RANDOLPH; ANGELI;
SWARTZ, 2005). Posteriormente, passam por um processo adicional de diferenciacao,
gerando células efetoras ou células de memoéria. Essas células possuem funcbes
distintas, desde a regulacdo das respostas imunes a antigenos proteicos até a
eliminacdo de patdgenos intracelulares (BUNN et al., 2018).

Inicialmente estudamos a infeccdo de DCs por Leishmania bem como a
expressao de algumas moléculas de superficie relevantes a resposta do hospedeiro.
Dessa forma, ao analisarmos a taxa de infeccdo de Leishmania braziliensis (Lb) e
Leishmania infantum (Li) em células dendriticas (DCs) apds 24 horas de co-cultura,
nota-se que ambas as espécies (Figura 6, 7, 8 e 9) sdo capazes de infectar DCs. Essa
observacao esté alinhada com os resultados de outras pesquisas conduzidas por nosso
grupo, na qual ambas as espécies também demonstraram a capacidade de infectar as
DCs derivadas de mondcitos, além de diversos trabalhos com outras espécies do
parasito (CAMERON et al., 1992; FAVALI et al., 2007; FORMATION et al., 2017; SETH
et al., 2011)

De fato, embora possuam a capacidade de infeccao, tanto L. braziliensis quanto
L. infantum n&o exibiram a capacidade de afetar a diferenciacao das células dendriticas
(DCs), como evidenciado pela expressao constante dos marcadores fenotipicos CDla
e CD83 (Figura 10 e 11), caracteristicos das DCs derivadas de mondcitos. No que se
refere ao CDla vale ressaltar sua funcdo de apresentacdo de antigenos lipidicos
(POMEROQY et al., 2015). Logo apos a caracterizagdo das DCs fomos avaliar se a
infeccdo interferia nos marcadores de diferenciagdo celular. As moléculas CDla e
CD11c+ (Figura 12A e 12B) permanecem com valores aproximados, apés a infegdo em
todas as condicdes, dados similares a trabalho anterior do grupo (FALCAO et al., 2016)

As DCs em sua fase imatura demonstram uma maior capacidade de realizar
fagocitose, enquanto as DCs maduras possuem a capacidade de processar e
apresentar antigenos. Esse processo € desencadeado diretamente pelo
reconhecimento e subsequente internalizacdo de antigenos (BOYETTE et al., 2017).
Isso, por sua vez, estimula a expressao de moléculas de superficie, que aumentam a
ativacao de linfécitos T (BOYETTE et al., 2017; COUTANT; PIN; MIOSSEC, 2021).

Uma outra caracteristica notavel das células dendriticas maduras é a elevada
expressao de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e
moléculas coestimulatérias. Esse aumento na expressao capacita essas células a uma
apresentacdo mais eficaz de antigenos e também a estimulacdo das células T virgens,
uma vez que estas entram nos linfonodos drenantes (SALLUSTO; LANZAVECCHIA,
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1994). No entanto, como uma estratégia de evasdo, alguns microrganismos tém a
habilidade de inibir a apresentacdo de antigenos através das moléculas de MHC, como
uma forma de escapar do sistema imunolégico adaptativo (GOGOI et al., 2018). Foi
relatado que o Trypanossoma cruzi regula de forma especifica a sua infec¢éo por meio
de um mecanismo de pés-transcricdo ainda ndo compreendido completamente, o qual
suprime a expressdo dos elementos da via de MHC classe | em células HelLa
(CAMARGO et al., 2014).

