Universidade Federal de Ouro Preto
Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Bioldgicas

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas

Tratamento da leishmaniose visceral canina
empregando duas abordagens terapéuticas distintas:
guimioterapia com antimoniato de meglumina
lipossomal e imunoterapia com anticorpo

monoclonal bloqueador do receptor de 1L-10

Jamille Mirelle de Oliveira Cardoso

Ouro Preto — MG
Fevereiro de 2018



JAMILLE MIRELLE DE OLIVEIRA CARDOSO

Tratamento da leishmaniose visceral canina
empregando duas abordagens terapéuticas distintas:
guimioterapia com antimoniato de meglumina
lipossomal e imunoterapia com anticorpo

monoclonal bloqueador do receptor de 1L-10

Tese de doutorado apresentada ao Programa
de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
como exigéncia parcial para obtencdo do grau
de Doutor em Ciéncias Biologicas pela
Universidade Federal de Ouro Preto na area de
concentragdo ~ de  Imunobiologia  de

Protozoarios.

Orientador: Prof. Alexandre Barbosa Reis.

Co-Orientador: Prof. Bruno Mendes Roatt.

Ouro Preto — MG
Fevereiro de 2018



Cl7n

‘Cardoso, Jamille Mirelle de Oliveira.

liporszomal & immoterapia PO
do receptor de IL-10/ Jamille Mirelle d= Oliveira Cardesa. - 2018.
146£: il : color; grafs; mbs.

Omientador: Prof Dir. Alexandre Barbosa Beds.
Coorientador: Prof. Dr. Bnme Mendes Foatt.

Tese (Daowuterada) - Universidsde Faderal de Cura Preto. Pm-llum.ade

1. Leishmaniose visceral canina. 3. Leishmania infantom 3. C3o. 1. Reis,
Alexandre Barbosa. II. Fioait, Bruno Mendes. ITT. Universidade Federal de

LT S16 803 141

Catalogagio: www.sisbin_ ufop br




MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS

BIOLOGICAS

ATA DE DEFESA DE TESE

Aos (06 dias do més de fevereira do ano de 2018, as 09:00 heras, nas dependéncias
Miiclen de Pesquisas em Ciéncias Binldgicas (Nupeh), foi instalada a sessdo publica para a
defesa de lese da doutoranda Jamille Mirella de Oliveira Cardesa, sendo a banca
examinadora composta pelo Prof. Alexandre Barbosa Reis (Presidente - LIFOP), pela Profa
Andrea Telxelrz de Carvalho (Membro - Externo), pela Prefa. Helida Monteiro de Andrade
(Membrp - Externa}, nela Profa. Maria Terezinha Bahia (Membro - UFOP), pela Profa.
Marta de Lana (Membro - UFOP). Dando inicio aos trabalhos, o presicente, com hase no
regulamento do Cursc & nas normas que regem as sessies de defesa de tese, concedeu a
doutoranda Jamille Mirelle de Oliveira Cardoso 30 minutos para apresenta¢da do seu
Lrabathe intitulade "Tratamento da Leishmaniose Visceral Canina Empregande Duas
Abordagens Terapéuticas Distintas: Quimiolerapia com Antimaniata de Meglumina
Lipossomal e Imunoterapia com Anticorpa Monaclonal Blogueador do Receptor de 11-10%,
na &rea de concentragdo: Imunobiologia de Protozodrios, Terminada a exposicdo, o
presidente da banca examinadora concedeu, @ cada membre, um tempo maxime de 45
minutos, para perguntas e respostas a candidata schre o conte(do da Lese. Dando
contiruidade, ainda de acordo com as normas que regem a sessaa, o presidente solicilou
zo0s presertes que se retirassem do recinto para gue a banca examinadora procedesse a
znalise e decisdo, anunciando, a sequir, publicamente, que a doutoranda foi aprovada
por unanimidade, sob a condicdc de que a versao definitiva da tese dava incorperar todas
as exigénclas da banca, devendo o exemplar final ser entregue no prazo maxime de 60
(sessenta) dias & Coordenacao do Programa. Para constar, foi lavrada a presente ata que,
epos aprovada, vai assinada pelos membros dz banca examinadorz e pela doutoranda.
Ouro Preto, 06 de fevereiro de 2018,
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Cardoso, J. M. O. Resumo

A leishmaniose visceral (LV) é um grave problema de saude publica, em crescente expansao
em varias regides do mundo. O cdo domeéstico é o principal reservatério urbano do parasito
quando a doenca apresenta perfil epidemioldgico antropozoondtico e por esta razdo, a eutanasia
de cées soropositivos € empregada como medida de controle da doenca. Assim, o tratamento
da leishmaniose visceral canina (LVC) tem sido proposto como alternativa ao sacrificio de cdes
soropositivos. Entretanto, a terapéutica convencional para a LVC tem sido discutida sob varios
aspectos, entre eles a real competéncia de cura dos animais. Dessa forma, nosso estudo buscou
avaliar diferentes estratégias de tratamento para a doenca empregando a quimioterapia com
antimoniato de meglumina lipossomal e a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador
do receptor de IL-10. Nossa estratégia experimental contou com 20 cédes naturalmente
infectados por L. infantum, divididos em dois grupos experimentais: um grupo de cdes que
recebeu a quimioterapia composta por seis doses antimoniato de meglumina em lipossomas
convencionais e peguilados (6,5mg de Sh>*/kg por dose) por via endovenosa lenta a cada 96h
(AMLip - n=9) e o segundo grupo que recebeu a imunoterapia com anticorpo monoclonal
bloqueador do receptor de IL-10 em duas doses compostas por 2 mg de cada anticorpo (contra
subunidade alfa e beta) totalizando 4 mg de anticorpo por dose, por via intramuscular (Bloq IL-
10R — n=11). Os cées foram avaliados antes do tratamento (TO) e ap6s 30 (T30), 90 (T90) e
180 (T180) dias das diferentes estratégias terapéuticas sob os aspectos hemato-bioguimicos,
imunolégicos, clinicos e parasitoldgicos. Anterior ao tratamento, as formulac@es lipossomais
compostas por mistura de lipossomas convencionais - DSPC, CHOL e DCP e lipossomas
peguilados - DSPC, COL, DCP e DSPE-PEG foram avaliadas e demonstram carateristicas
fisico-quimicas satisfatorias do ponto de vista farmacotécnico. Da mesma forma, foi realizado
uma avaliagdo in vitro, da capacidade funcional do anticorpo monoclonal bloqueador do
repector de IL-10, demonstrando um aumento da proliferacdo linfocitaria antigeno especifica
tanto para células T CD4" quanto para células T CD8", uma diminui¢&o de IL-4 produzido por
células CD4" além de um aumento na producédo de TNF-a por células mononucleares do sangue
periférico (CMSP). Nossos principais resultados revelaram que a quimioterapia com AMLip
ndo foi efetiva em restaurar alguns parametros hematolégicos, ao contrério dos cées tratados
com Blog 1lI-10R que foram capazes de restabelecer o numero de linfécitos. O quadro
bioquimico, & excecdo aos niveis de fosfatase alcalina, ndo foi reestabelecido nos dois grupos,
apesar de manutencdo dos parametros. A andlise do perfil imunofenotipico sanguineo
demonstrou que cdes tratados com AMLip apresentaram aumento de linfécitos T CD3"
circulantes e das subpopulacGes de linfécitos TCD4* e CD8* além de linfécitos B CD21*,
células NK CD5CD16" e mondcitos CD14™ nos tempos iniciais pds tratamento (T30 e T90).
J4 os cdes tratados com Blog IL-10R apresentaram aumento apenas de linfécitos TCD3*CD4*
em T30 e T90. Em relacdo as avaliac@es in vitro, ambos os tratamentos ndo foram capazes de
induzir uma capacidade linfoproliferativa antigeno especifica ao fim do acompanhamento
experimental (T180), apesar do aumento da proliferacdo de linfocitos T CD4 em T90 ap6s a
quimioterapia com AMLip e aumento da linfoproliferacdo de CD4 e CD8 ap6s imunoterapia
com Blog IL-10R em T30 e T90. De forma interessante, foi observado um aumento de linfécitos
TCD4" produtores tanto de IFN-y quanto de IL-4 ap6s estimulacdo com ASLi em ambos 0s
grupos apenas em T90 e uma redugéo na producéo de 1L-10 por CMSP em T30 no grupo Bloq
IL-10R. Nossos resultados demonstraram que as estratégias de tratamento empregadas nédo
foram capazes de induzir um perfil de resisténcia a infeccdo por Leishmania ao fim do
acompanhamento experimental (T180). Em relacédo a avaliacao clinica, os animais submetidos
tanto a quimioterapia com AML.ip quanto a imunoterapia com Bloq IL-10R nédo foram capazes
de alcancar uma melhora de sinais/sintomas clinicos sugestivos de LVC além de néo
alcancarem um aumento da massa corporal e reducéo de esplenomegalia ao fim dos respectivos
tratamentos (T180), apesar de uma melhora nesses aspectos em T30 e T90. Somando-se a esses
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fatores, a quimioterapia com AMLip ndo foi eficaz em reduzir a carga parasitaria no baco e pele
apos ao fim deste regime tratamento. Por outro lado, a imunoterapia com Blog IL-10R foi eficaz
em reduzir a carga parasitaria no bago, apesar da resposta imune antigeno especifica e a
avaliacdo clinica ndo seguir o mesmo padrdo. Nossos resultados sugerem que uma nova
intervencdo terapéutica ou manutengdo das distintas terapias propostas por um tempo mais
prolongado pode ser necessario para a ampliar a eficicia da acdo terapéutica. Além disso,
nossos resultados enfatizam a necessidade da associagdo entre a quimioterapia e imunoterapia
(imunoquimioterapia) como uma possivel poderosa ferramenta na terapéutica da LV C.
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Visceral leishmaniasis (VL) is a serious public health issue, expanding through multiple areas
of the worldwide. Domestic dog is the main urban reservoir of the parasite when disease
presents an anthropozoonotic profile. Due to this fact, euthanasia of seropositive dogs is widely
employed as a disease control mechanism. Thereby, treatment against canine visceral
leishmaniasis (CVL) has been suggested as an alternative to sacrificing infected dogs.
Morevover, conventional therapy against CVL has been discussed taking multiple variables
into account, such as the real healing ability of these drugs. Therefore, our study sought to
evaluate different therapeutic strategies against the disease, using chemotherapy with liposomal
meglumine antimoniate and immunotherapy with monoclonal antibody anti-IL-10 receptor.
Our experimental strategy included 20 naturally infected dogs with L. infantum, divided in two
experimental groups: the first group was treated with chemotherapy, including six doses of
meglumine antimoniate inside conventional or pegylated liposomes (6,5mg of Sb°*/kg per
dose), slowly injected intravenously each 96h (AMLip - n=9) and the second group was treated
with immunotherapy including two doses of monoclonal antibody anti-1L-10 receptor (2mg of
antibody per dose, against oo and B subunits) intramuscular (Blog IL-10R — n=11). All dogs
were evaluated before treatment (T0), 30 (T30), 90 (T90) and 180 (T180) days after treatment.
This follow up included haematological, biochemical, immunological, clinical and
parasitological approaches. Before treatment, liposomal formulations, including a mixture of
conventional - DSPC, COL and DCP and pegylated liposomes - DSPC, COL, DCP and DSPE-
PEG were tested and revealed satisfactory physicochemical characteristics. Likewise, in vitro
tests were performed to attest functional ability of immunotherapy with monoclonal antibody
anti-1L-10 receptor, showing an increase in CD4" and CD8" T lymphocytes proliferation, a
diminished production of IL-4 by CD4" lymphocytes and an increase in TNF-o production by
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Our most prominent results revealed that
chemotherapy with AMLip was not able to restore haematological parameters, unlike the dogs
treated with Bloq 11-10R, which were able to reinstate lymphocyte numbers. No group was able
to recover biochemical parameters to normal levels, with the exception of alkaline phosphatase.
Blood immunophenotypic analysis revealed that dogs treated with AMLIip presented an
increase of circulating CD3" T cells lymphocyte levels, as well as higher numbers of CD4* and
CD8" T cells. Likewise, CD21" B lymphocytes, CD5CD16* NK cells and CD14" monocytes
levels were also increased, at the initial post-treatment time points (T30 and T90). On the other
hand, dogs treated with Blog IL-10R presented only an increase of CD3*CD4" T cells at the
same time points. Regarding in vitro evaluations, no treatment was able to induce CD4" and
CD8" antigen-specific lymphoproliferative ability after 180 days (T180), despite an increase in
CD4* lymphoproliferation at T90 in dogs submitted to chemotherapy with AMLip and an
increase in CD4" and CD8* lymphoproliferation at T30 and T90 in dogs submitted to
immunotherapy with Blog IL-10R. Interestingly, an increase of CD4" cells producing both IFN-
v and IL-4 was observed after stimulation with ASL.i in both groups at T90. In contrast I1L-10
production by PBMC was decreased at T30 in dogs treated with Blog IL-10R. Our results
demonstrated an inability of both treatment strategies to induce a resistance profile to infection
at the end of experimental follow-up (T180). Regarding clinical evaluation, neither the group
submitted to chemotherapy with AMLip nor the one submitted to immunotherapy with Blog
IL-10R were able to reach an improvement of clinical symptoms suggestive of CVL. Likewise,
neither treatments were able to increase body mass and reduce splenomegaly at the end of
therapeutic strategies (T180), despite improvements on these aspects at T30 and T90. Adding
to that, chemotherapy with AMLip was not able to reduce parasite load at the spleen and skin
at the end of the experiment (T180). On the other hand, immunotherapy with Blog IL-10R was
able to reduce splenic parasite load, which is inconsistent with our findings regarding clinical
status and antigen-specific immune response. Our results suggest that a new therapeutic
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approach or an extension of these approaches for a longer period could be necessary to increase
therapeutic effectiveness. Moreover, our results emphasize the need to associate chemotherapy
and immunotherapy, as a powerful therapeutic tool against CVL.
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ALT — Alanina aminotransferase

AM - Antimoniato de meglumina

ASL. - Antigeno soltvel de L. infantum

AST — Aspartato aminotransferase
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CCA - Centro de Ciéncia Animal

CCZ — Centro de Controle de Zoonoses

CETDVL - Canil de Experimentacdo em Testes de Drogas e Vacinas para Leishmaniose
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CFDA-SE - Ester succinimidilico diacetato de carboxifluoresceina

CFSE - Ester succinimidilico de carboxifluoresceina
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1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por parasitos da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, pertencentes ao género Leishmania, que causam um
grave problema de saude publica em vérias partes do mundo, principalmente em paises menos
favorecidos (Ross, 1903; WHO, 2017). Devido aos diferentes aspectos que esse grupo de
doencas pode manifestar, diversas propostas de classificacdo clinica vem sendo utilizadas,
porém a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divide e reconhece as leishmanioses em trés
principais grupos distintos: leishmaniose cutanea (LC), a mais comum forma da doenga,
caracterizada por lesdes na pele, principalmente Ulceras em todas as partes do corpo;
leishmaniose cutdneo mucosa (LCM), que causa destruicdo das membranas mucosas
principalmente do nariz e regido oral e leishmaniose visceral (LV), considerada a mais grave,
caracterizada por febre, perda de peso e hepatoesplenomegalia, sendo uma doenga fatal em 95%
dos casos quando néo tratada (Alvar et al., 2012; WHO, 2017).

Embora a clinica da LV seja semelhante nas varias regides do mundo, os agentes
etioldgicos apresentam dois tipos de ciclos epidemiolégicos, sendo bem caracterizados como
antroponotico ou zoonoético (Ready, 2014). No ciclo antropondtico, que ocorre em paises do
subcontinente Indiano e leste Africano, a infecgdo é restrita a espécie Leishmania donovani,
sendo 0 homem o Unico hospedeiro vertebrado. Por outro lado, no ciclo zoon6tico com
ocorréncia na América do Sul, Oriente Médio, Asia Central, China e Mediterraneo, a infecgéo
se da pela espécie Leishmania infantum e a transmissdo depende principalmente de um
reservatorio infectado (céo e raposa) onde o homem néo representa fonte primaria de infec¢édo
para os flebotomineos (Lainson & Shaw, 1987; Costa et al., 2000; Ready, 2014). Embora a LV
de transmissdo antropondtica corresponda a maior parte dos casos em todo o mundo, a LV de
transmissdo zoondtica tem chamado a atencdo de oOrgaos oficiais de salde publica e da
comunidade cientifica mundial, devido sua crescente expansdo em regides urbanas,

principalmente em paises da América do Sul, Asia e Europa (WHO, 2010).

Estima-se que aproximadamente 556 milhdes de pessoas no mundo encontram-se em
risco de contrair leishmaniose e 12 a 14 milhges estéo infectadas (WHO, 2016). Em relacéo a
LV, esta € endémica em 88 paises e aproximadamente 90% dos casos notificados no mundo
ocorrem em Bangladesh, india, Nepal, Etiopia, Sud&o e Brasil (Desjeux, 2004; WHO, 2010;
Conti et al., 2016). Neste contexto, sabe-se ainda que aproximadamente 59.000 pessoas morrem
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anualmente de LV dentre as quais 35.000 sdo homens e 24.000 mulheres. E importante ressaltar
que estes dados sdo subestimados, devido as limitagdes inerentes ao sistema de notificacdo de
cada pais onde esta enfermidade ocorre. Entretanto, esses nimeros posicionaram a LV entre as
seis endemias consideradas prioritarias para combate em todo o mundo (WHO, 2017).

No Brasil, a LV estd amplamente difundida em todas as regibes, sendo o pais
responsavel por cerca de 90% dos casos registrados no continente americano, podendo a
subnotificacdo mascarar a real importancia epidemioldgica desta doenca (Travi, 2014). A
ocorréncia da doenca ja foi notificada em 26 das 27 Unidades da Federacdo e a média anual no
periodo de 2010-2015 foi de 3.409 casos humanos, e em 2015, a letalidade foi de 7,8%, com
272 6bitos e incidéncia aproximada de 1,6 casos por 100.000 habitantes (Brasil, 2017). De
forma preocupante, o que tem sido observado é que a incidéncia anual tem aumentado
discretamente, enquanto que a letalidade aumentou significativamente nos altimos anos,
mesmo com avancos meédicos importantes e com o desenvolvimento de diretrizes especificas
para 0s casos mais graves de LV (Costa, 2011; Coura-Vital et al. 2011).

Para controle da doenca, o Ministério da Saude define uma triade de acdes que preconiza
o0 tratamento imediato de pessoas doentes diagnosticadas, combate ao inseto vetor através da
pulverizacdo de inseticidas com efeito residual em domicilio e peridomicilio e a eutansia de
todos os cées soro-reativos (MS, 2006). Uma das grandes falhas do controle e dificuldades
encontradas pelas autoridades em salde é que muitas vezes esses animais, com sorologia
positiva anti-Leishmania, encontram-se com auséncia total de sinais clinicos, tornando
questionavel seu recolhimento e eutanasia (Desjeux, 2004). Entretanto, alguns trabalhos tém
demonstrado que mesmo assintomaticos, um grande percentual de animais apresenta elevado
parasitismo cutaneo, e que, somado a elevada prevaléncia, torna a leishmaniose visceral canina
(LVC) mais importante que a leishmaniose visceral humana (LVH) do ponto de vista
epidemioldgico (Molina et al. 1994; Reis et al. 2006, Coura-Vital et al. 2011).

Dessa maneira, o0 Brasil € o Gnico pais endémico que segue as recomendacfes da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mantendo e conduzindo regularmente um programa
epidemioldgico no combate a doenca (Palatnik de Sousa et al., 2001; Costa, 2011). Porém, a
vigilancia em satde ndo tem logrado sucesso no controle da LV, mostrando uma necessidade
urgente para o desenvolvimento e adaptacdo de novas estratégias que poderiam melhorar a
prevencdo e controle da doenca (Costa, 2011; Dantas-Torres et al., 2012; Travi, 2014). Entre
0s principais fatores relacionados a esse insucesso destacam-se: as dificuldades encontradas no

combate ao vetor; grande numero de pacientes que nao respondem a quimioterapia
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convencional, demonstrando a possivel resisténcia de cepas locais do parasito aos antimoniais;
necessidade de métodos de diagndstico rapidos, com elevada sensibilidade e especificidade;
logistica nas estratégias de eliminacdo de cées soropositivos das areas endémicas; a escassez de
estudos sobre o impacto das acGes de controle dirigidas contra os vetores; e a possibilidade de
caes PCR" e soronegativos servirem como fontes de infeccdo atuando também como
reservatorios ou mesmo como elementos mantenedores do parasito no ambiente urbano
(Ashford, 1996; Costa & Vieira, 2001; Gontijo & Melo, 2004; Coura-Vital et al. 2011; Travi,
2014).

1.2 Leishmaniose visceral canina: A importancia do cdo no contexto epidemioldgico e

aspectos clinicos e imunopatolégicos da doenca

A presenca do cdo como elo no ciclo epidemiolégico da LV tem sido estudada desde
1908, quando Nicolle & Comte, na Tunisia, observaram o parasito na medula dssea e pele destes
animais, sugerindo que 0os mesmos participariam da cadeia de transmissdo da doenca como
reservatorios. No Brasil, um dos primeiros estudos epidemioldgicos foi realizado por Chagas,
Ferreira, Deane & Guimardes em 1938, na regido de Abaeté, localizada no estado do Par, que
relataram incidéncia de 1,48% de infec¢do humana e 4,49% de infec¢do canina. Posteriormente,
Deane & Deane em 1955, conduziram um amplo estudo no Estado do Ceard, regido com alta
prevaléncia de LV, contribuindo para o entendimento da epidemiologia de L. infantum e
reforcando a importancia do cdo (Canis familiaris) como reservatério doméstico do parasito
(Deane, 1956; Deane & Deane, 1962). Outros membros da familia Canidae também séo
apontados como reservatdrios, sendo que, de forma geral, o cdo desempenha o papel mais
importante na transmissdo urbana de L. infantum para o homem (Alvar et al. 2004).

Os cées preenchem as condi¢Bes fundamentais e necessarias para serem considerados
reservatorios de L. infantum. Dentre essas destacam-se, a alta susceptibilidade a infec¢do, alto
parasitismo cutaneo, excelente fonte de alimentacéo para o inseto vetor e principalmente sua
proximidade no convivio junto ao homem (Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006; Dantas-
Torres et al., 2012). Alguns autores sugerem que dentre os cées infectados que ndo exibem
sinais clinicos da doenca, cerca de 20% apresentam parasitos na pele e que cerca de 15% dos
animais infectados séo capazes de se recuperar dos sinais clinicos e eliminar os parasitos

espontaneamente (Alvar et al. 2004; Baneth et al. 2008). De forma preocupante, em areas
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endémicas, a prevaléncia de infeccdo é maior que a doenca aparente e essa magnitude vai
depender principalmente das condi¢des de transmissdo do meio (Baneth et al. 2008).

Dados sobre a LVC indicam que esta doenca é endémica em mais de 70 paises, sendo
estimado que pelo menos 2,5 milhdes de cées estejam infectados atualmente por L. infantum
somente no Sudoeste da Europa (Solano-Gallego et al. 2011). Recentemente, numerosos casos
da doenca tém sido reportados em paises ndo endémicos, como Alemanha, Reino Unido, Paises
baixos e Poldnia devido, provavelmente, as mudancas na distribuicdo do vetor, turismo com
caes de regides endémicas e medidas de controle ndo eficazes (Kaszak et al. 2015). Por outro
lado, o numero de cdes infectados por L. infantum nas Américas é estimado de forma inexata
em escalas de milhGes e a maior prevaléncia entre os treze paises onde a doenca é notificada no
Novo Mundo ocorre na Venezuela e no Brasil (Baneth et al. 2008; WHO, 2010; Solano-Gallego
et al. 2011; Gradoni, 2015).

A LVC, assim como a LVH, é uma doenca heterogénea e com altas taxas de prevaléncia,
podendo acometer grande parte de uma populacdo canina de uma area endémica, apesar de
apenas uma pequena parcela desses cdes apresentar a doenca clinica de forma aparente. Dentre
esses, as manifestaces clinicas da doenca ndo seguem um padrdo, apresentando diferentes
sinais clinicos que refletem variados estagios de gravidade da doenca (Solano-Gallego et al.
2001; Moreno & Alvar, 2002; Baneth et al. 2008). A presenca do parasito nos tecidos e 6rgaos,
associado a resposta imune do cdo, determina as reacGes que produzem as lesGes e sinais
clinicos caracteristicos da LVC (Alvar et al. 2004; Reis et al. 2006b). Em alguns cées, sinais
clinicos graves da doenca surgem logo apés a infecgcdo, porém outros permanecem infectados
por um longo periodo de tempo, entretanto sao capazes de controlar o parasitismo, retardando
0 aparecimento de sinais clinicos. Outros fatores como raca, idade, sexo, nutricdo, genética, co-
morbidades e infeccbes anteriores também podem contribuir para o aparecimento das
manifestacdes clinicas da forma ativa da LVVC (Baneth et al. 2008; Solano-Gallego et al. 2009;
Reis et al. 2009, Dantas-Torres et al. 2012). Dessa forma, observa-se em cdes com a doenga
variado espectro de lesdes e alteracdes patoldgicas, oscilando entre auséncia total de sinais
clinicos (assintomaticos) a uma sindrome clinica moderada, caracterizada por leve perda de
peso, pélo opaco, ulceragdes leves localizadas frequentemente nas orelhas e focinho
(oligossintomaticos) até a um estagio grave, caracterizado por hepatoesplenomegalia, alopecia
generalizada, ulceragfes mais acentuadas na pele, onicogrifose, ceratoconjuntivite, coriza,
apatia, diarréia (sintométicos). Na fase final da infeccdo ocorrem, em geral, paraparesia,

caguexia, inanicdo e 6bito do animal (Mancianti et al. 1988; Reis et al. 2006a, 2006b).
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Além dos sinais clinicos classicos, animais sintomaticos ou com alta carga parasitaria
na medula Ossea geralmente apresentam alteracBes hematoldgicas e bioquimicas como
marcante anemia com reducdo no numero de hemacias e na taxa de hemoglobina, além de
intensa leucopenia em decorréncia da diminuicao de linfocitos, eosinéfilos e mondcitos (Reis
et al. 2006b, 2009; Freitas et al. 2012, Leal, et al. 2014; Momo et al. 2014). Ao avaliar o perfil
de leucdcitos circulantes, Reis et al. (2006b) e Leal et al. (2014), observaram em cées
naturalmente infectados com L. infantum, portadores de diferentes formas clinicas, marcantes
alteracdes fenotipicas. Estes autores demonstraram que cdes assintomaticos apresentaram
aumento de linfécitos T totais (CD5") e das subpopulagdes de linfocitos T (CD4" e CD8") e
que cdes sintomaticos apresentam queda destas subpopulacdes celulares (linfocitos T CD4" e
CD8") e de linfécitos B CD21". Quando os mesmos animais foram reagrupados levando-se em
conta a carga parasitaria da medula 6ssea, resultados semelhantes foram observados, com
aumento de linfécitos T CD5" e da subpopulacgéo de linfécitos T CD8" nos grupos com baixo e
médio parasitismo quando comparados ao grupo com alto parasitismo. De forma interessante,
no grupo de animais com alto parasitismo também foi observada, queda na populacdo de
linfocitos B CD21* e mondécitos CD14" (Reis et al. 2006b). Em relagdo ao perfil bioquimico, é
observado em cdes sintomaticos alteragdes com aumento sérico das enzimas hepaticas
(TGO/TGP), aumento de ureia e creatinina, hiperglobulimenia, hipoalbuminenia além
diminuicdo da razéo albumina/globulina (Reis et al. 2006b; Giunchetti et al. 2008b; Tropia de
Abreu et al. 2011; Freitas et al. 2012). Desta forma, varios estudos tém demonstrado que as
alteracdes hemato-bioquimicas no cdo apresentam relacdo direta com a forma clinica e com
carga parasitaria em diferentes tecidos (Reis et al. 2006a, 2006b, 2006¢; Lage et al. 2007; Reis
et al. 2009; Guerra et al. 2009).

