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TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL
Webertty Mayk Eufrasio de Figueirédo

A infecc@o por Leishmania infantum pode ser assintomética ou sintomatica
(calazar), podendo neste caso, haver manifestacdo de formas graves e até obito,
mesmo em casos adequadamente tratados com drogas antiparasitarias. Na
leishmaniose visceral por L. infantum, o hospedeiro ndo gera uma resposta
imunoldgica eficaz. CXCL10 é uma quimiocina indutora da producédo de IFN-y e,
portanto, associada a resposta imunoldgica celular de perfil Thl, considerada
necesséaria para o controle da infeccdo por L. infantum. Com a perspectiva de
contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, o trabalho
objetivou investigar in vitro e in vivo se o tratamento com CXCL10 confereria
protecdo contra a infeccao. In vitro, macrofagos RAW 264.7 foram infectados com L.
infantum e tratados ou ndo com 20, 50 e 100 ng/mL de CXCL10 para avaliacao da
carga parasitaria, producdo de NO, IL-4 e IL-10 apés 24 e 48 horas do tratamento. In
vivo, camundongos BALB/c foram infectados com L. infantum e tratados ou ndo com
CXCL10 (5 pg/kg; I.P) apés 1, 3 e 7 dias. Apés 1, 7, 23 e 45 do inicio do tratamento
foi verificado o nUmero de parasitos em baco e figado, a producéo das citocinas IFN-
Y, IL-4, TGF- B e IL-10 por esplendcitos, o fendtipo e a freqiiéncia das populacdes de
células Treg Foxp3+ e Foxp3- produtoras de IL-10 e o efeito de CXCL10 na polpa
branca do baco. In vitro, CXCL10 reduziu carga parasitaria, ndo dependente de NO,
e inibiu a liberacao das citocinas IL-4 e IL-10. In vivo, CXCL10 foi capaz de reduzir a
carga parasitaria tanto no figado quanto no baco, quatro semanas apos a infeccao.
Também induziu IFN-y apds 23 dias de tratamento, correlacionando-se com a
reducdo da carga parasitaria, e reduziu IL-10 e TGF-B. Apos tratamento, houve
decréscimo de células Treg produtoras de IL-10 intracelular e observou-se também
gue CXCL10 foi capaz de controlar a hiperplasia no bagco durante a fase aguda da
infeccdo. Este estudo sugere um papel protetor de CXCL10 contra L. infantum,
mediado por IFN-y, ndo dependente de NO, com supresséao de células Treg IL-10* e
preservacao da microarquitetura do baco. Esses dados podem fornecer informacgdes
para o0 desenvolvimento de novas abordagens para futuras intervencdes
terapéuticas para a leishmaniose visceral.

Palavras-chave: L. infantum, CXCL10, BALB/c, citocinas, Foxp3, baco, hiperplasia
folicular.
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ABSTRACT
PhD THESIS IN MEDICINA TROPICAL
Webertty Mayk Eufrasio de Figueirédo

Leishmania infantum infection may be asymptomatic or symptomatic (kalazar),
in which case there may be severe manifestations and even death, even in cases
adequately treated with antiparasitic drugs. In visceral leishmaniasis by L. infantum,
the host does not generate an effective immune response. CXCL10 is a chemokine
that induces the production of IFN-y and, therefore, is associated with the Th1l profile
cellular immune response considered necessary for the control of L. infantum
infection. With the prospect of contributing to the development of new therapeutic
approaches, the work aimed to investigate in vitro and in vivo whether treatment with
CXCL10 would confer protection against infection. In vitro, RAW 264.7 macrophages
were infected with L. infantum and treated with 20, 50 and 100 ng/mL CXCL10 for
parasite load, NO, IL-4 and IL-10 production after 24 and 48 hours of treatment. In
vivo, BALB/c mice were infected with L. infantum and treated or not with CXCL10 (5
Mo/kg; 1.P) after 1, 3 and 7 days. After 1, 7, 23 and 45 days of treatment the number
of spleen and liver parasites was determined, the production of the cytokines IFN-y,
IL-4, TGF-B and IL-10 by splenocytes, phenotype and frequency of IL-10-producing
Foxp3+ and Foxp3- cells and the effect of CXCL10 on the white spleen pulp. In vitro,
CXCL10 reduced parasite load, non-NO dependent, and inhibited the release of IL-4
and IL-10 cytokines. In vivo, CXCL10 was able to reduce parasite burden in both liver
and spleen four weeks post infection, also induced IFN-y after 23 days of treatment,
correlating with the reduction of parasite burden, and reduced IL-10 and TGF-B. After
treatment, there was also a decrease in intracellular IL-10 producing Treg cells and it
was also observed that CXCL10 was able to control spleen follicular hyperplasia
during the acute phase of the infection. This study suggests a protective role of non-
NO-dependent IFN-y mediated CXCL10 against L. infantum with suppression of IL-
10 + Treg cells and preservation of spleen microarchitecture. These data may
provide information for the development of new approaches for future therapeutic
interventions for visceral leishmaniasis.

Key words: L. infantum, CXCL10, BALB/c, cytokines, Foxp3, spleen, follicular
hyperplasia.
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1. INTRODUCAO

1.1.Aspectos epidemioldgicos da leishmaniose visceral

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses
encontram-se amplamente distribuidas pelo mundo, principalmente em regides
tropicais e subtropicais do Oriente Médio, Sul da Asia, Africa e América Latina. As
leishmanioses podem acometer pele, mucosas ou visceras. Elas sdo infeccbes
causadas por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania e sua
transmissdo ocorre envolvendo mais de 20 espécies de insetos flebotomineos
fémeas. Reconhecidas como doencas negligenciadas, as leishmanioses estédo
presentes, endemicamente, em 98 paises e territorios, onde mais de 350 milhdes de
pessoas correm risco de contrai-las. Esse quadro resulta, anualmente, em cerca de
700.000 a 1.000.000 de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes (PAHO-WHO, 2014,
WHO, 2017).

Dentre as leishmanioses, a forma mais grave é a visceral que quando nao
tratada pode evoluir para 6bito em mais de 95% dos casos. Estima-se que, em todo
o mundo, ocorram entre 50.000 e 90.000 novos casos de Leishmaniose Visceral
(LV) anualmente. Em 2015, mais de 90% desses casos novos ocorreram em 7
paises: Brasil, Etidpia, india, Kenya, Somalia, Suddo do Sul e Sud&o (WHO, 2017).
Sendo que 90% dos casos registrados na América Latina ocorrem no Brasil onde a
doenca é endémica e apresenta surtos frequentes, sendo considerada de grande
importancia para a Saude Publica (Brasil, 2017).

E importante observar que, no ano de 2015, a Regido Nordeste do Brasil foi
responsavel pelo maior numero de casos confirmados de LV (1806 casos) em
relacdo as demais regibes do pais, o que correspondeu a 55% dos casos
confirmados. Entre os estados membros da Regido Nordeste, o Cearad foi o
responsavel pelo segundo maior nimero de casos confirmados de LV (419 casos), 0
gue representou 23% dos casos confirmados. Neste “ranking” aparecem em primeiro
e terceiro lugares os estados do Maranhdo (539 casos) e da Bahia (320 casos) com

30% e 17% dos casos confirmados, respectivamente. Em 2015, na Regido Nordeste
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foram 138 mortes, das quais 19 ocorreram na Bahia, 37 no Ceara e 39 no Maranh&o
(Brasil, 2017).

Casos de LV associados a infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) foram relatados em 35 paises, inclusive no Brasil (Chappuis et al., 2007), com
altas taxas desta co-infeccdo ao lado da Etiopia e do estado de Bihar na india
(WHO, 2017). A leishmaniose é considerada uma infeccéo oportunista em individuos
imunocomprometidos, pois se instala ou se exacerba facilmente no individuo HIV
positivo, acelerando o curso clinico da infeccéo pelo virus e prejudicando a resposta
ao tratamento (Paredes et al., 2003). O tratamento anti-retroviral reduz o
desenvolvimento da doenga, atrasa as recidivas e aumenta a sobrevida dos
pacientes coinfectados (WHO, 2017). A ruralizacdo do HIV/AIDS e a urbanizacéo da
LV tém promovido um aumento na incidéncia desta co-infeccdo (Alves & Bevilacqua,
2004).

Em busca de melhores condi¢cbes de vida, ocorreu uma ampla migracao de
pessoas da zona rural para a periferia das grandes cidades, promovendo a
urbanizacdo da LV (Desjeux, 2001; Souza et al., 2017). O desmatamento dessas
areas para habitacao facilitou o contato direto dos humanos com habitats naturais de
criacdo de vetores, reservatérios selvagens e animais domeésticos, agravado pela
presenca de condi¢cdes sanitarias precarias, gerando um excelente ambiente para o
vetor Lutzomyia longipalpis (Borges et al., 2009). Estudos publicados em 2009
mostraram que a LV vem urbanizando-se rapidamente em Fortaleza. Dos 1.636
casos confirmados entre 2001 e 2006, a capital cearense foi responsavel por 60%
deles (Albuquerque et al., 2009).

No Brasil, a LV tinha ocorréncia principalmente na regidao Nordeste, mas
desde a década de 1990 se espalhou para os centros urbanos das regides Centro-
Oeste e Sudeste (Costa, 2008; Romero & Boelaert, 2010). No estado de Sédo Paulo
a doenca tem se dispersado, porém, surpreendentemente, fatores econémicos nao
mostraram influéncia perceptivel neste processo. Na verdade, a presenca de vetores
competentes, a presenca de cdaes infectados e fatores climaticos foram
preponderantes para a dispersdo da LV humana (Seva et al., 2017)

Os vetores da LV séo insetos denominados flebotomineos e dependendo da
regido que se encontram, sdo conhecidos popularmente como mosquito palha,
tatuquira, birigui, dentre outros (Brasil, 2017). Duas espécies de flebotomineos do

género Lutzomyia relacionam-se com a transmissao da LV no Brasil: Lu. longipalpise
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Lu. cruzi. A espécie Lu. longipalpis € encontrada nas cinco regides do pais (Brazil,
2013), adapta-se facilmente ao peridomicilio e a variacdo da temperatura, sendo
considerada a principal transmissora da forma visceral no pais (Rangel & Vilela,
2008), enquanto a espécie Lu. cruzi parece ter uma contribuicdo menor, sendo
identificada até agora somente nos Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(Santos et al., 1998; de Pita-Pereira et al., 2008; Missawa et al., 2011; de Oliveira et
al., 2017).

1.2.Agente etioldgico e aspectos clinicos

A atual classificagdo taxondmica proposta por Adl e colaboradores (2005), por
meio de estudos ultraestruturais e moleculares, coloca os protozoarios parasitos
causadores das leishmanioses no supergrupo Excavata, taxon Euglenozoa, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania. Esses parasitos tém um ciclo de vida
heteroxénico, ocorrendo sob duas formas evolutivas: a forma extracelular,
denominada promastigota, encontrada no trato digestivo dos vetores flebotomineos
(Lainson et al., 1987) e a forma amastigota, encontrada parasitando células do
sistema fagocitico mononuclear (SFM) dos hospedeiros mamiferos (Chappuis et al.,
2007).

Durante muito tempo, pensou-se que a LV era causada principalmente por
trés espécies: L. donovani, L. infantum e L. chagasi, essa Ultima presente no Brasil.
No entanto, nos ultimos anos, L. chagasi e L. infantum tém sido consideradas como
uma unica espécie, devido a falta de variacdes genotipicas suficientes entre as duas
espécies (Mauricio et al., 2000).

O curso clinico da doenca pode depender tanto de fatores relacionados a
natureza da resposta imunolégica e da genética do hospedeiro, do seu estado
nutricional e da baixa idade, como também da espécie de Leishmania, da
guantidade de parasitos inoculados, da infectividade e patogenicidade do parasito
(Badaro et al., 1986; Pearson & Souza, 1996; Murray et al., 2005).

Na LV, o tempo de incubacéo do protozoario costuma variar de 3 a 8 meses,
mas pode durar apenas 10 dias em alguns casos, ou ainda se estender por um
periodo muito longo, de 34 meses em outros casos. A doenca também tem sido

diagnosticada em pessoas que se tornam imunocomprometidas anos apos terem se
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mudado de areas endémicas (Pearson & Souza, 1996). A forma assintomatica da LV
€ caracterizada por sorologia positiva para Leishmania e exame fisico normal. O
aparecimento dos sintomas geralmente é gradual, mas podem se manifestar
abruptamente, levando a um desfecho fatal em poucas semanas. Os sintomas
classicos sao febre irregular e mal-estar, perda de peso progressiva, caguexia,
hepatoesplenomegalia, anemia e pancitopenia, podendo levar a morte dentro de 2 a
3 anos, se ndo houver tratamento (Ferreira et al., 2008).

As manifestacGes clinicas da LV séo divididas em trés periodos: periodo
inicial, periodo de estado e periodo final. O primeiro deles, também conhecido como
fase aguda, representa o inicio da sintomatologia que, mesmo podendo variar de
paciente para paciente, na maioria das vezes corresponde a sintomas como
hepatoesplenomegalia, palidez cutaneo-mucosa e febre com duracdo de no maximo
guatro semanas (Brasil, 2006). Em regibes endémicas, é possivel encontrarmos a
forma da doenca denominada oligossintomatica, nesse caso, a infeccdo
frequentemente evolui para a cura clinica aparente dentro de no maximo 15 dias. O
paciente oligossintomatico, geralmente criancga, apresenta um quadro clinico discreto
com presenca de febre baixa, diarréia, leve palidez cutaneo-mucosa, tosse néo
produtiva e discreta hepatoesplenomegalia (Evans et al., 1992).

O periodo de estado da doenca caracteriza-se por febre irregular, geralmente
associada a emagrecimento progressivo, palidez cutaneo-mucosa e aumento da
hepatoesplenomegalia. O quadro clinico é arrastado e prossegue por mais de dois
meses de evolucdo, o que compromete bastante o estado geral do individuo. Caso
nao seja feito o diagndéstico e tratamento, a doenca evolui progressivamente para o
terceiro e Ultimo estagio, o periodo final. Nesse momento, o paciente apresenta febre
continua, além de um comprometimento mais intenso do estado geral. Instala-se a
desnutricdo (cabelos quebradicos, cilios alongados e pele seca), ha edema dos
membros inferiores, podendo evoluir para anasarca. Outras manifestacdes
importantes incluem hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias), ictericia e
ascite. Individuos nao tratados podem apresentar com o tempo caquexia e maior
susceptibilidade a infec¢des bacterianas devido a imunossupressao (Nylén & Sacks,
2007). O oObito geralmente € determinado por infeccdes bacterianas e/ou
sangramentos (Costa et al., 2010).
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1.3 Aspectos imunopatolégicos no modelo experimental murino

Modelos experimentais em camundongos tém sido extensivamente usados no
estudo da LV e, apesar da dificuldade de reproduzir todos os aspectos da infec¢ao
natural em laboratdrio (Kaye & Beattie, 2016). A correlacdo dos resultados obtidos
nesses animais com observacfes clinicas em pacientes humanos (Sukumaran &
Madhubala, 2004), tém se mostrado muito importantes, porque permitem investigar
0S mecanismos imunoldgicos e os aspectos histopatolégicos da doenca (Wilson et
al., 2005; Nieto et al., 2011).

Um dos tipos de roedores susceptiveis a infeccdo por Leishmania mais
utilizados como modelo experimental de LV é o camundongo BALB/c. Nesses
animais, mutacdes no gene Slcllal causam a sua susceptibilidade ao protozoério
no inicio da infeccdo. O fenbmeno altera a capacidade do gene de codificar uma
bomba transportadora de protons, que fica localizada no vacuolo parasitéforo de
macréfagos teciduais e tem como funcao levar ions para o citosol. O defeito nessa
bomba faz com que o vaclolo que antes era pobre em Fe?* passe a ficar repleto
desse ion. O Fe?* é um cofator indispensavel para a producéo da enzima superéxido
dismutase (SOD), deixando o vacuolo parasitéforo menos hostil, e, dessa forma,
permitindo a sobrevivéncia e multiplicagéo do parasito (Huynh & Andrews, 2008).

Na LV, observa-se que o parasito tem tropismo principalmente pela medula
0ssea, figado e baco (Lang et al., 2009). A doenca tem caracteristicas diferentes no
figado e baco, os dois principais 6rgaos-alvo. No baco, a doenca caracteriza-se pela
persisténcia, chegando a atingir um estagio crénico se nédo tratada, enquanto no
figado, a infec¢@o pode ser controlada ainda no inicio com posterior imunidade para
re-infeccBes (Stanley & Engwerda, 2007; Engwerda & Kaye, 2000).

No figado, a LV caracteriza-se por duas fases conhecidas como inicial e
tardia. A fase inicial, também chamada de aguda, comeca com a chegada da
Leishmania ao figado e consequente persisténcia do parasito durante as duas
primeiras semanas apds a infeccdo. E nesse periodo que a forma amastigota do
parasito infecta as células de Kupffer, ocorrendo um rapido aumento da carga
parasitaria dentro dessas células, devido aos baixos niveis de citocinas e de células
T que sao insuficientes para conter a multiplicacdo hepatica das amastigotas (Nieto
et al., 2011).
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Imediatamente ap0s a chegada das amastigotas nos sinusoéides hepaticos, 0s
neutrofilos parecem fazer pouco contato com elas e, raramente, as fagocitam, o que
pode demonstrar pouco estimulo inflamatério por parte das amastigotas, dificultando
a sua eliminacdo sob essas condi¢cbes. No entanto, 0 oposto acontece com a
Leishmania quando sua forma promastigota é inoculada no animal por via
endovenosa, pois, uma vez dentro dos vasos, elas mostram uma capacidade de
estimulo inflamatdrio muito maior que a amastigota e sédo rapidamente fagocitadas
pelos neutréfilos (Kaye & Beattie, 2016).

Nas primeiras 2 horas da fase aguda, a infec¢cdo parasitaria das células de
Kupffer estimula nessas células uma rapida producéo das quimiocinas CCL2, CCL3
e CXCL10, mas a quantidade produzida ndo consegue atingir € nem manter um
nivel suficiente que garanta inflamacao por muito tempo, ja que os niveis caem apos
as primeiras 24horas, dessa forma, ndo ha ambiente para a destruicdo expressiva
da Leishmania no camundongo nesse momento. As células T residentes no figado
também nao tém capacidade de producdo que impeca a multiplicacdo do protozoério
no figado ainda, no entanto, conseguem ao menos elevar os niveis de CXCL10 que
haviam caido e logo manté-los em quantidade capaz de fornecer o estimulo
quimiotactico necessario para que a montagem da resposta mais efetiva se inicie
(Cotterell et al., 1999).

Recentemente, foi demonstrado que as quimiocinas reguladas por IFN-y
exercem diversos efeitos no recrutamento de células mononucleares em infeccbes
hepéticas precoces. Assim, a depender da quimiocina em questdo, podemos ver
desde nenhum efeito no recrutamento, o que foi o caso das quimiocinas CXCL13 e
CXCL16, a uma acédo de contenc¢do inesperada na migracao das células no caso da
guimiocina CXCL9, ou ainda, a uma promocéao antecipada da quimiotaxia promovida
pela CXCL10, CCL2 e CCL5 (Murray et al., 2016).

Células NKT invariantes sdo indispensaveis na regulacdo de CXCL10 e ha
duas possibilidades de explicar essa dependéncia entre essas células e a
quimiocina. Uma possibilidade é que a interagdo entre as células NKT invariantes e
as células que produzem CXCL10 seja necessaria para uma alta producéo de IFN-y
nas primeiras 24 horas apés a infeccdo, o que desencadearia a producédo da
guimiocina. Alternativamente, pode ser que, além da alta producao de IFN-y no inicio

da fase aguda, seja necessaria também uma interacdo maior entre as células NKT
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invariantes e as produtoras de CXCL10, por meio de segundos sinais, como CD40L
(Svensson et al., 2005).