O reconhecimento de antigenos por meio do MHC representa o primeiro sinal
para a ativacdo dos linfécitos. No entanto, um segundo sinal € crucial para essa
ativacdo, o qual envolve as moléculas coestimulatérias. Dentre essas moléculas,
diversos membros da superfamilia B7, como B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86),
desempenham papéis significativos. Estas moléculas podem tanto estimular quanto
inibir a ativacdo das células T, dependendo da interacdo com CD28 ou CTLA-4 nas
células T, respectivamente (GANNAVARAM et al., 2016; GAUTAM et al., 2014). Nossos
resultados mostram alta expressao destas moléculas. No entanto, as células dendriticas
(DCs) derivadas da medula 6ssea de camundongos BALB/c infectados por L.
amazonensis apresentaram uma maior taxa de leséo e infec¢do, acompanhada pela
elevada expressao de IL-4 e IL-10, em comparagdo com os camundongos C3H/HeJ.
Apesar dessas diferencas, em ambos os casos, houve um aumento na expresséo das
moléculas ativadoras MHC-I1l, CD40, CD86 e CD80. Por outro lado, ao examinar as BM-
DCs de camundongos infectados com formas amastigotas e promastigotas de L.
amazonensis opsonizadas com soro de animais imunizados, ndo foi observada
nenhuma alteracdo no perfil das moléculas MHC-I1I, CD86, CD80 e CD40. No entanto,
a estimulagdo com BCG induziu um aumento na expressdo das moléculas
coestimuladoras. (FILIPPIS et al., 2017; PRINA et al., 2004)

Varios genes dos complexos MHC de classe | e classe |l do agrupamento de
genes do HLA foram identificados como fatores de suscetibilidade genética para a
leishmaniose, com variantes que afetam o resultado da doenca tanto positiva quanto
negativamente. Apesar de descrita essa associa¢cdo, pouco se sabe ainda sobre os
mecanismos que sustentam essas associacbes (BLACKWELL; FAKIOLA;
CASTELLUCCI, 2020; SAMARANAYAKE et al., 2016). Em nosso estudo, verificamos
gue a expresséao das moléculas de superficie relacionadas a apresentacéo de antigenos
permanece inalterada tanto nas células infectadas quanto nas nédo infectadas (Figura
12B).
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Outro marcador analisado em nosso estudo foi o gene CD209 (DC-SIGN) um
receptor de superficie de células dendriticas imaturas que estd envolvido na adesao
celular, na iniciacdo da resposta imune primaria e no reconhecimento de patdégenos.
Acredita-se também que ele esteja envolvido na sinalizacdo celular para mediar a
endocitose de patdgenos. Este receptor reconhece uma grande variedade de patégenos
evolutivamente divergentes com grande impacto na saulde publica, incluindo
micobactérias que causam lepra e a tuberculose, os virus Ebola, hepatite C, HIV-1 e
Dengue e o coronavirus da sindrome respiratéria aguda SARS-CoV (ALVAREZ et al.,
2002; AMRAEI et al., 2021; BARREIRO et al., 2006; PREZA et al., 2014)

Estudos feitos por Colmenares et al. (2002) mostraram que a ligagcdo de
amastigotas de Leishmania a células dendriticas humanas imaturas e células
transfectadas com CD209 foi inibida por um anticorpo monoclonal bloqueador de fungéo
especifico desse receptor. Eles observaram que este anticorpo reduziu drasticamente a
internalizacdo de formas amastigotas pelas DCs (COLMENARES et al., 2002). Esta foi
a primeira descricdo de um ligante de patdégeno ndo viral a CD209 e forneceram
evidéncias de um papel relevante desse receptor na ligagdo e internalizagdo de
amastigotas de Leishmania por DCs. Partindo dessas observagfes, levantamos a
hipétese que as DCs que ndo sdo infectadas, naturalmente teriam uma menor
expressao de CD209, portanto, essa molécula poderia ser uma via relevante de
internalizacdo da Leishmania. Nossos resultados mostram que a expressédo de CD209
foi maior em ambas condi¢gBes experimentais, tanto na infec¢éo por L. braziliensis como
por L. infantum (Figura 13A). Por outro lado, Falcéo et al. (2016) observaram que ambas
as Leishmania foram capazes de inibir de forma significativa a expressdo desse
receptor. Este estudo observou que expressao de CD209 foi 80,09% + 6,8 nas células
controle, enquanto a expressado em células infectadas com L. infantum foi 62,17% + 9,88
e infeccdo com L. braziliensis foi 75,36% + 7,3. No entanto, sd8o necessarios mais
estudos, como bloqueio e desafio desta via para confirmagdo e melhor compreender

esse mecanismo de sinalizagéao.