Diversos trabalhos vém sendo conduzidos no intuito de entender os mecanismos
imunoldgicos relacionados ao controle do parasitismo e ao estabelecimento de formas clinicas
em cdes com LV. Estes estudos possibilitaram o entendimento de importantes parametros
imunolégicos relacionados a susceptibilidade ou resisténcia da infeccdo por L. infantum,
fundamentais ao entendimento da doenca no cdo. Em relacdo a resposta imune humoral frente
a infeccdo por L. infantum, € observada uma ativacdo policlonal de linfécitos B com producao
de niveis elevados de 1gG anti-Leishmania. Porém, essa resposta nao é protetora e geralmente
significa incapacidade do animal para controlar a doenca. Reis et al. (2006b) sugerem que 0s
niveis de anticorpos IgGl presentes em cdes assintomaticos sdo maiores que 0s niveis

apresentados por animais sintomaticos e ha forte associacdo entre estes niveis, o estado clinico
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e a carga parasitaria na medula 6ssea. Em contrapartida, caes sintométicos apresentam elevada
producdo de imunoglobulinas 1gG2, IgA, IgM e IgE. Em resumo, é amplamente aceito que em
animais susceptiveis, a progressdo da doenca € caracterizada por uma acentuada resposta
humoral, uma depresséo na resposta imune celular e no aparecimento de uma gama variada e
exuberante de sinais clinicos (Reis et al. 2009; Maia e Campino, 2012).

No que diz respeito a resposta imune celular, trabalhos como os de Pinelli et al. (1994a),
Pinelli et al. (1994b) e Pinelli et al. (1995) foram fundamentais para o entendimento dessa
resposta no cdo e como o grau de comprometimento clinico do animal tem estreita relacdo com
0 comprometimento imunoldgico. Esses trabalhos permitiram uma associacéo entre um perfil
de resposta relacionado a resisténcia em cdes assintomaticos, caracterizado por uma expansao
celular e pela produgéo de citocinas como IL-2, TNF-a e IFN-y e um perfil de susceptibilidade
em cdes sintomaticos com producao de citocinas como IL-4 e IL-10, indicando uma possivel
participacdo destes mediadores imunoldgicos na progressdo da doenca.

Cées infectados que apresentam padréo de resisténcia natural a infec¢éo por L. infantum,
apresentam uma potente ativacao da resposta imune, associada a uma intensa linfoproliferagéo
parasito-especifica, ao contrério de uma depressdo celular Leishmania especifica em cées
susceptiveis, relacionada a progressdo da doenca (Carrillo e Moreno, 2009; Reis et al. 2010).
Ruitenberg et al. (2001) observaram que células mononucleares do sangue periférico (CMSP)
de cées assintomaticos, apo6s estimulo especifico in vitro com antigeno de L. infantum,
apresentam ativacgdo de linfdcitos T. Este fendmeno tem como resultado a producéo de IFN-y
induzindo a atividade citotoxica de linfécitos T CD8" e promovendo a lise de macrofagos
infectados. JA em cdes sintomaticos, estes autores relataram um tipo de resposta imune
envolvida na susceptibilidade a doenca, caracterizada principalmente pela queda na populacao
de linfocitos T CD4" e linfocitos B CD21" e marcada reducédo na resposta linfoproliferativa in
vitro frente ao estimulo antigéno-especifico. Esses resultados demonstraram que a resposta
linfoproliferativa em CMSP frente a estimulo especifico in vitro por antigenos de Leishmania
é um importante marcador para avaliacdo de resisténcia/susceptibilidade na LVC.

A andlise do perfil de citocinas também tem contribuido para a melhor compreensédo de
mecanismos imunopatoldgicos na LVC. De um modo geral, alguns trabalhos tém demonstrado
que a resisténcia e susceptibilidade na LVC é diretamente relacionada ao desenvolvimento de
uma resposta Thl (IFN- vy, IL-2 e TNF-a) ou Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-B) respectivamente,
e que o grau de ativacdo imune é diretamente relacionado a severidade da doenca (Reis et al.
2010; Barbosa et al. 2011, Solano-Gallego et al. 2011). Boggiatto et al. (2010) observaram que
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em cdes naturalmente infectados por L. infantum, um bom prognoéstico clinico est& associado
com aumento na producdo de IFN-y, de anticorpos da classe IgG ¢ aumento gradativo na
resposta linfoproliferativa antigeno-especifica em CMSP. Esses mesmos autores observaram
ainda que a severidade da doenca estd diretamente associada ao aumento na producéo de IL-
10, citocina chave na gravidade da doenca humana e canina.

Considerando a complexidade da relagéo parasito-hospedeiro durante a infeccdo por L.
infantum em cées, o estudo dos aspectos imunopatoldgicos € de extrema relevancia para se
entender os mecanismos envolvidos na historia natural da LV C. Ainda, compreender os eventos
relacionados a resposta imune celular e humoral é de fundamental importancia, fornecendo
subsidios para o entendimento de mecanismos envolvidos na resisténcia/susceptibilidade a
infeccdo. Dessa forma, novas abordagens e estudos devem ser conduzidos visando relacionar o
melhor pardmetro ou marcador biologico para avaliagdo de novos candidatos vacinais ou a

resposta imune frente a novas terapias anti-LVC.

1.3 Tratamento da LVC e recentes avangos terapéuticos

O tratamento de cdes com LVC é realizado desde a primeira metade do século XX,
sendo utilizadas as mesmas drogas aplicadas ao tratamento da LVH, variando a posologia e
vias de administracdo (Alvar et al. 2004). No entanto, diferente do que ocorre na LVH, cées
infectados por L. infantum ndo alcancam a “cura parasitolégica”, apesar da elevada remissao
dos sinais clinicos (Noli & Auxilia, 2005). Ainda assim, Mir0 et al. (2011) sugerem gue quanto
mais cedo os animais infectados forem diagnosticados e tratados, além de melhor prognostico,

menor o risco da disperséo da doenga no ambiente urbano.

Perante, principalmente, ao vinculo afetivo entre cdes e seus donos, é cada vez mais
comum o tratamento da LVVC com os mesmos farmacos utilizados para o tratamento da LVH
nas diferentes areas endémicas do Brasil. Todavia, essa medida é proibida no pais (Portaria
Interministerial - Ministérios da Saide e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
- N°© 1.426, de 11 de julho de 2008) uma vez que a questdo envolvendo o tratamento canino
ainda é bastante controversa. Diversos s&o 0s riscos associados ao tratamento de cdes com LVC,
pois mesmo tratados esses animais continuam a ser fonte de infecgdo para o vetor (Baneth e
Shaw, 2002; Noli e Auxilia, 2005; Solano-Gallego et al. 2011) além da possibilidade de selecéo
de cepas resistentes do parasito frente as drogas convencionais (Dantas-Torres & Brandao-
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Filho, 2006). Apesar de suas muitas desvantagens, Mir0 et al. (2011) acreditam que atualmente
a quimioterapia é o tratamento mais eficiente em cées doentes e tem beneficios em termos de
reducdo da prevaléncia e incidéncia da doenca, bem como no controle do ciclo bioldgico do
parasito. De forma contraria ao Brasil, o tratamento da LVC € permitido na regido do
Mediterraneo, onde a LV também é zoondtica, com os cdes desempenhando importante papel
como reservatorio (Alvar et al. 2004; Miro6 et al. 2008). Na Europa, medidas para proteger o
cdo contra a picada do inseto vetor sao comuns e ndo ha intervencédo de 6rgdos de saude publica,

como ocorre no Brasil (Miro et al. 2008).

Independente da regido, as principais drogas utilizadas para o tratamento da LVVC séo
0s antimoniais pentavalentes, o alopurinol e a miltefosina. Secundariamente, o desoxicolato de
anfotericina B, convencional ou encapsulada em lipossomas, a aminosidina e a pentamidina
(Alvar et al. 2004; Mir¢ et al. 2008; Nieto et al. 2005; Noli & Auxilia, 2005; Solano-Gallego et
al. 2009; Solano-Gallego et al. 2011).

Os antimoniais pentavalentes (Sb*°), antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi-
Aventis) e estibogluconato de sodio (Pentostam®, GSK), s&o os medicamentos de primeira linha
para o tratamento da LVH e LVC em varios paises desde a década de 1940 (Den Boer et al.
2011), permanecendo ainda como medicamento de primeira escolha para o tratamento da LVC
em paises do Mediterraneo. Normalmente este tratamento pode ser realizado como monoterapia
ou em combinacdo com o alopurinol (Mattin et al. 2014). Efeitos colaterais e toxicidade podem
ocorrer no homem, porém Nieto et al. (2005) relatam que a toxicidade atribuida aos antimoniais
parece ndo ser importante no tratamento canino, pois os efeitos adversos, quando produzidos,
sdo normalmente reversiveis e em raras ocasides é recomendada a suspensdo do tratamento.
Entretanto, efeitos colaterais como mialgias, artralgias, diarréias, vomitos, nauseas, dor
abdominal, anorexia além de cardiotoxicidade e nefrotoxicidade ja foram relatados (lkeda-
Garcia et al. 2007; Mir0 et al. 2008; Solano-Gallego et al. 2011). Os antimoniais possuem uma
fase de eliminagdo plasmaética rapida com meia vida estimada de 2h, seguida de uma depuragéo
lenta da urina. Uma vez que o efeito leishmanicida desses farmacos depende da concentracdo
alcancada nos orgdos alvo (baco, figado e medula O&ssea), € desejavel uma alta
biodisponibilidade e volume de distribui¢do. Por isso, uma concentracdo terapéutica efetiva
plasmatica mantida é conseguida por uma administracao repetida uma vez por dia durante 30
dias, o0 que geralmente pode ocasionar graves efeitos colaterais (Valadares et al. 1998, 2001;
Reguera et al. 2016).
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O alopurinol (4-hidroxipirazolo [3,4-d] pirimidina), farmaco da classe das
pirazolopirimidinas, é outra droga largamente usada na terapéutica da LVC, isolada ou em
combinacdo com outras drogas, devido a sua baixa toxicidade, eficiéncia em proporcionar
significativa remissao dos sinais clinicos, baixo custo, conveniéncia de ser administrado por via
oral e pelo fato de ser raramente utilizado para o tratamento humano (Noli & Auxilia, 2005).
Em combinagdo com drogas leishmanicidas, o alopurinol, um agente leishmaniostatico,
representa 0 mais usado composto na quimioterapia da LVC na Europa (Mattin et al. 2014).
Koutinas et al. (2001) e Vercammen et al. (2002), avaliando diferentes protocolos de tratamento
para LVC com alopurinol relatam que, mesmo quando usado sozinho, este farmaco induz
gradual remissdo dos sinais clinicos, recuperacdo das anormalidades clinico-patolégicas e
diminuicdo do nivel sérico de anticorpos especificos. Embora tenha eficacia quando utilizado
sozinho, quando em combinacdo com antimoniato de meglumina, o alopurinol aumenta a
sobrevivéncia dos animais e diminui a incidéncia de recaidas (Noli & Auxilia, 2005; Torres et
al. 2012). Além disso, a combinacdo dessas drogas diminui o tempo de duragdo da terapia,
tornando-a bem tolerada e economicamente mais acessivel para os donos (Baneth & Shaw,
2002, Silva et al. 2012). Por outro lado, de forma preocupante, um estudo recente demonstrou
que parasitos isolados de cdes tratados com alopurinol e que tiveram recaidas da doenga foram
cinco vezes menos susceptiveis a esse farmaco que parasitos de cdes ndo tratados (Yasur-
Landau et al. 2016).

Segundo Noli & Auxilia (2005) e Torres et al. (2011), o protocolo de referéncia para o
tratamento da LVC é a combinacdo de antimoniato de meglumina por trinta dias (dose de
100mg/Kg diariamente), seguido por alopurinol (20 mg/Kg/dia) por alguns meses como
mantenedor da terapia. Como consequéncia do metabolismo do alopurinol, urdlitos de xantina
sdo produzidos e podem ser um dos efeitos colaterais marcantes no tratamento de caes,
principalmente quando o medicamento é administrada por periodo de tempo prolongado
(Solano-Gallego et al. 2011; Torres et al. 2012).

A miltefosina, originalmente desenvolvida como um agente antitumoral, é largamente
utilizada na terapia da LVC e age interferindo na sinalizagdo celular e na sintese de lipidios da
membrana do parasito, além de acumular-se em macrofagos, sendo diretamente toxica para o
parasito (Baneth & Shaw 2002; Nieto et al. 2005). O produto farmacéutico para uso veterinario
¢ uma solucdo liquida para administracdo oral (Reguera et al. 2016). Manna et al. (2009)

avaliaram a miltefosina como monoterapia em caes e demonstraram que logo ap6s o tratamento
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houve uma diminui¢do da carga parasitéaria tecidual, porém uma recaida com concomitante
aumento da carga parasitaria foi observado ap6s 196 dias do tratamento. Ja os resultados da
combinacéo entre miltefosina e alopurinol demonstraram uma resposta clinica significativa em
cdes infectados por L. infantum, podendo ser considerada uma opg¢éo segura para o tratamento.
Além disso, essa combinacdo apresentou reduzidos efeitos colaterais e eficacia terapéutica
semelhante & associacdo antimoniato de meglumina e alopurinol sendo, portanto, uma
importante alternativa aos protocolos ja estabelecidos para o tratamento da LVC (Mir¢ et al.
2009). Dessa forma, esse farmaco como monoterapia ou combinada com drogas
leishmaniostaticas tem substituido os antominais pentavalentes como tratamento de primeira
escolha para a LVC em paises do sul da Europa (Mattin et al. 2014). Em 2016, por meio da
Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, assinada pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude foi autorizado o registro do produto
Milteforan, de propriedade da empresa Virbac Saide Animal, indicado para o tratamento da
LVC. O licenciamento do medicamento foi emitido respeitando as determinagdes da
Portaria Interministerial n° 1.426 de julho de 2008, que regulamenta o tratamento de cdes com

LVC, proibindo o tratamento com produtos de uso humanos ou nao registrados no MAPA.

Em decorréncia da diversidade de resposta do animal aos mais variados protocolos
terapéuticos e aos efeitos colaterais provenientes do tratamento, associado ao risco de
desenvolvimento de cepas de Leishmania resistentes as drogas empregadas no tratamento da
LVH, tem sido recomendado a pesquisa por novas formulagc6es, farmacos ou novas estratégias
de tratamento para a LVC. Dentre as alternativas mais promissoras que vem ganhando enfoque
nos ultimos anos, destaca-se a utilizacdo dos sistemas carreadores de farmacos, como
lipossomas, micelas, dispersdes coloidais e complexos lipidicos, capazes de englobar ou fixar
medicamentos (Frézard et al. 2009; Frézard & Demicheli, 2010). Nos ultimos anos, as
formulacBes lipossomais tém ganhado destaque, principalmente as formulagdes com
antimoniato de meglumina, podendo representar um grande avanco no tratamento da LVC
(Frézard et al. 2009).

Os primeiros ensaios envolvendo o uso dos antimoniais encapsulados em lipossomas no
tratamento das leishmanioses ocorreram na década de 1980, onde diferentes autores verificaram
em murinos e em caes, que as formulacgdes lipossomais foram até 700 vezes mais eficazes no

tratamento da LV, quando comparadas ao tratamento convencional com os antimoniais ndo
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encapsulados (Frézard & Demicheli, 2010). A eficacia dessas formulagdes estd intimamente
relacionada a tendéncia natural de remoc¢do dos lipossomas por macréfagos residentes no
figado, baco e medula dssea, os principais 6rgaos acometidos pelo parasito (Frézard et al. 2009).
Ribeiro et al. (2008) sugerem que além da liberacdo sustentada e direcionamento para 0s
orgdos-alvo, o que possibilita a permanéncia do antimoniato de meglumina encapsulado nos
sitios da infec¢@o por no minimo 96h, a formulacdo em lipossomas permite a utilizacao de doses
terapéuticas menores, associadas ao menor numero de aplicagbes o que favorece uma
diminuicdo dos efeitos colaterais atribuidos aos antimoniais. Um outro fator chave no uso de
antimoniais pentavalentes encapsulados em lipossomas € a maior biodisponibilidade em 6rgaos
alvo que esta relacionada ao diametro e & composicio quimica de lipossomas. E bem relatado
que as concentracdes de antimbnio sdo maiores em 6rgdos alvo quando administrado em
formulacGes lipossomais menores (Schettini et al. 2006).

Classicamente, a maioria das formulagbes lipossomais s&o formados a partir de
distearoilfosfatidilcolina (DSPC), colesterol (COL) e dicetilfosfato (DCP) com algumas
variacdes (Frézard et al. 2009). Para aumentar o tempo de permanéncia dos lipossomas na
circulacdo sanguinea, uma vez que € rapida a remocdo pelas células do sistema mononuclear
fagocitario, pode ser incluido nas formulagdes fosfolipidios ligados covalentemente a polimeros
hidrofilicos flexiveis, tais como o polietilenoglicol (PEG). A presenca de PEG reduz a captacdo
dos lipossomas pelo sistema mononuclear fagocitario e aumenta a sua permanéncia na
circulacdo sanguinea (Drummond et al. 1999). Esse polimero ocupa o espaco adjacente a
superficie do lipossoma criando um impedimento estérico e, consequentemente, dificultando a
interacdo de macromoléculas e células com o lipossoma (Allen et al. 1991). Estes lipossomas
com a superficie modificada pela inclusao de PEG sdo chamados de “lipossomas peguilados”
ao contrario dos “lipossomas convencionais” (Azevedo et al. 2014). Diante da relevancia, a
utilizacdo de antimoniato de meglumina lipossomal pode ser uma alternativa impar para novas
abordagens terapéuticas na LVC.

Considerando que a préatica quimioterapeutica convencional na LVC é ainda ineficaz e
efeitos colaterais graves estdo associados ao tratamento (Baneth & Shaw, 2002; Noli & Auxilia,
2005; Solano-Gallego et al. 2011) a imunoterapia tem ganhado grande atencdo na busca por
protocolos terapéuticos mais efetivos, menos toxicos e mais acessiveis para o tratamento da
doenga. Vacinas contra LVC, sejam profilaticas ou terapéuticas, podem ser um importante
instrumento a ser considerado para controlar a doenga canina, levando a OMS a estimular 0s

estudos que busquem potenciais vacinas contra a LVC (O'Hagan & Valiante, 2003; WHO,
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2010). Nesse sentido, nosso grupo de pesquisas avaliou recentemente a agéo terapéutica de uma
vacina composta por antigenos de L. braziliensis associados ao adjuvante Monofosforil Lipideo
A (MPL) no tratamento da LV, utilizando o céo naturalmente infectado por L. infantum como
modelo experimental, denominada vacina LBMPL (Roatt et al. 2017). Essa vacina terapéutica
mostrou resultados promissores como normalizacdo dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos, aumento de linfocitos T CD4* e CD8" circulantes, aumento de linfdcitos T
CD4* e CD8" produtores de IFN-y bem como reducao na producéo de IL-4 por esses linfdcitos
e aumento dos niveis de TNF-a. com diminuicdo acentuada na producéo de IL-10. Além disso,
foi observada uma importante redugdo do ndmero e intensidade dos sinais clinicos, aumento de
peso, reducdo de esplenomegalia e diminui¢do da carga parasitaria na medula 0ssea, pele e
baco, além de reducdo da infectividade de fémeas de flabotomineos alimentadas apos o
tratamento, demonstrando o potencial uso dessa vacina como estratégia de tratamento para a
LV (Roatt et al. 2017). De forma semelhante, Santiago et al. (2013) avaliando a imunoterapia
com o imunomodulador P-MAPA em cdes naturalmente infectados por L. infantum,
observaram aumento do ndmero de linfocitos T CD8*, dos niveis de IL-2 e IFN-y e diminuicéo
de IL-10 além de melhoria dos sinais clinicos e diminuicdo da carga parasitaria na pele.

Além de vacinas com aplicabilidade no campo da imunoterapia nas leishmanioses,
outros imunobioldgicos tem sido empregados no tratamento desta doenga. Dentre as
alternativas promissoras, uma abordagem terapéutica que vem sendo avaliada como tratamento
da LV ¢ a utilizacdo de imunomoduladores como citocinas e/ou anticorpos bloqueadores dos
receptores dessas citocinas. E bem estabelecido que a citocina IL-10 esta diretamente associada
com a susceptibilidade a infeccdo por Leishmania, desencadeando mecanismos imunol6gicos
responsaveis pela patogénese da LV (Nylén & Sacks, 2007; Gautam et al. 2011). De forma
semelhante, essa citocina esta diretamente relacionada a um prognostico de severidade na LVC.
Dessa maneira, essa citocina atuaria de forma marcante, em diversos contextos da resposta
imune do hospedeiro, dentre elas: (i) comprometendo a apresentacdo de antigenos pelas APCs,
(ii) inibindo os mecanismos de co-estimulacdo e proliferacdo de células T (iii) inibindo a
secrecdo/producdo de citocinas do tipo 1 e (iv) bloqueando a ativacdo macrofagica (Belkaid et
al. 2001; Bhattacharyya et al. 2001; Moore et al. 2001; Murray, et al. 2002; Nylén & Sacks,
2007; Gautam et al. 2011). Nesse sentido é preconizado por alguns pesquisadores a
possibilidade de empregar anticorpos anti-receptores da citocina IL-10 como uma estratégia
terapéutica na LV e LVC (Murray et al. 2002). Esta abordagem imunofarmacoldgica poderia
contribuir na resolucéo de casos de LV graves ndo responsivos & quimioterapia convencional
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ou mesmo na terapia de cdes acometidos pela LVC. Murray et al. (2002) observaram que
camundongos infectados e tratados com anticorpo bloqueador do receptor de IL-10
demonstraram formacao e resolucéo acelerada de granulomas, aumento na expresséo de IL-12,
IFN-y e iINOS e morte répida dos parasitos. Esses estudos realizados em modelo murino
apontam para esta possibilidade de forma animadora, o que tem despertado o interesse do nosso
grupo de pesquisas para avaliar esta estratégia na LVC, bem como a sua associacdo com
farmacos j4 utilizadas no tratamento da doenga canina.

O uso indiscriminado da quimioterapia para a LV aplicada ao tratamento da LVC tem
dificultado o controle dessa doenca, j& que os farmacos atuais ndo levam a cura parasitoldgica
em cdes. Dessa maneira, relatos de cepas resistentes do parasito tém sido descritos e a busca
por novos farmacos e novas estratégias de tratamento é fundamental e urgente. Além disso, até
0 momento ndo existem vacinas comprovadamente eficazes que possam ser empregadas na
profilaxia da doenca humana e/ou canina, considerando uma doenca com comportamento
antropondtico e zoondtico. Em face a essas limitagdes, a OMS tem como recomendacdes na
busca e desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para a LV: sinergismo/associacdo
de farmacos convencionais; associagdo de farmacos ja em uso a um sistema
transportador/carreador; emprego da imunoterapia, tais como vacinas preventivas e/ou
terapéuticas, imunomoduladores e outros imunobioldgicos associados ou ndo a terapéutica
convencional. Assim, é fundamental investir em estratégias terapéuticas que possibilitem tanto
a melhora das manifestac@es clinicas quanto o controle do parasitismo em cées, afim de reduzir
a morbidade e a transmissdo para os flebotomineos, interrompendo dessa forma, o ciclo de
transmissdo da doenca. Dessa forma, este estudo visa avaliar novas estratégias terapéuticas na
LVC afim de estabelecer um novo panorama com diferentes abordagens nanoterapéuticas e
imunoterapéuticas que possam ser utilizadas em um futuro préximo como estratégia de

tratamento para esta doenga.

14



15

2 OBJETIVOS



Cardoso, J. M. O. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar protocolos terapéuticos baseados na quimioterapia com antimoniato de
meglumina lipossomal a partir de formulagdes convencionais e peguiladas e a imunoterapia
com anticorpo monoclonal blogueador do receptor de 1L-10 em cées naturalmente infectados

por L. infantum.

2.2 Objetivos especificos

Para cumprir com este objetivo geral foram tracados diferentes objetivos especificos
descritos a seguir. Vale salientar que ap6s o fim de cada regime de tratamento, seja ele a
guimioterapia (antimoniato de meglumina lipossomal) ou a imunoterapia (anticorpo
monoclonal blogueador do receptor de IL-10) os animais foram acompanhados por 180 dias.
As principais avaliagdes clinico-laboratoriais foram realizadas antes do inicio dos tratamentos
(TO) e apds 30, 90 e 180 dias do termino dos mesmos (T30 e T90 e T180, respectivamente).
Dessa forma, os objetivos especificos deste estudo foram:

e Preparar e caracterizar as diferentes formulagfes lipossomais (lipossomas
convencionais e peguilados);

e Avaliar, in vitro, a capacidade funcional do anticorpo monoclonal bloqueador do
receptor de IL-10;

e Investigar o perfil hematolégico completo (leucograma e eritrograma);

e Avaliar o quadro bioquimico com énfase na funcao renal, hepatica e proteinograma;

e Avaliar o perfil imunofenotipico de linfécitos T (CD3*, CD4*, CD8"), linfdcitos B
(CD21%), mondcitos (CD14%) e células NK (CD5CD16") no sangue periférico;

e Avaliar a atividade linfoproliferativa e perfil imunofenotipico de subpopulacdes de
linfocitos T (CD4" e CD8"), no contexto in vitro, apés estimulagdo com antigeno soltvel
de L. infantum;

e Avaliar o perfil de linfécitos T (CD4* e CD8") produtores de citocinas
intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4), no contexto in vitro, apos estimulagdo com antigeno

soltvel de L. infantum;
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e Quantificar as citocinas (TNF-a e IL-10) em sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico;

e Avaliar a condicdo clinica dos animais com caracterizacdo da presencga ou auséncia de

sinais sugestivos de LVC e a intensidade dos mesmos (score clinico);

e Determinar as alteracfes esplénicas através de ultrassom antes e ap0s 0s tratamentos
(TO e T180);

e Quantificar a carga parasitaria em amostras de pele e bago.
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3.1 Animais

Foram utilizados nesse estudo 20 cdes naturalmente infectados por L. infantum
provenientes de Governador Valadares (Minas Gerais, Brasil), area endémica para LV no
estado. Como critério de incluséo, esses animais deveriam apresentar um ou mais sinais clinicos
sugestivos de LVC ao exame fisico (sintomaticos) e resultados soroldgico positivos no teste
rapido (DPP®) e imunoenzimatico (ELISA).

Todos os procedimentos nesses animais foram realizados de acordo com 0s principios
éticos preconizados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CEUA-UFOP) (Anexo 1), conforme n° de protocolo 2010/57.

3.2 Manejo dos animais

Este trabalho foi realizado mediante um convénio de cooperacao técnico cientifica com
a Secretaria Municipal de Saude da Prefeitura Municipal de Governador Valadares - MG
representada pelo Centro de Controle de Zoonoses do municipio (CCZ/GV).