Entre 2 e 3 semanas de infec¢do, as quimiocinas reguladas por IFN-y também
exercem uma variedade de efeitos no controle da replicacdo da Leishmania. CXCLS9,
CXCL13 e CXCL16, por exemplo, ndo tém nenhuma acéo efetora sobre o parasito,
CXCL10, por sua vez, parece promover paradoxalmente infec¢céo hepética e CCL2 e
CCL5 parecem aumentar claramente o controle da infecgdo. Na semana 3, as
cargas de parasitos hepéaticos em camundongos CCL2 /- e CCL5 -/~ estavam quase
ao nivel dagueles observados em camundongos deficientes em IFN-y (Murray et al.,
2016).

A fase da doenca no figado é considerada tardia ap6s a segunda semana de
infeccdo. E nesse momento que a resposta imunoldgica inicia uma etapa
determinante, caracterizada pela chegada ao figado de linfécitos T ativados na
bainha linféide periarteriolar do baco (PALS) (Engwerda & Kaye, 2000; Engwerda et
al., 2004; Kaye et al., 2004). Uma vez no figado, ocorre interacdo dessas células T
ativadas com células dendriticas e macrofagos infectados, mas somente as células
dendriticas sdo capazes de produzir IL-12, ativando células T CD4* antigeno
especificas (Soong, 2008). Sao as células dendriticas, num mecanismo envolvendo
receptor toll-like (TLR) e IL-12, as responsaveis pela ativacdo de células natural killer
(NK), gerando citotoxicidade contra o parasito e liberacao de IFN-y (Schleicher et al.,
2007).

Analises histopatolégicas do figado de camundongos BALB/c desafiados com
L. donovani mostraram a formagdo de uma estrutura capaz de conter a infeccéo,
denominada de granuloma. Essa estrutura comeca a ser formada através da acao
de células mononucleares de defesa, que cercam gradualmente as células de
Kupffer parasitadas, formando uma espécie de manta de contensdo em torno delas.
As primeiras células a aparecerem ao redor das células de Kupffer sdo granulocitos
e mondcitos, sendo possivel identificar neutrofilos e eosindfilos nessa etapa inicial. A
chegada dos linfocitos T CD4* e T CD8* € iniciada apos 14 dias da inoculacdo de
Leishmania, porém somente depois da quarta semana € que a estrutura esta
completamente formada. Nesse momento, a resposta imunoldgica no figado € capaz
de induzir uma eficiente e progressiva reducdo na quantidade de amastigotas no

interior das células de Kupffer, o0 que comeca a ser visualizado com o surgimento
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cada vez maior de granulomas estéreis. Até o final da doenca, células T CD8* irdo
predominar, sendo possivel identificar ainda, embora em pequena quantidade, a
presenca de linfocitos B (Mc Elrath et al., 1988; Murray, 2001).

A resposta granulomatosa pode ser, num primeiro estagio, apenas uma célula
de Kupffer infectada sem associagdo com infiltrado celular e sem muita
expressividade. JA em um segundo estagio um pouco mais evoluido, & possivel
perceber um granuloma imaturo em que a célula de Kupffer esta envolvida por um
pequeno numero de células inflamatérias e linfocitos, mas sem organizacdo ainda.
Na terceira fase, o granuloma é chamado de maduro e encontra-se bem organizado
e visivelmente organizado em camadas de células. Na quarta e ultima fase, o
granuloma é classificado como estéril, uma estrutura livre de amastigotas, como
resultado de um processo de imunidade contra o parasito (Stager et al., 2003). A
resisténcia hepatica é efetivada a medida que mais granulomas maduros vao sendo
formados. Essas estruturas séo eficientes na destruicdo dos invasores, fazendo com
gue o numero deles dentro do granuloma esteja proximo a zero na oitava semana de
infeccdo (Nieto et al., 2011).

A falha na quimiotaxia de células dendriticas da zona marginal do baco para a
area de células T motivada pela privacdo de CCL19 e CCL21 diminui a migracao dos
linfécitos esplénicos para o figado, retardando a montagem da resposta
granulomatosa contra Leishmania (Ato et al., 2004). No figado infectado, as
quimiocinas CCL2 e CCL5 otimizam a conversédo inicial de granulomas em
desenvolvimento para estruturas histologicamente maduras, um processo que nao
envolve quimiocinas CXC reguladas por IFN-y, incluindo CXCL10 (Murray et al.,
2016).

Apos a infeccdo de L. infantum pela via intraperitoneal de camundongos
BALB/c, as promastigotas caem na circulacdo sanguinea e chegam ao baco por
meio da artéria esplénica, sendo rapidamente removidas da circulagcdo por
macrofagos da zona marginal. Estima-se que mais de 95% de L. infantum que chega
ao baco levada pelo sangue é fagocitada por esses macrofagos, sendo que mais de
50% do in6culo inicial sdo mortos nas primeiras 24 horas (Gorak et al., 1998). As
células dendriticas da zona marginal adquirem antigenos de Leishmania tanto pela
fagocitose de macréfagos infectados, como também de antigenos remanescentes,

mas somente em raros casos podem ser infectadas (Mebius & Kraal, 2005).
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Ainda na fase aguda, € iniciada no baco a migracdo de células dendriticas
parasitadas da zona marginal para dentro da zona de células T, onde h&d uma rapida
e transitéria explosdo na secrecdo de IL-12. Essa elevada producdo da citocina
acontece nas primeiras 5 horas pos-infeccao e diminui logo depois. Observa-se alta
afinidade dos receptores de IL-2 nas células T CD4* nesse momento. IL-12 é a
citocina responsavel pela importante ativacdo de células NK, T CD4* e T CD8*
(Engwerda et al., 2004).

Respostas protetoras no bago sao iniciadas por células dendriticas expostas
aos produtos das Leishmanias, mas nao efetivamente infectadas por elas.
Chamamos esse grupo de células dendriticas de expectadoras (de Trez et al., 2004)
e sua principal caracteristica é a capacidade de combater a infec¢cdo, o que as
coloca em uma posicéo contraria a outro grupo de células dendriticas chamadas de
infectadas (Resende et al.,, 2013), onde os parasitos seqiestram as células
dendriticas impedindo-as de iniciar a resposta protetora. Células dendriticas
expectadoras uma vez ativadas passam a produzir as citocinas IL-12 ou IL-23,
resultando na consequente diferenciacdo em Thl ou Th1l7, respectivamente. ApGs a
diferenciacéo, células Thl produzem IFN-y e TNF, ao passo que as células Th17
produzem IL-17, 0 que maximiza a capacidade de macrofagos infectados produzirem
NO e ROS contra os parasitos. Em paralelo, células T CD8 virgens sao ativadas por
células dendriticas expectadoras na presenca de IL-12 e IFN do tipo | e diferenciam-
se em células efetoras que contribuem ainda mais para a resposta protetora,
produzindo IFN-y e TNF. As células T CD8 efetoras também podem degranular
perforina e granzimas e matar células infectadas, embora permaneca pouco claro se
0os mediadores citotéxicos desempenham qualquer papel protetor durante a LV
(Rodrigues et al., 2016).

No entanto, apesar da ativacdo, ocorre uma falha na resposta imunolégica no
baco, permitindo que a infec¢do atinja um estagio crénico. Tém sido consideradas
duas hipoteses para explicar porque as células T e NK ativadas na regido
periarteriolar do baco (PALS) ndo conseguem ativar de forma eficiente os
macrofagos da zona marginal: a primeira delas é que, como a PALS, onde estdo
células T e NK ativadas, € segregada anatomicamente da zona marginal, 0s
macrofagos falhariam na producdo de quimiocinas capazes de trazer essas ceélulas
efetoras para sua vizinhancga; e a segunda hipdtese € que essas ceélulas infectadas

seriam incapazes de ativar mecanismos microbicidas intrinsecos, como a formacao
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de derivados reativos do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (NO) apds estimulo por IFN-
Y, ou ainda, seriam capazes de inativar células T e outros macrofagos através de
fatores sollveis supressores como TGF-[3, além de diminuir a expressdo de CD80 e
MHC Il (Engwerda & Kaye, 2000).

A principal caracteristica da fase cronica no baco é a mudanca da sua
arquitetura. Para que ela ocorra, o 6rgdo sofre alteragbes na zona marginal, na
funcdo das células do estroma e na migracdo de células dendriticas (Engwerda et
al., 2004). Mais notavelmente, a infeccdo induz uma perda rapida e seletiva de
macrofagos da zona marginal (MZM) localizados no limite adjacente a polpa
vermelha no bacgo, enquanto o dano para os macrofagos metalofilicos (MMM) e o
seio marginal € menos pronunciada. Este processo de remodelamento da zona
marginal (ZM) é mediado por altas concentracbes de TNF-a e nao depende de
citotoxicidade de linfocitos T ou apoptose mediada por CD95. Como consequéncia
h& grave diminuicdo no trafego de linfocitos para a polpa branca (Engwerda et al.,
2002).

A distribuicdo de MZM é regulada por CCL21 e, em menor extensdo, por
CCL19. O estudo da infeccédo cronica por L. donovani mostrou que a perda ou
expressao aberrante dessas quimiocinas em camundongos infectados sustentam a
extensa remodelagdo do tecido linfoide. A diminuicAo na migracdo de MZM
compromete o funcionamento do 6rgédo, resultando em falha na captura de agentes
patogénicos transmitidos pelo sangue, na regulacao do trafico de linfécitos na polpa
branca e na geracéo de respostas de células B contra antigenos, o que inviabiliza a
resposta contra o parasito no érgao (Ato et al., 2004).

Células dendriticas (CDs) de camundongos com LV por L. donovani vindas da
ZM também falham em migrar para a regido periarteriolar no baco (PALS). Apesar
de um maior nimero dessas células ter sido identificado na fase crénica da infeccao,
defeitos no seu receptor CCR7 prejudicaram a quimiotaxia feita por CCL21 e CCL19
das células estromais gp38* do PALS, impedindo o encontro essencial entre CDs e
as células T e, consequentemente, a construcdo da imunidade celular contra a
Leishmania. O principal mecanismo subjacente a localizacio defeituosa de DCs foi
TNF-a dependente e funcionou por meio da inibicdo mediada por IL10 na expresséo
de CCR7 (Ato et al., 2002). Foi descrito ainda que a migracao de CD & feita ao longo
do gradiente de concentracdo das quimiocinas CCL21 e CCL19 e a auséncia delas é

fator regulador da resposta efetora contra a Leishmania (Ato et al., 2004).
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As células dendriticas foliculares (CDFs) desempenham um papel central na
resposta do centro germinativo (CG) e no desenvolvimento e regulagéo de linfocitos
B, processo que resulta em anticorpos de alta afinidade. No entanto, em
camundongos BALB/c infectados com L. donovani isso ndo acontece, permitindo a
persisténcia dos parasitos no baco com esplenomegalia associada por longos
periodos. Nesses animais, a partir de 4 semanas apdés a infeccdo, a destruicdo de
CDFs e uma perda concomitante de CGs sé@o notaveis. A partir de 8 semanas de
infeccdo, a perda é muito maior e as CDFs sdo quase indetectaveis. Nesse
momento, observa-se a infiltracdo de macréfagos fortemente parasitados para o CG,
um dos efeitos patolégicos caracteristicos relacionados a LV crbnica em
camundongos BALB/c (Smelt et al., 1997).

Células estromais nos foliculos e na zona de células T esplénicas dependem
das citocinas TNF e linfotoxinas (LT) a/B para expressarem quimiocinas cuja funcéo
é atrair linfécitos B e T, respectivamente, para essas regides. TNF e LT a/f sao,
portanto, determinantes para 0 sucesso no processo de compartimentalizacao
normal desses linfécitos no baco e suas deficiéncias promovem perda de foliculos
esplénicos e desorganizacdo da polpa branca (Ngo et al., 1999).

Em camundongos infectados com L. donovani, a medida que a infeccéo
progride e a estimulacdo das células T CD8 pelos antigenos continua, ocorre a
perdadas funcdes efetoras dessas células, promovendo um estagio de exaustdo. Na
terceira semana apoés a infeccao, células T CD8 esplénicas comecam a apresentar
sinais do exaurimento, e um comprometimento funcional grave € evidente apos a
guarta semana, com producdo anulada de IFN-y, TNF, IL-2 e granzima B.
Tipicamente, h4 também um aumento na quantidade e diversidade de receptores
inibitérios expressos em células T CD8 incluindo PD-1 e CTLA4, além da expressao
de PD-L1 em células dendriticas infectadas (Joshi et al., 2009; Rodrigues et al.,
2016).

Em contraste com a riqueza de evidéncias que demonstram a exaustdao de
células T CD8, o fendbmeno da exaustdo em células T CD4 tem sido muito menos
estudado e é bem incompreendido ainda. Em caes, no entanto, ja se sabe que a
interacdo PD-1/PD-L1 promoveu uma exaustdo de ceélulas T CD4 que, apesar de
menor se comparada as células T CD8, foi caracterizada por redugéo na proliferacao
e na producdo de IFN-y mediada por APCs aderentes (Esch et al., 2013).

Recentemente, foi demonstrado também que células B regulatérias expressando
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altos niveis de IgD aumentam trés vezes em quantidade durante progressiva LV
canina, o que as tornam capazes de exaurirem a funcéo efetora de linfécitos T CD4,
induzindo outras células B e T a produzirem IL-10 e suprimindo IFN-y por meio da
ligacdo PD-1/PD-L1 (Schaut et al., 2016).

1.4.Quimiocinas e seus receptores

As quimiocinas sdo pequenas proteinas quimiotaticas (8 a 17 kDa) que
recrutam distintos subtipos de leucdcitos em condi¢Bes fisiolégicas e patologicas
(Rossi & Zlotnik, 2000; Rot & Von Andrian, 2004). A producédo dessas proteinas é
estimulada por uma variedade de agentes como lipopolissacarideos (LPS), virus,
bactérias, patdégenos e algumas citocinas como IL-4, IL-13, IL-1 e IFN-y. As
quimiocinas sao secretadas por células epiteliais, endoteliais e leucocitos, dentre
outros tipos celulares (Rot & Von Andrian, 2004; Moser et al., 2004). As quimiocinas
desempenham papéis importantes na resposta inflamatéria por desencadear a
ativacdo de integrinas durante a adesdo das células ao endotélio, induzir o
recrutamento de linfocitos antigeno-especifico para os tecidos periféricos e liberar
enzimas de estoques celulares (Springer, 1994).

Essas proteinas séo classificadas em familias com base no nimero e na
localizacdo dos residuos de cisteina amino terminais. As duas maiores familias de
quimiocinas sao as CXC e as CC. As quimiocinas da familia CC possuem duas
cisteinas em posicbes adjacentes, sdo proinflamatoérias, induzindo tipicamente
inflamacdes crbnicas e alérgicas, enquanto as da familia CXC possuem em sua
estrutura dois residuos de cisteina separados por um aminoacido, apresentam
caracteristicas proinflamatorias em sua maioria, além de quimiotaxia dependente
dos receptores a que se ligam (Ritter & Korner, 2002).

As quimiocinas CXC sao divididas ainda em dois subgrupos, dependendo da
presenca ou auséncia do segmento formado por acido glutamico, leucina e arginina
(ELR), que fica proximo ao dominio amino terminal. O subgrupo CXC ELR+ é aquele
em que O segmento esta presente, sendo representado, por exemplo, pelas
guimiocinas CXCL1 e CXCL8, enquanto o subgrupo CXC ELR- ndo possui o
segmento e é neste subgrupo que estdo agrupadas as quimiocinas CXCL9, CXCL10

e CXCL11 (Mantovani et al., 2006). As outras duas familias de quimiocinas séo C,

28



gue possui uma cisteina apenas, e CX3C, que possui duas cisteinas separadas por
trés aminoacidos. A familia C é representada pela linfotactina, quimiotatica para
linfécitos T e células dendriticas, e a familia CX3C é representada pela fractalcina,
quimiotatica para linfocitos T (Baggiolini, 2001).

As acbOes das quimiocinas sao especificas para grupos de células
particulares. Membros da classe CXC agem principalmente em células
polimorfonucleares (PMN), enquanto membros da classe CC agem em um grupo
maior de células, incluindo mondcitos, basofilos, eosindfilos e linfocitos, mas ndo em
PMN (Ritter & Korner, 2002). As ligacdes sulfeto, que participam da estabilizacdo da
estrutura da molécula em todas as familias de quimiocinas, sdo fornecidas por
residuos de cisteinas conservados (Saunders & Tarby, 1999).

Os receptores de quimiocinas pertencem a superfamilia dos receptores de
sinalizacdo intracelular acoplados a proteina G, formados por cerca de 350
aminoécidos, compostos por um curto dominio NH2-terminal, sete dominios a-
helicoidais transmembranares, sendo trés algcas na por¢ao intracelular, mais trés na
porcdo extracelular, somados a um dominio carboxi (COOH) terminal intracelular
(Murdoch & Finn, 2000). A interacdo entre a quimiocina e seu receptor é
caracterizada pela possibilidade de cada quimiocina poder se ligar a varios
receptores e cada receptor se ligar a varias quimiocinas (Teixeira et al., 2006).

Sao descritos 21 tipos de receptores de quimiocinas. As quatro familias de
receptores de quimiocinas sdo: CXCR, CCR, XCR e CX3CR. Os receptores CXCR1
e CXCR2, agrupados na familia CXCR e expressos em células PMN, estdo
envolvidos na inflamacdo aguda, enquanto CXCR3, expresso em linfécitos T
ativados, mondcitos e células NK, esta envolvido na inflamacédo crénica. Proteinas
induzidas por IFN-y como CXCL10, conhecida anteriormente como IP-10 (Proteina
10 induzida por IFN-y), CXCL9 e CXCL11, ligam-se a CXCR3, desencadeando
tipicamente este tipo de inflamacéo (Thelen, 2001).

Os estudos utilizando animais deficientes de quimiocinas e/ou de seus
receptores vém se tornando uma importante ferramenta para entender o papel de
varias quimiocinas na leishmaniose. Dentre eles, 0s estudos de Sato e
colaboradores (2000) mostraram que camundongos deficientes de CCR2, CCR5 ou
CCL3, infectados com L. donovani, apresentaram uma baixa producdo de IFN-y

durante a fase inicial da infeccéo, entretanto, durante a fase crénica da doenca, as
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concentragbes de IFN-y aumentaram nos camundongos deficientes de CCR5 e
CCL3, e o0 aumento desta citocina se correlacionou com a diminuicdo da carga
parasitaria. Os autores sugerem que CCR2, CCR5 e CCL3 tém um papel importante
na geracdo de IFN-y por células T. Os dados também indicam que CCL3 e os
receptores CCR2 e CCR5 participam da defesa do hospedeiro contra L. donovani.
Adicionalmente, outro estudo mostrou que a auséncia do receptor CCR2 em
camundongos infectados com L. donovani estava associada com uma migracao
diminuida de células de Langerhans para o linfonodo, resultando em uma deficiéncia
de células dendriticas CD8a+ e deficiéncia na sensibilizacdo de linfécitos Thl (Sato
et al., 2000).

Receptores da familia CCR sédo divididos em 9 subtipos (CCR1-9), estdo
envolvidos essencialmente na inflamacao (CCR1,2,3,5,8) e na regulacédo do transito
celular (CCR4,6,7,9), enquanto os da familia CX3CR atuam na ancoragem dos
leucocitos ao endotélio. Os pertencentes a familia XCR participam no recrutamento
de células T (Murdoch & Finn, 2000).