Apos o processo de reconhecimento e internalizacao do patégeno as DCs iniciam
seu processo de maturacdo com expressdo de CD83, condizente com nossos
resultados que mostram aumento desta molécula na infec¢ao e interacdo com as duas
espécies estudadas. Dados da literatura mostram que BM-DCs de camundongos B6 e
moDCs de humanos mostraram ter a expressdo de CD83 aumentada quando tratadas
com lipossoma de SLA de Leishmania conjugado a DOTA/DSPC, induzindo a

maturacao de DCs, porém o mesmo nao foi observado em BM-DCS de BALB/c (RE;
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CJ; ME, 2016). Dados com outros patdgenos intracelulares também corroboram os
resultados observados com relacdo a expressao de CD83 (AERTS-TOEGAERT et al.,
2007; HAILESELASSIE et al., 2016).

A ativacdo de DCs resulta em mudancas altamente orquestradas na expressao
de receptores de quimiocinas e, especificamente, a regulacao positiva do receptor de
quimiocina CCRY7. Foi observado que essa regulacdo aumentada mostrou ser bastante
importante para a migracdo de DCs para o linfonodo, em particular, na infeccdo por L.
donovani e L. major (KLING; DARBY; KORNER, 2014; OHL et al., 2004; ZHAO et al.,
2019). Verificamos que os niveis de expressao de CCR7 em células infectadas por L.
braziliensis ou L. infantum aumentaram de forma bastante significativa comparados com
as células nao infectadas (Figura 14A). Portanto, nossos resultados mostraram ser
condizentes com os descritos na literatura. Assim, podemos concluir que a infecgéo é
necessaria para induzir a maturacdo e a potencial migragdo das DCs nas nossas

condicdes experimentais.

Embora as DCs expressem a glicoproteina de adesdo CD62L em sua superficie,
importante para o seu rolamento nas paredes de vasos sanguineos até chegar no sitio
de infeccéo e linfonodos (IVETIC; GREEN; HART, 2019), nossos resultados mostraram
ndo houve aumento no nivel de expressao em células infectadas com Leishmania.

Durante o processo de infec¢do com micro-organismos e substancias infecciosas
ou inflamatérias, as DC iniciam o processo de maturagcdo que conta com aumento da
expressao de moléculas da classe MHCII e dos cos-estimuladores CD40, CD80 e CD86
assim como também, uma reducéo da capacidade fagocitéaria, aumento significativo da
expressao de diferentes receptores de quimocinas e de citocinas. Nossos estudos
mostraram que a 0s niveis de CD80 aumentaram expressivamente (Figura 15 B). As
DCs derivadas de medula 6ssea da linhagem de camundongos C57BL/6J infectadas
com promastigotas metaciclicas de trés espécies de Leishmania; L. amazonensis, L.
braziliensis ou L. major apresentaram uma reducgéo expressiva de MHCII e CD86, para
as trés espécies de leishmania (PRINA et al., 2004).

Em contraste, em nosso trabalho verificamos que ndo houve qualquer alteracdo
expressiva nos niveis de CD86 em células infectadas com L. braziliensis ou L. infantum
(Figura 15C). No entanto, estudos observaram que a expressdo de CD40 foi
significativamente maior em DC infectadas com L. braziliensis ou L. major, quando
comparadas a células dendriticas ndo infectadas. Por outro lado, ndo houve alteracéo
em células dendriticas infectadas com L. amazonenses (FALCAO et al., 2016). Da

mesma forma pudemos verificar que ndo houve alteracdo da expressdo de CD40 em
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células infectadas por ambas as espécies de Leishmania; L. braziliensis e L. infantum

(Figura 15A) comparadas com as células controles (DCs bystanders).