No momento de recolhimento dos cées naturalmente infectados por L. infantum pelos
agentes do CCZ/GV para posterior eutandsia, seguindo a conduta proposta pelo Ministério da
Salde do Brasil, a aluna responsavel pelo projeto, Jamille M. de Oliveira Cardoso, solicitava
ao proprietéario do animal a doag&o do mesmo para composicdo dos grupos experimentais. E
importante ressaltar que todos os animais utilizados no estudo eram domésticos e foram doados
por seus donos. Apds esclarecimentos de todas as duvidas referentes a esse processo e posterior
assinatura do termo de consentimento livre esclarecido (Anexo 2), esses animais recebiam uma
identificacdo numérica para controle interno do CCZ/GV, que foi a mesma adotada para esse
animal até o final do experimento. Apos recolhimento, esses foram trazidos e alocados no Canil
de Experimentacdo em Testes de Drogas e Vacinas para Leishmaniose do Centro de Ciéncia
Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CETDVL/CCA/UFOP).

Apbs chegada em Ouro Preto (Minas Gerais, Brasil), os animais foram mantidos no
CETDVL/CCA/UFOP, que possui baias coletivas com areas coberta e aberta, favorecendo a
incidéncia de luz solar e ventilacdo adequada e cobertura com tela de aco inox AlSI 304 fio 34
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em toda sua extensdo, para impedir o possivel contato entre os animais infectados por L.
infantum e o hospedeiro invertebrado Lutzomia spp. Os animais foram distribuidos, respeitando
a lotacdo maxima por baia para atender as necessidades fisioldgicas e comportamentais (mic¢édo
e defecacdo, manutencéo da temperatura corporal, movimentacao e ajustes de postura), género,
além da interacdo social coespecifica e desenvolvimento de hierarquias entre eles. Antes da
alocacdo dos cées nesse estabelecimento, foi realizado um "vazio sanitario"”, que consistiu na
restricdo a presenca de qualquer animal nas baias por periodo minimo de 30 dias, mais o0 tempo
necessario para a realizacao dos procedimentos de desinfeccdo das instalagdes, totalizando 35-
45 dias. A desinfeccdo quimica foi realizada com solucéo de hipoclorito de sddio a 1%. Vinte
e quatro horas antes da entrada dos animais no recinto, as paredes internas e externas das baias,
incluindo as telas protetoras, foram borrifadas com inseticida de poder residual a base de
deltametrina (K-Otrine CE25®, Bayer Cropscience Ltda, Brasil).

O controle de insetos antes e durante a permanéncia dos animais no canil foi realizado
pela asperséo trimestral com deltametrina (25 mg/m?) nas paredes e telas, interna, externamente
e no teto.

A limpeza das baias, além da alimentacdo dos animais, foi realizada por técnicos do
CCAJUFOP, paramentados com equipamentos de protegdo individual (EPI’S) e devidamente
treinados para tais tarefas. Diariamente, foram realizadas duas vistorias por integrantes do
projeto, os quais realizavam atividades com os cées afim de diminuir o estresse dos mesmos.
Quando necesséario (devido a brigas, ferimentos e administracdo da medicacdo), a frequéncia
de vistorias diarias era maior. A dieta durante todo o periodo experimental foi baseada em racédo
comercial balanceada e 4gua potavel ad libitum.

Posterior a chegada ao CETDVL/CCA/UFOP, cada animal foi fotografado e suas
caracteristicas fenotipicas como tipo e coloracdo de pélos, marcas naturais e género, foram
anotados juntamente com a identificacdo (Anexo 3). Em seguida, os animais foram submetidos
a exame fisico e os sinais clinicos compativeis com LVC foram anotados em um prontuario que
foi utilizado para construcdo do score clinico (Ficha para avaliacdo clinica - Anexo 4). Além
disso, os caes foram submetidos a puncdo aspirativa de medula Ossea (item 3.7.3) para
confirmacéo da infecgdo por L. infantum, através de cultura em meio NNN/LIT.

Ap0s todos esses procedimentos iniciais, os cdes foram submetidos a um periodo de
quarentena em que receberam anti-helmintico oral de largo espectro (Helfine®, Agener Unido,

Brasil) e imunizago contra raiva (Rabisin®, Merial, Brasil) além de um tratamento especifico
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empregando medicamentos anti-ectoparasitarios a base de fipronil (Frontiline Top Spot®,
Merial, Brasil).

3.3 Protocolos de tratamento

Ap0s o periodo de quarentena, os cdes foram divididos aleatoriamente, via sorteio, em
dois grupos experimentais: um grupo de cées que receberam tratamento com antimoniato de
meglumina lipossomal (Grupo Quimioterapia — AMLIp), composto por 9 animais (5 fémeas e
4 machos) e um grupo de cées tratados com um coquetel constituido de anticorpos monoclonais
anti subunidades alfa e beta do receptor de IL-10 canino (referido durante todo texto como
anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 - Grupo Imunoterapia — Bloq IL-10R)
composto por 11 animais (5 fémeas e 6 machos). Posteriormente, esses animais foram

submetidos aos diferentes protocolos terapéuticos, descritos detalhadamente a seguir:

Grupo Quimioterapia (AMLip): Nove cies que receberam seis doses (6,5mg de Sb°*/kg por

dose) de antimoniato de meglumina (Glucantime®) encapsulado em lipossomas nanométricos
convencionais e peguilados, por via endovenosa lenta, a cada 96h, totalizando 24 dias de

tratamento.

Grupo Imunoterapia (Blog IL-10R): Onze cdes que receberam trés doses do imunofarméaco

constituido de anticorpos monoclonais anti subunidades alfa e beta do receptor de I1L-10 canino
(anticorpo monoclonal blogueador do receptor de I1L-10). Cada dose foi composta por 2 mg de
cada anticorpo (contra subunidade alfa e beta) totalizando uma concentracdo de 4 mg de
anticorpo monoclonal por dose. Os animais receberam cada dose por via intramuscular
profunda, consistindo de 4mg em 1 mL de agua de injecdo (4mg/mL). Apds a administracao da
primeira dose, 0s animais passaram por um periodo de descanso (intervalo) de 21 dias e, logo

apos, receberam mais uma dose contendo 4mg/mL do coquetel de anticorpos.

O esquema terapéutico da quimioterapia empregada em nosso trabalho foi baseado em
trabalhos prévios que utilizam esquema terapéutico semelhante em cdes, porém utilizando
apenas lipossomas convencionais. Tais trabalhos demonstram resultados promissores,
viabilizando seu uso numa formulacdo mista de lipossomas convencionais e peguilados

(Ribeiro et al. 2008; Silva et al. 2010). Por outro lado, o esquema terapéutico da imunoterapia
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utilizada em nosso estudo foi determinado a partir de um ensaio de dose-resposta anteriormente

conduzido em nosso laboratorio.

Ap0s o término dos distintos protocolos terapéuticos, os animais foram acompanhados
por 180 dias, sendo as diferentes abordagens (descritas abaixo) realizadas 30, 90 e 180 dias
apos os tratamentos (T30, T90 e T180, respectivamente) bem como antes do inicio de cada
proposta terapéutica (T0). No fluxograma 1 estd demonstrado o esquema do delineamento

experimental realizado no presente trabalho.

20 cées naturalmente infectados por L. infantum

Manejo sanitario { Vermifugagdo completa, vacinagdo anti-rabica

Apoés quarentena: Inicio do tratamento
|

Quimioterapia Imunoterapia

Antimoniato de Anticorpo
meglumina bloqueadordo
lipossomal receptorde IL-10

(AMLip) (Bloq IL-10R)

n=9 n=11

T
| Avaliag6es clinico/laboratoriais |
i |

T180

TO T30 T90
1| I ||

I Funcdo hepatica, renal e proteinograma. Hemograma completo

I Avaliagéo Clinica: score clinico e Ultrassom de bago (TO e T180)

== Citocinas ((TNF-a e IL-10); Imunofenotipagem de Leucdécitos Sanguineos

B | infécitos produtores de IFN-y e IL-4; Linfoproliferag&o in vitro

Avaliagdo parasitolégicas (PCR em tempo real - pele e bago)

Fluoxograma 1: Esquema do desenho experimental utilizado na avaliacéo dos diferentes protocolos terapéuticos. TO
= tempo antes do tratamento; T30 = 30 dias ap6s tratamento; T90 = 90 dias apds tratamento; T180 = 180 dias ap6s
tratamento.

3.4 Antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas convencionais e peguilados

3.4.1 Composicéao e preparo das formulagdes lipossomais
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Para a quimioterapia realizada nesse estudo, foi utilizada uma mistura de lipossomas
convencionais e lipossomas peguilados, preparados de acordo com Reis et al. (2017). Os
lipossomas convencionais foram formados por diestearoilfosfatidilcolina - DSPC (Lipoid,
Alemanha), colesterol - COL (Sigma Aldrich Inc., EUA) e dicetilfosfato - DCP (Sigma Co.,
EUA) utilizando a razdo molar de 5:4:1 e concentracéo final de lipideo de 55g/L. Os lipossomas
peguilados foram preparados a partir de diestearoilfosfatidilcolina - DSPC (Lipoid, Alemanha),
colesterol — COL (Sigma Co., EUA), dicetilfosfato - DCP (Sigma Co., EUA) e
diestearoilfosfatidiletanolamina-metoxipolietilenoglicol - DSPE-PEG (Lipoid, Alemanha), na
razdo molar 4,53:4:1:0,47 e concentracao final de lipideo de 55¢/L.

Ap0s pesagem dos respectivos lipideos, eles foram solubilizados em cloroférmio em
baldo de fundo redondo contendo esferas de vidro de 3 mm. As solugdes foram mantidas sob
vacuo e aquecidas a temperatura de 65°C por 60 min em evaporador rotativo, para a completa
evaporacao do solvente orgénico. Ao filme lipidico formado, foi acrescentado agua deionizada
em um volume suficiente para produzir suspensdo lipossomal com concentracdo final de
lipidios igual a 55¢/L. Posteriormente, o baldo de fundo redondo retornou ao evaporador
rotativo por 60 min sem vacuo e a uma temperatura de 65°C, formando uma suspensdo de
vesiculas multilamelares (multilamellar large vesicles - MLVs). Essas foram submetidas a 5
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido por 3 minutos e descongelamento em banho
aquecido (65°C) por 5 minutos para os lipossomas convencionais e a 5 ciclos de congelamento
em nitrogénio liquido por 5 minutos e descongelamento em banho aquecido (65°C) por 5
minutos para lipossomas peguilados. Em seguida, a suspensdo resultante relativa a cada
formulacdo lipossomal foi extrusada (LipexBiomembranes, Canadd) em membrana de
policarbonato de 100 nm por 10 vezes, sob temperatura de 65°C. A suspensao obtida apés a
extrusao foi diluida 2 vezes em solucdo de sacarose a 165 g/L, para se manter a relacdo molar
entre lipidio e sacarose de 3:1, imediatamente congelada em nitrogénio liquido e liofilizada por
48 horas para ambos os tipos de lipossomas, utilizando liofilizador Liotop 101 (Liobrés, Brasil).

A reidratacdo dos lipossomas vazios se deu pela adi¢do de antimoniato de meglumina
(AM) a 40 mg de Sb/mL (Glucantime®, Sanofi-Aventis Farmacéutica, S&o Paulo) (Frezard et
al., 2000). Esta mistura permaneceu incubada a 65°C durante 45 minutos sobre agitacédo
constante. O AM encapsulado em lipossomas foi separado daquele ndo encapsulado por
centrifugagdo por 30 minutos a 25000 xg. O pellet, contendo 0 AM encapsulado em lipossomas,

foi lavado duas vezes e ressuspendido com solucéo salina estéril (NaCl 0,9%).
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3.4.2 Eficiéncia de encapsulacdo do farmaco e caracteristicas fisico-quimicas das

formulacges lipossomais

Das suspensdes contento AM em lipossomas, foram retiradas aliquotas que foram
digeridas em &cido nitrico 65% por 60 minutos a temperatura de 90°C para a determinacdo da
taxa de encapsulacdo de Sb por meio de espectroscopia de absor¢do atdbmica com forno de
grafite (AA 6000, Perkin Elmer, EUA).

Outras aliquotas foram usadas para a determinacao do didametro hidrodinamico médio
das vesiculas de lipossomais na suspensao, por meio de espectroscopia de correlacdo de fétons,
com angulo de espalhamento de 90°, utilizando analisador de particulas (Malvern Zetasizer
Nano ZS90, Malvern Instruments LTD, Reino Unido).

Pouco tempo antes da administracdo das formulacGes nos cédes, as mesmas foram
misturadas 1:1 v/v (lipossomas convencionais mais lipossomas peguilados). A concentragdo da
suspensdo final de lipossomas foi ajustada com solucao salina estéril em volume suficiente para

a obtencéo de concentragéo final de Sb*° de 13g/L.

3.5 Anticorpos monoclonais anti-receptor de IL-10 canino

Para produgdo dos anticorpos monoclonais direcionados contra as subunidades alfa e
beta do receptor de IL-10 canino (anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de I1L-10 —
Blog IL-10R), foi contratado o servico de desenvolvimento e producdo de anticorpos
monoclonais da empresa americana GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA). A sequéncia
de aminoécidos das duas subunidades (alfa e beta) do receptor de IL-10 canino foram
identificadas no GenBank (subunidade alfa: 853473.1; subunidade beta: 535581.2) e através do
servico de Custom Monoclonal Antibody - Peptide Supplied MonoExpress™ Monoclonal
Antibody Service os anticorpos foram produzidos. Neste servico esta incluso além da producéo
dos respectivos anticorpos, o envio dos hibridomas produtores de cada anticorpo.

3.6 Avaliacédo in vitro da capacidade funcional do anticorpo monoclonal bloqueador do
receptor de IL-10 (Bloq IL-10R)

24



Cardoso, J. M. O. Material e Métodos

3.6.1 Obtencao do antigeno soltvel de L. infantum (ASL.i)

Para os ensaios in vitro realizados para avaliacdo do anticorpo monoclonal bloqueador
do receptor de IL-10, bem como para outros experimentos in vitro realizados durante os
experimentos desse trabalho, foi utilizado antigeno soltvel de L. infantum (ASLi - Cepa OP46
- citada como cepa selvagem por Moreira, 2012, pertencente ao criobanco do Laboratorio de
Imunopatologia (LIMP/NUPEB) que foi recentemente isolada de um céo infectado por L.
infantum e caracterizada por técnicas moleculares e bioquimicas por Braga, 2011.

Para obtencdo da massa de promastigotas, parasitos da cepa OP46 foram cultivados em
meio de cultura NNN (Nicolle-Novy-Neal), associado ao meio LIT (Liver infusion tryptose),
sendo homogeneizados diariamente. Apds expansdo e obtencdo de volume necessario para
producdo do antigeno, a cultura foi removida em capela de fluxo laminar (Veco, Brasil) e
transferida para tubos estéreis de polipropileno de 50 mL (Falcon®, Becton Dickison and
Company, EUA), que foram submetidos a centrifugacdo a 900 x g durante 15 minutos a 4°C.
Apds descartar o sobrenadante, o sedimento de promastigotas foi homogeneizado em solugédo
salina estéril (NaCl 0,9%), e em seguida foi realizada a centrifugacdo na mesma condicdo. Este
procedimento de lavagem foi repetido por mais duas vezes. Apos as etapas de lavagem,
realizou-se 0 rompimento das promastigotas em ultra-som (Sonifier Cell Disruptor®- Brason
Sonic Power Co., EUA), por um minuto a 40 Watts em banho de gelo. Apds este procedimento,
o antigeno foi aliquotado e congelado a -80°C (Forma Scientific, EUA). A concentracdo
protéica foi dosada pelo método de Lowry et al. (1951). Ap6s obtencdo dessa massa de
promastigotas, os parasitos foram submetidos a trés ciclos de congelamento e descongelamento
e posteriormente, a trés ciclos de rompimento mecanico em homogeneizador elétrico com
pistdo de teflon (Virtis, Holanda) por 1 minuto com intervalos de 30 segundos. Em seguida, o
material antigénico foi centrifugado a 37.000 x g, durante 90 minutos a 4°C. Subsequentemente
o material foi distribuido em sacos de dialise e dializado contra PBS pH 7,2 & 4°C, sob agitacao
por 72 horas. O material foi recolhido, filtrado em membrana de 0,22 pm, e uma aliquota foi
separada para dosagem da concentracdo de proteinas pelo método de Lowry et al. (1951). O
material antigénico foi ressuspenso para uma concentracdo final protéica de 1 mg/mL,

aliquotado e conservado em freezer a -80°C (Forma Scientific, EUA) até o momento do uso.
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3.6.2 Atividade linfoproliferativa e producgdo de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e

IL-4) na presenga de Bloq IL-10R

Para testar a capacidade funcional do anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de
IL-10, o mesmo foi avaliado in vitro a partir de células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) isoladas de cinco cées infectados por L. infantum e ndo tratados e em CMSP isoladas
de cinco cées infectados e tratados com o coquetel de anticorpos (anticorpo monoclonal
bloqueador do receptor de I1L-10 - 4mg/mL).

As CMSP foram obtidas 14 dias pos terapéutica em dose Unica com 4mg/mL do coquetel
de anticorpos. Nos dois grupos de animais, foi avaliada a atividade linfoproliferativa e a
producdo de citocinas intracitoplasmaticas IFN-y e IL-4 por linfécitos T CD4* e T CD8*
estimuladas com antigeno soltvel de L. infantum -ASLi) bem como estimuladas com ASLi
juntamente com os anticorpos (Acl+Ac2), na concentracdo de 20 ug/mL de cada anticorpo.

Para obten¢do das CMSP no contexto in vitro, o sangue coletado dos caes em seringas
heparinizadas foi lentamente adicionado sobre um gradiente de Ficoll-Hypaque constituido por
15 mL de Ficoll-hypaque 1.119 g/mL (Histopaque® 1.119 - Sigma Co., EUA) e 15 mL de
Ficoll-hypaque 1.077g/mL (Histopaque® 1.077 - Sigma Co., EUA) gelado em tubos de 50 mL
de polipropileno (Falcon®, Becton Dickison and Company, EUA), os quais foram
centrifugados a 450 x g por 70 minutos a temperatura ambiente. Ap6s remogdo do anel celular,
as células mononucleares foram lavadas por duas vezes com RPMI 1640 heparinizado (30 puL
de heparina 5.000 UI/mL (Heparin®, Cristalia, Brasil) para cada 100mL de RPMI) e o volume
final foi entdo ajustado para conter 1x107 células/mL. Apds ajuste da concentracéo celular para
1x107 células/mL, foi retirado 1 mL da suspens&o de células e adicionado 2 puL de CFSE a 5uM
(Vybrant® CFDA SE Cell tracer kit, Invitrogen) juntamente com 1 mL de RPMI 1640 (Sigma
Co., EUA) sendo os tubos incubados ao abrigo de luz por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apbs a incubacdo, foi acrescentado 2 mL de RPMI 1640/10%SFB, homogeneizado e incubado
por 10 minutos em gelo ao abrigo de luz. A suspenséo celular foi lavada por 3 vezes com meio
RPMI 1640, centrifugadas a 400 x g por 10 minutos a 4°C e posteriormente as células foram
ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 para plagueamento. Essas células foram entéo
submetidas a cultura em placas de 48 orificios (Costar, EUA) na presenca de ASLi
(concentracéo final de 200mg/mL), do mitdgeno concanavalina A (ConA, Sigma Co., EUA) e

na presenca de ASLi (concentracdo final de 200mg/mL) mais os anticorpos blogueadores do
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receptor de I1L-10 (concentracdo 20ug/ml de cada anticorpo — Ac 1 e Ac 2) e na auséncia de
qualquer estimulo. Apo6s 5 dias cultivo a 37°C em estufa incubadora (Forma Scientific, EUA)
com 5% de COy, foi realizada a remocdo das células para a realizagdo da marcacéao
imunofenotipica (com anticorpos especificos, anti-CD4 e anti-CD8, bem como anticorpos anti-
citocinas IFN-y e IL-4 — Quadro 1). Resumidamente, as células marcadas com anticorpos anti-
CD4 e anti-CD8 na diluicdo previamente estabelecida, foram permeabilizadas PBS-P (PBS-
W/0,5% de saponina - Sigma Co., EUA) e distribuidas em microplacas de 96 pocos com fundo
em "U" (Costar®, USA) contendo anticorpos anti citocinas IFN-y e IL-4. Apds 30 minutos de
incubacdo ao abrigo da luz e a temperatura ambiente foram adicionados 140 mL/poc¢o de PBS
W (PBS pH 7,2/0,5% BSA- Sigma Co., EUA) e as placas foram submetidas a centrifugacéo a
400 x g por 10 minutos em temperatura ambiente. Apos remocao do sobrenadante, o sedimento
celular foi ressuspendido e as placas lavadas por 2 vezes, com 150uL de PBS W e submetidas
novamente a centrifugacdo a 400 x g por 10 minutos em temperatura ambiente. As células foram
ressuspensas adicionando-se 200uL/pogo da solucdo fixadora (MaxFacsFix) e transferidas para
uma estante de tubos FACS de 500 uL (Falcon®, Becton Dickinson and Company, EUA). Para
aquisicdo e armazenamento dos dados foi empregado um citdmetro de fluxo (FACScalibur -
Becton Dickinson, San Diego, E.U.A.) e o software Cell Quest, fornecido pelo fabricante do
equipamento avaliando-se pelo menos 30.000 eventos/tubo. Para andlises dos dados foi

utilizado o software FlowJo®.

Quadro 1: Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de avalia¢do in vitro do anticorpo monoclonal
blogueador do receptor de I1L-10.

Anticorpos/dilui¢go Fluorocromo Hospedeiro Clone Fenétipo alvo no estudo
Anti-CD4 (1:25) APC Rato YKIX302.9 Linfécitos T auxiliares
Anti-CDS8 (1:10) AF647 Rato YCATES5.9 Linfécitos T citotdxicos

Anti-IFN-y bovino (1:50) RPE Camundongo CC302 Resposta tipo 1
Anti-IL-4 bovino (1:50) RPE Camundongo CC303 Resposta tipo 2

3.6.3 Estrateégia de andlise dos ensaios de proliferacdo linfocitaria e citocinas

intracitoplasméticas na presenca de Bloq IL-10R
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Primeiramente, para avaliacdo da capacidade linfoproliferativa graficos de distribuicéo
pontual foram construidos a partir da selegdo da populacdo celular de interesse, baseada em
aspectos morfométricos, através de graficos de distribuicdo pontual de FSC versus SSC. Em
seguida, os eventos selecionados nesta regido foram representados em graficos de distribuicdo
pontual construidos com combinacbes de diferentes fluorescéncias, no exemplo temos
CFSE/FL1 versus CD4/FL4 (Figura 1). E importante ressaltar que a mesma estratégia também
é utilizada para quantificacdo da proliferacdo do percentual de linfécitos T CD8". Para
avaliacdo das frequéncias de linfocitos T CD4" e T CD8" expressando citocinas
intracitoplasmaticas (IFN-y ¢ IL-4) foi realizada a sele¢do da regido de interesse (R1), baseada
em aspectos imunofenotipicos e morfométricos em graficos de distribuicdo pontual de
CD4*/FL1 versus SSC ou CD8'/FL4 versus SSC, para a identificacdo da populacdo de
linfécitos T CD4", minimizando assim a contaminacdo da regido selecionada (R1) por
mondcitos e neutrofilos. Apo6s a selecdo da regido de interesse (R1) contendo células de
fenotipo CD4*Hig" SSClow oy CD8™HiIg" SSC'W foram construidos graficos de distribuicdo
pontual de fluorescéncia CD4*/FL1 ou CD8*/FL4 versus IFN-y*/ FL2 ou IL-4*/FL2, para
determinar o percentual de linfécitos T CD4" ou T CD8" positivos produtores das citocinas
IFN-y* e IL-4" (Figura 1).
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Avaliagdo da atividade linfoproliferativa
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Figura 1: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfoproliferacdo (A e B) e para
determinar o percentual de linfécitos T CD4*IFN-y*, na cultura de sangue total em cdes (C e D). (A) Gréfico de
distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para a selecdo da populacéo celular de interesse - R1 com o
fendtipo FSC-ovSSCov, (B) Gréfico de distribuicdo pontual CFSE/FL1 versus CD4/FL4 contendo as células
selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o percentual de linfoproliferagdo em cultura estimulada
com ASLi mais o anticorpo bloqueador do receptor de IL-10 (Q1). Sequéncia de procedimentos utilizados para
determinar o percentual de linfocitos T CD4*IFN-y* (C e D). (C) Graficos de distribuicdo pontual de CD4*/FL4
versus SSC para a selecdo da populacéo celular de interesse — R1 com o fenétipo CD4*Hi9" SSC'*¥, (D) Gréfico
de distribuigdo pontual fluorescéncia CD4/FL4 versus IFN-y/FL2, contendo as células selecionadas, empregado
para determinar o percentual de Linfécitos T CD4*IFN-y* (R1) em cultura estimulada com ASLi mais o anticorpo
blogueador do receptor de IL-10.

3.6.4 Quantificacdo das citocinas TNF-a e IL-10 em sobrenadante de cultura na presenca
de Blog IL-10R

Para a realizagdo da quantificagéo das citocinas TNF-o e IL-10 no sobrenadante das
células mantidas em cultura por 5 dias, tanto para as culturas ndo estimuladas, estimuladas
apenas com ASLi e estimuladas com ASLIi juntamente com 0s anticorpos bloqueadores do
receptor de IL-10, foi utilizado ensaios imunoenzimaticos (ELISA) a partir de anticorpos e
proteinas recombinantes adquiridos da empresa R&D Systems (Minneapolis, USA). A cada
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poco da placa de 96 orificios (Costar®, USA) foram adicionados 25uL de anticorpo monoclonal
anti-citocina a ser dosada, diluido em PBS pH 7,2 estéril. As placas foram cobertas e incubadas
overnight a temperatura ambiente. Os anticorpos nao adsorvidos pelas placas foram lavados por
inversdo e 4 sucessivas lavagens com 100uL da solucdo de PBS pH 7,2/Tween 20. A seguir, as
placas foram bloqueadas com 75ul./po¢o de uma solugdo contendo PBS pH 7,2/BSA 1% e
0,05% de azida sddica (NaNs), durante uma hora a temperatura ambiente e lavadas conforme
descrito anteriormente. As amostras do sobrenadante de cultura foram aplicadas em um volume
de 25uL em cada pogo da placa. Paralelamente, a citocina recombinante (TNF-a e IL-10) foi
diluida em diferentes concentracdes para estabelecimento de uma curva padrdo, sendo a
diluicdo realizada em solucdo PBS pH 7,2/0,1% BSA. As placas foram vagarosamente
homogeneizadas por um minuto e, em seguida, cobertas e incubadas por uma hora e meia a
temperatura ambiente. Ap6s o periodo de incubacgéo, as placas foram novamente lavadas com
100uL de PBS pH 7,2/Tween 20. Em seguida, foi adicionado 25uL do anticorpo biotinilado
diluido apropriadamente em PBS pH 7,2/0,1% BSA, em cada pogo da placa. As placas foram
mais uma vez mantidas ao abrigo da luz e incubadas a temperatura ambiente, por uma hora e
meia seguido de uma lavagem com PBS pH 7,2/Tween 20. Entdo, ap6s remocdo do
sobrenadante, foi adicionado em cada pogo 25uL de estreptoavidina (R&D Systms, Inc.,
Minneapolis, USA., DY998) diluida em PBS pH 7,2/0,1% BSA. As placas foram mantidas ao
abrigo da luz e incubadas, a temperatura ambiente por vinte minutos. Ap6s incubagdo, foram
novamente lavadas e, em cada pogo, foi adicionado 25uL da solucao de substrato (mistura 1:1
de H20- e tetrametilbenzidina - TMB). Mais uma vez as placas foram incubadas a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 25uL por pogo da
solugdo de parada (H2SO4 1M). A densidade Optica foi determinada usando leitor automatico
de microplacas (Biotek, EL-800) no comprimento de onda de 450 nm sendo a concentragéo de

citocinas determinada através de interpolacdo na curva padrao.