1.5.A quimiocina CXCL10

CXCL10 é uma quimiocina do grupo CXC secretada principalmente por
mondcitos, fibroblastos e células endoteliais em resposta a diferentes estimulos,
como infeccéo viral, LPS e IL-1 (Dufour et al., 2002; Lee et al., 2009). Ao contrario de
outras quimiocinas do grupo CXC que induzem a migracao de neutrofilos, CXCL10
estimula a quimiotaxia direcional de células T e mondcitos para sitios de inflamacéo,
além de potencializar a ades&o de células T ao endotélio (Taub et al., 1993). E um
potente inibidor da angiogénese in vivo (Angiolillo et al., 1995) e da formacao de
colénias de progenitores hematopoiéticos (Sarris et al., 1993), mobiliza calcio
intracelular em células NK, além de promover a quimiotaxia dessas ceélulas
(Maghazachi et al., 1997).

Acredita-se que sua producgdo seja induzida principalmente por IFN-y, visto
gue camundongos “knockout” para o gene dessa citocina ndo expressam RNAmM de
CXCL10 (Amichay et al.,1996). A ligagdo ao receptor CXCR3 é de alta afinidade
(Chen et al., 2004), e varios tipos de células tais como células T CD4* e T CD8*

ativadas e de memoria, células NK, algumas populacdes de células dendriticas e
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macrofagos ativados expressam esse receptor (Vester et al., 1999; Ritter & Moll,
2000; Mohan et al., 2005). Na auséncia de CXCR3, camundongos C57BL/6
infectados com L. major sdo capazes de montar uma resposta Thl eficiente, mas
falham em controlar a infeccéo, apresentando uma diminui¢cdo na producao de IFN-y
(Rosas et al., 2005).

Alguns trabalhos mostraram que a injecdo de CXCL10 em camundongos
BALB/c infectados com L. major tem promovido um forte recrutamento e ativacdo de
células NK (Vester et al., 1999; Muller et al., 2001). Outro estudo demonstrou que o
tamanho da lesdo e a carga parasitaria podem diminuir em camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis e tratados com essa quimiocina, e isso é mediado
por IFN-y, IL-12 e NO (Vasquez & Soong, 2006). Outros estudos tém mostrado que
CXCL10 também atua na resposta protetora contra L. donovani, induzindo uma
resposta celular tipo Thl, por meio da regulacéo da via de mediadores inflamatorios,
como NO e citocinas proinflamatorias (Gupta et al., 2009).

N&o é somente nas leishmanioses que as a¢fes das quimiocinas vém sendo
estudadas, ha relatos na literatura de trabalhos avaliando também o papel das
guimiocinas em infeccbes causadas por outros protozoarios. Na malaria cerebral,
CXCL10 liga-se ao seu receptor na superficie de células T CD8" recrutando-as, e
esse fato é imprescindivel para o desenvolvimento da doenca (Campanella et al.,
2008).

Estudos realizados com pacientes co-infectados com HIV e Cryptosporidium
sp. mostraram que, apesar de células epiteliais produzirem a quimiocina, sua
presenca no intestino ndo ajuda no combate ao parasito. ISso ocorre porque 0 virus
diminui a populacao de células T CD4*, impedindo que CXCL10 atraia os linfocitos
para o sitio da infeccdo (Wang et al., 2007). Na toxoplasmose ocular cronica,
CXCL10 age de maneira determinante, induzindo uma resposta mediada por células
T que controla de forma eficiente a acdo do protozoario. Estudos mostram que
pacientes portadores de doencas autoimunes, como esclerose multipla, que fizeram
uso de bloqueadores da quimiocina tiveram o comprometimento dessa resposta
celular. Nesses pacientes, houve desenvolvimento de toxoplasmose ocular cronica
apos o bloqueio de CXCL10 (Zecca et al., 2009).

Até o0 momento, ndo ha nenhum trabalho mostrando o efeito das quimiocinas
na LV causada por L. infantum chagasi. A maioria dos estudos envolvendo
quimiocinas e leishmaniose, desenvolvido no modelo murino, tem utilizado L. major
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(que causa leishmaniose cutanea no Velho Mundo), L. donovani ou L. infantum
(causadoras de leishmaniose visceral no Velho Mundo), L. braziliensis e L.
amazonensis (que causam leishmaniose cutdnea no Novo Mundo) (Teixeira et al.,
2006, Oghumu et al., 2010).

Coletivamente, os trabalhos publicados até agora sugerem que as
quimiocinas desempenham importantes papéis na infeccdo por Leishmania,
incluindo fungBes de defesa do hospedeiro, tais como: recrutamento de leucécitos e
ativacdo celular, participagdo na imunidade mediada por células e atividade
leishmanicida, indicando que essas proteinas podem ser relevantes para o controle

e/ou progressao da doenca (Teixeira et al., 2006; Oghumu et al., 2010).

1.6. Imunologia das células T regulatdrias em camundongos

Ainda no inicio da década dos anos 1990, uma populacdo de células T CD4*
expressando em sua superficie grandes quantidades da molécula CD25, receptora
da citocina IL-2, capazes de controlar autoimunidade, foram encontradas e
comecaram a ser chamadas de células T regulatdrias (Sakaguchi et al., 1995). Com
0 passar dos anos e ap0s muito trabalho, o estudo dessas células permitiu a
identificacdo do gene FoxP3, um dos genes chave da regulacdo celular no
organismo, pois codifica a informacao para o fator de transcricAo de mesmo nome,
responsavel por garantir a diferenciacéo e funcado daquelas células T regulatérias (T
regs) CD4*CD25* Foxp3* (Hori et al., 2003).

Células T regs Foxp3+ podem ser ou derivadas do timo (intratimicas) ou
geradas perifericamente fora dele (extratimicas). No primeiro caso, células T regs
Foxp3+ sdo denominadas T regs naturais e, no outro caso, quando geradas fora do
timo, sdo chamadas de T regs adaptativas ou induzidas. Células T regs naturais
diferenciam-se no timo e, em seguida, migram para a periferia, por outro lado,
células T regs adaptativas diferenciam-se em tecidos e 6rgaos linféides como o baco
e o linfonodo, por exemplo. Dessa forma, a populacdo de células T regs Foxp3+
encontradas na periferia sdo constituidas por ambas as populacdes de células T

naturais e induzidas (Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009).

Em adicdo as células Treg Foxp3+, ha outro tipo de células T CD4+

regulatorias chamadas de células Treg Foxp3- ou, simplesmente, células
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regulatorias do tipo 1 (Trl). Elas sdo induzidas na periferia e em seu home tem sido
atribuido a um papel importantissimo na promo¢do e manutencdo da tolerancia. As
moléculas marcadoras de superficie CD49b e LAG-3 (gene de ativacdo de linfécitos
3) foram identificadas como sendo coexpressas de forma estavel e seletivas em
células Trl de camundongos e humanos (Gangliani et al., 2013). Recentemente,
foram também usadas para a identificacdo dessa populagdo regulatoria Trl em
camundongos BALB / ¢ (Yao et al., 2015).

Existe ainda outra linhagem de células T regs nao totalmente compreendida,
denominada Th3, cuja identificacdo original foi feita em camundongos apo6sa inducéo
de tolerancia oral a proteina basica de mielina (MBP). Desse modo, a maioria das
células T CD4+ especificas para PBM liberaram TGF-3 e suprimiram a indugao de
uma encefalite autoimune experimental (EAE) especifica de MBP para pesquisa de

esclerose mdltipla (Chen et al., 1994).

Apos estimulacdo antigénica promovida por células apresentadoras de
antigenos (APC), células T CD4+ virgens (ThO) podem se expandir e se diferenciar
em variadas subpopulacdes de linfocitos (Thl, Th2, Th9, Thl7, Thf, Trl e Treg).
Dentre essas linhagens, as células efetoras do tipo Thl sédo caracterizadas pela
presenca dos fatores de transcricdo T-bet, STAT1 e STAT4, sendo induzidas por um
padrdode citocinas inflamatérias representadas por IL-12, IL-27 e IFN-y e
reconhecidamente reguladas por outro grupo de citocinas, dentre as quais podemos
citar: IL-10, TGF-B e IL-4. Células Thl podem mediar ativacdo de macréfagos e
hipersensibilidade do tipo tardia (DHT), ou seja, aquela mediada por células capazes
de matar patégenos intracelulares como a Leishmania. A linhagem regulatéria de
linfécitos T, em alguns casos, pode exibir Foxp3 como seu fator de transcricao e
sempre tem a capacidade de poder regular a resposta Thl. Essas células séo
estimuladas por citocinas como IL-2, TGF-f3 e vit A e reguladas por outras citocinas,
entre as quais se destacam IL-6, IL-17 e IL-23 (Zhu, Yamane, Paul, 2010;

Nascimento et al., 2015; Belizario et al., 2016).

Varias moléculas de superficie celular participam no mecanismo da regulacao
imunoldgica. CD25, uma subunidade do receptor de IL-2 (IL-2R), é uma dessas
moléculas. A atividade de células T CD4+ efetoras é suprimida atraveés da apoptose
induzida por privacdo de citocina IL-2, pois, embora haja altos niveis de IL-2R
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consumindo IL-2 na superficie das células T regs, ndo ha producédo dessa citocina
por essas células, o que impede a sobrevivéncia das células T CD4+ efetoras
(Pandiyan et al., 2007).

CTLA4 também é uma das moléculas de superficie do linfocito que tem um
papel regulador no sistema imunolégico do camundongo. A molécula age através de
um mecanismo que inibe a co-estimulacdo de CD28 pelas células apresentadoras
de antigenos, uma vez que promove a deplecdo das moléculas ligantes CD80 e
CD86 localizadas na superficie dessas células, fazendo com que o segundo sinal
necessario para a ativacdo e proliferacdo dos linfocitos T efetores ndo seja
transmitido, o que impede as células T CD4+ de realizarem seu papel efetor contra o
parasito (Qureshi et al., 2011).

CD73, uma 5-ectonucleotidase que pode converter 5'-AMP em adenosina, um
mediador antiinflamatorio, € também, por sua vez, uma molécula de superficie com
funcado reguladora. CD73 foi encontrada expressa em células T regs CD25+Foxp3+
de camundongos BALB/c ea infiltracdo dessas células em sitios inflamatérios, como
o baco,suprime a proliferacdo de células efetoras Thl e inibe sua producdo de
citocinas, atenuando, portanto, as reacfes imunoldgicas excessivas (Kobie et al.,
2006). Em adicdo a molécula CD73, CD39 pode também regular a resposta efetora,
pois, ao hidrolisar ATP/UTP e ADP/UDP em nucleosideos como o AMP, fornece a
molécula CD73 um substrato para a producdo de adenosina. Assim, a coordenada
expressdo de CD39/CD73 em células T regs gera imunossupresséo (Deaglio et al.,
2007).

GITR é um receptor membro da superfamilia TNFR induzido por
glicocorticéides, € constitutivamente expresso em altos niveis em células T regs.
GITR ndo é uma molécula efetora mediando supressédo, ao contrario de CD25 e
CTLA4, por exemplo, pode desempenhar um papel imunoregulador pela modulacao
da atividade supressora das células T reguladoras CD25 + CD4 +, aumentando

assim as respostas imunes (Shimizu et al., 2002).

No estudo da infec¢do por Leishmania em camundongos BALB/c, células T
regs apresentam diferentes papéis de acordo com as variadas espécies de

Leishmania envolvidas, contribuindo ou para a patologia e persisténcia do parasito

34



ou para a resolucdo da doencga. No caso da espécie L. donovani, evidéncias indicam
que a inducao de células T regs resulta em agravamento da infeccdo (Martin et al.,
2010). Em contraste, no caso da L. (Viannia) panamensis, foi encontrado que Tregs
tem o efeito oposto, pois a deplecdo experimental adicional de Tregs durante a
infeccdo leva a exacerbacdo da doenca, enquanto o aumento temporal das células T
regs (por meio da transferéncia celular ou da terapia com o anticorpo rlL-2 / anti-IL-2)
conduz a melhora da doenca (Ehrlich et al., 2014).

Usando o mesmo modelo de camundongo Balb/c, no entanto, com
protozoarios parasitos pertencentes ao género Trypanosoma cruzi, € possivel
identificar que as células T CD4 (+) CD25 (+) Foxp3 (+) reguladoras desempenham
um papel positivo no desenvolvimento da infeccdo aguda por este parasito. A
infeccdo entdo provoca atividade imunossupressora controlando a inflamacao
cardiaca precoce durante a doenca de Chagas aguda, prolongando a sobrevida e,
ao mesmo tempo, promovendo o crescimento do parasito (Flores-Garcia et al.,
2013).

O papel das células Treg também foi avaliado em outras doencas parasitarias
causadas por protozoarios em camundongos Balb/c, tais como toxoplasmose e
malaria, causadas, respectivamente, pelos patégenos Toxoplasma gondii e
Plasmodium yoelii. Oldenhove e colaboradores (2009) estudando o impacto da
manipulacdo de células Foxp3+ sobre as defesas do hospedeiro com toxoplasmose
observaram um colapso natural das células Treg Foxp3+ ap0s a infec¢do resultando
em infeccdo fatal que foi invertida por células Treg usando IL-2 (Oldenhove et al.,
2009). Na malaria, entretanto, as Tregs controlam a resposta imunoldgica efetora
permitindo a expansédo descontrolada do parasito que leva a morte. A remocéao de
Tregs evita a morte, aumentando as respostas imunoldgicas efetoras (Hisaeda et al.,
2004).

1.7.Justificativa

Até o momento ndo ha vacina eficaz contra as leishmanioses, mas ha
farmacos disponiveis para tratar essas doencas, e dentre 0s mais comumente

usados estdo: os antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina e
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recentemente, miltefosina. Entretanto, todos esses medicamentos estdo associados
ao aparecimento de cepas resistentes, significante toxicidade, e, além disso,
apresentam um curso de tratamento muito longo. Novos tratamentos contra LV ou
estratégias para melhorar a seguranca e eficacia das drogas correntes continuam
extremamente necessarias.

No figado infectado por L. donovani, varias quimiocinas sao secretadas, tais
como, CCL3, CCL2 e CXCL10, que vao desempenhar um importante papel na
guimioatracdo e consequente ativacdo de células de defesa. Estudos recentes
mostraram que em camundongos BALB/c, cepa de L. braziliensis mais patogénica
causa lesfes, que apesar de pequenas e ndo ulceradas, demoram mais tempo para
curar, sendo que a cura coincide com o aumento da producdo de IFN-y e a
expressdo de CXCL10 nas lesdes, sugerindo que o controle mais precoce da
infeccdo possa ser dependente, em parte, dessas proteinas.

Ha alguns estudos mostrando o uso de citocinas pré-inflamatorias para tratar
ou reforcar de maneira eficaz a resposta imunolégica contra varias espécies de
Leishmania. As citocinas IL-12 ou IL-1la recombinante, quando administradas em
camundongos BALB/c antes da infeccdo com L. major, torna esses animais, que sao

pY

naturalmente susceptiveis a infeccdo, resistentes. Ha estudos mostrando que
CXCL10 é capaz de induzir protecdo em camundongos infectados com L.
amazonensis com producao de citocinas multifuncionais, tais como, IFN-y, IL-3, IL-6,
IL-17 e CXCL2.

A administracdo exdgena de quimiocinas tem mostrado resultados
promissores no tratamento da LV. Ha evidéncias de que o tratamento com
guimiocinas da familia CC leva a uma forte resposta imunoldgica do tipo Thl na LV
experimental. Entretanto, o papel das quimiocinas da familia CXC, como CXCL10,
precisa ser melhor estudado na infeccdo por L. infantum, além dos mecanismos
protetores induzidos por essa quimiocina.

CXCL10 é uma potente candidata para imunoterapia na LV, uma vez que é
uma quimiocina conhecida por favorecer o recrutamento e a ativacdo de células
polarizadas para Thl, além de recrutar e ativar células NK, células que também séo
produtoras de IFN-y. Este estudo, portanto, podera agregar novos conhecimentos
sobre 0s mecanismos associados com a patogénese da infecgdo por L. infantum, o
que potencialmente poderd fornecer subsidios para a elaboracdo de novas

abordagens de intervencao terapéutica.
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2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo Geral

Avaliar se o tratamento com CXCL10 confere protecdo contra a infeccédo por
Leishmania infantum in vitro e em camundongos BALB/c, dependente da reducéo de

células T regulatorias, e se previne também a quebra da microarquitetura do baco.

2.2.0bjetivos Especificos

— Determinar a carga parasitaria em macréfagos RAW 264 infectados por L.
infantum, tratados ou ndo com CXCL10;

— Quantificar os niveis de NO, IL-4 e IL-10 no sobrenadante de cultura de
macrofagos RAW 264 infectados por L. infantum, tratados ou ndo com CXCL10;

— Determinar o nimero de parasitos no baco e no figado de camundongos BALB/c
infectados por L. infantum, tratados ou ndo com CXCL10;

— Quantificar os niveis de IFN-y, IL-4, IL-10 e TGF-B no sobrenadante de cultura
de esplendcitos de camundongos BALB/c infectados por L. infantum, tratados ou
ndo com CXCL10 e re-estimulados in vitro;

— Avaliar a frequéncia de populacées de células T regulatérias produtoras de IL-10
presentes no baco de camundongos BALB/c infectados por L. infantum, tratados
ou ndo com CXCL10;

— Avaliar os aspectos histopatolégicos do baco de camundongos BALB/c

infectados por L.infantum, tratados ou ndo com CXCL10.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Um total de 180 camundongos BALB/c, machos, 6-8 semanas de idade,
obtidos do Biotério Central do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Cear4d (DPML/UFC) foram utilizados nos experimentos. Os
animais foram mantidos a 22-24°C com racdo comercial apropriada e agua ad
libitum. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Federal do Ceara, com o numero de registro 52/2014.

3.2.Parasitos

Promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/BA-262) foram cultivadas a 25°C
em meio N.N.N., com fase liquida constituida por meio Schneider (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). A viruléncia da cepa foi mantida através de passagem regular em
hamster dourado. Apds serem recuperados do baco do animal através de
maceracao, os parasitos foram cultivados a 25°C em meio N.N.N, contendo meio
Schneider (Sigma-Aldrich) suplementado com 20% de SBF (Sigma-Aldrich), urina
humana estéril a 2% e antibiéticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina) (todos Sigma-Aldrich). Para a infeccdo, os parasitos foram utilizados

até a 52 passagem, in vitro.

3.3.Ensaios in vitro com macrofagos

Macrofagos RAW 264.7 foram centrifugados a 400g, durante 15 min, a 5°C e
a suspenséao celular foi ajustada em meio RPMI 1640 suplementado com 10mM de
HEPES, 100 U/mL de penicilina, 100pug/ml de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina
(todos Sigma-Aldrich). Em seguida, as células foram distribuidas em placas de 24
pocos, cada poco contendo uma laminula de vidro redonda de 23 mm, na
concentracdo de 1x108 células/laminula. Os macréfagos foram incubados durante 24
h em estufa com 5% de CO2z a 37°C e 95% de umidade. As células n&do aderidas
foram removidas por lavagem com RPMI morno (37°C, 3 vezes) e cultivadas com
RPMI suplementado com ou sem promastigotas de L. infantum, numa proporc¢éao de

10 parasitos para 1 célula (10:1) durante 12 horas. Os parasitas extracelulares foram
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removidos por lavagem (3 vezes) com RPMI morno (37°C) (Karmakar et al., 2011).
Apés este periodo, as células foram tratadas com 16 mg/mL de antimdnio
pentavalente (Glucantime), CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL) e LPS (20 ng/mL, controle
positivo) e depois foram cultivadas durante 24 e 48 h a 37°C, 5% de CO2 e 95% de
umidade. Os sobrenadantes de cultura foram recolhidos com 24 e 48 h para a

dosagem de citocinas e NO.