A modulacdo da resposta imune do hospedeiro pela leishmania como
mecanismo de escape ja é bastante discutida e evidenciada na literatura (DE MORAIS
et al., 2015; FALCAO et al., 2016; STEVERDING, 2017). Seguindo a linha de pesquisa
e alguns trabalhos do grupo, bem como dados da literatura, nos chamou a atencédo a
via de supressao da resposta imune mediada por linfécitos T, induzida pelo aumento da
expressao de moléculas inibidoras PD-L1. Assim, nossos resultados mostram aumento
da expressao de PD-L1 principalmente nas DCs infectadas, mas também nas DCs em

contato com o parasito (Figura 16).

Estudos em modelos murinos com L. amazonensis, também descrevem aumento
na expressdo de PD-1 e PD-L1 em area tecidual, que também aumentou a migragéo de
DCs e linfocitos TCD4+ para os linfonodos drenantes. DCs derivadas da medula 6ssea,
para esta via foram infectadas in vitro com promastigotas e amastigotas e também
tiveram regulacdo positiva desta via (GUEDES; FONSECA-MARTINS, 2022). O
aumento de PD-1 e PD-L1 em diferentes subconjuntos de mondcitos e neutréfilos
também foi observado em sangue periférico no diagnostico de pacientes com LV, bem
como o bloqueio da via aumentou producéo de IFN-Y, mecanismo este ja utilizado como
alvo em terapias contra alguns tipos de tumores (DEVITO et al., 2019; GARCIA DE
MOURA et al., 2021).

A avaliacdo de sangue periférico de um paciente infectado com L. amazonensis,
mostrou um aumento na expressao de PD-L1 em mondcitos apés reestimulacgéo in vitro
com antigeno soltuvel de Leishmania (SLA). Tal evento poderia ter relacdo com a
diminuicao das funcdes de linfocitos T CD4, tais como a diminuicdo da secrecdo de
IFN-y, e em linfécitos T CD8, na inibicdo da producdo de IFN-y e Granzima-B
(BARROSO et al., 2018). O mesmo comportamento foi observado em macréfagos e
DCs, derivados de mondcitos humanos, uma vez que o blogueio de PD-1 estimulou um
aumento de TNF-a e IFN-y bem como aumentou a proliferagéo de linfocitos T, com a
aumento de granzima e perforina (FILIPPIS et al., 2017). A evasao a resposta imune
pelo aumento de PD-L1 com indug&o de anergia dos linfocitos T ocorre pela competi¢cao
com as moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, impedindo sua ativagdo pelas DCs.
Assim o bloqueio dessas vias inibitorias € bastante interessante para a terapia de
neoplasias e também futuros estudos com pacientes ndo responsivos aos tratamentos
para a leishmaniose (DEVITO et al., 2019; GARCIA DE MOURA et al., 2021)
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Decidimos entédo avaliar se o bloqueio de PD-1 interferia na secre¢éo de citocinas
intracelulares, ativacdo e proliferacdo in vitro de linfécitos T autdlogos, via de suma
importancia para resposta imune adaptativa.

A citotoxicidade mediada por liberacdo de citocinas, perforinas e granzimas é um
importante mecanismo de eliminacdo de patégenos e células tumorais, entretanto o
processo de inflamacdo aumentado acarreta a forma grave da doenca mucocutanea
com a presenca de multiplas lesdes ulceradas. E interessante ressaltar que a carga
parasitaria nestas lesdes é baixa, mostrando que 0s mecanismos de resposta
inflamatéria sdo determinantes nestas lesbes, sendo assim, o controle desta
citotoxicidade pode ser alvo terapéutico importante para o balanco da resposta imune e
eliminagéo do parasito (MORGADO et al., 2018). Estudos recentes mostram que a
ativacdo do inflamassoma e a liberacdo de IL-13 sdo de fato impulsionadas pela
citotoxicidade das células T CD8+, em espécies murinas, a patologia induzida por
células T CD8+ dependia do inflamassoma NLRP3 e da sinalizacao de IL-13, mostrando
que o inflamassoma NLRP3 é importante para os altos niveis de IL-13 presentes nas
lesbes de leishmaniose, ao inibir esta via o estudo mostrou possibilidades de
tratamentos para controle da citotoxicidade (CARDOSO et al., 2021; NOVAIS et al.,
2017).