3.7 Avaliacdo clinica e coleta de material bioldgico

As avaliagdes clinicas dos animais bem como a coleta de sangue e medula 6ssea para as
avaliagcdes laboratoriais foram feitas antes do inicio das diferentes propostas terapéuticas
(tempo zero, TO) e nos tempos 30, 90 e 180 dias apds o término dessas propostas (T30, T90 e
T180, respectivamente). Por outro lado, a bidpsia de pele, puncdo aspirativa e avaliagcdo
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esplénica por ultrassonografia foi realizada apenas no TO e T180. Os procedimentos realizados

nos animais estdo descritos a seguir.

3.7.1 Exame fisico e construcao do score clinico dos animais

Ap0s avaliacdo clinica por veterinario experiente (Msc.Jodo Filipe Pereira Vieira), as
alteracdes encontradas foram tabuladas baseadas nos critérios de classificacdo de cada alteracédo
clinica, de acordo com a intensidade observada. Por exemplo, em relacdo & musculatura
temporal, animais que ndo apresentava alteracdo desse parametro recebia pontuagdo no valor
de zero (0); para animais que apresentavam atrofia leve era dada pontuacdo um (1); para animais
que apresentavam atrofia moderada era dada pontuacdo dois (2); para animais que
apresentavam atrofia severa era dada pontuacdo trés (3). Esta avaliagéo foi realizada para 22
parametros diferentes descritos na Ficha para Avaliagdo Clinica (Anexo 4). Os cdes receberam
pontuacdo final de score que variou de 0, para 0s animais com auséncia total de sinais clinicos
a 64, que representava a somatdria de todos os parametros avaliados na sua forma mais intensa.
E importante ressaltar que todos os cées, independente do grupo, foram considerados
sintomaticos apresentando pelo menos um sinal clinico sugestivo de LVC. Para cada avaliacéo
nos diferentes tempos (TO, T30, T90 e T180) foi construida uma ficha na qual o animal recebeu
uma pontuacdo final sendo que os resultados apresentados foram definidos de acordo com o
percentual de reducdo de sinais clinicos ou percentual de reducgdo do score clinico de acordo

com a evolugéo de cada animal.

3.7.2 Obtencao de amostras de sangue periférico para hemograma e provas bioquimicas

Amostras de sangue periférico foram coletadas em seringas descartaveis estéreis de 20
mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and Company, EUA), através de puncéo da veia jugular
ou radial. Em seguida, foram transferidos aproximadamente 5 mL de sangue para um tubo
contendo EDTA (na proporcao de 1mg/mL) destinados a realizagdo do hemograma completo,
enguanto cerca de 10 mL foram transferidos para dois tubos sem anticoagulante, destinados a
realizacdo das dosagens bioquimicas. Esse foi imediatamente centrifugado a 450 xg por 10

minutos para obtencdo das amostras de soro, que foram aliquotadas e encaminhadas para
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realizacdo das provas bioquimicas. Aliquotas deste soro foram também congeladas a —80°C

para futuras anélises, caso necessario.

3.7.3 Puncéo aspirativa de medula 6ssea

Para a realizacdo da puncéo aspirativa de medula ¢ssea, os animais foram submetidos a
anestesia geral, utilizando como protocolo anestésico a combinacdo de cloridrato de xilazina
(Calmium®, Agener Uni&o, Brasil) como medicagéo pré-anestésica, na dose de 2mg/Kg de peso
vivo, por via intramuscular e cloridrato de quetamina (Ketamina Agener®, Agener Unido,
Brasil) na dose de 11mg/Kg de peso vivo, por via intramuscular, como anestésico geral. Apés
a obtencdo do estado de anestesia geral, foi realizada a tricotomia e a antissepsia com solucgéo
de alcool iodado 2% (Rialcool®, Indlstria Farmacéutica Rioquimica LTDA, Brasil) na regido
do esterno. A puncéo de medula 6ssea foi realizada na regido do esterno utilizando agulha 18G
(1,25mm x 38mm) acoplada em seringa de 20 mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and
Company, EUA). De cada animal foi aspirada aproximadamente 1 mL de medula 6ssea e
imediatamente transferida para tubo de microcentrifuga autoclavado livre de DNAses de 1,5
mL (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha), congelado e mantido a temperatura de -80°C para
posterior extracdo de DNA e quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real. Antes
das diferentes estratégias de tratamento (T0), uma aliquota de aproximadamente 0,25 mL do
aspirado medular foi semeada em tubos de vidro contendo 3 mL do meio de cultura NNN
(Novy, McNeal e Nicolle) enriquecido com meio LIT (Liver infusion tryptose) para tentativa
de isolamento do parasito. Esse procedimento foi realizado proximo ao bico de Bunsen, para
evitar contaminacdo, sendo feito dois tubos previamente identificados para cada animal. Em
seguida, os tubos foram armazenados em estufa bioldgica refrigerada BOD (Fanem, Brasil), a
temperatura de 23°C + 1°C por 7 dias. Apos este periodo, as culturas foram avaliadas por
microscopia Optica a fim de se identificar a presenca de formas promastigotas do parasito. Apos
analise das laminas, foi retirado 1 mL de meio de cada tubo e repassado para um novo tubo
contendo 3 mL de meio de cultura novo, a depender de como estava a cultura. Apos 7 dias foi
realizada nova avaliacdo, através de observacdo em microscopio. Nos casos em que houve a
observagdo do parasito, estas culturas foram expandidas em frascos erlenmeyer com meio de

cultura NNN/LIT e posteriormente foram criopreservadas.
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3.7.4 Puncéo aspirativa de bacgo guiadas por ultrassom

Ap0s a obtencdo de estado de anestesia geral (descrito no item 3.7.3) e com o animal
em decubito lateral direito, foi realizada tricotomia e antissepsia com solugédo de alcool iodado
2% (Rialcool®, Industria Farmacéutica Rioquimica LTDA, Brasil) na regido da projecéo da
ultima costela do lado esquerdo. O bago foi localizado por ultrassom (SonoAce Pico, Samsung
Medison Inc., Japdo) e a seguir introduzida agulha de 18G (1,25mm x 38mm) acoplada a
seringa de 20 mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and Company, EUA), por cerca de 1-3 cm
(na dependéncia do tamanho do animal), em angulo de 45°. Posteriormente, foi realizada leve
pressao negativa no émbolo da seringa até a obtencao de cerca de 1,0 mL de contetdo do 6rgao.
O material coletado foi imediatamente transferido para tubo de microcentrifuga livre de
DNAses de 1,5 mL (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha), colocado em recipiente contendo
nitrogénio liquido e posteriormente armazenado em freezer a -80°C. Além disso, a andlise da
ultrassonografia do 6rgdo foi utilizada afim de se avaliar possiveis alteragdes no tamanho desse
Orgdo sugestivas de esplenomegalia. Para isso, antes puncdo aspirativa do baco, 0 mesmo foi
fotografado através do equipamento SonoAce Pico (Samsung Medison Inc., Japdo) e
determinado presenca ou auséncia de esplenomegalia. Este procedimento foi realizado antes
(TO) e aos 180 dias ap0s as diferentes estratégias terapéuticas.

3.7.5 Biopsia de pele

Ainda sob o efeito de anestesia geral (descrito no item 3.7.3), foi realizada biopsia de
pele na regido média da face interna da orelha direita dos cdes. O fragmento foi retirado com o
auxilio de “punch” para biopsia estéril, de 5Smm de didmetro (Punch para Bidpsia®, Kolplast
LTDA, Brasil), armazenados em papel aluminio previamente identificado e transferido
imediatamente para recipiente contendo nitrogénio liquido para posterior extracdo de DNA e
quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real. Este material foi coletado antes dos

protocolos terapéuticos (T0) e ao final do periodo de avaliagédo (T180).
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3.8 Avaliacdes laboratoriais e imunoldgicas

3.8.1 Avaliacdo do quadro hematoldgico e provas bioquimicas

A avaliacdo do perfil hematologico foi realizada através do aparelho Auto Hematology
Analyzer (Mindray BC-2800 Vet, Hamburgo, Alemanha) com anélise global de leucdcitos,
eritrécitos, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas. O leucograma foi determinado pelo aparelho
hematoldgico em ndmero de leucocitos/mm?3. A contagem diferencial de células leucocitérias
foi realizada a partir de esfregacos sanguineos corados com Pandético Rapido InstantProv
(Newprov®, Brasil) e avaliado por microscopia optica em objetiva de imersdo, determinando
assim o numero absoluto de neutrdfilos, eosinéfilos, linfocitos e mondcitos, por meio da
contagem de 100 leucdcitos/lamina e posteriormente calculado o valor absoluto destas células

a partir dos valores de leucdcitos/mm? obtidos com o aparelho.

As avalia¢fes bioquimicas consistiram das seguintes analises: dosagens de proteinas
totais, albumina, globulina, ureia, creatinina, alanina amino transferase — ALT (TGP), aspartato
amino transferase — AST (TGO), fosfatase alcalina e glutamil transferase (Gama GT). Para a
avaliacdo desses parametros foi utilizado o Sistema Bioquimico Automatico (CELM SBA-200,
Brasil) e empregado Kits comerciais da Labtest (Labtest Diagndstica S.A., Brasil), seguindo o
método descrito pelo fabricante.

Com o objetivo de realizar uma avaliacdo descritiva entre os parametros hematoldgicos
e bioquimicos dos cdes naturalmente infectados por L. infantum submetidos aos distintos
protocolos terapéuticos propostos neste estudo, foi coletado sangue de 45 cédes saudaveis,
machos e fémeas, com idade acima de 12 meses provenientes do CCA/UFOP a fim de
estabelecer valores de referéncia para o leucograma e eritrograma (Quadro 2) e valores de
reférencia para a funcéo renal, hepatica e proteinograma (Quadro 3). Dessa maneira, foi possivel
comparar antes (T0) e apds os distintos tratamentos (T180), os parametros hematoldgicos e
bioquimicos dos animais em relacdo a faixa de valores de referéncia ou valores normais

estabelecidos com os valores obtidos dos cées sem raca definida (SRD) néo infectados.
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Quadro 2: Valores hematoldgicos de referéncia
(leucograma e eritrograma) de 45 cdes normais

Parametros Valores de referéncia
Neutréfilos (mm?3) 3.839-9.379
Eosindfilos (mm3) 150 - 709
Linfdcitos (mm3) 2.299-5.119
Mondcitos (mm3) 147 - 601
Hemacias (10%/mm?3) 5,42 - 8,38
Hemoglobina (g/dL) 13,2-21,2

Hematdcrito (%) 33,7-57,3
Plaquetas (103/mm3) 171-384

Quadro 3: Valores de referéncia dos pardmetros
bioguimicos de 45 cées normais.

Parametros

Valores de referéncia

Creatinina (mg/dL)
Ureia (mg/dL)
ALT/TGP (U/L)
AST/TGO (U/L)
Gama-GT (U/L)

Fosfatase alcalina (U/L)

Proteinas totais (g/dL)
Albumina (g/dL)
Globulina (g/dL)

Razdo A/G

0,6-1,5
32,5-40,1
31,2-63,2
26,1-48,1
0,6-7,8
11,8 - 51,0
6,4-8,9

1,5-6,7

0,7-6,3

0,05-3,25

3.8.2 Avaliacéo do perfil imunofenotipico do sangue periférico

Para a avaliacdo da imunofenotipagem de células sanguineas, amostras de sangue

periférico foram coletadas em seringas descartaveis estéreis de 20 mL (BD Plastipak®, Becton

Dickison and Company, EUA), através de punc¢éo da veia jugular ou radial. Em seguida, foram

transferidos 5 mL de sangue para tubo contendo EDTA (na proporc¢ado de 1mg/mL) destinados
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a realizacdo do hemograma e da imunofenotipagem das células sanguineas. Para a realizagao
do ensaio, foram utilizados anticorpos monoclonais que estdo descritos no Quadro 4 e os
mesmos foram diluidos em solucdo de PBS pH 7,2/20% SFB em diluigdes previamente
estabelecidas na padronizagédo do protocolo.

Posteriomente, em tubos conicos de poliestireno de 5 mL (tubos12x75mm, Becton
Dickison and Company, EUA) contendo 30 pL dos anticorpos diluidos (ver Quadro 4), foram
adicionados 30uL de sangue total. As amostras foram homogeneizadas cuidadosamente e
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida, as hemacias
foram lisadas adicionando-se 3 mL de solucdo de lise (FACS Lisyng Solution — Becton
Dickison and Company, EUA), sob agitacdo em vortex. As suspensdes celulares foram
mantidas em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Posteriormente,
as mesmas foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos, temperatura ambiente e o
sobrenadante foi desprezado vertendo-se os tubos. As células remanescentes foram, entdo,
homogeneizadas no vortex a baixa velocidade. Foram adicionados 3 mL de PBS pH 7,2 e as
suspensdes celulares foram submetidas novamente a uma centrifugacdo a 400 x g, por 10
minutos a temperatura ambiente, sendo desprezado o sobrenadante. O sedimento foi
ressuspendido e homogeneizado cuidadosamente; essa Ultima lavagem foi repetida mais uma
vez. As células foram, entdo, fixadas com 200 pL de solugdo fixadora para citometria de fluxo
— MaxFacsFix (MFF) (10,0g/l de paraformaldeido, 10,2 g/l de cacodilato de sodio e 6,65 g/l de
cloreto de sédio, pH 7,2) e ap6s um periodo de pelo menos 15 minutos a 4°C ou até 24 horas,
os parametros fenotipicos e morfométricos das células presentes em cada tubo (15 mil eventos)
foram determinados por citometria de fluxo (FACScalibur® — Becton Dickison and Company,
EUA). O programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisi¢do de dados e para a analise dos

resultados foi empregado o software FlowJo® utilizando diferentes estratégias.
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Quadro 4: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise de populagdes,
subpopulaces celulares e moléculas de superficie.

Anticorpos/diluicio Fluorocromo Hospedeiro Clone Fendtipo alvo no estudo
Anti-CD3 (puro) FITC Camundongo CA17.2A12 Linfécitos T maduros
Anti-CD5 (1:200) RPE Rato YKIX322.3 Linfécitos T
Anti-CD4 (1:200) RPE Rato YKIX302.9 Linfécitos T auxiliares
Anti-CD8 (1:40) AF647 Rato YCATES5.9 Linfécitos T citotdxicos

Anti-célula B (1:200) RPE Camundongo CA2.1D6 Linfécitos B
Anti-CD16 (puro) APC Camundongo 3G8 Células NK

Anti-CD14 (1:200) RPE Camundongo TUK4 Mondécitos

3.8.3 Estratégias para analise imunofenotipica celular por citometria de fluxo

Os resultados referentes aos aspectos fenotipicos analisados em relacéo as populagées e
subpopulacdes de linfocitos foram obtidos através da frequéncia (%) de linfocitos T CD3*, de
subpopulacdes de linfocitos T CD4* e CD8*, de linfécitos B, de células NK CD5 CD16" e de
mondcitos CD14" através do programa FlowJo®.

A analise da frequéncia de linfocitos T (CD3") e linfocitos T CD3*CD4" e T CD3*CD8*
foi realizada utilizando-se a estratégia de analise convencional. Esse tipo de analise consistiu
na selecdo da populacdo celular de interesse, baseada em aspectos morfométricos, através de
graficos de distribuicdo pontual de FSC versus SSC (Figura 2A). Apds a selecdo da regido (R1)
contendo as células de fen6tipo FSC-*"SSCHY de interesse, 0 percentual de subpopulacdes T
CD3*CD4" (Q2) e T CD3*CD8*(Q6), dentro da populacdo selecionada (linfécitos), foi obtido
em graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia, como exemplificado nas

figuras 2B e 2C, respectivamente.
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Figura 2: Sequéncia da andlise realizada para determinar o percentual de linfécitos T CD3*CD4* e T CD3*CD8*
no sangue periférico de cdes submetidos a diferentes protocolos terapéuticos. (A) Gréfico de distribuicdo pontual
FSC versus SSC utilizado para a sele¢cdo da populagdo celular de interesse - R1 (Linfdcitos), com fendétipo
FSCLowSSCLow, (B e C) Gréficos de distribuicdo pontual contendo as células selecionadas na regido R1,
empregados para determinar o percentual das populagdes de linfocitos T CD3* CD4* (B: CD4*/FL2 versus
CD3*FL1) e percentual das populag@es de linfocitos T CD3* CD8* (C: CD3*/FL1 versus CD8*FL4). Os graficos
de distribuicdo pontual estdo divididos em oito quadrantes (Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8), com as respectivas
frequéncias (%) correspondentes a cada quadrante.

Da mesma forma, a analise da frequéncia de linfocitos B foi realizada utilizando-se a
estratégia de analise convencional. Apds a selecdo da regido de interesse (R1) contendo células
de fenotipo FSC-O"SSCLo" em gréficos de distribuicio pontual (A), o percentual de linfocitos
B (Q1), dentro da populacéo selecionada, foi obtido em gréficos bidimensionais de distribui¢do
pontual de fluorescéncia células B — CD21/FL2 versus FL4 (C), como exemplificado na figura
3.
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Figura 3: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfocitos B (CD21*) no sangue
periférico de cées submetidos a diferentes protocolos terapéuticos. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus
SSC utilizado para a selecdo da populagéo celular de interesse - R1(Linfocitos), com fenétipo FSCLYSSCLoY, (B)
Gréfico de distribuicdo pontual contendo as células selecionadas na regido R1, empregados para quantificar o
percentual das populagdes de linfocitos B (Q1 - Células B/FL2 versus FL4). Os gréficos de distribuicdo pontual
estdo divididos em quatro quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4), com as respectivas frequéncias (%) correspondentes a
cada quadrante.

A anélise da frequéncia de células NK CD5CD16" foi realizada utilizando-se a
estratégia de analise convencional, com a sele¢do da populacdo celular de interesse, baseada
em aspectos morfomeétricos, através de graficos de distribuicdo pontual de FSC versus SSC
(Figura 3A). Apdls a selecdo dessa regido de interesse (R1) contendo células de fenotipo
FSCLowsSCtow o percentual de células NK CD5°CD16*, dentro da populagéo selecionada, foi
obtido em graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia, como

exemplificado na figura 4.
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Figura 4: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de células NK CD5CD16* no
sangue periférico de cdes submetidos a diferentes protocolos terapéuticos. (A) Gréfico de distribuicdo pontual FSC
versus SSC utilizado para a sele¢do da populacdo celular de interesse - R1(Linfdcitos), com fenétipo
FSCLowssClow, (B) Graficos de distribuicdo pontual contendo as células selecionadas na regido R1, empregados
para quantificar o percentual de células NK CD5CD16* (B: CD5*/FL2 versus CD16*/FL4). Os graficos de
distribuicdo pontual estdo divididos em quatro quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4), com as respectivas frequéncias (%)
correspondentes a cada quadrante.

A analise de mondcitos CD14" foi realizada a partir da selecdo da regido de interesse
(R1), baseada em aspectos imunofenotipicos e morfométricos em graficos de distribuicdo
pontual de CD14/FL3 versus SSC, para a identificacdo da populacdo de mondcitos como
células CD14*High sgcintermediario - minimizando assim a contaminagio da regido selecionada

por linfécitos e neutrofilos (Figura 5).
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Figura 5: Sequéncia da analise realizada para determinar o percentual de mondécitos (CD14%) no sangue periférico
de cées submetidos a diferentes protocolos terapéuticos. Gréfico de distribuicdo pontual CD14/FL3 versus SSC
utilizado para a selecdo da populacdo celular de interesse — R1, indicando o posicionamento da populacdo de
monadcitos, bem como para determinacéo do percentual total dessas células.

3.8.4 Avaliacdo da resposta imune celular in vitro

Para a avaliagéo da resposta imune celular foi avaliado a atividade linfoproliferativa de
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) ap6s 5 dias de estimulacdo com antigeno
solavel com L. infantum (ASLi) bem como o perfil imunofenotipico destas células além de
imunofenotipagens utilizando marcadores de superficie celular para as subpopulacdes de
linfocitos T (CD4" e CD8") e marcadores de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4)
submetidas a cultura, na auséncia ou presenca do ASLi.

3.8.5 Obtencdo de células mononucleares do sangue periférico destinadas aos ensaios de

linfoproliferacéo e imunofenotipagem no contexto in vitro

Apos coleta de 20 mL de sangue em seringas descartaveis estéreis (heparinizadas) (BD
Plastipak®, Becton Dickison and Company, EUA) as mesmas foram descontaminadas com
alcool 70% e encaminhadas a capela de fluxo laminar (Veco, Brasil), para inicio do
processamento do material. Logo em seguida, o sangue foi aplicado lentamente sobre um

gradiente de Ficoll-Hypaque constituido por 15 mL de Ficoll-hypaque 1.119 g¢g/mL
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(Histopaque® 1.119 - Sigma Co., EUA) e 15 mL de Ficoll-hypaque 1.077g/mL (Histopaque®
1.077 - Sigma Co., EUA) gelado (4°C) em tubos de 50 mL de polipropileno (Falcon®, Becton
Dickison and Company, EUA), os quais foram centrifugados a 450 x g por 70 minutos a
temperatura ambiente. Apos este procedimento, foi removido o anel celular contendo CMSP,
com auxilio de pipeta Pasteur autoclavada e as células foram lavadas com RPMI 1640
heparinizado (30 pL de heparina 5.000 Ul/mL (Heparin®, Cristélia, Brasil) para cada 100mL
de RPMI) por duas vezes, seguido de uma lavagem final em RPMI 1640, ambas em
centrifugacdo a 450 x g por 10 minutos a 4°C. Ao final, as células foram ressuspensas em 1 ou
2 mL em RPMI 1640 conforme a quantidade de sedimento obtido. Para a contagem, foi
utilizada a cdmara de Neubauer (Boeco, Germany). Para tanto, foram utilizados 10 uL da
suspensdo celular diluidos em 190 pL de solugdo de Azul de Trypan (Sigma Co., EUA)
(diluicdo 1:20) para a realizacdo da contagem de células mononucleares e da anéalise de
viabilidade celular. O valor obtido foi multiplicado pelo volume ressuspendido e o fator de

diluicdo. Assim, o volume final foi ajustado para conter 1x10” células/mL.

3.8.6 Ensaios de proliferacdo linfocitaria e obtencdo das CMSP pds-cultivo para

imunofenotipagem

ApOs ajuste da concentragdo celular para 1x107 células/mL, foi retirado 1 mL da
suspensdo de células e adicionado 2 uL de CFSE a 5uM (Vybrant® CFDA SE Cell tracer kit,
Invitrogen) juntamente com 1 mL de RPMI 1640 (Sigma Co., EUA) sendo os tubos incubados
ao abrigo de luz por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacao, foi acrescentado 2
mL de RPMI 1640/10%SFB, homogeneizado e incubado por 10 minutos em gelo ao abrigo de
luz. A suspensao celular foi lavada por 3 vezes com meio RPMI 1640, centrifugadas a 400 x g
por 10 minutos a 4°C e posteriormente as células foram ressuspendidas em 1mL de meio RPMI
1640 para plagueamento.

O ensaio de proliferacéo linfocitaria foi realizado em placas de 48 orificios (Costar,
EUA), na presenca de antigeno soltvel de L. infantum (ASLi), do mitdgeno concanavalina A
(ConA, Sigma Co., EUA) e na auséncia de qualquer estimulo (cultura controle ndo estimulada).
Foram utilizados 650 pLL de meio para cultivo de células caninas CM-Blast (10%SFB/1% de
Estreptavidina/Penicilina, 2mM L-glutamina e 0,1% B-mercaptoetanol, em RPMI 1640 - Sigma

Co., EUA) em cada um dos orificios avaliados. Nestes orificios, foram adicionados 50 pL da
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suspensdo de linfdcitos contendo 1x107 células/mL marcadas com CFSE, ou seja, 500.000
células/orificio nos pogos que correspondem ao controle, ao mitdgeno ConA e na cultura com
a presenca do estimulo ASL.i. Posteriormente, foi adicionado 100 pL do estimulo ASLi diluido
em meio de RPMI 1640, na concentracao final de 200 pg/mL. Do agente mitogénico ConA, foi
adicionado 100 pL da solugdo de uso diluida em RPMI 1640 nos respectivos orificios da placa
(concentracéo final de 10 ug/mL), destinados a avaliagdo do controle de viabilidade funcional
celular e da capacidade linfoproliferativa. Como controle de proliferacdo, as células também
foram cultivadas na auséncia de qualquer estimulo (antigeno ou ConA). As células foram
cultivadas por 5 dias, e mantidas & 37°C em estufa incubadora (Forma Scientific, EUA) com
5% de COsa.

Apds 5 dias de cultivo as placas foram centrifugadas a 450 xg, a 18°C por 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado para posterior dosagem de citocinas por ELISA,
sendo imediatamente congelados a -80°C. As células, por sua vez, foram coletadas e
transferidas para tubos de poliestireno (Falcon®, Becton Dickinson and Company, EUA). O
volume dos tubos foi completado para 3mL de RPMI sendo esses centrifugados a 450 x g, 18°C
por 10 minutos. O sobrenadante foi vertido e apds resuspensdo das células em vortex foi
acrescentado 3 mL de PBS com EDTA e repetido o processo de centrifugagdo. Novamente o
sobrenadante foi descartado e acrescentado 2 mL de solugéo de lise (FACS Lisyng Solution —
Becton Dickison and Company, EUA) por tubo, incubando-os por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apos incubacdo, foi acrescentando 1 mL de PBS pH 7,2/10% de SFB por tubo, 0s
mesmos foram centrifugados e o sobrenadante novamente descartado. Apos ressuspensao das
células em vortex, as mesmas foram distribuidas em placas de 96 pogos contendo 25 pL de
anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 conforme demonstrado no Quadro 5. As placas
foram incubadas por 30 minutos ao abrigo de luz e a temperatura ambiente sendo
posteriormente adicionados 200 uL de PBS pH 7,2 por poco. Novamente as placas foram
centrifugadas a 450 x g, 18°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
transferidas para microtubos de poliestireno 500uL (Falcon®, Becton Dickinson and Company,
EUA) com auxilio de 200 puL/pogo de solugao fixadora (MaxFacsFix). Os microtubos foram
mantidos em geladeira até o momento da leitura que foi realizada em citdmetro de fluxo
(FACScalibur — Becton Dickinson and Company, EUA), avaliando-se pelo menos 30.000

eventos/tubo.
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Quadro 5: Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de linfoproliferacdo in vitro.