3.4.Determinacéo da taxa de infeccdo dos macrofagos

Para quantificar o nivel de infeccdo dos macréfagos, as laminulas contendo
as células foram lavadas com salina, e em seguida, fixadas e coradas com corante
Giemsa (Sigma-Aldrich). As laminulas coradas foram montadas em laminas e
examinadas por microscopia optica a uma ampliacdo de 100x em 6leo de imersao.
Trés areas (cada uma com 50 células) foram examinadas e o nUmero de macrofagos

infectados/50 células foi determinado.

3.5.Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Sobrenadantes da cultura de macréfagos foram testados para detectar a
liberacdo de NO sob a forma de nitrito pela reacédo de Griess (Green et al., 1990). Os
sobrenadantes foram incubados com o reagente de Griess (1:1 v/v), recém
preparado, por 10 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 540 nm e a concentracdo de NO:2 determinada usando uma
curva padrao de nitrito de sédio e expressa como pmol/mL. Para evitar interferéncia
por NO2, possivelmente presente no meio, foi adicionado um branco para cada

experimento, utilizando RPMI suplementado, meio utilizado na cultura das células.

3.6.Infeccdo de camundongos BALB/c e tratamento com CXCL10

Promastigotas metaciclicas de L. infantum, na fase estacionaria, foram
inoculadas por via intraperitoneal em camundongos BALB/c (n=36) na concentracao
de 2 x 107 parasitos em 20uL de salina. Os animais foram divididos em dois grupos,
cada um com 18 animais. Um grupo recebeu CXCL10 (5 ug/kg) (Thermo Scientific

Inc, Waltham, MA,USA) e o outro recebeu salina (grupo Controle), por via
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intraperitoneal, apos 1, 3 e 7 dias da infeccdo segundo Gupta e colaboradores
(2009). Os animais foram eutanasiados apds 1, 7, 23 e 45 dias de tratamento,
através da inalacdo de Halotano (Sigma-Aldrich). Em cada tempo foram

eutanasiados 6 animais por grupo, em um total de 3 ensaios.

3.7.Determinacdo do numero de parasitos no bago e figado

O nuamero de parasitos no figado e baco foi quantificado através da técnica de
diluicdo limitante, como previamente descrito (Titus et al., 1985). Brevemente, 14
animais foram eutanasiados através de inalacdo com halotano (Sigma-Aldrich) e
mergulhados em alcool-iodado a 3% por até 3 minutos a fim de permitir a
descontaminacdo dos mesmos. Em seguida, o baco e o figado foram retirados
assepticamente, pesados, e um fragmento de cada 6rgao (baco: entre 0,0671 a
0,0700 g; figado: entre 0,26 a 0,30 g) foi macerado em 1mL de meio Schneider e
deixado em repouso por 5 min. A partir dessa suspensao de células, foram feitas 8
diluigées (10, 50, 100, 500, 10°%, 104, 10° e 10°) em Schneider suplementado com
20% de SBF (Sigma-Aldrich), urina humana estéril a 2% e antibiéticos (100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). Cem microlitros destas diluicbes foram
distribuidos em placas de 96 pocos, fundo chato, 6 pocos/diluicdo. As placas foram
seladas e incubadas a 25°C, por 3 semanas. Os pocgos foram observados em
microscopio optico invertido (Nikon) de 3 em 3 dias para o registro das diluicdes que
continham promastigotas. O numero final de parasitos foi determinado utilizando-se
o programa ELIDA (Taswell, 1984).

3.8.Cultura de esplendcitos

Células do baco de animais tratados ou ndo com CXCL10 (3 animais por
grupo) foram separadas por centrifugacdo com Ficoll, 800g por 30 min a 25°C, ap0s
1, 7 e 23 dias de infec¢do. As células foram lavadas com RPMI, 1.000g por 15 min a
5°C, e depois cultivadas em placas de 96 pocos (1 x 108 células/mL) em meio RPMI
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 50 yM de 2-mercaptoetanol, 2
mM de L-glutamina e antibidticos (100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de
estreptomicina) para infeccdo ou nao (controle) com promastigotas de L. infantum,

na concentracdo de 1 x 10’ /mL, em estufa a 37°C e 5% CO2. Os sobrenadantes
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foram coletados com 48h e conservados a -20°C para a dosagem posterior de

citocinas.

3.9.Dosagem de citocinas

Determinaram-se o0s niveis de citocinas obtidas tanto da cultura de
macréfagos (apenas IL-4 e IL-10) quanto da cultura de esplendcitos (IFN-y, IL-4, IL-
10 e TGF-p) utilizando a técnica ELISA como recomendado por fabricante do kit (BD
Biosciences). Brevemente, placas de 96 pocos, fundo chato (Nunc), foram
sensibilizadas por 12 a 18 h (dependendo da citocina testada) com o anticorpo de
captura anti-citocina purificado na concentracdo determinada, a 4°C. A placa foi
lavada, utilizando-se solucéo de lavagem (PBS com Tween 20 a 0,05%), em seguida
foi realizado blogueio com PBS e soro bovino fetal (SBF 10%) e incubacéo por 1
hora a temperatura ambiente. Apos lavagem com PBS + Tween 20 foram
adicionados o padrdo e as amostras em duplicata e, em seguida, a placa foi
incubada novamente por 2 h ou por uma noite a temperatura ambiente (dependendo
da citocina testada). Apds lavagem com PBS + Tween 20, a placa foi incubada por
mais 1h com o anticorpo de deteccdo conjugado a enzima peroxidase. ApOs esse
procedimento, a placa foi lavada e o substrato foi adicionado. A placa foi incubada
por 30 min, temperatura ambiente e protegida da luz. A reacdo foi finalizada com
acido fosférico (1:20) e a leitura realizada em leitor de ELISA (Molecular Devices
Corp; Sunnyvale, CA, USA), usando filtro de 450nm. Os resultados foram analisados
utilizando-se o programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

3.10. Avaliacao de células T regulatérias (Treg) em camundongos Balb/c

Células Treg CD4*CD25*Foxp3*IL-10* de camundongos Balb/c foram
identificadas por anti-CD4 PerCP rato anti-camundongo (Ref: 553052), anti-CD25
FITC rato anti-camundongo (Ref: 553071), anti-IL-10 APC rato anti-camundongo
(REF: 554468) (todos BD Biosciences) e anti-Foxp3 PE ratoanti-camundongo (Ref:
12-5773) (eBioscience). Suspensfes celulares foram obtidas do bago de cada
animal ap6s 7, 23 e 45 dias de tratamento. Células (1 x 10’ cels/mL) foram

marcadas com anti-CD4 (0,2ug/teste; clone RM4-5), anti-CD25 (0,5ug/teste; clone
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7DA) e anti-Foxp3 (0,2 pg/teste;clone FIJK-16s) em conformidade com o protocolo do

fabricante. As células foram entdo mensuradas e analisadas por citometria de fluxo.

3.11. Andlise de citometria de fluxo

Para analise de citocinas intracelulares, realizou-se citometria de fluxo para a
determinacao de IL-10 produzida por células Treg CD4*CD25*Foxp3*em cada um
dos animais nos diferentes grupos. Para isso, os esplendcitos extraidos de cada
camundongo foram ajustados para a concentracdo final de 1 x 108cels/mL, e foram
entdo sujeitos a contato com a solucdo GolgiStop (Ref: 554724; BD Bioscience) por
6 h a 4°C e protegidos da luz. ApGs esse passo, a marcacao foi feita primeiro com os
anticorpos de superficie anti-CD4, anti-CD25 e seus isotipos, em seguida as
membranas foram permeabilizadas atraves da solugcdo FIX/PERM do kit Foxp3 (Ref:
005523-00; eBioscience), permitindo a ligacdo dos anticorpos intracelulares (Foxp3 e
IL-10) e seus isotipos. PFA 1% preservou as células, além de armazenamento a 4°C
no escuro até o momento da aquisicdo em até 12 horas. Os esplendcitos foram
analisados em citometro de fluxo (FACS Calibur) utilizando o programa Cell Quest

em pelo menos 30.000 eventos.

3.12. Andlise Histopatolégica do baco

Os animais foram eutanaziados por inalagdo de halotano (Sigma-Aldrich) em
camara hermética apoés 7, 23 e 45 dias de tratamento, 6 animais em cada tempo e
por cada grupo. Imediatamente apds a eutanasia, os camundongos foram
submetidos a laparotomia para coleta do baco. Cada baco foi pesado
separadamente para calcular o peso relativo (peso do baco / peso corporal). Os
bacos foram fixados em formaldeido tamponado a 10%, cortados transversalmente,
colocados em cassetes histologicos, desidratados, diafanizados, embebidos em
parafina, cortados a 5 ym e depois corados com hematoxilina e eosina (H & E) e
reticulina (impregnacédo pela AgNOs3). Para a andlise da polpa branca
fotomicrografias de 10 campos do baco foram feitas em uma ampliacdo de 40x.
Foliculos linféides foram contados e a area total da polpa branca em cada lamina foi
medida digitalmente por meio do programa de licenga aberta ImageJ® v.1.44 (NIH,
2012).
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3.13. Anélise estatistica

Para verificar a significAncia estatistica entre o grupo tratado e o grupo
controle foi aplicado o teste t de Student. Para comparacédo entre os multiplos grupos
foi usado o teste one-way ANOVA, seguido pelo pés-teste Bonferroni. Os testes
foram realizados no programa GraphPad Prism versdo 6.00 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Os resultados sdo apresentados como média aritmética + erro
padrdo da média. Em todos os testes utilizados, a significAncia minima foi aceita

quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1.Carga Parasitaria em macrofagos

Apés 24 horas, o tratamento com CXCL10 resultou em uma reducdo
significativa da carga parasitaria nas concentracées de 50 ng/mL (70,3%) e 100 ng/
mL (74,0%) em comparagdo com Glucantime (50,4%) e animais n&o tratados
(Fig.1A). Apoés 48 horas, o tratamento com CXCL10 manteve a reducdo do niumero
de parasitos intracelulares em concentracdes de 50 ng/mL (70%) e 100 ng/mL

(72,6%) quando comparado ao Glucantime (61,8%) e ndo tratado (Fig. 1B).
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Figura 1: Carga parasitaria em macréfagos infectados com Leishmania infantum e tratados ou
ndo com CXCL10. Macrofagos RAW 264.7 foram infectados com promastigotas de L. infantum (10
parasitos: 1 macréfago) e apds 12 horas de infeccao as células foram tratadas in vitro com CXCL10
(25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20ng/mL) e Glucantime (16mg/mL). Ap6s 24 (A) e 48 (B) horas de
incubacdo, o nimero de amastigotas por 50 macréfagos foi determinado por meio da microscopia
Optica. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e s&o representativos de
3 experimentos independentes.

4.2.Producéo de Oxido Nitrico por macréfagos

Apbs 24 horas, a producdo de NO comportou-se de modo dose dependente
em amostras que foram tratadas com CXCL10, com uma média de producéo de 79
pmol/L a 282 umol/L (Fig. 2A). Apos 48 horas, houve uma reducdo na producao de
NO, CXCL10 induziu uma meédia de producao variando de 52umol/L a 164umol/L;
Mostrando ainda uma dependéncia da dose (Fig. 2B).
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Figura 2: Producdo de 6xido nitrico por macrofagos infectados com Leishmania infantum e
tratados ou ndo com CXCL10. Macréfagos RAW 264.7 foram infectados e tratados como descrito
na Figura 1. Sobrenadantes de cultura de células foram coletados com 24 (A) e 48 (B) horas para
medicdo de NO na forma de nitrito (NOz). Os dados representam a média aritmética + erro padrdo da
média e sdo representativos de 3 experimentos independentes. M® + NI = macrdéfagos néo
infectados; M® + L = macrofagos infectados com L. infantum.

4.3.Producéo de Citocinas in vitro

Tratamento com CXCL10 (100 ng/mL) em macrofagos infectados por L.
infantum inibiu a producédo de IL-4 (significativa as 24 horas po6s-infec¢édo <0,01) e IL-
10 (p < 0,001) nos dois periodos de tempo (Fig. 3A e B). As 48 horas p6s-infeccéo,
os resultados foram semelhantes para IL-4 e IL-10 (Fig. 3A e B).

45



] 24n 200
2001
0.001
48 h b
p<0.01 -

—. 1504 I 1501

TEI E

"a: ‘a

£ 1001 £ 1004

Y <

= =

50+ _'Li = 504
u L1l i

L.. infantum - + + L.. infantum - + +
CXCL10 - - + CXCL10 - - +

Figura 3: Producéo de IL-4 e IL-10 por macrofagos infectados com Leishmania infantum e
tratados ou ndo com CXCL10. Os macriéfagos RAW 264.7 foram infectados com L. infantum e, apés
12 horas, tratados in vitro com CXCL10 (100 ng/mL). Os sobrenadantes da cultura foram recolhidos
com 24 (A) e 48 (B) horas para a quantificagdo de citocinas. Os resultados foram expressos como

média + erro padrdo da meédia e séo representativos de 3 experimentos independentes.

4.4.Peso relativo do baco e figado

A andlise do peso relativo do baco e figado foi realizada em 1, 7, 23 e 45 dias
apos tratamento com CXCL10 (100 ng/mL). Observou-se que no 1° dia pOs-
tratamento, o grupo tratado e o néo tratado nao apresentaram diferencas no peso do
baco, embora o peso do baco de ambos os grupos (ndo tratado: 0,0056 + 0,003,
tratado: 0,0045 + 0,0004) fosse ligeiramente superiores aos encontrados em animais
saudaveis (0,0042 + 0,0002) (Fig. 4A). Houve uma diminui¢cdo no peso do baco dos
animais tratados apdés o 7° dia, ao contrario do que ocorreu com o grupo nao tratado,
cujos pesos apenas diminuiram apés 45 dias de tratamento, e contudo estavam
acima do peso do baco de animais saudaveis. Quando o0s grupos foram
comparados, observou-se que havia diferencas entre eles no dia 7 (p = 0,0286) e 23
apos o tratamento (p = 0,0033) (Fig. 4A). Em relac&o ao figado, observou-se que o
peso deste 6rgdo diminuiu apos o 7° dia de tratamento em animais tratados, quando
comparado com animais nao tratados. No entanto, ndo se observou diferenca entre
0s grupos, embora o peso do figado em animais néo tratados apresentasse uma
ligeira tendéncia a aumentar mais do que os animais tratados, quando comparado

com o peso do figado de animais saudaveis (Fig. 4B).
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Figura 4: Peso relativo do baco (A) e figado (B) de camundongos BALB/c infectados com
Leishmania infantum e tratados (m) ou nao tratados (o) com CXCL10. Os animais foram tratados
com CXCL10, intraperitonealmente (5 pg/kg) ou solugéo salina aos 1, 3 e 7 dias de infecgdo. A 1, 7,
23 e 45 dias ap6s o tratamento, os animais foram sacrificados e o bago e o figado foram removidos.
Os dados de 6 animais por grupo foram representados pela média aritmética + erro padrdo da média
e sdo representativos de 3 experimentos independentes. As linhas tracejadas representam a média

aritmética do peso relativo de baco (0,0042) e figado (0,048) de 6 animais saudaveis (valor basal).

4.5.Numero de parasitos no baco e figado

Os resultados mostraram que apos o 1° dia de tratamento, os animais
tratados com CXCL10 ndo apresentaram diferenca no nimero de parasitos no bacgo
e no figado quando comparados aos animais nédo tratados (Fig. 5A e 5B). Como era
esperado, o figado foi o 6rgdo mais infectado nos primeiros 8 dias de infec¢éo
(significa: 1 dia apds o tratamento), apresentando em ambos os grupos (tratados e
ndo tratados) um numero de parasitos 108 (Fig. 5B). Por outro lado, foi encontrado
no bagco aproximadamente metade do indculo inicial, cerca de 10 parasitos em
ambos o0s grupos (tratados e néao tratados) (Fig. 5A). Apés 7 dias de tratamento, o
namero de parasitos nos animais tratados permaneceu estavel tanto no baco
(aproximadamente 10%) como no figado (aproximadamente 10°) (Fig. 5A e 5B). Apds
23 dias de tratamento, houve um declinio no nimero de parasitos nos 6rgaos alvo
nos grupos tratado e nao tratado. No entanto, verificou-se que esta diminuicdo na
carga parasitaria era significativa apenas no bago do grupo tratado (p = 0,0272),
guando comparada com o grupo néo tratado (Fig. 5A). Apos 23 dias de tratamento
observou-se também que no grupo tratado, em ambos os 0rgdos, o numero de
parasitos atingiu os valores mais baixos (aproximadamente 102 no baco e 10% no
figado) (Fig. 5A e 5B). O grupo que recebeu CXCL10 em diferentes periodos

mostrou que no baco houve diferenca (p <0,05) entre 1 e 23 dias ap0s o tratamento
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(Fig. 5A). No figado, houve também uma diminui¢do significativa (p <0,05) do dia 7
ao dia 23 pos-tratamento no grupo tratado, mostrando uma reducdo na carga
parasitaria equivalente a encontrada no baco. Embora exista uma reducéo
similarmente semelhante na taxa hepatica entre os grupos nao tratados do dia 7 ao

dia 23 apos o tratamento, de fato, ndo houve significancia estatistica (Fig. 5B).
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Figura 5: Carga parasitaria no baco (A) e figado (B) de camundongos BALB/c infectados com
Leishmania infantum e tratados ou néo tratados com CXCL10. Os animais foram tratados como
descrito na Figura 4. Apés 1, 7 e 23 dias de tratamento, os animais foram sacrificados; o baco e o
figado foram removidos e utilizados para avaliar a carga parasitaria. Os dados de 6 animais por grupo
foram representados pela média aritmética + erro padrdo da média e sdo representativos de 3

experiéncias independentes.

4.6.Producéao de citocinas in vivo

O IFN-y foi produzido de forma mais destacada pelos esplendcitos dos
animais tratados do que dos animais nao tratados, nos 3 periodos de tempo
avaliados (apés 1 dia, p = 0,0218; 7 dias, p = 0,0309 e apds 23 dias de tratamento, p
= 0,0015). Nos animais tratados com CXCL10, a producao de IFN-y atingiu o seu
valor maximo de 100 pg/mL ao dia 23 apés o tratamento, o que foi equivalente a um
aumento de 5 vezes em relagdo a concentracgédo inicial de 20 pg/mL (p <0,05) (Fig.
6A). Em ambos os grupos, a producédo de IL-4 permaneceu sempre abaixo de 10
pg/mL, nos trés periodos de tempo avaliados (Fig. 6B). No entanto, nos dois ultimos
dias do estudo observou-se que os animais tratados com CXCL10 induziram uma

maior producdo de IL-4, em comparacdo com o0s nhao tratados (7 dias apos o
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tratamento, P = 0,0022; 23 dias ap6s o tratamento, p = 0,0043) (Fig.6B). Nos
animais tratados com CXCL10, a producdo de IL-10 foi duas vezes superior a do
IFN-y apos 1 dia do tratamento, atingindo uma concentracdo de aproximadamente
40 pg/mL, também significativamente superior a dos animais nao tratados (p =

0,0218) no mesmo periodo de tempo (Fig. 6C).
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Figura 6: Producdo de IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TGF-B (D) por esplenécitos de
camundongos BALB/c infectados com Leishmania infantum e tratados (m) e nao tratados (e)
com CXCL10 ou nao infectado (NI) (A). Os animais foram tratados como descrito na Figura 4. Apds
1, 7 e 23 dias de tratamento, os animais foram sacrificados para obter os esplendcitos. Os
sobrenadantes destas células foram recolhidos as 48 horas para a medi¢éo das citocinas. Os dados
de 6 animais por grupo foram apresentados como a média aritmética + erro padrdo da média e sao

representativos de 3 experimentos independentes.