Sendo assim, as células T CD4 * T CD8 * tem func¢do fundamental na resposta
Th1, produzindo IFN-y, TNF-a e outras citocinas Th1 que sao eficazes para controlar o
crescimento do parasita (DE FREITAS E SILVA; VON STEBUT, 2021; GANNAVARAM
et al., 2016). Nossos resultados mostraram que o bloqueio de PD-1 nestes experimentos
nao interferiu nas expressdes de CD107 (Figuras 18 e 19), granzima B nos linfGcitos
CD4+107+ e CD8+107+ que corrobora estes resultados, por outro lado o bloqueio da
via PD-1 mostrou regular negativamente (Figura 22 e 23) a secre¢do de IFN modulando
a resposta nas duas populacdes celulares.

O aumento da populagdo CD4+Granzima+ (Figura 20) esta de acordo com a
literatura, enquanto em T CD8+ n&o houve alteracdo (Figura 21). Os linfécitos T CD4+
sdo as principais células produtoras de IFN-y e TNF-a que ativam macrofagos para
controle da replicacdo parasitéria no inicio da infec¢éo, atividades citotoxicas sao relatas
em subconjuntos de T CD4+ em pacientes infectados por L. major e também em
individuos assintomaticos para LC (EGUI et al., 2018; NAOUAR et al., 2014).

Por fim, nos perguntamos se o bloqueio in vitro de PD-1 interferia na expanséo
clonal dos linfécitos. Sabemos que este aumento no nimero de células efetoras é de
suma importancia para o sucesso do controle da infecgdo. Nossos dados mostram que
0 bloqueio aumenta a proliferacdo das duas populagcbes de linfécitos, enquanto em

células nédo blogueadas nédo ocorre a proliferacdo in vitro (Figura 24 e 25).
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Estudos com L. donovani em murinos mostram que o bloqueio in vivo da via
PD1/PDL-1 com anticorpos anti-PDL-1 restaurou fungBes efetoras tanto em
CD4 * quanto em CD8 *, diminuindo a carga parasitaria (HABIB et al., 2021). As funcdes
de PD-1 um receptor de morte programada sao amplamente estudados em modelos de
células tumorais (DEVITO et al., 2019; SANCHEZ-PAULETE et al., 2016; SHARPE;
PAUKEN, 2018), mas requer mais estudos sobre sua relevancia na leishmaniose imuno
resistente. Um estudo interessante mostrou que L. amazonensis induziu expressao de
PD-1 em células T CD4+ e CD8+ e PD-L1 de DCs murinas e o bloqueio por anticorpos
monoclonais anti-PD-1 e anti-PD-L1 melhorou as respostas imunes, mostrando esta via
como uma candidata promissora a imunoterapias (DA FONSECA-MARTINS et al.,
2019).

14.Concluséo

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que L.
braziliensis L. infantum e tem capacidade de infectar células dendriticas derivadas de
mondacito in vitro, sem interferir no seu perfil de diferenciagédo, contudo na infeccao as
Leishmanias induzem o aumento da expressao de moléculas CD83 e CCR7, envolvidas
no processo de maturacédo e migracdo em DCs, bem como causam uma diminuigdo na
expressao da molécula DC-SIGN.

Conclui-se ainda que a infec¢é@o por estas espécies induzem aumento de PD-L1
em DCs podendo ser uma importante via de evasdo da resposta imune. Além disso o
blogueio de PD-1 em LT regulou negativamente a expressédo de IFN-g bem como
interferiu significativamente no aumento da proliferacdo in vitro destas células o que
pode ser um promissor alvo terapéutico, especialmente nas formas anérgicas de