Anticorpos/diluicio  Fluorocromo Hospedeiro Clone Fenétipo alvo no estudo
Anti-CD4 (1:25) APC Rato YKIX302.9 Linfécitos T auxiliares
Anti-CD8 (1:10) AF647 Rato YCATES5.9 Linfécitos T citotoxicos

3.8.7 Estratégia de anélise dos ensaios de proliferacdo linfocitaria e imunofenotipagem
das CMSP pds-cultivo

Ap06s aquisicdo dos dados, utilizou-se o programa FlowJo® para anélise dos mesmos,
sendo que a Figura 5 ilustra a estratégia de andlise utilizada. Primeiramente, graficos de
distribuicdo pontual foram construidos a partir da selecdo da populagdo celular de interesse,
baseada em aspectos morfomeétricos, através de graficos de distribui¢do pontual de FSC versus
SSC. Em seguida, os eventos selecionados nesta regido foram representados em graficos de
distribuicdo pontual construidos com combinag6es de diferentes fluorescéncias, no exemplo
temos CFSE/FL1 versus CD4/FL4 (Figura 6). E importante ressaltar que a mesma estratégia
também é utilizada para quantificacdo do percentual de linfécitos T CD8" nas culturas
estimuladas com ASLi e culturas ndo estimuladas.

Os resultados foram expressos na forma de indice de proliferacéo, obtidos pela divisdo
entre o percentual de linfocitos que proliferam/dividem das culturas estimuladas por ASLi
(CE), dividido pelo percentual de linfcitos que proliferam/dividem das culturas controles ndo
estimuladas (CC). Para calculo do percentual de linfécitos T CD4* e T CD8* que
proliferam/dividem foi utilizada a mesma abordagem de indice de proliferacdo descrita
anteriormente. Como controle positivo da proliferacéo, foram utilizados os valores percentuais
de linfécitos que proliferam/dividem nas culturas estimuladas com ConA divididos pelo

percentual de linfécitos que proliferam/dividem das culturas controle ndo estimuladas.
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Figura 6: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfoproliferacdo (A e B) e
percentual de linfocitos T CD4+ na cultura de CMSP de cées submetidos a diferentes protocolos terapéuticos. (A)
Graéfico de distribui¢do pontual FSC versus SSC utilizado para a sele¢do da populacédo celular de interesse - R1
com o fenétipo FSCHWSSCLow, (B) Grafico de distribuicdo pontual CFSE/FL1 versus CD4/FL4 contendo as
células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o percentual de linfoproliferacdo em cultura
estimulada com ASL.i (Q1).

3.8.9 Ensaio de imunofenotipagem celular e marcacéo de citocinas intracitoplasmaticas

no contexto in vitro

Os anticorpos monoclonais utilizados nesta parte do trabalho encontram-se descritos no
Quadro 5. Os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 foram diluidos em solucéo de PBS-W (PBS pH
7,2/0,5% BSA- Sigma Co., EUA), ja os anticorpos anti-IFN-y e anti-1L-4 em solugdo de PBS-
P (PBS-W/0,5% de saponina - Sigma Co., EUA), em dilui¢bes previamente estabelecidas na
padronizacdo do protocolo. Foram preparados inicialmente trés tubos conicos de polipropileno
de 14 mL (Falcon®, Becton Dickison and Company, EUA) para cada animal, a saber: tubo
controle (1,0mL de RPMI e 1 mL de sangue total em heparina), tubo estimulado com antigeno
de L. infantum na concentracéo final de 200 pg/mL (250 uL de ASLi, 750 uL de RPMI e 1 mL
de sangue total em heparina), tubo contendo PMA (éster miristico de forbol) como controle
positivo da reacdo (1 mL de RPMI e 1 mL de sangue total em heparina). Os tubos foram
incubados por 12 horas e mantidos a 37°C em estufa incubadora (Forma Scientific, EUA) com
5% de CO2. Apos este periodo, os tubos PMA foram retirados e a eles adicionados 50 pL de
PMA (25 ng/mL) e 2 puL de ionomicina (1pug/mL). Posteriormente o restante dos tubos foram
retirados da estufa e adicionados 20 pL de brefeldina A (10 ug/mL), com posterior incubagao
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por mais 4 horas a 37°C em estufa incubadora com 5% de CO>. Ao término da incubagdo, as
culturas foram tratadas com 220 uLL de EDTA (Sigma Co., EUA), concentragéo final de 2 mM,
e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente ao tratamento com EDTA,
as células foram lavadas com 6 mL de PBS-W e centrifugadas por 7 minutos a 400 x g, a 18°C.
O sobrenadante foi descartado restando no tubo um volume final de 2 mL (sobrenadante e
pellet) sendo posteriormente homogeneizado em voértex. Ao abrigo da luz, foi retirado 500 pL
do pellet e transferido para outros tubos de poliestireno, contendo os anticorpos monoclonais
anti-moléculas de superficie CD4* e CD8*. Os tubos foram homogeneizados e incubados por
30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, foi adicionado 3 mL de
solugéo de lise (Facs lysing solution - Becton Dickison and Company, EUA) sob agitacdo em
vortex e entdo foram incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e
posteriormente foram centrifugados por 10 minutos a 400 x g a 18°C. O sobrenadante foi entéo
desprezado e o pellet homogeneizado em vértex até a ressuspensdo total das células. Foi
adicionado 500uL de PBS-W em cada tubo e estes foram homogeneizados. Em seguida foi
adicionado 3 mL de PBS-P, os tubos foram homogeneizados e incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 7
minutos a 400 x g a 18°C. O sobrenadante foi desprezado e o tubo homogeneizado até a
ressuspensdo total das células e posterior adi¢do de 2 mL de PBS-W com posterior agitagdo em
vortex. Em seguida o tubo foi centrifugado por 7 minutos a 400 x g, 18°C, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendido para 200 pL. Apds a ressuspensdo, 30 uL das suspensdes
celulares foram transferidas para placas de 96 pocos (fundo em “U”), ja preenchidas com 20
uL da suspensdo de anticorpos anti-citocinas conjugados com o fluorocromo PE: anti-IFN-y e
anti-1L-4 (Quadro 6). Essa foi homogeneizada e incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz sendo, em seguida, adicionado 100uL/pogo de PBS-P e a placa
centrifugada por 7 minutos a 400 x g, 18°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
homogeneizado vagarosamente no vortex. Posteriormente foi adicionado 200 pL/pogo de PBS-
W, centrifugado por 7 minutos a 400 x g, 18°C, o sobrenadante desprezado e o pellet novamente
homogeneizado. Em seguida foi adicionado 200 uL/pogo de solugao fixadora (MaxFacsFix) e
este conteudo transferido para microtubos de 500 pL (Falcon®, Becton Dickinson and
Company, EUA). Os microtubos foram mantidos em geladeira até 0 momento da leitura no
citometro de fluxo (FACScalibur — Becton Dickison and Company, EUA), avaliando-se pelo

menos 30.000 eventos/tubo.
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Quadro 6: Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de imunofenotipagem celular e marcacéo de
citocinas intracitoplasmaticas no contexto in vitro

Anticorpos/diluicio Fluorocromo Hospedeiro Clone Fenétipo alvo no estudo
Anti-CD4 (1:100) FITC Rato YKIX302.9 Linfécitos T auxiliares
Anti-CD8 (1:20) Alexa fluor 647 Rato YCATES5.9 Linfécitos T citotdxicos
Anti-IFN-y bovino (1:50) RPE Camundongo CC302 Resposta tipo 1
Anti-IL-4 bovino (1:50) RPE Camundongo CC303 Resposta tipo 2

3.8.10 Estratégia de andlise de citocinas intracitoplasmaticas por citometria de fluxo

A andlise das frequéncias de linfécitos T CD4* e T CD8" expressando citocinas
intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4) foi realizada a partir da sele¢éo da regido de interesse (R1),
baseada em aspectos imunofenotipicos e morfométricos em graficos de distribuicdo pontual de
CD4*/FL1 versus SSC ou CD8*/FL4 versus SSC, para a identificacdo da populacdo de
linfocitos T CD4* como células CD4Hig" SSC'Y hem como para identificagdo da populagio
de linfocitos T CD8* como células CD8*™9" SSC'*" minimizando assim a contaminacéo da
regido selecionada (R1) por monacitos e neutréfilos (Figura 7). Apos a selecdo da regido de
interesse (R1) contendo células de fenGtipo CD4*M9" SSC'™ ou CD8*i9" SSC!W foram
construidos graficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia CD4*/FL1 ou CD8*/FL4 versus
IFN-y*/ FL2 ou IL-4*/FL2, para determinar o percentual de linfécitos T CD4* ou T CD8"
positivos produtores das citocinas IFN-y* e IL-4". Como exemplo, abaixo esta demonstrada a
sequéncia utilizada para analise em linfécitos T CD4*IFN-y* e T CD4"IL-4* em cultura
estimulada com ASL.i (Figura 7B e 7C, respectivamente). Para analise de linfécitos T CD8" foi

empregada a mesma estratégia de analise.
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Figura 7: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfécitos T CD4*IFN-y* e T
CD47*IL-4*, na cultura de sangue total em cdes submetidos diferentes protocolos terapéuticos. (A) Gréficos de
distribuicdo pontual de CD4*/FL1 versus SSC para a sele¢do da populacdo celular de interesse — R1 com o fenétipo
CD4+High sSClow (B) Gréfico de distribuicdo pontual fluorescéncia CD4/FL1 versus IFN-y/FL2, contendo as
células selecionadas, empregado para determinar o percentual de Linfécitos T CD4*IFN-y* (R1) em cultura
estimulada com ASLi. (C) Grafico de distribuicdo pontual CD4/FL1 versus IL-4/FL2 contendo as células
selecionadas, empregado para quantificar o percentual de Linfocitos T CD4*IL-4* em cultura estimulada com
ASLIi A regido Q2 de cada grafico representa a porcentagem de determinada citocina produzida por linfécitos
CD4,

3.8.11 Quantificagdo das citocinas TNF-a e IL-10 por ELISA

A determinacdo dos niveis de TNF-a e IL-10 foi realizada através de ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), utilizando-se sobrenadante de culturas de CMSP, apds 5 dias de
cultivo. sem estimulo, apenas com meio RPMI (culturas controles) e estimuladas com ASLi

(culturas estimuladas). Foram utilizados anticorpos e proteinas recombinantes adquiridos da
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empresa R&D Systems (Minneapolis, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante, com
algumas modificagdes (descrito no item 3.6.4).

3.9 Analise molecular para quantificacdo da carga parasitaria no baco e pele pela técnica

de PCR em tempo real

3.9.1 Extracdo de DNA da massa de promastigotas para curva padrao

Para extracdo do DNA gendmico dos parasitos, foi utilizado o método CTAB (Brometo
de Cetiltrimetilaménio) seguindo o seguinte procedimento: 1x108 parasitos (L. infantum — cepa
MOM/BR/2008/0P46) estocados em tubos de 1,5 ml (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha)
foram retirados do freezer -80°C, e ap6s o descongelamento, foram ressuspendidos em 500 uL
solucéo de lise (SDS 1%, 5mM EDTA, 400mM NaCl, 50mM Tris-HCI, pH 8,0) e incubado por
uma hora em banho seco a 37°C. Pela parede do tubo, foram adicionados 20 uL de Proteinase
K (20mg/mL - Sigma Co., EUA), seguido de homogeneizagéo e incubacdo em banho seco a
55°C overnight. Apos esse periodo foi adicionado 100uL de NaCl 5M e mantido por 10 minutos
a 65°C e em seguida adicionou-se 50uL de solu¢do CTAB 10% (v/v). As amostras foram
mantidas por 20 minutos a 65°C e posteriormente foi adicionado 400uL de cloroférmio (Sigma
Co., EUA) sob agitacdo em vortex e subsequente centrifugacdo a 12000 x g em microcentrifuga
(Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha) por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para novo
tubo e adicionados 400uL de isopropanol (Merck, Darmstad, Alemanha), sendo incubado por
cerca de uma hora no freezer. Apds precipitacdo do DNA centrifugou-se novamente por 10
minutos a 12000 x g descartando o sobrenadante. Em seguida, foi efetuada a lavagem do pellet
com etanol 70% (Merck, Darmstad, Alemanha) gelado, homogeneizagéo suave por inversao do
tubo durante um minuto e centrifugacdo por 5 minutos a 12000 x g com posterior descarte do
sobrenadante. O precipitado remanescente foi homogeneizado em 100uL de agua destilada
autoclavada para hidratacdo do DNA. Ap6s um periodo de aproximadamente 24 horas, 2 uL
foram utilizados para estimar a concentracdo de DNA e o grau de pureza nas absorbancias de
230/280 nm e 260/280 nm em nanoespectrofotdbmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
EUA). O restante foi estocado em freezer a -20°C até a sua utilizagdo na construcdo da curva

padréo.
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3.9.2 Construcéo da curva padréo para a PCR em tempo real

Apbs contagem de 1x10® parasitos utilizando cadmara de Neubauer e subsequente
extracdo de DNA da massa de promastigotas por CTAB, foi construida a curva padrdo para
posterior amplificacdo por gPCR. Apo6s eluicdo do pellet de DNA extraido em 100 uL de &gua
destilada autoclavada, a concentracgo foi de 1x10° parasitos/uL, assumindo-se que a extrago
foi aproximadamente 100% eficiente. A concentracdo e a pureza do DNA extraido foram
mensuradas em nanoespectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA) nos
comprimentos de onda de 260/280 e 260/230 nm. A partir dai, foram feitas diluicGes de forma

seriada de 10x, com obtenc&o de sete pontos na curva de 1x10° a 1 parasitos.

3.9.3 Extracdo de DNA de tecidos

Para extracdes de DNA das amostras de bago e pele foi utilizado o kit Wizard™
Genomic DNA Purification Kit (Promega, EUA) conforme manual do fabricante com algumas
modificagdes. Em tubos de 1,5 mL (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha) contendo as
amostras de interesse, foram adicionados 500 mL de solucéo de lise nuclear (SLN) seguida por
incubacdo em gelo por 2 minutos. Posteriormente, foram adicionados pela parede do tubo, 20
pL de proteinase K (20mg/mL - Sigma Co., EUA) seguido de homogeneizagéo e incubacéo
overnight em banho seco a 55°C. ApGs esse periodo, os tubos foram homogeneizados e
adicionados 3 pul de RNAse, seguida de outra incubagdo em banho seco, a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, 200 uL de solucédo de precipitacdo proteica foi adicionado aos tubos, que foram
entdo homogeneizados em vortex, incubados em gelo por 5 minutos e posteriormente
centrifugados a 16000 x g (Microcentrifuga Eppendorf®, EUA) por 5 minutos. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL no qual adicionou-se 600uL de isopropanol
(Merck®, Alemanha), com posterior homogeneizacdo dos tubos por inversdo (10 vezes) e
centrifugacdo a 16000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet
residual 200 pL de etanol 70% (Merck®, Alemanha), seguido de homogeneizagao por inversio
do tubo (10 vezes). Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 16000 x g por 1 minuto, o
sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados abertos a temperatura ambiente para a
evaporacéo do etanol. Depois de secos, foi realizada a ressuspensdo do DNA remanescente com
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adicdo de 100 uL de solucdo de hidratacdo. Apds hidratacdo por 24 horas, 2 uL da solucdo
contendo o DNA extraido foram utilizados para estimar a concentracdo do mesmo e o grau de
pureza nas absorbancias de 230/280 nm e 260/280 nm em nanoespectrofotometro (NanoDrop
2000, Thermo Scientific, EUA). O restante foi estocado em freezer a -20°C até a sua utilizagdo.

3.9.4 PCR em tempo real

As reacdes de gPCR foram realizadas em placas de 96 poc¢os - MicroAmp®Optical 96 -
Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems by Life Technologies, EUA), cobertas
com adesivos épticos- Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems by Life Technologies,
EUA) e processadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, EUA).

Os controles positivos de cada placa foram as amostras diluidas de L. infantum utilizadas
na curva padrdao e como controle negativo foi usado agua livre de nucleases, ao invés de DNA.
A reacdo de cada amostra foi realizada em duplicata, com as seguintes condi¢fes: uma
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. Ao final das reacGes a temperatura da maquina foi elevada gradualmente
até que todas as fitas duplas de material amplificado se dissociem, para a verificacdo de possivel
contamina¢do dos DNA’s das amostras em estudo com DNA gendémico ou dimeros dos
iniciadores. As reacdes foram realizadas utilizando-se TagMan® Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems, EUA); DNA (10 ng/uL); iniciadores (1 uM) e agua livre de nucleases em
quantidade suficiente para um volume final de 10 uL por pogo. Para a quantificacdo do nimero
de moléculas de DNA de Leishmania nas amostras, inicialmente foi determinado para cada
poc¢o o numero de ciclos em que a fluorescéncia cruzou uma linha limiar arbitraria, denominada
threshold (Ct), calculada pelo programa 7500 Software v.2.0.1 for 7500 and 7500 Fast Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems, EUA). A quantidade de cdpias de DNA em cada
amostra foi determinada a partir de uma regresséo linear usando os valores do Ct das amostras
utilizadas na curva padrdo, gerada com quantidades conhecidas das dilui¢cbes prévias das

massas de promastigotas de L. infantum da curva padrao.

O procedimento descrito acima foi também realizado para a amplificagdo do gene de
GAPDH, que é expresso de forma constitutiva e por este motivo foi utilizado para verificar a

integridade dos DNA’s analisados. Para a amplificacdo do gene GAPDH, foram utilizados os
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iniciadores  direto: 5 TTCCACGGCACAGTCAAG 3 €  reverso: 5
ACTCAGCACCAGCATCAC 3°, que amplificam um fragmento de 115pb (acesso no
GenBank: AB038240). Para deteccado e quantificacdo do parasito, foram utilizados primers que
amplificam o gene de DNApol Leishmania spp. Foram utilizados os iniciadores direto: 5> AGC
GCC TCA CCA CGA TTG 3’ e reverso: 5° AGC GGG CAC CGA AGA GA 37, que
amplificam um fragmento de 57pb (acesso no GenBank: AF009147).

Apo6s a amplificacdo e obtencdo do nimero de copias de DNA de GAPDH de cada
amostra, 0 menor valor obtido de Ct foi selecionado e os demais valores foram divididos por
esse numero. Os resultados desta razdo constituiram os fatores de correcdo individual, que
posteriormente foram multiplicados pelo nimero de copias de DNA de Leishmania obtido para
a respectiva amostra, determinando assim a carga parasitaria.

Para a analise dos resultados foram consideradas as reacdes com eficiéncia entre 90-
110% e curva padrdo com valores satisfatorios de coeficiente de linearidade (r*> = 0,95-0,999).

Os resultados foram expressos pelo nimero de amastigotas/mg de tecido (bago ou pele).

3.10 Necropsia e avalia¢do post mortem

Ap0s as avaliacBes propostas no estudo, os animais foram submetidos ao processo de
eutanasia, utilizando associacédo de 22 mg/kg de Cloridrato de Quetamina (Ketamina Agener®,
Agener Unido, Brasil) e 2,0 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Calmium®, Agener Unido,
Brasil) por via intramuscular, como protocolo de anestésico e aplicagdo, por via endovenosa
lenta, de 20mg/kg de tiopental sodico (Thiopentax 1g, Cristélia, Brasil) até obtencao do estado
de anestesia geral. Imediatamente foi aplicado, por via endovenosa, uma dose letal de solucéo
de cloreto de potassio saturada (KCI), para a obtencdo de parada cardiorrespiratoria. Apés a
confirmacdo do 6bito, os animais foram submetidos a exame necroscépico, com avaliacao
macroscopica, seguida de retirada de fragmentos da pele da face interna das orelhas, retirada de
fragmentos do baco, figado e linfonodos popliteos para determinacdo da carga parasitaria por

gPCR e para analises histopatoldgicas e acondicionadas para posterior analise.

3.11 Andlises estatisticas
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Cardoso, J. M. O. Material e Métodos

As anlises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 6.0 (Prism Software,
EUA). O teste de Kolmogorov-Smirnoff foi empregado para avaliar a distribuicdo amostral dos
dados. Considerando os dados que ndo foram paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis para investigar diferencas entre os grupos, acompanhado do teste de Dunns para as
comparagdes maltiplas. Os dados que tiveram distribuicdo normal foram analisados pelo teste de
one-way- ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Em todos os casos, foram consideradas

significativas as diferencas com valores de p< 0,05.
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Os resultados gerados nesta tese agregam duas avaliacdes de abordagens terapéuticas
utilizando imunoterapia e quimioterapia realizadas em cées sintomaticos, sem raca definida
(SRD), naturalmente infectados por L. infantum. Os esquemas de tratamento propostos foram
definidos para o0s seguintes grupos experimentais: um grupo de cdes submetidos a
quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal (Grupo AMLIip), composto
inicialmente por 9 cdes (5 fémeas e 4 machos) e 0 segundo grupo de animais que foi submetido
a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (Grupo Bloq IL-
10R) composto por 11 caes (5 fémeas e 6 machos). Todos esses animais foram avaliados antes
(TO) e 30, 90 e 180 dias (T30, T90 e T180) apds o término dos protocolos terapéuticos. Dentre
0s animais dos diferentes grupos experimentais, dois animais (fémeas) do grupo AMLip
vieram a 6bito antes de completar todo 0 acompanhamento experimental.

Como critério de inclusdo para compor os diferentes grupos experimentais, 0 céo
deveria apresentar sintomatologia sugestiva de LV, bem como teste rapido
imunocromatografico DPP® e ELISA® (Bio-Manguinhos, Fiocruz, RJ) positivos. Os ensaios
sorologicos foram realizados pelo CCZ de Governador Valadares de acordo com as
recomendacdes do Ministério da Sadde no seu Plano de Controle e Vigilancia da Leishmaniose
Visceral no Brasil. Para reforcar os resultados soroldgicos e confirmar a presenca do parasito
nos animais, estes foram submetidos (ap6s a chegada dos mesmos no canil do CCA/UFOP) ao
isolamento do parasito em meio NNN/LIT a partir de amostras obtidas de puncdo de medula
0ssea.

Como observado na tabela 1, nem todos os animais que fizeram parte dos grupos
experimentais foram positivos no teste parasitolégico a partir de cultura de medula 6ssea em
meio NNN/LIT. Em relacdo ao grupo AMLip, 66,6% (6/9) dos animais apresentaram
positividade no isolamento do parasito. Por outro lado, 72,7% (8/11) dos cées do grupo Blog

IL-10R foram positivos em cultura de medula dssea.
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Tabela 1: Resultados das avaliagdes soroldgicas e parasitologicas dos cées sintomaticos, naturalmente infectados
por L. infantum, componentes dos grupos experimentais antes do inicio dos protocolos terapéuticos.

Grupo Cao ELISA DPP® Mielocultura
- 03 + + +
S
g 51 + + +
S 2 60 + + -
g8 66 + + -
S s 104 + + +
<
g g 112 + + +
< % 119 + + +
QEJ 127 + + +
328 + + -
Total cdes (+) (9/9) (9/9) (6/9)
13 + + +
S 20 + + +
5 o 21 + + +
E<n 43 + + +
o
g [ 50 + + +
S 71 + + -
8 o
S § 79 + + +
S 9 109 + + +
g 124 + + +
< 306 + + -
331 + + -
Total cdes (+) (11/11) (11/11) (8/11)

Para melhor compreensdo dos resultados gerados a partir deste trabalho, os mesmos
foram divididos em dois capitulos. Inicialmente serdo descritos os resultados relacionados ao
tratamento com antimoniato de meglumina lipossomal - AMLip. Posteriormente, no segundo
capitulo, serdo abordados os resultados referentes ao tratamento de cdes com a imunoterapia

composta por anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino — Blog IL-10R.
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Capitulo 1

Avaliacdao da quimioterapia com

antimoniato de meglumina lipossomal

(AMLip)
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4.1 Quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal (AML.ip)

4.1.1 Caracterizagdo das formulacdes lipossomais convencionais e peguiladas: tamanho,

indice de polidispersao e eficiéncia de encapsulacdo do farmaco

O primeiro passo antes de iniciar a quimioterapia prosposta, foi caracterizar as
formulac@es lipossomais quanto ao tamanho e indice de polidispersdo além da eficiéncia de
encapsulacdo do antimoniato de meglumina. Esses resultados, para as formulacdes lipossomais
e peguiladas estdo demonstradas na tabela 2.

O método de preparacdo lipossomal utilizado neste trabalho, Freeze-dried Empty
Liposomes (FDEL), baseado na reidratacdo de vesiculas vazias liofilizadas (Schettini et al.
2006; Reis et al. 2017), permitiu uma eficiéncia de encapsulagio de Sbh*® ideal que variou de
acordo com a composicdo dos lipossomas, como representado na tabela 2. Os lipossomas
convencionais, compostos por DSPC/COL/DCP, apresentaram uma eficiéncia de encapsulacéo
do farmaco de 22%. Por outro lado, o0s lipossomas peguilados, constituidos por
DSPC/CHOL/DCP/DSPE-PEG, apresentaram uma eficiéncia de encapsulagdo de antimoniato
de meglumina maior, chegando a 32% de eficiéncia. As taxas de encapsulacdo obtidas,
permitiram que a mistura das formulagdes de lipossomas convencionais e peguiladas pudessem
ser administradas em um volume de 7,5mL a cada 15kg de peso corpdreo, numa concentracdo
final de 13g/L de Sb*°.

Em relacdo aos valores de diametro médio das vesiculas lipidicas, observou-se que o
diametro médio dos lipossomas convencionais foi de 240,2 nm e que dos lipossomas peguilados
foi menor, com didmetro médio de 211,6 nm. A homogeneidade dos tamanhos das particulas
foi confirmada pelo baixo indice de polidispersao, obtido apds a extrusdo dos lipossomas em
membrana de policarbonato. Todas as amostras em questdo foram consideradas monodispersas,

visto que seus indices de polidispersao foram menores que 0,3 (Tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas das formlulagGes lipossomais (convencionais e peguiladas) contendo antimoniato de
meglumina. Eficiéncia de encapsulagdo do farmaco, diametro médio e indice de polidispersao a partir de populagao
de lipossomas de trés preparacdes independentes analisadas em duplicata (valores expressos em média + desvio
padrao).

Distribuicdo do tamanho da vesicula

Formulagdo Eficiéncia de encapsula¢do (%) Diametro médio (nm) indice de polidispersio
Lipossomas convencionais 22+1,9 240,2 +9,2 0,20+ 0,04
Lipossomas peguilados 32+1,79 211,6 +4,7 0,19+ 0,03

4.2 Avaliacao dos parametros laboratoriais, clinicos e parasitologicos em cées submetidos

a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal

4.2.1 Avaliacéo dos parametros hematoldgicos (leucograma e eritrograma)

Considerando as marcantes leucopenia e anemia decorrentes da evolucgdo clinico-
patoldgica na LVC, a anélise do hemograma (leucograma e eritrograma) corresponde a um
importante parametro que permite acompanhar a progressao da doenca, seja humana e/ou
canina, funcionando como um biomarcador de prognostico clinico-laboratorial pds-terapéutico.
Em intervencGes terapéuticas, caso a mesma tenha sido eficaz, esses parametros tendem a
restauracdo de seus valores normais. A fim de constatar a capacidade do tratamento na
restauracdo dos parametros hematologicos, estes foram relacionados aos valores de referéncia
para cdes normais, sem raca definida, previamente estabelecidos em nosso laboratorio.