Apos 7 dias de tratamento, ndo houve diferenga na IL-10 entre animais tratados com
CXCL10 e nao tratados, no entanto, apdés 23 dias, caiu significativamente nos
animais tratados (p = 0,0029) (Fig. 6C). Em contraste, no grupo nao tratado, a
producdo de IL-10 permaneceu crescendo, sendo detectados cerca de 60 pg/mL
apos 23 dias de tratamento (Fig. 6C). Em relacdo ao TGF-3, observou-se que 0s

niveis desta citocina foram sempre muito mais elevados quando comparados com as
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outras citocinas avaliadas. Apds o 1° dia de tratamento, tanto o grupo nao tratado
quanto o tratado apresentaram niveis semelhantes de TGF-f3, cerca de 50 pg/mL
(Fig.6D). Apo6s 7 dias de tratamento, a producdo de TGF-B foi menor no grupo
tratado, cerca de 100 pg/mL, menor que a produzida pelo grupo néo tratado (150
pg/mL, p = 0,0092) (Fig.6D). Apos 23 dias de tratamento, a producao desta citocina
diminuiu em ambos os grupos (tratados e nao tratados) (Fig. 6D).

4.7.Efeito de CXCL10 na frequéncia de células Treg CD4+ CD25+ Foxp3+ IL-10+

em camundongos BALB/c infectados com L. infantum

A estratégia de “gate” da proporcdo de células Treg CD4+ CD25+ Foxp3+e 0s seus
niveis de expressao da citocina IL-10 podem ser vistos na Fig.7A, B e C. Apds 7 dias
de tratamento, ndo houve diferenca na frequiéncia de células Treg CD25+ Foxp3+ IL-
10+ entre os animais tratados com CXCL10 e os animais ndo tratados. No entanto,
nos ultimos dois dias poés-tratamento (23 e 45 dias) observou-se que 0s animais
tratados com CXCL10 induziram uma frequéncia mais baixa de células Treg CD25+
Foxp3+ IL-10+, em comparacdo com animais nao tratados (23 dias, p= 0,0159; 45
dias, p=0,0079) (Fig. 7D). Nos animais tratados com CXCL10, a frequéncia de
células Treg CD25+ Foxp3+ IL-10+ atingiu seu menor valor (aproximadamente 15%)
45 dias apOs tratamento, o que equivale a uma reducdo de aproximadamente
metade, quando comparada com a frequéncia no dia 23 pos-tratamento que foi de
30% (p = 0,0204) (Fig. 7D). Pelo contrario, no grupo nao tratado, a frequéncia celular
aumentou entre os dias 7 e 23 ap0s o tratamento (p = 0,0013), sendo entdo mantida

sem diminuicao significativa entre 23 e 45 dias apds o tratamento (Fig. 7D).
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Figura 7: Estratégia de “gating” da proporc¢ao (A, B e C) e frequéncia (D) de células Treg CD4+
CD25+ Foxp3+ IL-10+ em esplendcitos de camundongos BALB/c infectados com Leishmania
infantum e tratados (m) ou nédo tratados (o) com CXCL10. Os animais foram tratados como
descrito na Figura 4. Ap6s 7, 23 e 45 dias de tratamento, os animais foram sacrificados para obter os
esplendcitos. Estas células foram marcadas com anticorpos e submetidas a citometria de fluxo. Os
dados de pelo menos 6 animais por grupo foram apresentados como a média aritmética + erro padréao

da média e sdo representativos de 3 experimentos independentes.

4.8.Efeito de CXCL10 na frequéncia de células Treg CD4+ CD25- Foxp3- IL-10+

em camundongos BALB/c infectados com L. infantum

Apoés 7 dias de tratamento, observou-se que a frequéncia das células Treg
CD4+ CD25- Foxp3- IL-10+ nos animais tratados com CXCL10 era inferior quando
comparada com 0s animais nao tratados (p = 0,0195). Além disso, apos 23 dias de
tratamento, observou-se que no grupo tratado com CXCL10 a frequéncia de células
Treg CD4+ CD25-Foxp3-IL-10+ era muito mais baixa, no entanto, em comparacgao
com o tempo 7 dias apos o tratamento a diminuicdo na frequéncia no dia 23 apds o

tratamento foi ainda mais significativa (p = 0,0079) (Fig.8D). Apdés 45 dias de
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tratamento, ndo houve diferenca na frequéncia de células Treg CD4+ CD25+ Foxp3+

IL-10+ entre animais tratados com CXCL10 e animais néo tratados (Fig.8D).
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Figura 8: Estratégia de “gating” da proporcéo (A, B e C) e frequéncia (D) de células Treg Trl
CD4+ CD25- Foxp3- IL-10+ em esplendcitos de camundongos BALB/c infectados com
Leishmania infantum e tratados (m) ou nao tratados (o) com CXCL10. Os animais foram tratados
como descrito na Figura 4. ApGs 7, 23 e 45 dias de tratamento, os animais foram sacrificados para
obter os esplendcitos. Estas células foram marcadas com anticorpos e submetidas a citometria de
fluxo. Os dados de pelo menos 6 animais por grupo foram apresentados como a média aritmética +

erro padrédo da média e séo representativos de 3 experimentos independentes.
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4.9. Efeito de CXCL10 na area de polpa branca, no numero de foliculos
linfoides e no indice de peso do baco de camundongos BALB/c infectados

com L. Infantum

Na contagem dos foliculos linféides por 10 campos, ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos (n&o infectados, tratados e nao tratados) ou
na area relativa de polpa branca (Fig. 9A, 9C e Tabela 1). No entanto, a hiperplasia
de polpa branca observada nos animais tratados com CXCL10 foi inferior a
observada nos animais ndo tratados, ambos aos 7 dias (p= 0,0286) e aos 23 dias
apos o tratamento (p = 0,0033) (Fig. 9B e 9C).

Tabela 1: Area de polpa branca em relacdo a area total do baco (%)

Tempo (dias Infectado p
pos CXCL10 Nao tratado
tratamento)
7 7.62 3.08 ns
23 7.02 9.80 ns
45 12.04 12.01 ns

Abreviagdo: ns, ndo significante
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Figura 9 A e B: Numero de foliculos de polpa branca do bago (A), indice de peso de
baco (B). Os animais foram tratados como descrito na Figura 4. Apés 7, 23 e 45 dias de
tratamento, os animais foram sacrificados para obter o bago. Fotomicrografias e leitura das
laminas foram feitas de acordo com o material e os métodos. Dados de pelo menos 6
animais por grupo sdo apresentados como 10-90 percentil e sdo representativos de 3

experimentos independentes.
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Figura 9C: SecOes histolégicas coradas com coloracdo hematoxilina-eosina (C) de
camundongos BALB / ¢ infectados com Leishmania infantum tratados ou néo tratados com
CXCL10. Os animais foram tratados como descrito na Figura 4. Apos 7, 23 e 45 dias de tratamento,
os animais foram sacrificados para obter o bago. Fotomicrografias e leitura das laminas foram feitas
de acordo com o material e os métodos. Dados de pelo menos 6 animais por grupo sao apresentados
como 10-90 percentil e sdo representativos de 3 experimentos independentes. Secdes histoldgicas:

ampliacdo original x40.
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5. DISCUSSAO

CXCL10, quimiocina indutora de IFN-y, € uma citocina que nos ultimos anos
tem sido explorada no campo da imunoterapia como um potencial farmaco para o
tratamento da leishmaniose visceral. Seus mecanismos de acao, tais como ativacao
de leucdcitos, equilibrio entre as células T reguladoras e efetoras, quimiotaxia,
hematopoiese e aumento da citotoxicidade das células NK (Gupta et al., 2011)
podem ser importantes no contexto do tratamento das leishmanioses. Este estudo
avaliou o potencial de CXCL10 no controle da infeccdo causada por L. infantum

utilizando modelos in vitro e in vivo de leishmaniose visceral.

In vitro, CXCL10 (100 ng/mL) foi capaz de reduzir em 74% a carga parasitaria
intracelular em comparacdo com macrofagos infectados e néo tratados. In vivo,
observou-se também que o tratamento com CXCL10 foi capaz de reduzir a carga
parasitaria tanto no figado quanto no bacgo, quatro semanas apoés a infec¢do. Essa
diminuicdo no numero de parasitos no baco correlacionou-se com a diminuicdo do
tamanho desse 6rgdo em animais tratados com CXCL10 em comparagdo com
animais ndo tratados. Tem sido relatado que durante a infeccéo por L. infantum em
camundongos, as amastigotas multiplicam-se rapidamente durante as primeiras 2
semanas no figado e desaparecem espontaneamente em torno da 82 semana de
infeccdo, enquanto no bago os parasitos crescem mais lentamente, levando a uma
infeccdo cronica nesse 6rgdo (Nieto et al., 2011). Os resultados da carga parasitaria
encontrados no presente estudo corroboram os achados da literatura. De destaque,
sugerem um papel protetor de CXCL10 na infeccéo por L. infantum, uma vez que
essa quimioquina foi capaz de induzir uma grande reducdo no numero de parasitos

nos dois 6érgaos alvo, o que nao foi observado no grupo nao tratado.

O provavel mecanismo efetor dessa reducdo parasitaria esta relacionado a
ativacdo de macrofagos induzida por CXCL10, uma vez que tem sido relatado que
algumas quimiocinas como CCL2 e CXCL10 podem ativar macréfagos para
participarem na reducdo do numero de parasitos (Ritter & Moll, 2000). Os
macrofagos medeiam a destruicdo de Leishmania principalmente por meio de
derivados reativos de oxigénio e producdo de NO (Vouldoukis et al., 1997). Além
disso, foi demonstrado que um fendtipo de L. infantum era resistente a morte por

apoptose mediada por NO (Holzmiiller et al., 2005). No presente trabalho, a reducéo
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de parasitos in vitro ndo parece depender exclusivamente de NO, uma vez que sua
producdo diminuiu significativamente nos macréfagos infectados e tratados com
CXCL10 quando comparados com os infectados e ndo tratados com a quimiocina.
Algumas espécies de Leishmania séo resistentes a acdo microbicida de NO, como
alguns isolados de L. braziliensis, que apresentaram maior crescimento intracelular
mesmo na presenca de LPS e IFN-y (Souza et al., 2010). Ha relatos de que outros
produtos do metabolismo do oxigénio estdo envolvidos na explosédo respiratdria em
macrofagos de murinos ativados, como o peroxido de hidrogénio (H202) e o anion
superoxido (O2’) e assim, também estardo envolvidos na eliminacdo de Leishmania

(Van Assche et al., 2011), o que corrobora a hipétese sugerida no presente trabalho.

Em modelos murinos de leishmaniose visceral utilizando camundongos
BALB/c, o controle da doenca depende da magnitude da resposta das células Thl,
conduzindo a producdo de IFN-y, a ativacdo de macréfagos (Kaye et al., 2004), a
formacao de granulomas hepéticos maduros, bem como a producdo de espécies
reativas de nitrogénio e intermediarios de oxigénio, que sdo essenciais para a
eliminacao de parasitos dentro das células de Kupffer e células dendriticas (Murray,
2001; Stanley & Engwerda, 2007). O inicio da doenca estd associado a uma
diminuicdo da resposta a esses fatores, o que ajuda o parasito a viver e se
reproduzir no fagolisossomo de macréfagos (Melby et al., 2001). Verificou-se que a
producdo de IFN-y no grupo tratado com CXCL10 estava aumentada no baco
guando comparada com o grupo nao tratado. Essa producéo foi significativamente 5
vezes maior que a concentracdo produzida ap6s o primeiro dia de tratamento, um
aumento que coincidiu com a diminuicdo da carga parasitaria apés 23 dias do
tratamento, reforcando a hipétese do papel protetor de CXCL10. Estudos anteriores
demonstraram a importancia de IFN-y no controle da infecgdo visceral. Os mondcitos
de individuos saudaveis previamente tratados com IFN-y produzem, apés a infeccdo
com L. donovani, uma quantidade maior de TNF-qa, citocina importante na resposta

do hospedeiro a infec¢do microbiana (Reiner et al., 1990).

Corroborando os altos niveis de IFN-y e a diminuicdo da carga parasitaria no
baco, observou-se que CXCL10 induziu uma reducao significativa na producdo de
IL-10 e TGF-B. O tratamento com CXCL10 in vitro também induziu uma diminui¢ao

significativa de IL-10. Esse dado confirma a resposta protetora induzida pela
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quimiocina, representada pela reducdo da carga parasitaria, mesmo com a
diminuicdo da producdo de NO. Nos animais que receberam CXCL10, a
concentragéo da citocina IL-10 foi 10 vezes menor do que a concentragao de IFN-y.
Contudo, apesar de CXCL10 ter induzido a reducdo da concentracdo de TGF-
somente para uma quantidade préxima a concentracdo de IFN-y, sugere-se que
ocorreu a polarizagao da resposta para um perfil Thl, com consequente reducgéo da
carga parasitaria. No modelo de leishmaniose visceral em camundongos, o controle
da doenca € dependenteda producdo de IFN-y, cuja acdo pro-inflamatoria é
fundamental (Kaye et al., 2004). IL-10 é uma citocina imunorreguladora presente
emaltos niveis durante o0 estagio ativo da doenca, e a associacdo da
imunossupressdo induzida por IL-10 na leishmaniose visceral humana € bem
estabelecida. Pacientes com doenca ativa apresentam niveis séricos elevados de IL-
10, bem como o aumento da expressdo de RNAmM de IL-10 nas lesdes. IL-10 é
induzida também como uma resposta homeostatica, que protege os tecidos dos
danos colaterais causados por inflamagé&o excessiva (Moore et al., 2001; Mege et al.,
2006). Camundongos deficientes de IL-10 ou, por outro lado, que sofreram um
bloqueio na sinalizacdo de IL-10 foram altamente resistentes contra L. donovani
(Murphy et al., 2001; Murray et al., 2003).

Recentemente, outros estudos também mostraram que o tratamento com
CXCL10 resulta na prote¢éo in vivo contra L. donovani, por meio da redugéo
significativa das citocinas imunossupressoras, IL-10 e TGF-B, devido a modulacdo
de células T reguladoras (Gupta et al., 2011). No presente estudo, os niveis de TGF-
B nos animais tratados com CXCL10 foram sempre muito mais elevados do que o0s
de outras citocinas avaliadas. Esses resultados n&do corroboram completamente
outros estudos que sugerem que o papel de TGF- no controle da carga parasitaria
e resisténcia do hospedeiro, dependente de IFN-y, durante a infeccdo por cepas
viscerotropicas como L. donovani, parece ser menos importante em comparagao
com IL-10 (Murray et al., 2005). Estudos com animais deficientes em IL-10 e TGF-,
infectados com L. infantum e tratados com CXCL10 poderiam talvez ser um bom

modelo experimental para esclarecer esta questao.

Ao contrario dos modelos de leishmaniose cutdnea murina, nos quais a

citocina IL-4 esta associada a resposta Th2, no modelo de infecgéo por L. donovani
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ha estudos que mostram que IL-4 ndo agrava a doenca e pode de fato atuar no
combate ao parasito, 0 que € bastante paradoxal (Mohrs et al., 1999). Esses estudos
mostraram que IL-4 poderia atuar positivamente na regulagdo da imunidade contra
L. donovani aumentando o numero de granulomas maduros e, consequentemente,
promovendo a reducdo da carga parasitaria no figado (Stager et al., 2003). Aqui, a
concentracéo de IL-4 em ambos 0s grupos permaneceu sempre muito baixa em
todos os trés periodos de tempo analisados. No entanto, nos animais tratados foi

observada uma maior producao de IL-4 em comparacdo com o grupo nao tratado.

Em estudo avaliando os figados infectados por L. donovani de camundongos
C57BL/6 deficientes (CXCL10”- e CXCR37) foi mostrado que CXCL10 pode
promover a montagem antecipada de granuloma. No entanto, CXCL10 é capaz de
dificultar o controle precoce de parasitos e ndo ter qualquer papel na conversao de
granulomas em desenvolvimento para estruturas histologicamente maduras.
Portanto, CXCL10 parece paradoxalmente promover também infeccdo hepatica
(Murray et al., 2016).

Mais recentemente, tem sido mostrado que o tratamento com CXCL10 foi
capaz de induzir, em modelo murino, alta producédo de citocinas do tipo Thl como
IFN-y e IL-12 ereduzir os niveis de citocinas supressoras como IL-10 e TGF-p
(Gupta et al., 2011). IL-10 e TGF-B séo produzidas por células Th2 e Treg e atuam
na imunossupressao, o que agrava a leishmaniose visceral (Gupta et al., 2011). Em
adicao, o fato de IL-10 ter tido uma reducédo de 10 vezes no grupo tratado com
CXCL10, o presente estudo nos levou a hipotetizar que a reducado de IL-10 poderia
estar relacionada com células Treg. Dessa forma, resolveu-se investigar se a
reducdo nos niveis de IL-10 induzidos por CXCL10 estava também relacionada com
o decréscimo na populacao de células Tregs.

O tratamento com CXCL10 demonstrou que a frequéncia de células Treg
CD25+ Foxp3+ produtoras de IL-10 foi significantemente menor nos ultimos dois
dias apés tratamento (23 e 45 dias) quando comparada com o grupo nao tratado.
Esse resultado corrobora um recente estudo, que mostrou que o tratamento com
CXCL10 resultou em protecédo in vivo contra L. donovani, através da significativa
reducdo da citocina imunossupressora IL-10, devido a modulacdo de células T
regulatorias (Gupta et al., 2011). Ao contrario dos resultados do presente estudo, ha
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relatos mostrando que células T CD4+ CD25+ Foxp3+ de camundongos BALB/c
infectados com L. infantum foram capazes de secretar alguma quantidade de IL-10,
mas nada muito expressivo, sugerindo um menor papel das células Treg CD4+
CD25+ IL-10+durante infeccéo visceral por L. infantum (Rodrigues et al., 2009). Por
outro lado, o mesmo estudo mostrou que células T CD4+ produtoras de IL-10
induzidas por antigeno, CD25- Foxp3-, chamadas de células Trl, mostraram ser
uma importante fonte de IL-10, uma vez que eram, de fato, capazes de produzir
especificamente maiores quantidades dessa citocina, no inicio e durante a infeccao

experimental (Rodrigues et al., 2009).