Leishmaniose

4. Material e métodos

4.1 Geracgao de células dendriticas a partir de monocitos

O projeto de doutorado faz parte de um projeto maior do grupo que com registro
no CEP FM UnB 072/2009. Os doadores foram selecionados de forma aleatéria sendo

a condicdo de entrevista, que estivessem saudaveis no momento da coleta, com
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nenhum processo infeccioso, tratamentos medicamentosos ou doengas crdnicas.
Inicialmente foram selecionados 6 doadores, que foram realizados em diferentes
momentos, uma vez que o protocolo é longo. Destes, uma amostra houve contaminacao
bacteriana e foi descartada, dos 5 doadores restantes também tivemos perda na taxa
de infecgdo. Para obtencao do PBMC o sangue foi diluido em tubo falcon de 15mL 1:1
com PBS (PBS 1X: 0,8% de NaCl, 0,14% Na2HPO4, 0,02% KCI e 0,20%g KH2HPO4) e
submetido a um gradiente de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Em outro tubo de
15mL, foi adicionado cuidadosamente 3mL de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) estéril
com o auxilio de seringa e agulha, deixando escorrer lentamente pela parede dos tubos.
Em seguida, o sangue diluido foi transferido lentamente e gradualmente para os tubos
com Ficoll evitando misturar as fases. Entdo, o Ficoll ficava abaixo da camada de
sangue diluido. Os tubos foram centrifugados a 600xg a 25°C por 25 minutos sem
aceleracao e desaceleragdo. Apds a centrifugacéao, foi possivel observar as seguintes
fases: as células anucleadas (eritrécitos) e polimorfonucleadas (neutréfilos) no fundo do
tubo, em seguida, o Ficoll, logo acima a nuvem leucocitaria (linfécitos e mondcitos) e,
por fim, o plasma sanguineo. A nuvem foi coletada com o auxilio de uma pipeta
graduada de 10mL e transferida para um tubo de 50mL. Para a retirada de Ficoll residual
das células, o volume foi completado para 40mL com PBS 1X, as células foram
centrifugadas a 600xg a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, foram feitas mais duas
lavagens com rotagbes a 500xg e 400xg. Apods as trés lavagens, as células foram
ressuspensas em 5mL de RPMI (Gibco®) incompleto. As células foram diluidas 1:100
em azul de tripan (Vetec) e contadas com excluséo das células néo viaveis (coradas de
azul) na camara de Neubauer.

Em seguida, foram ressuspensas em 80uL de tampao MACS (0,5% BSA, 2mM
EDTA em PBS 1X, pH 7,2) para cada 10’ células. Posteriormente, foi adicionado 10puL
para cada 107 células de anticorpo anti-CD14 conjugado as pérolas magnéticas (Miltenyi
Biotec) e incubadas por 15 minutos a 4°C. Apés a incubagao, foi adicionado 1mL de
tampao MACS as células que foram centrifugadas a 400xg por 10 minutos a 4°C. Entao
foi adicionado 500uL de tampao MACS ao pellet de células. A coluna de separacao
(Miltenyi Biotec) foi devidamente encaixada no ima (Miltenyi Biotec) preso a um suporte
metalico. Inicialmente, a coluna foi lavada com 500uL de tampao MACS e as células
marcadas com as pérolas magnéticas foram transferidas para a mesma. Apds a
passagem das células pela coluna, a coluna foi lavada trés vezes com 500uL cada de
tampao MACS.

As células marcadas ficam retidas na coluna magnética fixada a um suporte e,
ap6s separacao da fracdo negativa, que foi congelada e utilizada posteriormente,

coletou-se a fragao rica em células CD14+, aquela que ficou retida na coluna. A fracéo
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enriquecida em CD14 (mondcitos) foi eluida da coluna lavada e foi cultivada em meio
RPMI suplementado com soro bovino fetal (10%) na presenga de citocinas IL-4
(800UI/mL) (Peprotech) e GM-CSF (50ng/mL) (Peprotech) seguindo o protocolo de
Sallusto e Lanzavechia (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994). Ap6s sete dias de
cultura, a 37°C e 5% de CO,, as células foram coletadas e analisadas por citometria de
fluxo quanto a expressao das moléculas CD14,CD1a e CD11c (eBioscience). Foi
considerada uma diferenciacao satisfatoria quando a expressdo de CD1a+ e CD11c+
foi superior a 80% e apresentaram negatividade para CD14+. Apds a diferenciagao e
confirmagao, as DCs foram infectadas com L. braziliensis e L. infantum. A fragcao

negativa (linfocitos) foi coletada e criopreservada para posterior utilizagao.