Na tabela 3 esta representado os resultados do leucograma antes e apds o tratamento
com antimoniato de meglumina lipossomal. Como observado, o valor médio da global de
leucdcitos estava fora dos valores de referéncia em TO (leucopenia), ao contrario dos tempos
de avaliacdo seguintes (T30, T90 e T180) onde esses valores foram restabelecidos, retornando
para a faixa de valores normais. Em relacéo a populacao de eosinofilos, foi observado que antes
(TO) e apds a quimioterapia (T30, T90 e T180) esses valores se encontravam abaixo da faixa
dos valores de referéncia. Na avaliacéo de linfocitos, observou-se que em TO o nimero médio
dessas células estava abaixo da faixa dos valores de referéncia (linfopenia), restabelecendo em
T30 e T90 e decaindo novamente em T180. No que diz respeito aos neutrofilos totais e aos
monacitos, ndo foi possivel observar alteracbes em relacéo aos valores absolutos destas células

em todos os tempos avaliados (Tabela 3).
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Tabela 3: Leucograma de cées naturalmente infectados por L. infantum antes (T0) e apés 30, 90 e 180 dias (T30, T90
e T180, respectivamente) a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal.

Valores de
3
Leucograma (/mm3) referéncia Tempo
TO T30 T90 T180
+ + + +
Global de 7408 - 14.400 7.300+2.242 10.567+2.592 10.044+2.827  8.000+2.639

Leucocitos
Neutrofilos totais 3.839-9.379 5.694 + 1.926 7.167 £2.326 6.352 +1.461 5.634 +1.886

Eosinofilos 150-709 96 +77 105+ 80 137 +82 73 £28
Linfocitos 2.299-5.119 1.211+£586 2.618 +1.932 3.154+2.239 1.784 +759
Mondcitos 147 - 601 342+ 252 351+214 232 187 243 +153

Valores absolutos (médiatdesvio padrdo) do leucograma de cédes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. A cor vermelha representa valores que estdo fora da faixa de
referéncia.

Na avaliacdo da série vermelha, foi observado que a contagem de eritrocitos e o
hematocrito estavam abaixo dos valores de referéncia em TO (anemia) e que apds o tratamento
(T30, T90 e T180) esses parametros foram normalizados. Em relacdo aos niveis de
hemoglobina e ao nimero de plaquetas, observou-se que estes parametros ndo foram
normalizados, permanecendo abaixo dos valores de referéncia mesmo apds a quimioterapia
(Tabela 4).

Tabela 4: Eritrograma de cdes naturalmente infectados por L. infantum antes (T0) e ap6s 30, 90 e 180 dias (T30,
T90 e T180, respectivamente) a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal.

Eritrograma Valories c!e Tempo
referéncia
T0 T30 T90 T180
Eritrécitos (10%/mm?3) 5,42 — 8,38 4,8+0,9 5,6+1,1 5,7+1,3 5,5+1,4
Hemoglobina (g/dL) 132-21,2 11,1427 12,6%3,1 12,9+3,3 12435
Hematadcrito (%) 33,7-57,3 29425 37,448,6 35,9+11,1 34,2+7,3
Plaquetas (103/mm?3) 171 - 384 114+62 147+56 133+51 127+66

Valores absolutos (médiatdesvio padrdo) do eritrograma e plaquetas de cdes naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. A cor vermelha representa valores que estdo
fora da faixa de referéncia.
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4.2.2 Avaliacao dos parametros bioquimicos

A andlise dos pardmetros bioguimicos (fungdo renal, hepética e proteinograma) é de
grande importancia para a avaliacdo sistémica global da resposta individual do céo frente ao
tratamento, bem como para a defini¢cdo de um prognostico em relacéo a doenca. Alem disso, a
avaliacdo da funcdo hepética, renal e o proteinograma sdo pardmetros laboratoriais
fundamentais utilizados para verificar se ha comprometimento de 6rgdos vitais antes, durante e
apos o tratamento, bem como para a avaliacdo da possivel toxicidade da terapia. Os resultados
dos parametros bioguimicos foram relacionados aos valores de referéncia para cdes normais,

sem raca definida, previamente estabelecidos em nosso laboratorio.

- Provas de funcao renal

Em relacdo a avaliacdo da funcéo renal, foi observado que antes da quimioterapia (T0)
0s cdes do grupo AML.ip apresentavam valores de ureia muito proximos do limiar maximo de
aceitacdo para este analito e que apds o tratamento esses valores se encontravam fora da faixa
de referéncia (Figura 8). No que diz respeito a dosagem de creatinina, foi observado que a
mesma estava dentro dos valores de normalidade antes da quimioterapia (T0), permanecendo
nesse intervalo nos tempos seguintes de avaliacdo pés tratamento (T30, T90 e T180) (Figura
8).
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Figura 8: Avaliacdo da funcéo renal através da dosagem de ureia e creatinina em cdes naturalmente infectados
por L. infantum submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. O eixo X ilustra os tempos
avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pos tratamento, T90=90 dias pds tratamento, T180= 180
dias p6s tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo das dosagens de uréia e creatinina. A
linha tracejada representa a faixa de valores normais obtidos através da andlise de 45 ces saudaveis.

- Provas de fungdo hepética

Em relacdo as provas de funcao hepatica, ndo foram observadas altera¢fes nos niveis de
AST/TGO, ALT/TGP e Gama-GT em relacdo aos valores de referéncia antes (TO) e apds
tratamento com antimoniato de meglumina lipossomal (T30, T90 e T180). No que diz respeito
as dosagens de fosfatase alcalina, observou-se que em TO os animais apresentavam valores
aumentados desse parametro, acima dos valores normais. Entretanto, apds o tratamento com
antimoniato de meglumina lipossomal, houve um restabelecimento desses niveis em todos os
tempos avaliados (T30, T90 e T180) (Figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo da funcdo hepética através da dosagem de AST (TGO), ALT (TGP), Gama-GT e fosfatase
alcalina em cdes naturalmente infectados por L. infantum submetidos & quimioterapia com antimoniato de
meglumina lipossomal. O eixo x ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pés
tratamento, T90 = 90 dias pos tratamento e T180=180 dias pds tratamento. O eixo y representa os valores médios
e erro padréo das diferentes dosagens avaliadas. A linha tracejada representa a faixa de valores normais obtidos
através da analise de 45 cdes saudaveis.

- Proteinograma

Em relagéo a avaliagdo dos niveis séricos de proteinas totais e globulinas, foi observado
que esses parametros estavam fora dos valores de referéncia em todos os tempos avaliados (TO,
T30, T90 e T180). Em contraste, os niveis de albumina bem como da razdo A/G encontravam-
se dentro do padrdo de normalidade antes (TO) e ap6s o tratamento com antimoniato de

meglumina lipossomal (T30, T90 e T180), como demonstrado na figura 10.
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Figura 10: Avaliagdo do proteinograma através da dosagem de proteinas totais, aloumina, globulina e avaliagdo da
razdo A/G em cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina
lipossomal. O eixo X ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias p6s-tratamento, T90
= 90 dias pos-tratamento e T180= 180 dias p6s tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo das
diferentes dosagens. A linha tracejada representa a faixa de valores normais obtidos através da andlise de 45 cdes
saudaveis.

4.2.4 Avaliacéo do perfil imunofenotipico do sangue periférico

O perfil celular sanguineo dos cdes submetidos ao tratamento com antimoniato de
meglumina lipossomal contou com a avaliacéo inicial do nimero absoluto de leucdcitos do
sangue periférico. Estes valores foram obtidos através do leucograma e da contagem diferencial
das populacdes de leucdcitos por microscopia Otica, afim de desenvolver um estudo detalhado
do perfil imunofenotipico por citometria de fluxo, obtendo assim, ao cruzar com os dados de
leucograma, valores absolutos de cada uma das populacGes e subpopulacdes celulares

avaliadas.

4.2.3 Perfil fenotipico de linfécitos T (CD3*, CD4* e CD8*) e linfocitos B (CD21%)

circulantes do sangue periférico
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A avaliacdo do nimero absoluto da populacdo de linfocitos T CD3" e das suas
subpopulacdes de linfocitos T CD3"CD4" e T CD3"CD8", bem como de linfécitos B (CD21%)
estdo ilustradas na figura 11. Foi observado um aumento do valor médio absoluto de linfocitos
T CD3" circulantes em T90 em comparacdo ao TO. De forma interessante, quando avaliada as
subpopulacdes de linfécitos T CD3*CD4" e CD3"CD8", foi observado um aumento dessas
células em T30 e em T90 em comparacdo ao TO. Da mesma forma, quando avaliado 0s
linfocitos B CD21*, foi observado um aumento desta populacdo de células em T30 e T90
quando comparado com o tempo antes (T0) do tratamento com antimoniato de meglumina
lipossomal (figura 11). Estes aumentos observados, seja em T30 e T90, ndo foram sustentados
no T180, o que parece indicar a necessidade de mais um ciclo de tratamento.
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Figura 11: Perfil celular de linfdcitos circulantes em cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. O eixo X ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes
do tratamento, T30 = 30 dias pds tratamento, T90 = 90 dias pos tratamento e T180= 180 dias pos tratamento. O
eixo y representa os valores médios e erro padrdo de linfocitos T CD3*, CD3*CD4*, CD3*CD8* e linfdcitos B
(CD21%). A diferenca significativa (p<0,05) esta representada pela letra “a”, relacionada a TO.

4.2.5 Perfil fenotipico de células NK (CD5 CD16%) e mondcitos (CD14%) circulantes no

sangue periférico

Em relagdo aos valores médios absolutos de células NK (CD5™ CD16") foi observado
aumento desta populacdo celular em T30 quando comparado a TO e a T180 (Figura 12). Na
avaliacdo dos mondcitos CD14" observou-se um aumento dessa populacgdo celular em T30 em

relacdo a TO, como observado na figura 12.
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Figura 12: Perfil celular de células NK e mondcitos em cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos
a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. O eixo X ilustra os tempos avaliados: TO = tempo
antes do tratamento, T30 = 30 dias pds tratamento, T90 = 90 dias pds tratamento e T180= 180 dias pds tratamento.
O eixo y representa os valores médios e erro padrdo de células NK (CD5°CD16%) e mondcitos (CD14%). As
diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” e “d”, relacionadas a TO e T180,
respectivamente.

4.2.6 Avaliagéo da resposta imune no contexto in vitro

4.2.6.1 Avaliacdo da linfoproliferacdo e perfil imunofenotipico de linfdcitos (CD4+ e
CDB8+) submetidos a estimulacédo antigéno especifica in vitro

A fim de avaliar a capacidade linfoproliferativa antigeno especifica em cédes submetidos
a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal, foi empregado o estimulo
antigénico in vitro composto por antigeno soltvel de L. infantum (ASLi) (Figura 13). Os
resultados foram expressos por indice de proliferacdo, obtidos pela razdo das médias do
percentual de linfocitos que proliferaram nas culturas estimuladas (CE) pelas culturas controle
ndo estimuladas (CC), nos diferentes tempos experimentais (TO, T30, T90 e T180). Como
demonstrado na figura 13, ndo foi possivel observar diferencas nos indices de proliferacdo

linfocitaria entre os tempos avaliados.
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Uma segunda abordagem desta andlise in vitro foi avaliar o perfil imunofenotipico de
linfocitos, através do indice de proliferacdo das subpopulacées de linfécitos T (CD4* e CD8")
obtido pela razdo entre as culturas estimuladas com ASLi (CE) em relacdo as culturas controle
ndo estimuladas (CC), como mostrado na figura 13. Na avaliacdo do indice de proliferacdo de
linfécitos T CD4*, observou-se aumento significativo desta populacdo em T90 quando
comparado ao tempo antes do tratamento (TO) e 180 dias apds o tratamento experimental
(T180). Por outro lado, ndo foi possivel observar diferencas em relacdo a proliferacao especifica
de linfécitos T CD8"* durantes os tempos avaliados (Figura 13). Este aumento de CD4*
observado em T90 n&o foram sustentados no T180, o que parece indicar a necessidade de mais

um ciclo de tratamento.
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Figura 13: Proliferacdo linfocitaria e proliferacdo linfocitéria especifica (CD4* e CD8") em cdes naturalmente
infectados por L. infantum submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. O eixo x ilustra
os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pés-tratamento e T90 = 90 dias pds-
tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo do indice de proliferagdo do indice de linfécitos
T CD4*e T CD8* (razdo CE/CC). As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” e “d”
relacionadas a TO e T180, respectivamente.

4.2.6.2 Producao intracitoplasmatica de IFN-y e IL-4 por linfécitos T (CD4* e CD8*) ap0s

estimulacéo antigeno especifica in vitro

Os resultados obtidos da avaliagdo de linfocitos T CD4" e T CD8" produtores de IFN-y

e IL-4 apds estimulo com antigeno solGvel de L. infantum estdo apresentados na forma de
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indice, da mesma maneira que os resultados de linfoproliferacdo. De forma semelhante, os
resultados estdo expressos como razdo entre as culturas estimuladas com ASLi (CE) e as
culturas ndo estimuladas - culturas controle (CC) (Figura 14). Na avaliacdo da subpopulacéo de
linfocitos T CD4*, foi observado aumento no indice de linfocitos T CD4*IFN-y* em T90 quando
comparado ao tempo antes da quimioterapia (TO) e a T30. Além disso, foi observado um
aumento na populacdo de linfécitos T CD4*IL-4" em T90 em relacdo ao tempo antes do
tratamento (T0). No que diz respeito a populacéo de linfocitos T CD8™ nédo foi possivel observar
diferengas significativas em relacdo a producdo de IFN-y e IL-4 por essas células entre os
tempos avaliados, como demonstrado na figura 14. Estes aumentos observados em T90 néo
foram sustentados no T180 o que parece indicar a necessidade de mais um ciclo de tratamento.
Além disto o esquema terapéutico parece ndo atuar estimulando a citotoxidade de células
TCD8".
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Figura 14: Perfil de linfocitos T produtores de IFN-y e IL-4 em cées naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. O eixo x ilustra os tempos avaliados: TO
= tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pds-tratamento, T90 = 90 dias pds-tratamento e T180=180 dias pds-
tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo do indice de linfocitos T CD4* e T CD8*
produtores de IFN-y e IL-4calculados através da razdo entre culturas estimuladas e culturas controle ndo
estimuladas (CE/CC). As diferengas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a” e “b”, relacionadas
a TO e T30, respectivamente.

4.2.6.3 Producéo de TNF-a e IL-10 em sobrenadante de cultura de CMSP submetidas a

estimulacdo antigénica com ASL.i

Considerando as limitacOes de reagentes para avaliar biomarcadores imunologicos no
modelo cdo e com o intuito de complementar a avaliagdo da resposta imunol6gica dos animais,
avaliamos a produgdo de TNF-a e IL-10 em sobrenadante de cultura de CMSP submetidas a

estimulagéo antigénica com ASLi, por ELISA. Dessa forma, em relagdo a TNF-a., observou-se
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que ndo houve alteragGes significativas nos niveis dessa citocina nos diferentes tempos
avaliados no estudo (TO, T30, T90 e T180). Considerando a citocina imunomodulatéria I1L-10,
observou-se um aumento significativo no Gltimo tempo de avaliacdo (T180) em relacdo a T90,

como demonstrado na figura 15.
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Figura 15: Producéo de TNF-o e IL-10 em sobrenadante de cultura de CMSP de cées naturalmente infectados por
L. infantum submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossoal. O eixo X ilustra os tempos
avaliados: TO = tempo antes do tratamento; T30 = 30 dias p6s tratamento; T90 = 90 dias pos tratamento e T180=
180 dias pos tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padréo dos niveis das citocinas TNF-a e IL-
10 (razdo CE/CC). A diferengas significativa (p<0,05) esta representada pela letra “c” relacionada a T90.

4.2.7 Avaliacdo clinica e esplénica

4.2.7.1 Exame fisico e composicao do score clinico

Todos os caes selecionados para esse estudo foram avaliados por um médico veterinario
em todos os tempos de avalia¢do propostos. O objetivo desta avalia¢do clinica foi monitorar os
sinais e sintomas clinicos tipicos da LVC antes e apds a intervencdo terapéutica com
antimoniato de meglumina lipossomal, averiguando e documentando o status clinico dos

animais submetidos a este tratamento.
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De uma forma geral, foi observada tanto uma remissdo de alguns sinais clinicos quanto
um agravamento de outros ao fim do tratamento (T180). As principais alteragdes agravadas
nesses animais foram linfadenopatia (85% - 6/7), alopecia (71% - 5/7) e dermatite furfuracea
(71% - 5/7), conjuntivite (57% - 4/7) e hiperceratose (57% - 4/7). Por outro lado, sinais como
eritema na pele, Glceras e onicrogrifese foram restabelecidos. E importante salientar que uma
melhora clinica mais intensa, com remissdo de mais sinais clinicos foi observada nos tempos
iniciais pos terapia (T30 e T90). Na figura 16 esta demonstrado 0s principais sinais e sintomas
clinicos dos cdes antes (TO) e 180 dias poOs tratamento com antimoniato de meglumina
lipossomal (T180).
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Figura 16: Avaliacdo da evolucdo clinica (sinais/sintomas) em cdes naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. Grafico representativo do percentual de
sinais/sintomas clinicos, antes da quimioterapia (TO — barras cinzas) e 180 dias apds quimioterapia (T180 — barras
azuis).

Quando avaliadas possiveis alteracdes na massa corporal dos cées, ndo foi observada

diferenca entre a média de massa corporal antes (T0) e ap6s 180 dias (T180) da quimioterapia
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com antimoniato de meglumina lipossomal. Apesar disso, foi detectada uma perda de massa
corporea de 12% apo6s o fim do acompanhamento experimental (T180), como demostrado na
figura 17A.

Em relacédo a avaliacdo e intensidade dos sinais e sintomas clinicos sugestivos de LVC,
utilizando o score clinico dos cdes, foi observado uma pequena reducdo da média do score em
T30 (28%) e T90 (26,2%). Entretanto, ap6s o fim do acompanhamento experimental (T180) os
animais apresentavam um score clinico semelhante ao observado antes da quimioterapia (T0),

com reducao de apenas 2,5% (Figura 17B).
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Figura 17: Avaliacdo da massa corporal e da evolucdo clinica em cées naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. (A) Gréfico representativo da média de
massa corporal dos animais. O eixo x ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento e T180 = 180
dias a ap6s a quimioterapia. O eixo y representa os valores médios e o erro padrdo da massa corporal. (B) Gréfico
representativo do percentual de redugdo do score clinico nos tempos antes (T0), 30 dias (T30), 90 dias (T90) e 180
dias (T180) apos a quimioterapia.

A figura 18 demonstra de forma ilustrativa a evolucao clinica de um animal (Céo 112 —
C112) submetido a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal antes (T0) e 180
dias apds tratamento (T180). Como observado, ndo houve melhora do quadro clinico. O animal
apresenta, ao fim do periodo experimental, uma intensa inflamacéao ocular (Figura 18D), regides
de alopecia na cabeca (Figura 18E) e onicogrifose (Figura 18F), assim como observado no

tempo antes do tratamento (TO).
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Cao 112 -TO ” Cao 112 -T180 |

Figura 18: C&o naturalmente infectado por Leishmania infantum submetido & quimioterapia com antimoniato de
meglumina lipossomal. (A), (B) e (C) representam fotos do animal C112 antes do tratamento (TO). Presenca de
conjuntivite, regides de alopecia nas patas e onicogrifose. (D), (E) e (F) representam fotos do animal C112, 180
dias ap6s o tratamento (T180). Presenca de conjuntivite intensa, pelagem opaca, onicogrifose e emagrecimento.

4.2.7.2 Avaliacgao esplénica por ultrassonografia

O baco é um importante 6rgdo do sistema imune que é acometido por L. infantum, local
onde ocorre replicacdo do parasito com intensa hiperplasia e hipertrofia, resultando, dessa
forma, num aumento consideravel de tamanho do 6rgdo. Assim, no presente estudo,
empregamos a ultrassonografia para verificar possiveis alteracdes na espessura do baco antes e
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apos a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal (T180). Adicionalmente, o
ultrassom foi empregado para guiar a puncdo aspirativa do baco permitindo a realizagdo de
biopsia esplénica antes e apds o tratamento. Esse procedimento apresentou seguranca e eficacia
nos dois momentos em que foi utilizado, ndo havendo registro de intercorréncias, como
hemorragia esplénica ou rupturas parciais do érgdo em nenhum dos animais submetidos ao

procedimento.

A avaliacdo do baco pela ultrassonografia revelou que antes da quimioterapia (TO0)
66,7% (6/9) dos animais do grupo AMLip possuiam auséncia de alteracdo sugestiva de
esplenomegalia (bago normal) e alteragéo sugestiva de esplenomegalia em 33,3% (3/9) dos cées
sendo esta distribuida em 22,2% (2/9) dos animais apresentando alteracdo leve e 11,1% (1/9)
alteracdo moderada. Quando os animais foram avaliados apo6s o fim do periodo experimental
(T180), foi observada uma evolucéo da esplenomegalia, sendo que 14,3 % (1/7) apresentavam
esplenomegalia leve e 42,9 % (3/7) apresentavam esplenomegalia importante. Apenas 42,9 %
(3/7) dos animais apresentavam auséncia de esplenomegalia (bago normal) (Figura 19).

Na figura 19B esta representada a imagem ultrassonografica do baco representativa de
um animal do grupo AMLip em TO e aos 180 dias ap6s o tratamento. E possivel observar um
intenso aumento na espessura do 6rgdo, caracteristica de esplenomegalia importante. Estes
resultados, mostram uma possivel falha terapéutica, indicando a necessidade de mais um pulso

de quimioterapia com AMLIip.
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Figura 19: Avaliacio da espessura do baco em cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal. (A) Representacdo do percentual de esplenomegalia
dos animais antes e ap6s a quimioterapia. O eixo X ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento e
T180 = 180 dias pds quimioterapia. O eix0 y representa os percentuais de animais classificados de acordo com a
auséncia de esplenomegalia (normal), esplenomegalia leve, moderada e importante. (B) Imagens por ultrassom de
um segmento de bago de cdo naturalmente infectado por L. infantum submetido & quimioterapia. Note em T0 a
espessura normal do 6rgéo (distancia entre as bordas de 1,5 cm). Em T180 h4 um aumento do 6rgdo, sugestivo de
esplenomeglia importante (distancia entre as bordas de 2,4 cm).

4.2.8 Avaliacdo parasitoldgica pela PCR em tempo real

4.2.8.1 Avaliacdo da carga parasitaria em amostras de baco e pele

Nos ultimos anos, a PCR em tempo real vem sendo amplamente empregada como
método de diagndstico parasitologico molecular de alta sensibilidade para o monitoramento e a
avaliacdo da eficacia de diferentes protocolos terapéuticos em diversos modelos experimentais
nas leishmanioses. Esta ferramenta possibilita a detec¢do da presengca do DNA do parasito com

grande sensibilidade e especificidade bem como, quantifica a carga parasitaria, sendo util em
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avaliar esse parametro em animais submetidos a intervengdes com diferentes protocolos
experimentais. Em nosso estudo, a técnica de PCR em tempo real foi utilizada para determinar
a carga parasitaria em amostras de baco e pele de orelha, antes (TO) e ap0s o tratamento com

antimoniato de meglumina lipossomal (T180).

De uma forma geral, os cdes que receberam a quimioterapia com antimoniato de
meglumina lipossomal ndo apresentaram diminuicdo da carga parasitaria ao fim do periodo de
experimentacao, como demonstrado na tabela 5. Na avaliacdo da carga parasitaria do baco, foi
observado um aumento apés o fim do tratamento (T180) em relacdo a TO. Foi possivel observar
que 3/9 (33,3%) animais foram positivos em TO ao passo que 3/7 (42,8%) foram positivos em
T180, com um aumento expressivo da média da carga ao fim do acompanhamento experimental
(Tabela 5).

Ao avaliarmos a carga parasitaria em fragmentos de pele de orelha, observamos que 3/9
(33%) dos animais apresentaram parasitos nesse tecido, ao passo que apenas 1/7 (14,2%) foram
positivos ao fim do periodo de experimentacdo (Tabela 5).

Tabela 5: Carga parasitaria em amostras de bago e pele de cées naturalmente infectados por L. infantum antes (TO)
e apds (T180) a quimioterapia com antimoniato de meglumina lipossomal

TO Média T180 Média
Bago
(amastigotas/mg) 3/9 (33,3%) 1.061 3/7 (42,8%) 94.768
Pele
(amastigotas/mg) 3/9 (33,3%) 32 1/7 (14,2%) 5.600

Esses resultados demonstram que apenas a utilizacdo da quimioterapia com antimoniato
de meglumina lipossomal ndo foi efetiva na regressdo dos sinais e sintomas clinicos dos cées
tratados bem como néo foi capaz de reduzir a carga parasitaria em orgaos especificos baco e
pele. Dessa forma, a sua combinagdo com outros farmacos e também com imunofarmacos seja
a melhor opgéo para o desenvolvimento de um protocolo terapéutico eficaz, capaz de levar a

cura clinica e até parasitoldgica de cdes com LV.
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4.3 Imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino
(Blog IL-10R)

A imunoterapia é atualmente uma importante estratégia de tratamento para diversas
doencas, sejam estas parasitarias ou ndo. Assim, essa forma de tratamento vem sendo utilizada
em ensaios experimentais nas leishmanioses. O uso de citocinas e bloqueadores de receptores
de citocinas tem sido empregado com sucesso no tratamento experimental da LV e neste
sentido, nosso grupo de pesquisas desenvolveu um anticorpo monoclonal contra o receptor de
IL-10 canino a fim de buscar uma terapéutica acesséria para o tratamento da L\VVC. Dessa forma,
foi avaliado nesse trabalho o uso de um anticorpo monoclonal contra o receptor de IL-10 como

estratégia de tratamento para a doenca canina.

4.3.1 Avaliacdo in vitro da capacidade funcional do anticorpo monoclonal bloqueador do

receptor de IL-10 canino

Com o intuito de se avaliar a capacidade funcional do anticorpo monoclonal contra o
receptor de IL-10, foi avaliada a resposta in vitro de CMSP de cées normais e tratados com o
anticorpo monoclonal anti-receptor de IL-10. Esta avaliacdo foi importante para detectarmos
de forma preliminar a acdo do anticorpo. Dessa maneira, foram avaliadas as alteracGes na
capacidade linfoproliferativa antigeno-especifica, na producédo das citocinas IFN-y e IL-4 por
linfécitos T CD4* e CD8* e nos niveis das citocinas TNF-a e IL-10 em sobrenadante de cultura
ao se bloquear os receptores da citocina IL-10. Foi empregado estimulo antigénico composto
por antigeno soltvel de L. infantum - ASLi na presenca ou auséncia de Bloq IL-10R em cées
infectados e ndo tratados e em cées infectados e tratados com Bloq IL-10R.

4.3.2 Avaliacéo da atividade linfoproliferativa na presenca de Blog IL-10R

Em relacdo a linfoproliferacdo, foi observado um aumento na atividade proliferativa de
linfocitos TCD4" nas culturas estimuladas com ASLi na presenca de Blog IL-10R em relagéo

as culturas sem qualquer estimulo, em cées naturalmente infectados por L. infantum n&o
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submetidos a qualquer tratamento e submetidos ao tratamento experimental com o anticorpo
monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (Figura 20).