No presente estudo, foi observado que a frequéncia de células Treg do tipo
Trl nos animais tratados com CXCL10 foi menor quando comparada com 0s animais
nao tratados apOs 7 dias de tratamento. Esses dados sugerem que CXCL10 foi
capaz de agir mais cedo sobre esta populacdo Trl quando comparado com células
Treg CD25+ Foxp3+ IL-10+. No entanto, apés 23 dias de tratamento, foi observado
também que no grupo tratado por CXCL10 a baixa frequiéncia de células Treg CD25-
Foxp3- IL-10+ foi ainda mais significante. Células Trl ja podem ser encontradas
duas semanas apos a infeccéo, sdo capazes de produzir ambas as citocinas IFN-y e
IL-10e atingem um patamar em um més, representando 2 a 5% do total de células T
CD4 esplénicas (Owens et al., 2012; Resende et al., 2013). A polarizacdo para esta
populacdo de linfécitos T CD4+ T-bet+ IFN-y+ IL-10+, mas Foxp3- e CD25-, esta
associada a uma maior suscetibilidade do hospedeiro a Leishmania e depende
inicialmente da sua ativagdo apenas por células dendriticas infectadas, conhecidas
por possuirem baixos niveis de moléculas co-estimuladoras nas suas superficies e
capacidade de producdo de niveis elevados de IL-10 (Resende et al., 2013). E
possivel que a IL-10, que foi 10 vezes menor que IFN-y, determinada pelo método
ELISA ap6s 23 dias de tratamento com CXCL10, tenha sido produzida por qualquer
um dos dois fendtipos de células reguladoras encontrados neste estudo por
citometria de fluxo. Provavelmente, uma populacédo estaria produzindo IL-10 mais
cedo e a outra seria capaz de manter essa producdo na fase mais cronica da

doenca.

A persisténcia parasitaria de L. infantum no baco tem imunopatologia

complexa e ainda € desconhecida em suas particularidades, uma vez que envolve
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varias células do sistema reticuloendotelial, citocinas e quimiocinas (Varma &
Naseem, 2010). Esta persisténcia ocorre devido a incapacidade do hospedeiro para
controlar a carga parasitaria e para manter o perfil imunoldgico Thl pro-inflamatorio
devido em parte a producéo de IL-10 estimulada pelos parasitos (Varma & Naseem,
2010). O baco é um local de infeccdo ativa e produz varias anormalidades
hematoldgicas no hospedeiro, causando os sintomas tipicos de infecgéo, entre eles,
esplenomegalia diretamente relacionada a hiperplasia do foliculo linféide da polpa

branca (Engwerda et al., 2002; Varma & Naseem, 2010).

O envolvimento do bago na leishmaniose visceral esta relacionado a alteracdo
da fisiologia normal desse 6rgdo através de uma remodelacédo profunda (Engwerda
et al., 2002), causada pela perda da organizacdo celular em sua intrincada
microarquitetura. O baco tem varias populacdes de macréfagos e estruturas (centros
germinativos) que permitem a apresentacdo antigénica para a ativacdo de células
efetoras, linfécitos T e B (Allen et al., 2007). A ZM, que est4 diretamente relacionada
com a apresentacdo antigénica a célula T, € comprometida durante a infeccéo por L.
donovani, gerando a imunossupressao do hospedeiro (Engwerda et al., 2002).
Portanto, o proximo passo do presente estudo foi investigar se CXCL10 teria

repercussoes sobre as alteracdoes no bago que ocorrem na leishmaniose visceral.

Observou-se uma significativa reducao da hiperplasia linféide no baco durante
a fase aguda de infecgdo nos animais tratados com CXCL10, o que pode contribuir
para minimizar o padréo de decomposi¢cédo da microarquitetura esplénica descrita no
baco de animais infectados (Santana et al., 2008). O ba¢o manifesta uma notavel
capacidade inata para matar o parasito em todas as popula¢des de macrofagos. De
fato, estima-se que 50% do indculo inicial do parasito € morto pelo macréfago da
zona marginal nas primeiras 24 horas apoés a infec¢éo (Allen et al., 2007). CXCL10
induz a secrecdo de IFN-y, produzido pelas células NK, que é a citocina indutorado
potencial fagocitario dos macréfagos (Alexander & Bryson 2005; Dey et al., 2007).
Outros estudos apontam para o aumento da citotoxicidade de células NK em
camundongos BALB/c infectados com L. major e tratados com CXCL10 (Dey et al.,
2007), entdo esta citotoxicidade poderia ajudar a manter a estrutura do baco

eliminando macrofagos infectados.
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As quimiocinas podem atuar como novos promissores agentes terapéuticos
para combater L. donovani, uma vez que, entre os tipos de resposta mediada por
células, algumas quimiocinas podem induzir a polarizacéo da resposta celular do tipo
Thl, capaz de combater a infeccdo (Gupta et al., 2009). O inicio de uma resposta
imunoldgica adequada € um desafio para controlar a infeccdo por Leishmania.
Recentes abordagens de combinacdo de terapias tém como alvo a utilizacdo de
adjuvantes imunologicos como esfor¢o para reduzir a toxicidade das terapias atuais
e usar dosagens mais eficazes dos farmacos disponiveis no mercado (Singh et al.,
2014). Os dados deste estudo abrem perspectivas para o desenvolvimento de novas

formulag6es como alternativas terapéuticas para a leishmaniose visceral.
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6. CONCLUSOES

CXCL10 induziu uma queda na carga parasitaria em células RAW 264-7 in
vitro, provavelmente, ndo dependente de NO, além de promover uma menor
producao de IL-10 nessas células;

CXCL10 foi capaz de reduzir de maneira expressiva o numero de parasitos
nos dois orgdos-alvo, figado e baco, em camundongos BALB/c infectados com L.
infantum;

CXCL10 induziu uma significante producdo de IFN-y e supressdo das
citocinas imunorreguladoras, IL-10 e TGF- em camundongos BALB/c infectados
com L. infantum;

CXCL10 promoveu uma diminui¢cdo na frequéncia de células Treg produtoras
de IL-10 (foxp3+ e Trl) em camundongos BALB/c infectados com L. infantum;

CXCL10 induziu uma menor hiperplasia linféide no baco de BALB/c infectados
com L. infantum
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Protection mediated by chemokine
CXCL10 in BALB/c mice infected by leishmania infantum
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BACKGROUND Visceral leishmaniasis (VL) caused by Leishmania infantum is characterised by the loss of the ability of the host
to generate an effective immune response. Chemokines have a direct involvement in the pathogenesis of leishmaniasis, causing
a rapid change in the expression of these molecules during infection by Leishmania.

OBJECTIVES Herein, it was investigated the role of C3{CLI0 in controlling infection by L. infantum.

METHODS RAW 264.7 macrophages were infected with L. infantum i vitre and treated or not with CXCL10 (25, 50 and 100 ng/
mL). Parasite load, as well as nitric oxide (NO), IL-4 and IL-10 production were assessed at 24 and 48 h after infection In vivo,
BALB/c mice were infected and treated or not with CXCLI10 (5 png/kg) at one, three and seven days of infection. Parasite load,
IFN-y, IL-4, TGF-p and IT-10 were evaluated one, seven and 23 days post treatment.

FINDINGS In vitro, CXCLI10 reduced parasitic load, not dependent on NO, and inhibited IL-10 and IL-4 secretion. [n vivo,
CXCL10 was able to reduce the parasite load in both liver and spleen. four weeks after infection, representing a higher decrease
in the number of parasites in these organs. also induced IFN-y at day 23 after treatment, correlating with the decrease in parasite
load, and reduced IL-10 and TGF-§.

MAIN CONCLUSIONS This study suggests a partial protective role of CXCLI0 against L. ifantum, mediated by [FN-y. not
dependent on NO, and with suppression of IL-10 and TGF-p. These data may provide information for the development of new

approaches for future therapeutic interventions for VL.

Key words: L. infantum - CXCL10 - mice - nitric oxide - cytokines - macrophages

Visceral leishmaniasis (VL) 1s caused by protozoa of
the genus Leishmania, in the Americas by L. chagasi
(L. infantum synonymy) (Mauricio et al. 2000) and m
the Old Wozld by L. donovani and L. infantum (Pisco-
po & Mallia 2006). These species, known as viscero-
tropic, preferably infect macrophages and dendritic cells
in the bowels, and parasites are promptly found in the
liver, spleen and bone marrow (Wilson et al 2005). The
clinmical manifestations of the disease can vary from as-
ymptomatic infection to a progressive visceral disease,
which if untreated can lead to death and 1s characterised
by fever, weight loss, hypergammaglobulinemia, hepa-
tosplenomegaly, anemia, thrombocytopenia, leukopenia
and immunosuppression (Piscopo & Mallia 2006).

Several experimental models of VL in rodents have
been developed, and although none completely repro-
duced the human disease, the studies using these models
have been shown to be very important because they allow
investigating the immunological mechanisms and histo-
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pathological aspects of the disease (Wilson et al. 2005,
Nieto et al. 2011). BALB/c mice, when infected by L.
donovani or L. infanfum_ can resolve the infection spon-
taneously after some time. In these animals, the effect of
I1.-12 15 delayed for four weeks after infection, at which
occurs the appearance of lymphocytes producing IFN-y
antigen-specific, granuloma formation in the liver, and
development of an antigen-specific response of CD4+ and
CD8+ cells (Wilson et al. 2005). A remarkable feature of
the experimental infection of mice with the viscerotropic
species of Leishmania 1s the distinct organ-specific im-
mune response. An acute infection occurs in the liver,
which can be resolved between the 4th and 6th week
of infection, with subsequent immunity to re-infection,
while in the spleen, the parasites may persist (Stanley &
Engwerda 2007). The control of liver disease 1n mice re-
quires a coordinated response of the host, involving the
development of granulomas around the infected macro-
phages (Murray etal. 2002, Nieto et al. 2011). In contrast,
spleen and bone marrow become chronically infected by
mechanisms that are not well understood. In the spleen,
the persistence of the parasite 1s accompanied by a fail-
ure in the formation of granulomas, splenomegaly, and
disruption of lympheid tissue microarchitecture (Wilson
et al. 2005, Stanley & Engwerda 2007, Nieto et al. 2011).

Several studies have shown that chemokines have
a direct involvement 1n the pathogenesis of leishmani-
asis, causing a rapid change in the expression of these
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molecules during infection by Leishmania (Teixeira et al.
2006). In the liver, at the beginning of infection, para-
sitised Kupffer cells secrete chemokines such as CCL3,
CCL2? and CXCL10. which stimulate the recruitment
of monocytes and granulocytes (Stanley & Engwerda
2007). CXCLI10 belongs to a large subpopulation of cy-
tokines, which are critical mediators to the function of
leukocytes, polarisation of Thl cells, and activation and
trafficking of cells involved in inflammatory responses
(Teixeira et al. 2006). CXCL10 binds with high affinity
to its CXCR3 receptor (Chen et al 2004), known to be
expressed in many cell types, including CD4+ CD8+
memory cells, NK cells and some subpopulations of den-
dritic cells (Mohan et al. 2005). Injection of CXCL10 1n
BALB/c mice infected with L. major has been shown to
induce a strong recruitment and activation of NK cells
(Miiller et al. 2001). Exogenous CXCL10 1s able to reduce
the parasitic load of macrophages infected with L. amazo-
nensis in vitro, and in BALB/c mice infected with L. am-
azonensis, can decrease the size of the lesion and parasite
load, followed by an increase in IFN-y, IL-12 and nitric
oxide (NO) (Vasquez & Soong 2006). In VL, studies in
BALB/c mice have shown that CXCL10 is involved in the
protective response of infection by L. donovani, inducing
a Thl response through the regulation of the pathway of
inflammatory mediators, such as NO and inflammatory
cytokines (Gupta et al. 2009). CXCLI10 may participate
in the protection against L. donovani with remarkable de-
crease of immunoregulatory cytokines, IL-10 and TGF-
B. secreted by T CD4+cells (Gupta et al. 2011).

Herein. it was assessed whether treatment with
CXCL10 would confer protection against infection by L.
infantum i macrophages and 1n BALB/c mice.

MATERIALS AND METHODS

Animals - A total of 108 BALB/c mice, male, eight
weeks old, obtained from the Biotério Central do Departa-
mento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Fed-
eral do Ceara, CE, Brazil (DPML/UFC-CE), were used in
the experiments. The animals were maintained at 25°C with
appropriate commercial ration and water ad libitum. The
project was approved by Comité de Etica em Pesquisa Ani-
mal (CEPA) at the UFC, under registration number 52/2014.

Parasites - Promastigotes of L. infantum (MHOM/BR/
BA-262) were maintained in a golden hamster. Afier being
recovered from the animal, the parasites were cultured at
25°C in NN N. medmum, containing Schneider’s insect me-
dmum (Sigma-Aldrich) supplemented with 20% fetal bovine
serum (S1gma-Aldrich), 2% sterile human urine and antibi-
otics (100 U'mL penicillin and 100 mg/mL streptonrycin)
(all Sigma-Aldrich). The virulence of the strain was main-
tamned by regular passage in a golden hamster. For infec-
tion, the parasites were used until the 5th passage, in vitro.

In vitro assays with macrophages - RAW 2647 mac-
rophages culture were centrifuged at 400 x g for 15 min
at 5°C, and the cell suspension was adjusted in RPMI
1640 medium supplemented with 10 mM HEPES, 100
U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, and 2 mM
L-glutamine (all from Sigma-Aldrich). Then, the cells
were distributed in 24-well plates, each well containing

a round glass coverslip of 23 mm at a concentration of
1x10° cells/coverslip. Macrophages were incubated for 24
h with 5% CO, at 37°C and 95% humidity. Cells not ad-
hered were removed by washing with warm RPMI (37°C;
three times) and cultured with RPMI supplemented with
ot without L. infantum live promastigotes, a ratio of 10:1
cell parasites for 12 h. Extracellular parasites were re-
moved by washing (three times) with warm RFMI (37°C).
After this period, the cells were treated with 16 mg/mL of
pentavalent antimony (Glucantime), CXCL10 (25, 50 and
100 ng/mL) and LPS (20 ng/mL; positive control) and
then were cultured for 24 and 48 h at 37°C, 5% CO, and
95% humidity. Culture supernatants were collected at 24
and 48 h to the dosage of cytokines and NO.

Determination af macrephage infection - To quan-
tify the level of infection of macrophages, coverslips
containing the cells were washed with saline, and then
fixed and stained with Giemsa (Sigma-Aldrich). Stained
coverslips were mounted on slides and examined under
optical microscopy at a magnification of 100 X. The
slides were examined to determine the number of amas-
tigotes/50 macrophages.

NO assay - Macrophages culture supernatants were
tested for NO release in the form of mitrite (NO,) by the
Griess reaction. The supernatants were incubated with
freshly prepared Griess reagent (1:1 v/v) for 10 min at
room temperature. The absorbance was measured spec-
trophotometrically at 540 nm and the NO, concentration
determined using a standard curve of sodium nitrite and
expressed as pmol/mL. To avoid interference from NO,
possibly present in the medium, a white test was per-
formed for each experiment.

Infection and treatment with CXCLI0 in BALB/c mice
- Metacyclic promastigotes at the stationary phase were
inoculated mntraperitoneally into BALB/c mice (n = 36) at
a concentration of 2 x 107 parasites in 20 pL of saline. The
animals were divided into two groups, with 18 animals
each. One group recerved CXCLI10 (5 pg'ke) (Thermo
Scientific) and the other received saline (Untreated group)
intraperitoneally after 1, 3 and 7 days of infection (Gupta
et al. 2009). The animals were euthanised after 1, 7 and
23 days of treatment by inhalation of Halothane (Sigma-
Aldrich). Six animals per group were euthanised on each
period. The animals were weighed before starting treat-
ment and every euthanasia to achieve a weight analysis.

Determination of parasite numbers in liver and
spleen - The number of parasites in the liver and spleen
was quantified using the technique of limiting dilution
as previously described (Titus et al. 1985). Briefly, the
animals were euthanised and submerged 1in 3% 1odised
alcohol up to 3 min to allow decontamination. Then the
spleen and liver were removed aseptically, weighed, and
one fragment from each organ (spleen: from 0067 to
0.070 g; liver: from 0.26 to 0.30 g) was homogenised in
1 mL of Schneider medium and left to rest for 5 min.
Eight dilutions were made from this cell suspension
(10. 50, 100, 500, 10°. 10%, 10° and 10%) in Schneider’s
medium supplemented with 20% FBS, 2% sterile hu-
man urine, and antibiotics (100 U/mL penicillin and 100
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pg/mL streptomycin) (All from Sigma-Aldrich). One
hundred microliters of these dilutions were distributed
into 96-well plates, flat bottom, and six wells/dilution.
The plates were sealed and incubated at 25°C for three
weeks. The wells were observed on an inverted optical
microscope (Nikon) every 3 days to record the dilutions
containing promastigotes. The final number of parasites
was determined using the ELIDA 12c¢ software.

Culture of splenocytes - Spleen cells were 1solated
from ammals infected with L. infantum promastigotes,
treated or untreated with CXCL10 (six animals per group)
and separated by centrifugation with Ficoll, 800 x g for
30 min at 25°C, after one, seven and 23 days after treai-
ment. The cells were washed with RPMI 400 x g for 15
min at 5°C and then cultured in 96-well plates (1 x 10°
cells/mL) in RPMI medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), 50 uM 2-mercaptoethanol, 2 mM L-
glutamine and antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 mg/
mL streptomycin) with or without live promastigotes at a
concentration of 1 x 10%mL. at 37°C. 5% CO,. As control,
cells were 1solated for the spleen of non-infected BALB/c
mice. The supernatants were collected after 48 h and pre-
served at -20°C for subsequent dosing of cytokines.

Cytokines assay - Levels of cytokines obtamed from
both the culture of macrophages (only IL-4 and IL-
10) and culture of splenocytes (IFN-y, IL-4, IL-10 and
TGF-f) were determined using the ELISA technique as
recommended by the kit manufacturer (BD Bioscienc-
es). The results were analysed using the Softmax PRO
software (Molecular Devices).

Statistical analysis - t-Student test was applied to verify
the statistical significance between the treated and the un-
treated group. For comparisons between multiple groups 1t
was used the one-way ANOVA test, followed by Bonfer-
roni post-test. The tests were performed using GraphPad
Prism Software version 5.00 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). The results are presented as arithmetic
mean and standard error of the mean. In all tests. the mini-
mum significance was accepted when p < 0.05.

RESULTS

Parasite load in macrephages - Treatment with
CXCL10 resulted 1n a significant reduction of the para-
sitic load at concentrations of 50 ng/mL (70.3%) and 100
ng/mL (74.0%) compared to Glucantime (30.4%) and
untreated animals, after 24 h (Fig. 1A). After 48 h, treat-
ment with CXCL10 maintained reduction in the number
of intracellular parasites at concentrations of 50 ng/mL
(70%) and 100 ng/mL (72.6%) when compared to Glu-
cantime (61.8%) and untreated (Fig. 1B).

NO production by macrophages - After 24 h, NO pro-
duction behaved 1n a dose-dependent manner in samples
that were treated with CXCLI10, with a production aver-
age of from 79 pmol/L to 282 pmol/L (Fig. 2A). After
48 h, there was a reduction of NO production, CXCL10
induced average production ranging from 52 pmol/L to
164 pmol/L; still showing a dose-dependence (Fig. 2B).

24 hours

Amastigotes/50 My

Fig. 1: mumber of parasites in macrophages infected with Leishmania
mfantum and treated or untreated with CXCL10. RAW 264.7 macro-
phages were infected with promastigotes of L. infantum (10 parasites:
1 macrophage) and after 12 h of infection the cells were treated in
vitre with CXCL10 23, 50 and 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) and Glu-
cantime (16 mg/ml). After incubation 24 (A) and 48 h (B), the mumber
of amastigotes per 30 macrophages was determined under an optical
microscope. Results are expressed as mean + standard error of mean,
and are representative of three independent experiments.

Cytokine production in vitre - Treatment with
CXCLI10 (100 ng/mL) in macrophages infected by L.
infantum inhibited IL-4 production (significant at 24 h
post-infection; p < 0.01) and IL-10 (p < 0.001) mn two
time periods (Fig. 3A-B). At 48 h after infection, the re-
sults were sitmilar for both TL-4 and I1.-10 (Fig. 3A-B).