4.2 Cultura de L. braziliensis e L. infantum

Duas cepas de referéncia foram utilizadas, a L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788)
e L. infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV), mantidas no freezer -80°C. Para o
descongelamento das cepas ressuspendidas em meio Schneider suplementado com
1% de antibidtico Penicilina-Estreptomicina 100X (Gibco®), 10% de SBF para L.
braziliensis e 20% para L. infantum e cultivadas em tubos falcon de 15mL com meio
NNN (Agar com 0,6% de NaCl, 10% de sangue e 5% de glicose). Os tubos foram entao
incubados a 25°C. Ap6s 72 horas, o conteudo liquido foi transferido para uma garrafa
de cultura (Kasvi), com meio Schneider suplementado e novamente mantidas em
incubacgao para a expansao em cultura. As Leishmanias foram contadas em camara de
Neubauer para acompanhamento do crescimento da cultura e identificacdo da fase
estacionaria para utilizagdo no experimento. As promastigotas foram obtidas de culturas
em fase estacionaria (5-7 dias), com menos de cinco passagens in vitro e foram

utilizadas para infecgdo das DCs.

4.3 Marcacdao de L. braziliensis e L. infantum com CFSE

L. braziliensis e L. infantum foram lavadas a 1600xg por 10 minutos e o precipitado
com 18x10’ Leishmanias, ressuspenso em 2,5mL de PBS 1X. Em seguida, foi
adicionado carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CSFE) (eBioscience) na
concentracdo final de 20uM e incubados por 30 minutos a 26°C. Posteriormente, foi

adicionado 40mL de PBS 1X, os parasitos foram centrifugados a 1600xg por 10 minutos
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e a lavagem repetida mais uma vez. ApGs a marcagdo dos parasitas com CFSE e
confirmacdao por aquisicdo de uma aliquota no citdmetro de fluxo, as Leishmanias foram

utilizadas para a infec¢éo das DCs.

4.4  Infeccdo de DCs com L. braziliensis e L. infantum

Apos a diferenciacdo, as DCs imaturas coletadas foram infectadas por
promastigotas de L. braziliensis ou L. infantum, marcadas com CFSE, na proporgéo de
10 parasitas para cada célula. As células foram transferidas para placas de cultura e
incubadas na estufa a 37°C e 5% de CO.. Apds 24 horas de infecgao, as DCs infectadas,
passaram por lavagens sucessivas dos pog¢os com solucdo salina. As DCs também
foram ftratadas com anti-CD274 (PD-L1) conjugado a PE (BD Pharmagen),
posteriormente, incubadas por 24hs na estufa a 37°C e 5% de CO,. Como controle
positivo para a maturacdo das DCs, as mesmas foram tratadas também com LPS
(Sigma) (100ng/mL).

4.5 Caracterizagdo fenotipica das células dendriticas

Apods a inducdo da diferenciacdo dos mondécitos em DCs e, posteriormente, a
infeccao das células com L. braziliensis ou L. infantum, foram feitas marcagdes com
anticorpos anti-CD1a conjugado a PE-Cy7 (eBioscience), anti-CD11c conjugado a APC
(eBioscience), anti-CD83 conjugado a PE (eBioscience), anti-CD80 conjugado a PE
(eBioscience), anti-CD86 conjugado a PE-Cy5 (eBioscience), anti-HLA-DR conjugado a
APC (eBioscience), anti-CD40 conjugado a APC (eBioscience), anti-CD44 conjugado a
APC (eBioscience), anti-CD62L conjugado a APC (Imuno tools), anti-CCR7 conjugado
a PE (BD Pharmagen), anti-CD209 conjugado a PE-Cy7 (eBioscience) e a molécula
inibitéria anti-PD-L1 conjugado a PE (BD Pharmagen). As porcentagens da expressao
dessas moléculas foram obtidas por citometria de fluxo, analisadas no software flowjo e
a expressao dessas moléculas comparadas entre DCs ndo infectadas, DCs infectadas

e DCs bystanders.