Em relacdo aos linfocitos T CD8", observou-se aumento da linfoproliferacdo nas
culturas estimuladas apenas com ASL.i e estimuladas com ASLi na presenca de Blog IL-10R
em relagéo as culturas ndo estimuladas em cées naturalmente infectados por L. infantum n&o
submetidos ao tratamento. Por outro lado, em cées tratados com a imunoterapia baseada no
anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino, observou-se apenas um aumento
na linfoproliferagdo das culturas estilmuladas com ASLi na presencdo de Blog IL-10R em

relagdo as culturas ndo estimuladas (Figura 20).
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Figura 20: Proliferacdo linfocitéria especifica (CD4* e CD8") em cées naturalmente infectados por L. infantum e
ndo tratados (cdes controles) e em cdes naturalmente infectados por L. infantum e tratados com anticorpo
monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (Blog IL-10R) a partir de culturas de células mononucleares do
sangue periféricos (CMSP) na auséncia de qualquer estimulo (culturas ndo estimuladas — C), culturas estimuladas
com ASL.i (Ag) e culturas estimuladas com ASL.i na presenca de Blog IL-10R (Ag + Blog IL-10R). O eixo X ilustra
0s grupos de acordo com a presenc¢d ou auséncia de estimulo. O eixo y representa os valores médios e erro padréo
do e proliferagdo de linfécitos T CD4* e T CD8". A diferenca significativa (p<0,05) esté representada pela letra

“a” referente a cultura ndo estumulada (C).

4.3.3 Producéo de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4) na presenca de Blog IL-

10R

A avaliagdo da producdo de citocinas IFN-y e IL-4 por linfocitos T CD4" ap6s estimulo

antigeno especifico na presenca de Blog IL-10R estdo demonstrados na figura 21. Foi
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observado apenas uma reducdo significativa dos niveis de IL-4 produzidos por linfocitos T
CD4" nas culturas estimuladas com ASLi na presenca de Blog IL-10R em relagéo as culturas
ndo estimuladas em cées naturalmente infectados por L. infantum ndo submetidos ao tratamento

(cdes controle).
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Figura 21: Perfil de linfocitos T CD4 produtores de IFN-y e IL-4 em cdes infectados por L. infantum e ndo tratados
e em cdes infectados por L. infantum e tratados com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de I1L-10 (Blog
IL-10R) a partir de culturas de células mononucleares do sangue periféricos (CMSP) na auséncia de qualquer
estimulo (culturas ndo estimuladas — C), culturas estimuladas com ASL.i (Ag) e culturas estimuladas com ASLi na
presenca de Bloq IL-10R (Ag + Blog IL-10R). O eixo x ilustra os grupos de acordo com a presenga ou auséncia
de estimulo. O eixo y representa 0s valores médios e erro padrdo da producdo de IFN-y e IL-4 por linfocitos T
CD4*. A diferenca significativa (p<0,05) esta representada pela letra “a” referente a cultura ndo estumulada (C).
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Em relacdo a producdo das citocinas IFN-y e IL-4 por linfécitos T CD8" ndo foi possivel
observar alteragdes ap6s estimulo antigeno especifico na presenga de Blog IL-10R, como

observado na figura 22.
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Figura 22: Perfil de linfécitos T CD8 produtores de IFN-y e IL-4 em cdes infectados por L. infantum e nédo tratados
e em cdes infectados por L. infantum e tratados com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de 1L-10 (Blog
IL-10R) a partir de culturas de células mononucleares do sangue periféricos (CMSP) na auséncia de qualquer
estimulo (culturas ndo estimuladas — C), culturas estimuladas com ASL.i (Ag) e culturas estimuladas com ASLi na
presenca de Blog IL-10R (Ag + Blog IL-10R). O eixo x ilustra os grupos de acordo com a presenca ou auséncia
de estimulo. O eixo y representa 0s valores médios e erro padrdo da producdo de IFN-y e IL-4 por linfocitos T
CD8".
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4.3.4 Quantificagéo das citocinas TNF-a e 1L-10 em sobrenadante de cultura na presenca
de Blog IL-10R

Em relagdo & citocina pro-inflamatdria TNF-a, foi observado um aumento da mesma
nas culturas estimuladas com ASLi na presenca de Blog IL-10R, somente em cées naturalmente
infectados por L. infantum nao submetidos ao tratamento (cdes controle). Apesar de seguir 0
mesmo padrao em cdes tratados com a imunoterapia, esse aumento nao foi significativo (Figura
23).

No que diz respeito a citocina IL-10, ndo foram observadas diferengas significativas na
producdo desta citocina entre as culturas ndo estimuladas, estimuladas com ASL. e estimuladas

com ASL.i na presenca de Blog IL-10R em ambos os grupos avaliados (Figura 23).
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Figura 23: Produgdo de TNF-a e IL-10 em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue
periféricos (CMSP) na auséncia de qualquer estimulo (culturas ndo estimuladas — C), culturas estimuladas com
ASLi (Ag) e culturas estimuladas com ASLi na presenca de Blog IL-10R (Ag + Blog IL-10R) provenientes de
cdes infectados por L. infantum e ndo tratados e em cées infectados por L. infantum e tratados com anticorpo
monoclonal bloqueador do receptor de 1L-10 (Blog IL-10R). O eixo x ilustra 0s grupos de acordo com a presenca
ou auséncia de estimulo. O eixo y representa os valores médios e erro padrao dos niveis de TNF-a e IL-10 em
sobrenante de cultura. A diferenca significativa (p<0,05) esta representada pela letra “a” referente a cultura ndo
estumulada (C).

4.4 Avaliacao dos parametros laboratoriais, clinicos e parasitol6gicos em cées submetidos

a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10

4.4.1 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos (leucograma e eritrograma)

Da mesma forma que na quimioterapia avaliada nesse trabalho, os parametros

hematoldgicos dos cdes tratados com anticorpo monoclonal blogueador do receptor de IL-10
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canino foram também comparados aos valores de referéncia estabelecidos em nosso laboratério
para cdes saudaveis, sem racao definida (SRD).

Em relacdo a série branca, observou-se que o nimero de eosinofilos permaneceu abaixo
dos valores de referéncia mesmo apds a imunoterapia. Por outro lado, de forma interessante,
foi observado que o numero de linfdcitos estava fora dos valores de referéncia em TO
(linfopenia), ao contrario dos tempos de avaliacdo seguintes (T30, T90 e T180) onde esses
valores foram restabelecidos, retornando para a faixa de valores normais. No que diz respeito a
global de leucdcitos, neutrofilos totais e aos mondcitos, ndo foi possivel observar alteragdes em

relacdo aos valores absolutos destas células em todos os tempos avaliados (Tabela 6).

Tabela 6: Leucograma de cédes naturalmente infectados por L. infantum antes (TO) e ap6s 30, 90 e 180 dias (T30, T90
e T180, respectivamente) da imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de 1L-10 canino.

Leucograma Valores de

a T
(/mm3) referéncia empo

TO T30 T90 T180
Global de leucécitos  7.408 - 14.400 9.664 +3.783 8.182 +£2.534 8.410+ 2.724 7.727 £2.847

Neutréfilos totais 3.839-9.379 7.037 £3.253 5.432+1.710 4.928 +2.774 4.661 +2.007

Eosindfilos 150-709 124 + 45 125+ 114 114 £56 127 +81
Linfécitos 2.299-5.119 1.684 + 612 2.439 +1.094 2.365 +1.883 2.606 +2.194
Mondécitos 147 - 601 288+ 164 286 + 184 401 +237 193 +112

Valores absolutos (médiatdesvio padrdo) do leucograma de cédes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino. A cor vermelha representa valores que estdo
fora da faixa de referéncia.

Em relacdo ao eritrograma, foi observado que o nimero de plaquetas estava abaixo dos
valores de referéncia (plaquetopenia) antes da imunoterapia (T0), permanecendo abaixo dos
valores de referéncia nos seguintes tempos de avaliacdo (T30, T90 e T180) (Tabela 7). Na
avaliacdo dos niveis de hemoglobina, foi observado que em T180 esses niveis estavam abaixo
dos valores de referéncia. No que diz respeito aos eritrocitos e ao hematdcrito, ndo foi possivel
observar alteragdes em relacdo aos valores de referéncia em todos os tempos avaliados (TO,
T30e T90 e T180) (Tabela 7).
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Tabela 7: Eritrograma de cdes naturalmente infectados por L. infantum antes (TO) e 30, 90 e 180 dias (T30, T90
e T180 respectivamente) ap6s a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino.

: Valores de
Eritrograma bt Tempo
referéncia

TO T30 T90 T180

Eritrdcitos (108/mm3) 5,42 — 8,38 6,1+0,97 6,210,8 6,4+1,5 6,0+1,1

Hemoglobina (g/dL) 13,2-21,2 13,7+2,7 13,5+£2,3 14,5+3,8 12,313,1
Hematdcrito (%) 33,7-57,3 40+10,7 40,6+10,7 43,7+15,3 39,8+10,4

Plaquetas (103/mm?3) 171 - 384 114+44 86+30 93+88 93+45

Valores absolutos (médiatdesvio padrdo) do eritrograma e plaquetas de cdes naturalmente infectados por L.
infantum submetidos a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino. A cor
vermelha representa valores que estdo fora da faixa de referéncia.

4.4.2 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos (funcdo renal, hepatica e proteinograma) dos animais que
receberam a imunoterapia com anticorpo monoclonal blogueador de receptor de IL-10 canino
foram comparados aos valores de referéncia estabelecidos em nosso laboratorio para caes

saudaveis, sem racdo definida (SRD).

- Provas de funcao renal

Em relagdo a avaliagdo das provas de funcgdo renal, foi possivel observar que os niveis
de ureia estavam acima dos valores de referéncia antes da imunoterapia (T0), bem como nos
tempos de avaliacdo pos tratamento (T30, T90 e T180). Diferentemente, os niveis de creatinina
estavam dentro dos valores de referéncia durante todos os tempos de avalia¢do (T0, T30, T90

e T180), como demonstrado na figura 24.
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Figura 24: Avaliacéo da funcéo renal através da dosagem de ureia e creatinina em cées naturalmente infectados
por L. infantum submetidos & imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10. O eixo X
ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pds-tratamento, T90=90 dias pos-
tratamento e T180=180 dias pds-tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrao das dosagens de
ureia e creatinina (funcdo renal). A linha tracejada representa a faixa de valores normais obtidos através da analise
de 45 cées saudaveis.

- Provas de funcéo hepatica

Na figura 25, estdo representados os resultados referentes as provas de fungédo hepatica
antes e ap6s a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de I1L-10 canino.
Em relacdo aos niveis AST/TGO, ALT/TGP e Gama-GT ndo foi observada alteracbes em
relacdo aos valores de referéncia antes (TO) bem como ap6s o tratamento (T30, T90 e T180).
Na avaliacdo de fosfatase alcalina, foi observado que em TO os niveis estavam acima dos

valores de referéncia, sendo restabalecidos ap6s a imunoterapia (T30, T90 e T180) (Figura 25).
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Figura 25: Avaliacdo da funcéo hepética através da dosagem de AST (TGO), ALT (TGP), gama-GT e fosfatase
alcalina em cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos & imunoterapia com anticorpo monoclonal
blogueador de IL-10. O eixo x ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pos-
tratamento, T90 = 90 dias pds-tratamento e T180 = 180 dias pds tratamento. O eixo y representa os valores médios
e erro padrdo das diferentes dosagens. A linha tracejada representa a faixa de valores normais obtidos atravées da
analise de 45 cées saudaveis.

- Proteinograma

Na avaliacdo do proteinograma, foi observado que os niveis de proteinas totais e
globulinas estavam acima dos valores de referéncia tanto antes (T0) quanto apds a imunoterapia
com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (T30, T90 e T180) (Figura 26).
Diferentemente, os niveis de albumina e da razdo albumina/globulina permaneceram dentros

dos valores de referéncia em todos os tempos avaliados (TO, T30, T90 e T180) (Figura 26).
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Figura 26: Avaliacdo do proteinograma através da dosagem de proteinas totais, albumina, globulinas e avalia¢éo
da razdo A/G em cdes naturalmente infectados por L. infantum submetidos & imunoterapia com anticorpo
monoclonal bloqueador de IL-10. O eixo x ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30
dias pos-tratamento, T90 = 90 dias pds-tratamento, T180 = 180 dias pds tratamento. O eixo y representa os valores
médios e erro padrdo das diferentes dosagens. A linha tracejada representa a faixa de valores normais obtidos
através da analise de 45 cdes saudaveis.

4.4.3 Avaliacéo do perfil fenotipico do sangue periférico

Da mesma forma que na quimioterapia proposta no primeiro capitulo desse trabalho, no
tratamento de cdes com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino foi
realizado um estudo detalhado do perfil imunofenotipico do sangue periférico por citometria de
fluxo, ajustando os dados obtidos com os dados do hemograma a fim de obter o valor absoluto
de linfécitos T CD3", linfécitos T CD3"CD4™, linfocitos T CD3*CD8", linfécitos B (CD21%),
células NK (CD5-CD16") e mondcitos (CD14%).

4.4.3.1 Perfil fenotipico de linfocitos T (CD3*, CD4* e CD8*) e linfocitos B (CD21%)

circulantes do sangue periférico
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Na figura 27 estd representada a avaliacdo do numero absoluto da populagdo de
linfocitos T CD3" bem como das subpopulacGes de linfécitos T CD3"CD4" e CD3"CD8" e
linfocitos B CD21*. Como demonstrado, foi possivel observar um aumento apenas do valor
médio absoluto de linfocitos T CD3*CD4* em T30 e T90 em relagédo a TO.
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Figura 27: Perfil celular de linfdcitos circulantes em cédes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10. O eixo x ilustra os tempos avaliados:
TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pos-tratamento, T90 = 90 dias pos-tratamento e T180= 180 dias
pos tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo de linfécitos T CD3*, CD4*, CD8" e linf4citos
B (CD21%). A diferenga significativa (p<0,05) esta representada pelas letras “a” relacionada a TO.

4.4.3.2 Perfil fenotipico de células NK (CD5 CD16%) e mondcitos (CD14%) circulantes do

sangue periférico
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Em relacéo as células NK (CD5  CD16") foi observado uma diminui¢éo dessa populagédo
celular em T90 e T180 quando comparado ao TO (Figura 28). Por outro lado, ndo foi possivel
observar diferencas nos valores médios de monécitos (CD14") nos diferentes tempos avaliados
(TO, T30, T90 e T180), conforme mostrado na figura 28.
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Figura 28: Perfil celular de células NK e mondcitos em cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos
a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10. O eixo X ilustra os tempos avaliados:
TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pds-tratamento, T90 = 90 dias po6s-tratamento e T180 = 180 dias
pos tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padréo de células NK (CD5°CD16%) e mondcitos
(CD14%). A diferenca significativa (p<0,05) esta representada pela letra “a” relacionada a TO.

4.4.4 Avaliagéo da resposta imune no contexto in vitro

4.4.4.1 Avaliagdo da linfoproliferacéo e perfil imunofenotipico de linfocitos (CD4* e CD8*)

submetidos a estimulacdo antigénica com ASL.i

Os resultados a seguir foram expressos pelo indice de proliferacdo obtidos da diviséo
das médias dos linfocitos totais proliferados entre as culturas estimuladas (CE) pelas culturas
controles ndo estimuladas (CC) nos diferentes tempos avaliados (TO, T30, T90 e T180). Na
primeira abordagem, avaliando a proliferacdo de linfocitos totais, foi observado uma
diminuicdo do indice de proliferacdo em T180 em relagdo a T90 (Figura 29).

A segunda abordagem desta andlise in vitro, foi realizada para avaliar o perfil

imunofenotipico de linfécitos, por meio do indice de proliferacdo das subpopulagdes de
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linfocitos T (CD4" e CD8") obtidos pela razdo entre as culturas estimuladas com ASLi (CE)
em relacdo as culturas controle ndo estimuladas (CC). Ambas subpopulagdes de linfocitos T
(CD4" e CD8") apresentaram o mesmo padrdo, com aumento da atividade proliferativa de
linfocitos T CD4" e CD8" em T30 e T90 em relacdo ao TO e diminuicdo em T180 quando
comparado a T30 e T90 (Figura 29).

Proliferacdo CDh4* CD8*
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Figura 29: Proliferacdo linfocitaria e proliferagdo linfocitéria especifica (CD4* e CD8") em cdes naturalmente
infectados por L. infantum submetidos a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-
10. O eixo X ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pés tratamento, T90 = 90
dias pos-tratamento e T180= 180 dias pos tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo do
indice de proliferagdo do indice de linfocitos T CD4+ e T CD8+ (razdo CE/CC). As diferengas significativas
(p<0,05) estdo representadas pelas linhas letras “a”, “b” e “c” relacionadas a TO, T30 e T90, respectivamente.

4.4.4.2 Producao intracitoplasmatica de IFN-y e IL-4 por linfécitos T (CD4* e CD8*) ap0s

estimulacdo antigénica com ASL.i

Os resultados da avaliacéo in vitro da producéo de IFN-y e IL-4 por linfécitos T CD4*
e linfocitos T CD8" apds estimulo com ASLi em caes tratados com anticorpo monoclonal
bloqueador do receptor de IL-10, encontram-se apresentados na forma de indice,
correspondente a razdo entre as culturas estimuladas com ASLi (CE) e as culturas nao
estimuladas- culturas controle (CC). Tendo em consideracdo a subpopulacdo de linfocitos
TCD4", foi possivel observar um aumento na producao de IFN-y por essas célulasem T90 em

comparacdo ao TO e T30 (Figura 30). Em relacdo a subpopulacdo de linfocitos T CD8*, ndo foi
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possivel observar diferencas quanto a producdo de IFN-y e IL-4 por essas células nos diferentes
tempos de avaliados (T0O, T30, T90 e T180) (Figura 30).
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Figura 30: Perfil de linfocitos T produtores de IFN-y e IL-4 em cées naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de I1L-10. O eixo X ilustra 0os tempos
avaliados: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pds-tratamento e T90 = 90 dias p6s-tratamento e T180
= 180 dias pos tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padréo do indice de linfécitos T CD4* e
T CD8* produtores de IFN-y e IL-4 calculados através da razdo entre culturas estimuladas e culturas controle néo
estimuladas (CE/CC). As diferengas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras ‘a” e “b” relacionadas
a TO e T30, respectivamente.

4.4.4.3 Producéo de TNF-a e IL-10 em sobrenadante de cultura de CMSP submetidas a

estimulacéo antigénica com ASL.i
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Ao avaliarmos a producdo de citocinas produzidas por CMSP em sobrenadante de
cultura apos estimulagdo antigénica com ASLI, ndo observamos alteracdes em relacdo aos
niveis da citocina TNF-o antes (T0) e ap0s o tratamento com anticorpo monoclonal bloqueador
do receptor de IL-10 (T30, T90 e T180) (Figura 31). Levando em consideracéo a citocina IL-

10, observou-se uma dimunui¢do em T30 quando comparado a TO (Figura 31).
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Figura 31: Produgdo de TNF-a. e IL-10 em sobrenadante de cultura de CMSP de ces naturalmente infectados por
L. infantum submetidos a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10. O eixo X
ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento; T30 = 30 dias p6s tratamento; T90 = 90 dias pds
tratamento e T180= 180 dias p6s tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo dos niveis das
citocinas TNF-a e I1L-10 (razdo CE/CC). A diferenga significativa (p<0,05) esta representada pela letra “a”
relacionada a TO.

4.4.5 Avaliacdo clinica e avaliagdo esplénica por ultrassonografia

4.4.5.1 Exame fisico e score clinico

Assim como os cdes tratados com a quimioterapia proposta nesse trabalho, os cées
tratados com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 canino foram monitorados
em relacdo aos sinais e sintomas clinicos tipicos de LVC antes (TO) e ap6s o protocolo
imunoterapéutico (T180), sendo documentado alteracdes nesses animais em todos 0s tempos

avaliados. De forma geral, observou-se tanto uma remissao de alguns sinais clinicos sugestivos
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de LVC quanto um agravamento de outros ao final do acompanhamento experimental (T180).
E importante ressaltar que, embora ndo demonstrado, foi observado uma reducdo mais intensa

desses sinais e sintomas em T30 e T90.

Os principais sinais e sintomas clinicos agravados nesses animais ap0s imunoterapia
(T180) foram alopecia e hiperceratose (63,6% - 7/11), onicogrifose (54,5% - 6/11) e vasculite
(36,6% - 4/11), como demonstrado na figura 32. Por outro lados alteragbes como

linfadenopatia, dermatite seborreica e atrofia muscular foram restabelecidos.
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Figura 32: Avaliacdo da evolugdo clinica (sinais/sintomas) em cdes naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10. Grafico representativo do
percentual de sinais/sintomas clinicos, antes (TO — barras pretas) e 180 dias apds a imunoterapia (T180 — barras
azuis).

Quando avaliadas possiveis alteragdes na massa corporal, ndo foi observada diferenca
entre antes (TO) e apds (T180) a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do
receptor de IL-10 canino. No entanto, foi observado um aumento de aproximadamente 5% na
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massa corporal apds o fim do acompanhamento experimental (T180), como demostrado na
figura 33A.

Ao levarmos em consideracdo a avaliagcdo da intensidade dos sinais e sintomas clinicos
sugestivos de LVC, utilizando score clinico dos cdes imunotrados, foi observado uma reducéo
da média do score clinico em T30 (26,6%) e T90 (19,4%). Por outro lado, foi observado que
no tempo final de experimentacdo (T180), os animais apresentaram media de score clinico

semelhante ao observado no pré tratamento (T0), com reducéo de apenas 4,1% (Figura 33B).
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Figura 33: Avaliacdo da massa corporal e da evolucdo clinica em cdes naturalmente infectados por L. infantum
submetidos a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (A)Grafico representativo
da média de massa corporal dos animais. O eixo X ilustra os tempos avaliados: TO = tempo antes do tratamento e
T180 = 180 dias a ap6s a imunoterapia. O eixo y representa os valores médios e o erro padrdo da massa corporal.
(B) Grafico representativo do percentual de reducdo do score clinico nos tempos antes (T0), 30 dias (T30), 90 dias
(T90) e 180 dias (T180) apds a imunoterapia.

Na figura 34 esta demonstrado a evolugdo de um animal submetido a imunoterapia com
anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (Céo 79 — C79), antes (T0) e 180 dias
apos o protocolo terapéutico (T180). Como observado, ndo houve melhora do quadro clinico
do animal. O mesmo apresenta no fim do periodo experimental regides de hiperceratose no
focinho (Figura 34D), ulceras na pele (Figura 34E) apesar de uma manutencdo da estrutura

corporea (Figura 34F).
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Figura 34: Céo naturalmente infectado por L. infantum submetido & imunoterapia com anticorpo monoclonal
blogueador do receptor de IL-10. (A), (B) e (C) representam fotos do animal C79 antes do tratamento (TO).
Presenca de hiperceratose e Ulceras. (D), (E) e (F) representam fotos do animal C79, 180 dias apds o tratamento
(T180). Presenca de hiperceratose e Ulceras apesar de uma manutengdo da massa corporal.

4.4.5.2 Avaliacgao esplénica por ultrassonografia

A avalia¢do do bago por ultranosografia foi também realizada em cées tratados com
anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (Blog IL-10R) a fim de observar
possiveis alteracGes na espessura do 6rgdo, sugestivas de esplenomegalia. Essa avaliacdo
demonstrou que antes da imunoterapia (T0) 81,8% (9/11) dos animais apresentavam o baco
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normal, com sugestiva auséncia de esplenomegalia ao passo que 9,1 % (1/9) apresentavam
esplenomegalia leve e 9,1 % (1/9) esplenomegalia moderada. Ao fim do periodo experimental
(T180), foi observada uma evolucdo da esplenomegalia sendo que 27,2 % (3/7) apresentavam
esplenomegalia leve, 36,6 % (4/11) apresentavam esplenomegalia moderada e 18,1% (2/11)
apresentavam esplenomegalia importante. Apenas 18,1 % (2/11) dos animais apresentavam
auséncia de esplenomegalia (bago normal), como demonstrado na figura 35A.

Na figura 35B esta representada a imagem ultrassonografica do bago de um animal do
grupo Bloq IL-10R em TO e aos 180 dias ap0s a imunoterapia, onde € possivel notar o aumento

do volume do 6rgéo.
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Figura 35: Avaliacdo da espessura do baco em cées naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL10 canino. (A) Representa¢do do percentual
de esplenomegalia dos animais antes e ap6s a imunoterapia. O eixo X ilustra os tempos avaliados: TO = tempo
antes do tratamento e T180 = 180 dias pds imunoterapia. O eixo y representa 0s percentuais de animais
classificados de acordo com a auséncia de esplenomegalia (normal), esplenomegalia leve, moderada e importante.
(B) Imagens por ultrassom de um segmento de baco de cdo naturalmente infectado por L. infantum submetido a
imunoterapia. Note em TO a espessura normal do drgdo (distancia entre as bordas de 1,6cm). Em T180 ha um
aumento do érgdo, sugestivo de esplenomeglia moderada (distancia entre as bordas de 2,2 cm).
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4.4.6 Avaliacéo parasitoldgica pela PCR em tempo real

4.4.6.1 Avaliacdo da carga parasitaria em amostras de baco e pele

Assim como no grupo de cées tratados com a quimioterapia proposta nesse trabalho, o
grupo de cées submetidos a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de
IL-10 canino foi avaliado em relagdo a carga parasitaria por PCR em tempo real em amostras
de baco e pele. De um modo geral, 0s animais apresentaram menor carga parasitaria nos tecidos
avaliados ao final do periodo de experimentacdo (T180) em relacédo a antes do tratamento (T0).

Na avaliacdo da carga parasitaria no baco foi observado que antes (T0) da imunoterapia
2/11 animais apresentavam parasitos no 6rgdo, com uma media de 2.846 parasitos. Apds o
tratamento (T180), observou-se que 3/11 (27,2%) dos animais estavam positivos, porém com
uma média menor, de 1.623 parasitos (Tabela 8).

Em relacdo a pele, ndo foi quantificado parasitos nesse 6rgao em nenhum animal antes

(TO) ou apds (T180) a imunoterapia, como demonstrado na tabela 8.

Tabela 8: Carga parasitaria em amostras de bago e pele de cées naturalmente infectados por L. infantum antes (TO)
e apds (T180) a imunoterapia com anticorpo monoclonal blogueador do receptor de I1L-10 canino.

TO Média T180 Média
Bago
(amastigotas/mg) 2/11(18,1%) 2.846  3/11(27,2%) 1.623
Pele
(amastigotas/mg) 0/11 (0%) - 0/11 (0%) -

Esses resultados demonstram que a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador
do receptor de IL-10 canino proposta nesse trabalho, ndo foi efetiva na regressao dos sinais e
sintomas clinicos dos cées tratados apos 180 dias de acompanhamento experimental (T180),

apesar de manter estavel a carga parasitaria nos 6rgéos avaliados.
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Dentre as doengas infecto-parasitarias de importancia médica, a LV destaca-se como
uma das mais relevantes endemias mundiais, responsavel por aproximadamente 3.500 casos
anuais somente no Brasil e em torno de 50.000 a 90.000 novos casos/ano no mundo, apesar dos
grandes avancos cientificos relacionados ao diagndstico, tratamento e prevencdo ocorridos nos
ultimos anos (WHO, 2017). Devido ao importante papel na epidemiologia da LV zoon6tica, 0s
caes sdo alvo de agdes que visam o controle da doenga no Brasil, nico pais endémico que
realiza a eliminacao de cdes soropositivos ha quase 60 anos. Nas Ultimas décadas, milhares de
caes doentes foram recolhidos e eutanasiados no Brasil, porém o numero de municipios com
transmissao autdctone, bem como a incidéncia da doenga humana quanto canina tem aumentado
pelo pais. Dessa forma, o Brasil é considerado um dos seis paises responsaveis por 90% dos
casos globais de LV zoondtica relatada em todo o mundo (Alvar et al. 2012; WHO, 2017). Um
outro grave problema associado aos cées é o surgimento de cepas de parasitos resistentes as
drogas, principalmente em regides endémicas onde os fa&rmacos leishmanicidas para uso canino
séo utilizadas como drogas de segunda escolha para tratamento humano (Gramiccia et al. 1992;
Ait-Oudhia et al. 2012; Yasur-Landau et al. 2016).