Relative weight of the liver and spleen - The analysis
of the relative weight of the spleen and liver was measured
one, seven, 23 and 45 days after treatment. It was observed
that on the 1st day after treatment, the treated and the un-
treated group showed no differences in the weight of the
spleen, although the weight of the spleen of both groups
(untreated: 0.0056 + 0.003; treated: 0.0045 = 0.0004) was
slightly higher than those found in healthy animals (0.0042
+0.0002) (Fig. 4A). There was a decrease in spleen weight
of the treated animals after the 7th day, unlike what hap-
pened with the untreated group. whose weights only de-
creased after 45 days of treatment, and yet were above the
weight of the spleen of healthy animals. When the groups
were compared, it was observed that there were differ
ences between them on 7th day (p = 0.0286) and 23 after
treatment (p = 0.0033) (Fig. 4A). Regarding the liver, t was
observed that the weight of this organ decreased after the
7th day of treatment in treated animals, when compared
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24 hours

BENEE N

48 hours

Nitrite ymol/L

Fig. 2: mitnic oxide (NO) by macrophages infected with Leishmania infanfum, and treated or untreated with CXCL10. FAW 264.7 macrophages
were infected and treated as described in Fig. 1. Culture supernatants were collected with 24 h (A) and 48 h (B) for the measurement of NO
in the form of nitrite (NO,). The data represent the arithmetic mean + standard error of the mean, and are representative of three independent
experiments. M@+NI = macrophage not infected; M@+L = macrophage infected with L. infantum.
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Fig. 3: production of IL-4 and IL-10 by macrophages infected with Leishmania infanfum and treated or untreated with CXCL10. AW 264.7
macrophages were infected with L. infanfum and, after 12 b, treated in vifre with CXCLI10 (100 ng/mL). Culture supernatants were collected
with 24 b (A) and 48 h (B) for the measurement of cytokines. Fesults are expressed as mean + standard error of mean, and are representative of

three independent experiments.

to untreated animals. Nevertheless. no difference was ob-
served between the groups, although the liver weight in
untreated animals showed a slight tendency to increase
more than the treated animals, when compared with the
liver weight of healthy animals (Fig. 4B).

Number of parasites in the spleen and liver - The re-
sults showed that after the 1st day of treatment, animals
treated with CXCL10 showed no difference in the num-
ber of parasites in the spleen and liver when compared
to untreated anmimals (Fig. 5A-B). As expected, the liver
was the most infected organ in the early eight days of
infection (means: one day after treatment), presenting in
both groups (treated and untreated) a number of parasites
near the 10° (Fig. 5B). On the other hand, it was found
in the spleen approximately half of the initial inoculum,
about 10* parasites in both groups (treated and untreated)
(Fig. 5A). After seven days of treatment, the number of
parasites in treated animals remained stable in both the
spleen (approximately 10%) and the liver (approximately
10%) (Fig. 5A-B). After 23 days of treatment, there was
a decline in the number of parasites in target organs in

both the treated and untreated groups. However, this de-
crease in parasite load was found to be significant only
in the spleen of the treated group (p = 0.0272), when
compared to the untreated group (Fig. 5A). Even at that
time, it was observed that in the treated group, in both
organs, the number of parasites reached the lowest values
(approximately 10° in spleen and 10° in the liver) (Fig.
5A-B). The group that received CXCLI10 in different time
periods showed that in the spleen there was a difference
(p < 0.05) between 1-23 days post treatment (Fig. 5A). In
the liver, there was also a significant decrease (p < 0.05)
from day seven to day 23 post treatment in the treated
group, showing a reduction in parasite load equivalent to
that found in the spleen. Although there was an apparent-
Iy similar reduction in hiver rate between treated and un-
treated groups from day seven to day 23 post treatment,
in fact, there was no statistical significance (Fig. 5B).

Production of cytokine in vivo - IFN-y was produced
in a more outstanding way by splenocytes from treated
animals than the untreated animals, in the three time pe-
riods evaluated (after one day, p = 0.0218; seven days, p
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Fig. 4: parasite load in the spleen (A) and liver (B) of BALB/c mice infected with Leishmania infanfum and treated (m) or untreated (o) with
CXCLI10. The animals were treated with CXCL10, intraperitoneally (3 pg/kg). or saline at one, three and seven days of infection. At one, seven,
23 and 45 days after the treatment the animals were enthanised and the spleen and liver were removed. Data from six animals per group are rep-
resented by arithmetic mean + standard error of the mean, and are representative of three independent experiments. The dashed lines represent
the arithmetic mean of the relative weight of spleen (0.0042) and Liver (0.048) of six healthy animals (basal value).
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Fig. 5: parasite load in the spleen (A) and liver (B) of BALB/c mice infected with Leishmania infanium and treated or untreated with CXCL10.
Anmimals were treated as described in Fig. 4. After one, seven and 23 days of treatment, animals were euthamised; the spleen and liver were
removed and used for evaluating the parasite load. Data from six animals per group are represented by the arithmetic mean £ standard error of
the mean. and are representative of three independent experiments.
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Fig. 6: production of IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) and TGF-f (D)) by splenocytes from BATB/c mice infected with Leishmania infanium and treated
(m) unireated (e} with CXICLI0, or non-infected (NI) (&). Animals were treated as described in Fig. 4. After one, seven and 23 days of treatment. the
animals were euthanised to obtain the splenocytes. The supenatants of these cells were collected at 48 h for the measurement of the cytokines. Data
from six animals per group are shown as the arithmetic mean + standard error of the mean, and are representative of three independent experiments.
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= 0.0309; and after 23 days of treatment, p = 0.0015). In
animals treated with CXCL10, IFN-y production reached
1ts maximum value of 100 pg/mL at day 23 post treat-
ment, which was equivalent to a five-fold increase rela-
tive to the initial concentration of 20 pg/mL (p < 0.05)
(Fig. 6A). In both groups, IL-4 production remained al-
ways below of 10 pg/mL, at all three time periods evalu-
ated (Fig. 6B). After the 1st day of treatment there was
no difference between groups, however, 1n the last two
days of the study it was observed that animals treated
with CXCL10 induced a higher production of IL-4, com-
pared with those untreated (seven days post treatment, p
= 0.0022; 23 days post treatment, p = 0.0043) (Fig. 6B).
In the animals treated with CXCL10, IL-10 production
was twice as high as that of IFN-y at one and 23 days af-
ter treatment, reaching a concentration of approximately
40 pg/mL, and also significantly higher than that of un-
treated animals (p = 0.0218) 1n the same time period (Fig.
6C). After seven days of treatment, there was no differ-
ence in IL-10 between CXCL10-treated and untreated
animals, however, after 23 days, it fell significantly in
the treated animals (p = 0.0029) (Fig. 6C). By contrast,
in the untreated group, the production of IL-10 remained
growng, with about 60 pg/mL bemng detected after 23
days of treatment (Fig. 6C). Regarding TGF-J, it was ob-
served that the levels of this cytokine were always much
higher when compared with the other cytokines evaluat-
ed. After the 1st day of treatment, both the untreated and
the treated group had similar levels of TGF-, about 50
pe/mL (Fig. 6D). After seven days of treatment, the pro-
duction of TGF-p was lower in the treated group, about
100 pg/mL, lower than that produced by the untreated
group (150 pg/mL; p = 0.0092) (Fig. 6D). After 23 days
of treatment, the production of this cytokine decreased
in both groups (treated and untreated) (Fig. 6D).

DISCUSSION

This study evaluated the potential of CXCL10 1n con-
trolling infection caused by L. infanfum using in vitro
and in vive models of VL. In vitro, CXCL10 (100 ng/
mL) was able to reduce by 74.0% the intracellular para-
site burden compared to infected and untreated mac-
rophages. Also, in vive, it was observed that treatment
with CXCL10 was able to reduce the parasite load in
both liver and spleen, four weeks after infection, rep-
resenting a higher decrease in the number of parasites
in these organs. This decrease in the number of para-
sites in the spleen correlated with the decrease in size
of this organ in treated animals compared to untreated
animals. During infection by L. infantum in mice, the
amastigotes multiply rapidly during the first two weeks
in the liver and disappear spontaneously around the 8th
week of infection, whereas in the spleen parasites grow
more slowly, leading to a chronic infection in this organ
(Nieto et al. 2011). The results of parasite load found in
this study corroborate the findings of the literature and
more importantly, suggest a protective role of CXCL10
in infection by L. infantum, since this chemokine was
able to induce a augmented reduction 1n the number of
parasites in the two target organs of the treated animals,
which was not observed 1n the untreated group.

The probable effector mechanism of this parasitic re-
duction 1s related to macrophage activation induced by
CXCL10, since it has been reported that some chemo-
kines such as CCL2 and CXCL10, can activate macro-
phages to participate in reducing the number of parasites
(Ritter & Moll 2000). Macrophages mediate Leishmania
destruction mainly via reactive oxygen derivatives and
NO production (Vouldoukis et al. 1997). Also, ithas been
showed that a phenotype of L. infantum was resistant to
death by apoptosis mediated by NO (Holzmiiller et al.
2005). In this present work, the reduction of parasites
in vitro do not seem to depend exclusively of NO, since
NO production decreased significantly in infected mac-
rophages treated with CXCL10 when compared to those
infected and not treated with the chemokine. Some spe-
cies of Leishmania are resistant to the microbicidal ac-
tion of NO, as some isolates of L. braziliensis, which ex-
hibited higher mtracellular growth even in the presence
of LPS and IFN-y (Souza et al. 2010). There are reports
that other oxygen metabolism products are involved 1n
the respiratory burst in activated murine macrophages,
such as hydrogen peroxide (H,0,) and superoxide anion
(0,). and thus would also be involved in the elimination
of Leishmania (Van Assche et al 2011) which corrobo-
rates the hypothesis suggested in the present work.

In murine models of VL, using BALB/c mice, the
control of the disease depends on the magnitude of the
Thl cell response, leading to the production of IFN-y,
the activation of macrophages (Kaye et al. 2004), the
formation of mature hepatic granulomas as well as the
production of reactive nitrogen species and oxygen in-
termediates, which are essential for the elimination of
parasites within the Kupffer cells and dendritic cells
(Murray 2001, Stanley & Engwerda 2007). The onset of
the disease 1s associated with a decrease in the response
to these factors, which helps the parasite to live and re-
produce 1n the macrophage phagolysosome (Melby et al.
2001). It was found that IFN-y production in the group
treated with CXCL10 was augmented when compared to
the untreated group in the spleen. This production was
significantly increased five times than the concentration
produced after the first day of treatment, an increase
that coincided with the decrease in parasite load after 23
days post treatment, strengthening the hypothesis of the
protective role of CXCL10. Previous studies have dem-
onstrated the importance of IFN-y in the control of vis-
ceral infection. Monocytes of healthy individuals previ-
ously treated with IFN-y produce, after infection with L.
donovani, a greater amount of TNF-a, important cyto-
kine in the host response to microbial infection (Reiner
et al. 1990). Corroborating the high levels of IFN-y and
the decrease of the parasite load, it was observed that
CXCLI10 induced a significant reduction in the produc-
tion of IL-10 and TGF-f, regulatory cytokines, suggest-
ing that CXCL10 induced a important Thl response in
BALB/c mice infected with L. infantum.

The treatment with CXCL10 in vitro induced a signifi-
cant decrease of IL-10, anti-inflammatory cytoline and
present in high levels during the active stage of the disease.
This date confirms the protective response represented by
the reduction of the parasitic load, even with decreased
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production of NO. On the animals recerving CXCL10,
the concentration of IL.-10 was 10 times lower than the
concentration of IFN-y, however, despite CXCL10 have
induced the reduction of TGF-p concentration to close
proximity to the concentration of IFN-y, the cytokine was
still able to promote Thl polarisation and reduction of
parasite load. These data are consistent with other studies
showing that IL-10 plays an important role in suppressing
the protective immune response 1n murine VL (Murray et
al_2003). The association of immunosuppression induced
by IL-10 in human VL 1is well established. Patients with
active disease present high serum levels of IL-10, as well
as increased expression of IL-10 mRNA in lesions. IL-10
is a regulatory cytokine that 1s induced as a homeostatic
response, which protects tissues from collateral damage
caused by excessive inflammation (Mege et al. 2006).

Recently, studies have also shown that treatment with
CXCL10 results 1n protection in vive agamnst L. donovani,
through significant reduction of the immunosuppressive
cytokines, IL-10 and TGF-f, due to modulation of regu-
latory T cells (Gupta etal. 2011). In the present study, the
levels of TGF-p in the animals treated with CXCL10 were
always much higher than those of other evaluated cyto-
kines. These results does not fully corroborated other
studies suggesting that the role of TGF-f in the control of
parasite load and the resistance of the host, dependent of
IFN-y, during infection by viscerotropic strains such as
L. donovani, seems to be less important compared to IL-
10 (Murray et al. 2005). Studies with animals deficient in
IL-10 and TGF-P. infected with L. infanfum and treated
with CXCL10 could perhaps clarify this issue.

Unlike the models of murine cutaneous leishmani-
asts, 1n which IL.-4 1s associated with the Th2 response,
in the model of infection by L. donovani there are stud-
1es showing that IL-4 does not exacerbate the disease
and may in fact act in combating the parasite, which 1s
rather paradoxical (Mohrs et al. 1999). These studies
showed that IL-4 could act posttively regulating im-
munity against L. donovani by increasing the number
of mature granulomas and consequent reduction of par-
asite load 1n the lwver (Stiger et al. 2003). Herein, the
concentration of IL-4 in both groups always remained
very low at all three time periods analysed. However,
in treated animals it was observed greater production of
IL.-4 compared with the untreated group, concomitant to
the earlier presence of mature granulomas in the livers
of animals that received the chemokine (data not shown).

More recently, Murray et al. (2016), 1n experiment per-
formed in the L. donovani-infected livers of gene-deficient
C57BL/6 mice (CXCL10-/~ and CXCR3-/) showed that
CXCL10 may promote anticipated granuloma assembly,
however, may hinder early parasite control and may has no
role in conversion of developing granulomas to histologi-
cally mature-appearing structures. Therefore, CXCL10 ap-
pears to paradoxically promote liver infection too.

Chemokines may act as promising new therapeutic
agents to combat L. donovani because, among the types
of cell-mediated response, some may induce polarisa-
tion of cell response of the Thl type, able to fight in-
fection (Gupta et al 2009). Collectively, data from this
study suggest an important protective role of CXCL10

in BALB/c mice infected with L. infanfum mediated by
a significant production of IFN-y and suppression of im-
munoregulatory cytokines, IL-10 and TGF-B, leading to
the hypothesis if it is not associated with a decrease in
the frequency of regulatory T cells.

The beginning of an appropriate immune response
1s a challenge to control Leishmania infection. Recent
approaches to the combination therapy, targeted deliv-
ery and use of immunological adjuvants are efforts to
reduce the effective dosages of drugs available on the
market associated with toxicity (Singh & Sundar 2014).
The data from this study open perspectives for the devel-
opment of new alternative therapeutic formulations for
cutaneous leishmaniasis.
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Abstract

Background: Visceral leishmaniasis is caused by the protozoan Leishmania
infantum, andwhen not treated, is fatal in over 95% of cases. The control of the
disease depends on the magnitude of the Thl cell response. Exogenous
administration of chemokines has shown promising results in the treatment of
visceral leishmaniasis. Herein, we investigated whether CXCL10 chemokine reduces
IL-10*Treg cells and cytokines in the spleen of BALB/c mice infected by L. infantum.
We also analyzed the morphological changes of the spleen after CXCL10 treatment.
Methods: BALB/c mice were infected and treated or not with CXCL10 (5ug/kg) at 1,
3 and 7 days of infection. IFN-y and IL-10 were evaluated 1, 7 and 23 days post-
treatment by ELISA. Phenotype and frequency of IL-10"Treg cells by flow cytometry,
as well asanalysis of the morphological changes of the spleen were evaluated 7, 23
and 45 days post-treatment by hematoxylin-eosin (H & E) staining. Results: CXCL10
was able to induce IFN-yand reduce IL-10 production, both significantly, at day 23
after treatment in splenocyte culture supernatant, correlating with the decrease in IL-
10* reqgulatory T (CD4*CD25'Foxp3* and Trl) cellsin the spleen. It was also
observed a significant reduction of lymphoid hyperplasia in the spleen in the
CXCL10-treated animals, and this was reflected in the lower spleen weight noticed in
the chemokine-treated animals. Conclusions: This study suggests a protective role
of CXCL10 against L. infantum mediated by IFN-y with suppression of IL10*Treg
cells, and a lower lymphoid hyperplasia in the spleen. These data may provide
information for the development of future therapeutic interventions, using CXCL10 as
adjuvant in visceral leishmaniasis.
Keywords: CXCL10, L. infantum, mice, Tregcells, IL-10, IFN-y, follicular hyperplasia,

spleen.
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Background

Visceral leishmaniasis (VL) affects 500,000 people directly among ~350
million people at risk [1]. An estimated 200,000 to 400,000 new cases of VL occur
worldwide each year, and Brazil is one of the seven countries that concentrate 90%
of these cases [2]. In Brazil, the disease is caused by L. chagasi (L. infantum
synonymy) [3]. Treatment of the disease demonstrates some problems, including
toxic effects and resistance of strains to the currently used drugs [4, 5].

After stimulation of Leishmania antigens by antigen-presenting cells (APC),
naive CD4* T cells (ThO) can expand and differentiate into Thelperl (Thl) effector
cell subset that is characterized by the presence of the master transcription factors
(T-bet, STAT1 and STAT4), and is induced by a signature pattern of cytokines (IL-12,
IL-27,and IFN-y) [6, 7]. Th1 cellscan mediate macrophage’s leishmanicide
mechanisms; in particular, these cells induce the production of nitric oxide (NO) and
reactive oxygen species (ROS), which are highly effective in killing intracellular
amastigotes [8-10]. However, VL progresses even in the presence of detectable
levels of Thl cytokines, whose actionsare neutralized by immunosuppressive factors,
such as IL-10 cytokine [11-13].

Regulatory T (Treg) lineage is a cell subset regulatory that exhibits forkhead
boxP3 (foxp3) as its transcription factor and regulates Thl response. Foxp3*Treg
cells are stimulated by IL-2, vit A, TGF-B, and are regulated by IL-6, IL-17 and IL-23
cytokines [6, 7, 14]. Foxp3*Treg cells can be either thymic or extrathymic-derived. In
the first case, the cells are namednatural (nTreg) and the others are named adaptive
(iTreg). Natural Treg cells differentiate in the thymus and then migrate to peripheral

tissues, asiTregcells differentiate in tissues and secondary lymphoid organs like the
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spleen. Therefore, the peripheral population of Foxp3* Treg cells comprises both
nTreg and iTreg cells [15].

In addition to the Foxp3*Treg cells, there is another type of CD4*Treg cells
named Foxp3- type 1 regulatory T (Trl) cells. These cells are induced in the
periphery and have a pivotal role in promoting and maintaining tolerance in BALB/c
mice [16].There is still another Treg cell lineagenot yet completely understood named
Th3 [17].

In previous studies in the BALB/c mice infected with Leishmania, Treg cells
presented different roles according to the species of Leishmania used in the
infection, contributing either to the pathology and persistence or to resolution of the
disease. In the case of L. donovani, evidence indicates that the induction of Tregcells
resultes in aggravated infection [18]. Severalcell-surface molecules participate in the
mechanisms of immune regulation such as: CD25, CTLA4, CD73, GITR, and the
coordinated expression of CD39/CD73 [19-23], among others.