4.6 Taxa de infeccado por L. braziliensis e L. infantum
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Apods as 24 horas de infecgdo parte das DCs coletadas foram submetidas a
citocentrifugacao. As laminas fixadas, coradas com hematoxilina — eosina e, a carga
parasitaria obtida pela contagem de células infectadas e amastigotas por célula,
analisadas de forma randomizada e cega por 2 observadores em microscépio optico. A
taxa de infeccdo também foi obtida por citometria de fluxo pelo uso dos parasitos

marcados com CFSE.

4.7  Co-cultivo DCs e linfécitos

Apos recuperacao e contagem das DCs infectadas e controles nao infectados e dos
linfécitos T autdélogos descongelados, foi realizada uma co-cultura. Para tanto utilizou-
se a propor¢cao de uma DC para 10 linfécitos do doador autélogo em meio RPMI
suplementado com 10% de SBF e 1% de antibidtico, em placa de 96 pogos de fundo U.
A co-cultura foi submetida a incubacédo a 37°C na estufa com atmosfera umida e 5%s
CO2 por 72 horas para as marcacdes intracelulares e 96 horas para proliferacao celular
(detalhado mais adiante no texto). Os sobrenadantes das culturas foram coletados e
criopreservados para dosagem de citocinas utilizando a técnica de CBA (Cytokine Bead

Array) seguindo as instrugdes técnicas do fabricante.

4.8 Quantificacdo de citocinas intracelulares e moléculas de superficie por

citometria de fluxo

Apods 72 horas de co-cultura de DCs infectadas com as espécies de Leishmania
com linfécitos T totais, as células foram incubadas por 4 horas a 37°C com brefeldina A.
Inicialmente, as células foram marcadas com anticorpos anti-CD45RA conjugado a APC,
anti-CD45R0O conjugado a PE-Cy7, anti-CD4 conjugado a PerCP e anti-CD8 conjugado
a FITC para marcacgao de superficie. Posteriormente, as células foram permeabilizadas
e, entdo, as células CD4+ e CD8+ marcadas com o anticorpo IFN-g conjugado a PE e
as células CD8+ e marcadas com Granzima B conjugada a PE para marcacao de

citocina e molécula intracelular.

4.9  Proliferagédo de linfocitos T CD4+ e CD8+

As células foram marcadas intracelularmente em meio contendo 1uM de CFSE.

Em seguida, foi realizado um co-cultivo dos linfécitos do mesmo doador (previamente
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congelados) com as DCs previamente infectadas com L. braziliensis ou L. infantum.
Apods 96 horas de incubacao a 37°C na estufa de CO», as células foram marcadas com
anticorpo anti-CD4 conjugado a PerCP e CD8 conjugado a PE e, posteriormente,
fixadas com paraformaldeido 1%. As células foram entdo adquiridas no citdbmetro
FACSVerse sendo detectada a diminuicao da intensidade de fluorescéncia do CFSE,

resultante da divisado celular (Li & He, 2012).

410 Anélise estatistica

Os dados brutos obtidos em citometria de fluxo, no equipamento FACSVerse (BD
Bioscences) foram analisados no software Flowjow, para obter as porcentagens das
moléculas de interesse. Os resultados entdo, foram analisados utilizando o programa
GraphPad-Prism 5.0, onde utilizamos mediana e erro padrdo. Os valores encontrados
nos experimentos foram inicialmente testados quanto a normalidade pelo teste Shapiro—
Wilk. Para os dados com distribuicdo anormal (ndo-paramétricos), os grupos foram
analisados com o teste Kruskal-Wallis, pela analise de variancia a um critério e pos-teste
de Dunnet, comparando todos os grupos com o controle negativo. Aqueles com
distribuicdo normal (paramétrico), os valores foram comparados pelo teste ANOVA, pela
analise de variancia a um critério e pos-teste de Tukey. Os dados de taxa de infecgao
foram analisados com teste t comparando as DCs infectadas com L. braziliensis e L.

infantum. Os valores com p<0,05 foram considerados com diferengas significativas.
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