In the spleen, the main characteristic of chronic VL is that the splenic
architecture breaks down. In the presence of Leishmania, TNF-a starts to be
produced in large quantity triggering production of IL-10 and depletion of marginal
zone (MZ) macrophages [24]. In T cell areas at theperiarteriolar lymphoid sheath
(PALS), there is destruction of the gp38* stromal, loss of the reticular matrix and
decrease in the production of CCL19 and CCL21, chemokinesresponsible for the
recruitment to the PALS of naive T cells and dendritic cells [25].The deletion of
follicular dendritic cells (FDC) and disorganization of germinal centers (GC) prevent
the long-term interactions between B cells and T follicular cells necessary for the

generation of specific antibodies to frustate the action of parasite [26].
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Exogenous administration of chemokines has shown promising results in the
treatment of VL. Studies with BALB/c mice have demonstrated that CXCL10 is
involved in the protective response of L. donovani infection, inducing a Thl response,
by regulating the pathway of inflammatory mediators such as NO and pro-
inflammatory cytokines [27]. CXCL10 may participate in protection against L.
donovani with marked decrease of immunoregulatory cytokines, IL-10 e TGF-,
secreted by Treg cells [11]. However, the influence of CXCL10 on Treg cells needs to
be better studied in L. infantum infection, as well as its influence on the site of
persistence of infection, the spleen.

In the present study, it was assessed whether treatment with CXCL10 would
confer protection against L. infantum infection by regulating the induction of
IL10*Treg cell populations and also whether treatment with CXCL10 would have

repercussions on spleen changes that occur in visceral leishmaniasis.
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METHODS
Animals

Male Balb/c mice (n = 162), at 6-8 weeks of age, with weights of 18-20g, were
obtained from the Biotério Central do Departamento de Patologia e Medicina Legal
da Universidade Federal do Ceara (DPML/UFC). The animals were housed under
specific pathogen-free conditions (12 h light/12 h dark; temperature, 22—24 °C) with

appropriate commercial ration and water ad libitum.

Parasites

Promastigotes of L. infantum (MHOM/BR/BA-262) were maintained in a male
golden hamster. After being recovered from the animal, the parasites were cultured
at 25°C in N.N.N.medium, containing Schneider's insect medium (Sigma-Aldrich)
supplemented with 20% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), 2% sterile human urine
and antibiotics (100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin) (all Sigma-Aldrich).
The virulence of the strain was maintained by regular passage in a male golden

hamster. For infection, the parasites were used until the 5" passage in vitro.

Infection and treatment with CXCL10

Metacyclic promastigotes at the stationary phase were inoculated
intraperitoneally into BALB/c mice at a concentration of 2 x 107 parasites in 20 pL of
saline. The animals were divided into two groups, with 48 animals each. One group
received CXCL10 (5 pg/kg) (Thermo Scientific) and the other received saline
(Untreated group) intraperitoneally after 1, 3 and 7 days of infection [27]. The animals

were euthanized after 1, 7, 23 and 45 days of treatment by inhalation of Halothane
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(Sigma-Aldrich). Six animals per group were euthanized on each period. The animals

were weighed before starting treatment and euthanasia to achieve a weight analysis.

Culture of splenocytes

Spleen cells were isolated from animals infected with L. infantum
promastigotes, treated or untreated with CXCL10 (6 animals per group) and
separated by centrifugation with Ficoll, 800 x g for 30 minutes at 25°C, after 1, 7 and
23 days post-treatment. The cells were washed with RPMI 400 x g for 15 minutes at
5°C and then cultured in 96-well plates (1x10% cells/mL) in RPMI medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 uM 2-mercaptoethanol, 2
mML-glutamine, and antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin) with
or without live promastigotes at a concentration of 1 x 10’/mL, at 37°C, 5% COz2. As
control, cells were isolated for the spleen of non-infected BALB/c mice (n = 4). The
supernatants were collected after 48 hours and preserved at -20°C for subsequent

cytokines assay.

Cytokines assay

Levels of cytokines obtained from the culture of splenocytes (IFN-y and IL-10)
were determined using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique
as recommended by the kit manufacturer (BD Biosciences). The optical density (OD)
of the plates was read at 450 nm using an ELISA reader and the concentrationswere
calculated using standard curves.The results were analyzed using the Softmax PRO

software (Molecular Devices).
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Assessment of regulatory T (Treg) cells in splenocytes
CD4*CD25"Foxp3*IL-10*Tregcells from Balb/c mice were identified by PerCP
Rat Anti-Mouse CD4 (REF: 553052), FITC Rat Anti-mouse CD25 (REF: 553071),
APC Rat Anti-Mouse IL-10 (REF: 554468)(all BD Biosciences) and Anti-Mouse/Rat
Foxp3 PE (REF: 12-5773)(eBioscience). Single-cell suspensions were obtained from
spleens after 7, 23 and 45 days of treatment. Cells (1 x 107 cells/mL) were stained
with anti-CD4 (0.2ug/test; clone RM4-5), anti-CD25 (0.5ug/test; clone 7DA) and anti-
Foxp3 (0.2ugltest; clone FJK-16s) in accordance with the manufacturer’s protocol.

The cells were then measured and analyzed by flow cytometry.

Flow cytometry analisys

For intracellular cytokine analysis, flow cytometry was performed for the
determination of IL-10 produced by CD4*CD25*Foxp3*Treg cells in diferently treated
mice at the single-cell level. For this, the splenocytes extracted from each BALB/c
micewere adjusted to a final concentration of 1 x 106cell/mL, and were then subjected
to contact with the solution GolgiStop (REF: 554724, BD Bioscience)for 6 hours at
4°C and protected from light.After this step, labeling was done first with the surface
antibodies CD4, CD25 and their isotypes, right afterthe membranes were
permeabilized through the FIX/PERM solution of FoxP3 Kit (REF:005523-00;
eBioscience), allowing the binding of intracellular antibodies (Foxp3 and IL-10) and
their isotypes. PFA 1% preserved the cells, in addition to storage at 4°C in the dark
up to the time of acquisition 12 hours after. The splenocytes were analyzed on a Flow

cytometer (FACS Calibur) using the Cell Quest program on at least 30,000 events.
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Histopathological analysis

The animals were euthanized by inhalation of Halothane (Sigma-Aldrich) in a
hermetic chamber, after 7, 23 and 45 days of treatment, 6 animals at each time and
for each group. Immediately after euthanasia, the mice were submitted to laparotomy
for collection of the spleen. Each spleen was separately weighed for calculating the
relative weight (spleen weight/body weight).The spleens were fixed in 10% buffered
formaldehyde, processed, and then microsections of 5um of the samples were made,
and stained with hematoxylin and eosin (H & E)and reticulin (impregnation by
AgNOs3). For the analysis of the white pulp, photomicrographs of 10 fields of the
spleen were taken in a 40x magnification.Lymphoid follicles were counted, and the
total area of the white pulp on each slidewas measured digitally by ImageJ® v.1.44

software [28].

Statistical analysis

To verify the statistical significance between the treated group and the control
group was applied t-Student test. Comparisons in more than two groups were
performed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni post-
test. The tests were performed using GraphPad Prism Software version 6.00
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The results are presented as arithmetic
mean + mean standard error. In all tests, the minimum significance was accepted

when P < 0.05.
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Results

IFN-y and IL-10 production in splenocytes cultures

The cytokine IFN-y was produced in a more outstanding way by splenocytes
from CXCL10-treated animals when compared to untreated animals, in the all times
periods evaluated post-treatment (1 day, p = 0.0218; 7 days, p = 0.0309; 23 days, p
= 0.0015). In the CXCL10-treated animals, IFN-y production reached its maximum
value of 100 pg/mL at day 23 post-treatment, which was equivalent to a 5-fold
increase relative to the initial concentration of 20 pg/mL (p<0.05) (Fig. 1A). CXCL10
induced IL-10 production twice as high as that of IFN-y after 1 and 23 days of
treatment, reaching a concentration of approximately 40 pg/mL, and also significantly
higher than that of untreated animals (p = 0.0218) in the same time period (Fig. 1B).
After 7 days of treatment, there was no difference in IL-10 between the CXCL10-
treated and untreated animals, however, after 23 days, IL-10 levels fell significantly in
the treated animals (p=0.0029). On the contrary, in the untreated group, the
production of IL-10 remained higher, and was yet detected after 23 days of treatment

(Fig. 1B).

Frequency of CD4*CD25"Foxp3*IL-10*Treg cells in the spleen

The gating strategy of proportion of Treg (CD4*CD25"Foxp3*) and their
expression levels of the cytokine IL-10 can be seen in Fig.2 (A, B and C).After 7 days
of treatment, there was no difference in the frequency of CD25*Foxp3*IL-
10*Tregcells between the CXCL10-treated and untreated animals. However, in the
last two days post-tretment (23 and 45 days) it was observed that animals treated
with CXCL10 induced a lower frequency of CD25*Foxp3* IL-10*Treg cells, compared

to untreated animals (23 days, p= 0.0159; 45 days, p=0.0079) (Fig. 2D). In the
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CXCL10-treated animals, the frequency of CD25*Foxp3*IL-10*Treg cellsreached its
lowest value (approximately 15%) at 45 days post-treatment, which was equivalent to
a reduction of approximately half, when compared to frequency at day 23 post-
treatment that had been 30% (p = 0.0204)(Fig. 2D). On the contrary, in the untreated
group, the cell frequency increased between days 7 and 23 post-treatment
(p=0.0013), and then it was maintained without significant decrease between 23 and

45 days post-treatment (Fig. 2D).

Frequency of CD4*CD25Foxp31L-10"Treg (Trl) cells in the spleen

The gating strategy of proportion of Treg Trl (CD4+CD25-Foxp3-) and their
expression levels of the cytokine IL-10 can be seen in Fig.3 (A, B and C).After 7 days
of treatment, it was observed that the frequency of CD25-Foxp3-IL-10+Treg cellsin
the CXCL10-treated animals was lower when compared to untreated animals
(p=0.0195),and after 23 days of treatment, it was observed that in the CXCL10-
treated groupthis frequency was even lower (Fig. 3D). After 45 days of treatment,
there was no difference in the frequency of CD25-Foxp3-IL-10+Tregcells between

CXCL10-treated and untreated animals (Fig. 3D).
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Repercussion of CXCL10 treatment in the spleen

In the lymphoid follicle count/10 fields, no significant difference was observed
between the groups (non-infected, treated and untreated) or in the relative area of
white pulp (Fig. 4A, 4C and Table 1).However, white pulp hyperplasia in CXCL10-
treated animals was lower than that observed in untreated animals, both at 7 days (p

= 0.0286) and at 23 days post-treatment (p = 0.0033) (Fig. 4B and 4C).

Discussion

CXCL10, IFN-y-inducing chemokine, is a cytokine that in the last yearshas
been explored in the field of immunotherapy as a potential drug for visceral
leishmaniasis. Its actions, such as leukocyte activation, balance between regulatory
and effector T cells, chemotaxis, hematopoiesis and increased NK cell cytotoxicity
[11], may be of great benefit for the treatment of leishmaniasis.This study evaluated
the potential of CXCL10in controlling infection caused by L. infantum using BALB/c
mice model of visceral leishmaniasis, and having as main focus the infection in the
spleen, since this is the organ of persistence of the disease.

In this study, CXCL10 was able to induce a significant increase in IFN-y levels
and a decrease in IL-10 levels in the culture supernatant of splenocytesof BALB/c
mice infected by L. infantumat 23 days post-treatment. In mice model of visceral
leishmaniasis, the control of the disease depends on the magnitude of the Thl cell
response, leading necessarily to the production of IFN-y whose proinflammatory
action is fundamental [29].IL-10 is an immunoregulatory cytokine present in high
levels during the active stage of the disease, and the association of

immunosuppression induced by IL-10 in human visceral leishmaniasisis is well
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established. Patients with active disease present high serum levels of IL-10, as well
as increased expression of IL-10 mRNA in lesions. IL-10 is induced as a homeostatic
response, which protects tissues from collateral damage caused by excessive
inflammation [30, 31]. Mice IL-10-deficient or, on the other hand, mice that
experienced a blockade in IL-10 signaling were highly resistant against L. donovani
[32, 33].

Recently, it has been shown that the CXCL10 treatment was able to induce, in
the murine model, a higher production of Thl cytokines, such as IFN-y and IL-12,
and reduction of levels of the suppressor cytokines IL-10 and TGF-$ [11, 28]. IL-10
and TGF-B are produced by Th2 and Treg cells acting on immunosuppression, which
aggravate visceral leishmaniasis [11]. In addition, the fact that IL-10 was reduced 10-
fold in the CXCL10-treated group in the present study led us to hypothesize that IL-
10 reduction could be related to Treg cells.We therefore decided to investigate
whether the reduction in IL-10 levels induced by CXCL10 was also related to the
decrease in Treg cells.

CXCL10 treatmente demonstrated thatthe frequency of CD25*Foxp3* Treg
cells producing of IL-10was significantly lower in the last two days post-treatment (23
and 45 days) when compared to the untreated group. These results corroborate to
recent study, whichhas shown CXCL10 treatment results in protection in vivo against
L.donovani, through significant reduction of the immunosuppressive cytokines IL-10
due to modulation of regulatory T cells [11]. Unlikeour results, there are studies
shown that CD4+CD25+Foxp3+T cells from L. infantum-infected BALB/c mice were
competent to secrete some IL-10 levels but nothing very expressive, suggesting a
minor role for CD4+CD25+IL-10+ Treg during visceral L. infantum infection [34]. On

the other hand, the same study showed that antigen-induced IL-10-producing CD4+
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T cells arising from CD4+CD25-Foxp3- named to as Trl cells showed to be an
important source of IL-10, since they were in fact capable of specifically producing
larger amounts of this cytokine, early and throughout the experimental period [34].

In this study, it was observed that the frequency of Treg Trl cells in the
CXCL10-treated animals was lower when compared to untreated animals at 7 days
post-treatment. These data suggest CXCL10 was able to act earlier on this regulatory
population Trlwhen compared to CD25+Foxp3+IL-10+ Treg cells. Nevertheless,
after 23 days of treatment, it was also observed that in the CXL10-treated group the
low frequency of CD25-Foxp3- IL-10+Treg cellswas still more significant. Trl cells
can already be found two weeks after infection, producing both IFN-y and IL-10, and
reach a plateau in one month, representing 2 to 5% of the total splenic CD4 T cell
pool [12, 13]. The polarization for this population of CD4+T-bet+IFN-y+ IL-10+ T
lymphocytes, but both Foxp3- and CD25-, is associated with increased host
susceptibility to Leishmania and initially depends on its activation only by infected
dendritic cells known to have low levels of costimulatory molecules on their surfaces
and production capacity of high levels of IL-10 [13]. It is possible that IL-10 cytokine,
which was 10 times lower than IFN-y, determined by the ELISA method after 23 days
of treatment with CXCL10 was produced by either of the two regulatory cell
phenotypes found in this study by flow cytometry. Probably, one population would be
producing IL-10 earlier and the other would be maintaining that production at the later
stage of the disease.

The parasitic persistence of L. infantum in the spleen has complex
immunopathology and is still unknown in its particularities, since it involves several
cells of the reticuloendothelial system, cytokines and chemokines [35]. This

persistence occurs due to the inability of the host to control the parasite load and to
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maintain the pro-inflammatory Thl immune profile due in part to the production of IL-
10 stimulated by the parasites [35]. The spleen is a site of active infection and
produces several hematological abnormalities in the host, causing the typical
symptoms of infection, among them, splenomegaly directly related to the lymphoid
follicle hyperplasia of the white pulp [24, 35].

Spleen involvement in visceral leishmaniasis is related to alteration of the
normal physiology of this organ through a deep remodeling [24], caused by the loss
of cellular organization in its intricate microarchitecture. The spleen has several
populations of macrophages and structures (germinal centers) that allow the
antigenic presentation for the activation of effector cells, T and B lymphocyte [36].
The MZ, which is directly related to the antigenic presentation to the T cell, is
compromised during infection by L. donovani, generating host immunosuppression
[24]. Therefore, the next step of our study was to investigate how CXCL10-treatment
would have repercussions on spleen changes that occur in visceral leishmaniasis.

We observed a significantreduction of lymphoid hyperplasia in the spleen in
the CXCL10O-treated animals, which may contribute to minimize the breakdown
standart of the splenic microarchitecture previously described in the spleen of
infected animals [37]. It is estimated that 50% of the initial parasite inoculum is killed
by macrophage of the MZ within the first 24 hours after infection [36]. CXCL10
induces IFN-y secretion, produced by NK cells, which is an important cytokine that
induces macrophage activation [38, 39]. Other studies have pointed to the increased
cytotoxicity of NK cells in BALB/c mice infected with L. major and treated with
CXCL10 [39], then this cytotoxicity could help to maintain spleen structure by

eliminating infected macrophages.
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Conclusions

In conclusion, this study suggests a protective role of CXCL10 chemokine
mediated by IFN-y with suppression of IL10* Treg (Foxp3* and Tr1) cells, and a lower
lymphoid hyperplasia in the spleenin L. infantum-infected BALB/c mice. These data
may provide information for the development of future therapeutic interventions,

using CXCL10 as adjuvant in visceral leishmaniasis.
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Legends

Figure 1 -Production of IFN-y (A) and IL-10 (B) by splenocytes from BALB/c mice
infected by Leishmania infantum and treated or untreated with CXCL10.The animals
were treated with CXCL10 (5ug/kg) or saline, intraperitoneally, at 1, 3 and 7 days of
infection. After 1, 7 and 23 days of treatment, the animals were euthanized to obtain
the splenocytes. The supernatants of these cells were collected at 48 hours for the
measurement of the cytokines. Data from 6 animals per group are shown as the
arithmetic mean * standard error of the mean, and are representative of 3

independent experiments.

Figure 2 — Gating strategy of proportion, and frequency of CD4*CD25*Foxp37IL-
10*Treg cellsin splenocytes from BALB/c mice infected with Leishmania infantum and
treated or untreatedwith CXCL10. Animals were treated as described in Figure 1.
After 7, 23 and 45 days of treatment, the animals were euthanized to obtain the
splenocytes. The cells were labeled with antibodies and subjected to flow
cytometry.Data from at least 6 animals per group are shown as the arithmetic mean +

standard error of the mean, and are representative of 3 independent experiments.

Figure 3 — Gating strategy of proportion, and frequency of CD4*CD25Foxp3IL-
10*TregTrl cellsin splenocytes from BALB/c mice infected with Leishmania infantum
and treated or untreatedwith CXCL10. Animals were treated as described in Figure 1.
After 7, 23 and 45 days of treatment, the animals were euthanized to obtain the
splenocytes. The cells were labeled with antibodies and subjected to flow
cytometry.Data from at least 6 animals per group are shown as the arithmetic mean +

standard error of the mean, and are representative of 3 independent experiments.
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Figure 4 — Number of follicles of white pulp of the spleen (A), weight index of
spleen (B), and histological sections stained with hematoxylin-eosin staining
(C) of BALB/c mice infected with Leishmania infantum treated or untreatedwith
CXCL10. Animals were treated as described in Figure 1. After 7, 23 and 45 days
of treatment, the animals were euthanized to obtain the spleen.
Photomicrographs and reading of slides were made according to material and
methods. Data from at least 6 animals per group are shown as 10-90 percentile,
and are representative of 3 independent experiments. Histological sections:

original magnification x40.
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Tabela 1

Table 1 White pulp area in relation to total spleen area (%)

Time (days Infected
P
post-treatment) CXCL10 Untreated
7 7.62 8.08 ns
23 7.02 9.80 ns
45 12.04 12.01 ns

Abbrevions: ns, no significant
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4A and 4B
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