Diante das dificuldades relacionadas ao controle da doenca e ao surgimento de
resisténcia pelo parasito as drogas atuais, novas opcoes terapéuticas para LVC sdo necessarias
e urgentes. Esse fato é de tal forma preocupante, que a OMS sugere que 0 uso de drogas
leishmanicidas utilizadas exclusivamente para tratamento humano ndo sejam empregadas no
tratamento de casos caninos, a fim de se evitar 0 avango de parasitos resistentes de forma global
(WHO, 2010). A quimioterapia baseada em nanotecnologia, associando farmacos ja em uso a
um sistema transportador, bem como a imunoterapia, utilizando substancias bioldgicas e/ou
imunobioldgicos, sdo opcbes terapéuticas que tem chamado a atencdo no tratamento da LV
experimental e que necessitam ser avaliadas em casos de doenca canina, sendo este o foco deste
trabalho.

Sendo assim, neste estudo foi avaliada a eficacia terapéutica de duas novas propostas de
tratamento para a LVC: a quimioterapia empregando antimoniato de meglumina lipossomal
(AML.ip) e a imunoterapia utilizando anticorpo monoclonal contra o receptor da citocina IL-10
(Blog IL-10R). Desta forma, para compor 0S grupos experimentais aqui propostos, vinte cées
naturalmente infectados por L. infantum foram utilizados e passaram por um critério de incluséo
que se baseava nos resultados positivos pelos testes sorolégicos preconizados pelo Ministério
da Salde (ELISA e DPP®), além de presenca de sinais clinicos sugestivos de LVC. Além da

confirmacdo da infeccdo por diagnostico soroldgico, realizou-se um teste parasitoldgico,
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baseado na mielocultura em meio NNN/LIT, para isolamento e identificacdo de formas
promastigotas do parasito. Estes resultados demonstraram que 6/9 (66,7%) dos animais do
grupo AMLip e que 8/11 (72,7%) dos animais do grupo Blog IL-10R foram positivos
mielocultura. Esses dados véo de acordo com Reis et al. (2006) que demonstraram que caes
naturalmente infectados por L. infantum apresentando a forma clinica oligossintomatica ou
sintomética sdo altamente positivos para isolamento do parasito na medula dssea.

Para a avaliacdo da quimioterapia utilizando antimoniato de meglumina encapsulado
em lipossomas convencionais e peguilados, foi realizada previamente uma andlise da
nanoestrutura antes da administracdo nos animais. Esta avaliacdo é importante, uma vez que a
complexidade do desenvolvimento de formulacGes lipossomais reside ndo s6 em questdes
farmacoldgicas, mas também em problemas tecnoldgicos relacionados com a sua producéo
(Torchilin, 2005; Frezard & Demicheli, 2010). Dessa forma, o processo de preparacdo dos
lipossomas e a selecdo dos lipideos séo cruciais para determinar o tipo de estrutura a ser obtida
(Frézard et al. 2005). O método utilizado neste estudo para a preparagdo dos lipossomas baseou-
se na liofilizacdo de lipossomas vazios carregados negativamente e na subsequente reidratacdo
do po liofilizado com solugdo aquosa de antimoniato de meglumina. Esse método apresenta
como principal vantagem a ndo exposicdo do farmaco ao processo de obtencao dos lipossomas,
reduzindo assim, riscos de alteracdo quimica do principio ativo, além do beneficio de hidratacéo
antes da administragéo, evitando problemas de instabilidade decorrentes do armazenamento a
longo prazo (Frézard & Demicheli, 2010). Trabalhos prévios na literatura utilizando esse
método de preparo de lipossomas com posterior hidratacdo em solucdo antimonial, tem
demonstrado éxito, tanto em modelo murino quanto em cées como reportado por Schettini et
al. 2006; Silva et al. 2012; Azevedo et al. 2014 e Reis et al. 2017.

Posterior a hidratacdo das vesiculas lipossomais convencionais e peguiladas em
antimoniato de meglumina, foi realizada uma caracterizacao fisico-quimica das mesmas, afim
de garantir a qualidade do farmaco/veiculo produzido, antes da administracdo nos animais. As
formulacGes lipossomais convencionais e peguiladas apresentaram percentuais de encapsulagédo
de 22% e 32%, respectivamente, corroborando com trabalhos prévios da literatura que
demonstram uma baixa eficiéncia de encapsulagdo de antimoniato de meglumina em virtude de
sua natureza hidrofilica (Frezard & Demicheli, 2010; Azevedo et al. 2014; Reis et al. 2017).
Outro fator limitante no preparo de formulacdes lipossomais que pode definir o éxito de
determinado tratamento, é o didmetro e dispersdo das vesiculas, uma vez que é bem estabelecido

que esses parametros podem influenciar na biodistribuicdo, biodisponibilidade, toxicidade e
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eficacia terapéutica do farmaco encapsulado (Carter et al. 1989; Ribeiro et al. 2008; Frézard &
Demicheli, 2010). Em nosso estudo, o diametro médio das vesiculas foi de 240 nm e 212 nm
nas formulacbes lipossomais convencionais e peguiladas respectivamente, tamanhos
considerados satisfatdrios. Esta avaliacdo é importante, pois sabe-se que lipossomas pequenos
interagem menos com proteinas plasmaticas, evadem a captura pelo sistema fagocitario e
possuem meia vida mais longa no sangue, ao contrério dos lipossomas maiores que s&o
rapidamente eliminados da circulacdo (Lao et al. 2013; Azanza et al. 2015). Schettini et al.
(2006) observaram que uma formulacdo de antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas de 410 nm de didmetro médio propiciou uma concentracdo de antiménio na medula
Ossea cerca de trés vezes maior do que uma formulacdo com a mesma composi¢ado lipidica,
porém de 1200 nm de didmetro meédio, confirmando o importante papel do tamanho das
formulacGes lipossomais associado a sua farmacocinética.

Levando em conta a imunoterapia proposta nesse trabalho, inicialmente foi realizada
uma avaliacdo da capacidade funcioanal do anticorpo blogqueador do receptor de IL-10 in vitro.
E sabido que na leishmaniose visceral humana e/ou canina, a citocina IL-10 é uma das
moléculas chave no processo de patogénese da doenca. Esta citocina € expressa por muitas
células do sistema imune adaptativo, incluindo subconjuntos de células Thl, Th2 e Thl7,
células Treg, células T CD8" e células B além de ser expressa por células dendriticas,
macrofagos, mastocitos, eosindfilos e neutrofilos (Saraiva & O’Garra, 2010; Verma et al.
2015). Para exercer sua funcdo, a citocina IL-10 requer uma ligacao especifica a um complexo
de superficie celular composto de duas subunidades, as cadeias de receptores IL-10R1 e IL-
10R2, que diferem no tamanho e sequéncia de aminoécidos (Moore et al. 2001; Walter, 2014).
A partir desta interagdo, a molécula de IL-10 ativa as fun¢bes imunomodulatérias nas células
alvo, comprometendo principalmente o mecanismo efetor pré-inflamatério (Moore et al. 2001;
Saraiva & O’Garra, 2010).

Em nosso estudo, a avaliagdo preliminar do bloqueio do receptor de IL-10 in vitro
utilizando o anticorpo monoclonal anti-receptor de IL-10 canino, demonstrou aumento da
proliferacdo linfocitaria antigeno especifica tanto para células T CD4" quanto para células T
CD8". Corroborando com nosso estudo, um trabalho avaliando o blogueio do receptor de IL-
10 em pacientes com hepatite C, demonstraram um aumento na proliferacdo de células T CD4*
apos estimulo antigénico de uma maneira dose dependente (Rigopoulou et al. 2005). Além da
ativacdo na proliferacdo de células T especificas, observamos também uma diminuigéo de IL-

4 produzido por células CD4" além de um aumento na producdo de TNF-a. Diversos estudos
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utilizando de estratégias de avaliagdo tanto in vitro quanto in vivo, demonstraram um aumento
na producdo de citocinas pro inflamatdrias na leishmaniose bem como em outras doengas como
hepatite C e coriomeningite linfocitica (Murray et al 2002, 2003; Rigopoulou et al. 2005;
Ejrnaes et al. 2006). Dessa maneira, podemos sugerir a capacidade funcional do anticorpo
monoclonal contra o receptor de IL-10 canino nos experimentos in vitro, o que indicaria sua
possivel funcdo imunofarmacolégica (eficacia) numa avaliacdo in vivo, proposta integrante
deste trabalho.

ApOs a caracterizacdo dos lipossomas e avaliacdo inicial da atividade in vitro do
anticorpo bloqueador do receptor de IL-10, foram realizados os diferentes protocolos
terapéuticos nos animais. Durante o tratamento, alteracbes comportamentais ou fisioldgicas
foram observadas nos animais submetidos a quimioterapia com AMLip. A maioria dos animais
apresentaram efeitos adversos importantes apos a aplicacdo das doses da quimioterapia como
taquicardia, hipersalivacdo, prostragdo, vomitos dentre outros. Alguns trabalhos na literatura
tém demonstrado os mesmos resultados apds o tratamento com antimoniato de meglumina
lipossomal onde os animais apresentaram também taquicardia, taquipnéia, hipersalivacao,
vomitos e prostracao (Ribeiro et al. 2008; Szebeni et al. 2011). Por outro lado, Silva et al. (2012)
observou que a administracdo da formulacgéo lipossomal de antimoniato de meglumina foi bem
tolerada pelos animais e os efeitos colaterais quando presentes foram transitérios. Esses efeitos
adversos relacionados a aplicagdo da formulacéo lipossomal provavelmente estdo associados a
ativagdo do sistema do complemento pelos lipossomas, produzindo a denominada “reacdo
pseudo-alérgica mediada por complemento”, o que determinaria alguns dos sintomas
apresentados pelos animais (Szebeni et al. 2011). De forma contraria, alteragdes ou efeitos
colaterais, alem de dor local, ndo foram observadas nos cdes submetidos a imunoterapia com
Blog IL-10R.

A primeira abordagem investigativa, antes e ap0s 0s respectivos tratamentos, buscou
avaliar as principais alteracfes hematoldgicas e bioquimicas séricas dos cdes submetidos a
quimioterapia com AMLip e a imunoterapia com Bloqg IL-10R. Estes parametros, embora
limitados para diagndstico direto da LVC, servem como biomarcadores de prognéstico, na
identificacdo de formas graves e no acompanhamento em relacdo a resposta terapéutica na
doenca (Reis et al. 2006b; Reis et al. 2009; Solano-Gallego et al. 2011; Freitas et al. 2012;
Kaszak, Panellas & Kaszak, 2015).

Na histdria natural da LV C observa-se um quadro hematologico critico, principalmente

pelo fato da medula 6ssea estar densamente parasitada, causando perturba¢des na homeostasia
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do processo hematopoiético que consequentemente pode induzir a uma pancitopenia periférica
(Tropia de Abreu et al. 2011; Torrecilha et al. 2016). Dessa forma, observa-se um quadro
caracterizado pela producao ineficiente de células sanguineas, com um quadro de anemia,
leucopenia (caracterizados por diminui¢do de monacitos, linfécitos, eosinofilos e neutréfilos) e
trombocitopenia, associadas com Unicas ou mdaltiplas mudancas displasicas nesse 6rgdo
(Bourdoiseau et al. 1997; Costa-Val et al. 2007; Weiss, 2010). Em relagé&o ao leucograma geral,
observamos uma normalizacao na global de leucdcitos e linfocitos nos grupos AMLip e Blog
IL-10R, respectivamente, apesar do numero de eosinofilos permanecer abaixo dos valores de
referencia nos dois grupos apés os tratamentos. Reis et al. (2006c) observaram em cées
naturalmente infectados por L. infantum, categorizados de acordo com a carga parasitaria na
medula 6ssea, que animais apresentando baixo parasitismo demonstravam aumento nos valores
globais de mondcitos e linfocitos quando comparados ao grupo de cdes com alto parasitismo.
Em outro trabalho, estes mesmos autores demonstraram em cdes naturalmente infectados por
L. infantum, portadores de diferentes formas clinicas da LVC, que cdes sintomaticos
apresentavam leucopenia caracterizada principalmente por monocitopenia, linfopenia e
eosinopenia (Reis et al. 2006b).

Trabalhos prévios da literatura utilizando protocolos de tratamento baseados em
antimoniato de meglumina lipossomal associado ou ndo ao alopurinol, ndo demonstraram
alteracBes no leucograma de cdes naturalmente infectados por L. infantum, ap6s os tratamentos
(Ribeiro et al. 2008; Silva et al. 2012). De forma interessante, observamos em nosso trabalho
utilizando a quimioterapia com AMLip um restabelecimento, principalmente de linfécitos, nos
tempos inicias pés tratamento (T30 e T90), com uma ligeira queda ao final do acompanhamento
experimental dos animais (T180).

Em relacdo ao eritrograma, observamos apenas um reestabelecimento no percentual de
hematocrito nos cédes do grupo AMLip e uma reducéo nos niveis de hemoglobina no grupo Blog
IL-10, além de uma trombocitopenia leve em ambos 0s grupos, mesmo apds 0s tratamentos.
Leal et al. (2014) demonstraram que a progressdo da doenca foi associada com alteracfes em
varios pardmetros hematoldgicos, com reducdo de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito
principalmente em cédes sintomaticos. De fato, anemia normocitica e normocrémica aparece
desde a fase inicial da doenga como um achado frequente na infecgdo por L. infantum, atingindo
em torno de 50-70% de cdes e em até 90% dos casos de LVH (Amusategui et al. 2003; Queiroz
et al. 2004; Varma & Naseem, 2010). Em cées, estudos relatam que a hemolise, sequestro de

eritrécitos no baco, hemorragia, diminuigdo da fluidez lipidica da membrana dos eritrocitos
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e/ou mudangas nos mecanismos de citoaderéncia nos receptores ligantes de eritrocitos no baco
podem participar da anemia severa na LVC (Koutinas et al. 1999; De Luna et al. 2000). Costa-
Val et al. (2007) observaram que 42% dos cdes avaliados em seu estudo apresentaram anemia
normocitica normocrémica e nao regenerativa. Estes dados coincidem com os descritos em
outros trabalhos que apontam a anemia normocitica e normocrémica como um achado comum
na LVC ativa (Ciaramella et al. 1997; Feitosa et al. 2000; Reis et al. 2006a; Freitas et al. 2012;
Torrecilha et al. 2016).

Além da anemia, a trombocitopenia é um achado laboratorial comum que atinge tanto
humanos quanto cdes com LV (Ciamarella et al. 1997; Petanides et al. 2008). Na LVC, esse
achado pode ser resultado de altera¢fes no endotélio pela vasculite, esplenomegalia, distarbios
na trombocitopoiese e dos niveis dos fatores de agregacao plaquetarios (Ciamarela et al. 2005;
Cortese et al. 2006). Dessa forma, observamos que os tratamentos propostos nesse trabalho nao
foram efetivos em normalizar o quadro hematoldgico 180 dias apds as intervencdes
terapéuticas, apesar da normalizacdo ser observada nos tempos iniciais p6s tratamento (T30 e
T90).

O rim é um ¢6rgdo bastante acometido na LVH e LVC, seja pela deposicdo de
imunocomplexos a partir de processos imunopatoldgicos desencadeados pelo parasito, seja pela
toxicidade decorrente do tratamento com farmacos convencionais. Em nosso trabalho
observamos um aumento gradativo nos niveis de ureia em cdes do grupo AMLip e uma
manutencdo desses niveis no grupo Blog IL-10R. De forma interessante, os niveis de creatinina
se mantiveram normais em ambos 0s grupos durante todo 0 acompanhamento experimental.
Estudando a doenca canina, Freitas et al. (2012) observaram elevac¢fes nos niveis de ureia e
creatinina no soro de 45% de cdes com sintomatologia clinica e Amusategui et al. (2003),
verificaram aumento dos niveis séricos de ureia em 65% dos cdes sintomaticos enquanto apenas
7% apresentavam aumento dos niveis séricos de creatinina. Em cées submetidos ao tratamento
com antimoniato de meglumina lipossomal, Silva et al. (2012) observaram aumento nas
concentragdes séricas de ureia, evidenciando que este pardmetro muitas vezes ndo acompanha
a resposta clinica durante o tratamento na LVC. Em nosso estudo, observamos o mesmo perfil
de aumento gradativo nos niveis desse biomarcador nos animais do grupo AMLip,
demonstrando possivelmente um dano renal nesses animais, seja pela ndo efetividade do
tratamento ou pela toxicidade do antiménio pentavalente. Por outro lado, os niveis de ureia do

grupo Bloqg IL-10R mantiveram-se normais nos tempos iniciais pos tratamento (T30 e T90).
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Roatt et al. (2017) observaram uma reducdo e normalizacéo dos niveis desse biomarcador ap6s
0 tratamento com a vacina LBMPL, justificando que ao contrdrio da quimioterapia
convencional, a imunoterapia mostra-se benéfica em ndo causar dano renal nos animais

submetidos a este tipo de tratamento.

Em se tratando da avaliagdo hepatica, sinais de comprometimento estrutural e funcional
hepatico podem acontecer em cées infectados por L. infantum, incluindo aumento moderado
das enzimas alanina amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST), assim como
aumento sérico de bilirrubina, gama glutamil transferase (Gama-GT) e fosfatase alcalina
(Solano-Gallego et al. 2011). Em nosso estudo, ndo foram observadas alteracGes nos valores
séricos de ALT/TGP, AST/TGO e Gama-GT ap0s a quimioterapia com AMLip ou com a
imunoterapia com Blog IL-10R. Por outro lado, os niveis de fosfatase alcalina normalizaram
apos os distintos tratamentos. O mesmo resultado foi observado por Silva et al. (2012) avaliando
diferentes propostas de tratamento utilizando antimoniato de meglumina encapsulado em
lipossomas nanomeétricos, indicando que a utilizacdo desse tipo de formulacdo ndo promove
dano hepatico. De forma distinta, Davidson (1998) e lkeda-Garcia et al. (2006) observaram
aumento sérico das enzimas hepéticas apos tratamento com antimoniato na sua forma livre,
indicando uma possivel hepatotoxicidade devido ao uso de altas concentra¢cBes do farmaco
livre. Por outro lado, trabalhos recentes utilizando a imunoterapia com o imunomodulador P-
MAPA (agregado protéico obtido da fermentacdo do fungo Aspergillus oryzae) ou com a vacina
LBMPL em cdes com LV ndo promoveram alteracGes nas enzimas hepaticas demonstrando a
seguranca no uso destas estratégias de tratamento em relacdo a toxicidade sistémica (Santiago
et al. 2013; Roatt et al. 2017).

Em relagdo ao proteinograma, observa-se na LVC que a composicdo do perfil
eletroforético das proteinas plasmaticas de animais doentes sofre alteracdo, principalmente
quanto a relacdo albumina e globulina séricas (A/G). O aumento da concentracdo no plasma
das fracdes P e y seria responsavel pelo aumento geral das gamaglobulinas; enquanto que a
diminuicdo da albumina seria devido a perdas por nefropatias, doencas hepaticas, subnutricdo
cronica ou até mesmo a combinacao destes fatores (Amusategui et al. 2003; Reis et al. 2006).
Em nosso estudo, ambos 0s grupos apresentaram o0s niveis de albumina e a razdo A/G dentro
dos valores de referéncia, ao contrario dos niveis de proteinas totais e globulina que
permaneceram alterados durante todo o acompanhamento experimental. Andrade et al. (2011)

observaram resultados semelhantes apds o tratamento de cdes infectados por L. infantum com
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miltefosine, justificando a ativagdo policlonal de linfocitos B e producgdo de anticorpos como
possivel causa desse aumento. Por outro lado, Silva et al. (2012) observaram que os niveis de
proteinas totais e globulinas séricas evoluiram de forma positiva, retornando para os valores de
referéncia em cdes com LV que receberam antimoniato de meglumina lipossomal associado ou
ndo ao alopurinol, mesmo resultado observado por Miret et al. (2008) ap6s tratamento com
antimoniato de meglumina em sua forma livre (quimioterapia) ou associado a vacina Leish-

110f+MPL-SE (imunoquimioterapia).

Além de uma analise sistémica das condi¢bes hemato-bioguimicas, uma analise do
perfil leucocitario dos cées tratados com as diferentes abordagens terapéuticas aqui propostas
foi avaliado antes e ap6s os tratamentos. Dessa forma, uma analise de imunofenotipagem no
contexto ex vivo do sangue periférico dos cées foi realizada. Nossos resultados demonstraram
um aumento de linfécitos T CD3* e das subpopulacdes T CD4* e TCD8* além de linfécitos B
em T30 e T90 nos cées do grupo AMLip. Ao fim do acompanhamento experimental (T180),
observamos uma queda dos valores globais dessas populagdes celulares. Em relagdo ao grupo
Blog IL-10R, foi observado um aumento direcionado para a subpopulacéo de linfécitos T CD4*
nos tempos iniciais p6s imunoterapia (T30 e T90). Reis et al. (2006b) e Leal et al. (2014)
demonstraram que animais com LV em sua forma assintomdtica apresentam como
biomarcadores de resisténcia, aumento de linfécitos T e de suas subpopulagdes (T CD4" e T
CD8"). Em contrapartida, animais sintomaticos desenvolvem perfil de susceptibilidade e
apresentam reducdo dessas populacdes celulares. Moreno et al. (1999) e Guarga et al. (2002)
observaram um significante aumento de linfécitos T CD4* no sangue periférico de cdes doentes
ap6s a quimioterapia com anfotericina B ou da imunoquimioterapia com Glucantime®
associando a uma preparacao antigénica de L. infantum. Da mesma forma, trabalhos recentes
demonstraram que apo6s o tratamento com o imunomodulador P-MAPA ou com a vacina
terapéutica LBMPL houve um aumento significativo de linfécitos TCD8" e um aumento, apesar
de néo significativo, de linfocitos TCD4", reforcando o papel destes agentes terapéuticos em
estimular seletivamente o sistema imune dos animais tratados, ativando principalmente o

compartimento de células T (Santiago et al. 2013; Roatt et al. 2017).

Além das populacdes e subpopulagdes de linfocitos da resposta imune adaptativa,
avaliamos uma importante populacdo celular da resposta imune inata, as celulas NK,
responsaveis pela integracdo entre as respostas imunes e fundamental no controle inicial da

infeccdo por L. infantum. Estas células, apds a ativacdo por I1L-12 produzida por macrdofagos,
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exercem sua funcdo, seja pela lise de células infectadas ou pela producéo de IFN-y, aumentando
o0 potencial microbicida dos macrofagos e contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta
Th1l (Harms et al. 1991; Bogdan, 2012; Mandal & Viswanathan, 2015). Em nosso estudo, foi
observado um aumento significativo destas células 30 dias apos o tratamento (T30) em animais
do grupo AMLip. Por outro lado, observamos uma diminui¢do dessa populacdo celular 90 e
180 dias pds tratamento (T90 e T180) no grupo que recebeu a imunoterapia com Blog IL-10R.
Apesar de poucos estudos na literatura em relacdo as células NK e principalmente sobre a
avaliacdo dessas células apés intervencges terapéuticas na LVC, Roatt et al. (2017) observaram
um aumento significativo dessa populagéo celular ap6s a imunoterapia com a vacina LBMPL.
Dessa forma, um estudo mais aprofundado e especifico sobre o real papel destas células na
resposta imune na LVC é fundamental para propormos seu potencial como biomarcador

imunoldgico na terapéutica canina.

Buscando-se avaliar o perfil de potenciais células apresentadoras de antigenos apos as
intervencdes terapéuticas propostas, bem como ampliar as investigacbes dos fatores que
poderiam contribuir para a ativacdo da imunidade adaptativa, o nimero de monécitos CD14*
circulantes foi quantificado nos diferentes grupos. Observou-se em animais do grupo AMLip
um aumento dessas células nos tempos iniciais pds tratamento nao sendo observadas variacoes
nos valores destas células no grupo de animais tratados com o Blog IL-10R. Reis et al. (2006¢)
observaram em cées naturalmente infectados por L. infantum, categorizados de acordo com a
carga parasitaria na medula 6ssea, que 0s animais que apresentavam baixo parasitismo medular
possuiam maiores valores globais de mondcitos quando comparados ao grupo de caes com alto
parasitismo. Interessantemente, Guerra et al. (2009) relataram em cées naturalmente infectados
por L. infantum com alta carga parasitaria no baco uma diminuicdo de mondcitos CD14*
circulantes. Por outro lado, Leal et al. (2014) ndo observaram diferencas no nimero dessas
ceélulas entre cdes controles, assintomaticos e sintomaticos. Em um trabalho avaliando a
efetividade de vacinoterapia na LVC, Roatt et al. (2017) observaram um aumento no ndmero
de monacitos 90 dias apos o tratamento (T90). Dessa forma, nossos resultados nos levam a crer
gue os distintos tratamentos aqui propostos foram eficazes em reestabelecer os parametros

leucocitarios sistémicos nos tempos iniciais de avaliagdo (T30 e T90).

O curso da relagdo estabelecida entre o parasito Leishmania e o hospedeiro é
determinado por fatores como espécies e cepas do parasito, inseto vetor além das diferentes

respostas imunoldgicas desencadeadas pelo proprio hospedeiro, que € essencial na resolugéo da
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infeccdo (Kaye & Scott, 2011; Koutinas & Koutinas, 2014). Assim, considerando a relevancia
da resposta imune na LV, bem como na LVC, foi realizada uma avaliacéo especifica da mesma,
através da analise da atividade linfoproliferativa em CMSP apds estimulagdo com antigeno
solavel de L. infantum (ASLI), uma vez que uma resposta linfoproliferativa positiva frente ao
estimulo com antigeno, é um biomarcador cléassico de resisténcia na LVC (Pinelli et al. 1994a;
Reis et al. 2009; Reis et al. 2010).

Em nosso estudo, observamos que o0s cdes do grupo AMLip apresentaram aumento da
resposta proliferativa especifica relacionada a linfocitos T CD4* em T90 ao passo que animais
do grupo Blog IL-10R apresentaram proliferacdo especifica de linfocitos T CD4" e CD8" em
T30 e T90. Entretanto, observamos que em T180 ha uma diminuicdo dessa proliferacdo em
ambas subpopulacGes em animais submetidos a imunoterapia. Boggiato et al. (2010)
demonstraram um aumento da atividade proliferativa antigeno-especifica de linfocitos T CD4*
em cdes naturalmente infectados por L. infantum e assintométicos, sugerindo o papel
fundamental destas células para o controle da doenca e manutencdo desta forma clinica.
Trabalhos como o de Borja-Cabrera et al. (2004) avaliando a imunoterapia com a vacina FML
em cdes infectados e assintomaticos, demonstraram uma IDR positiva 22 meses ap0s 0
tratamento. Miret et al. (2008) avaliando a vacina Leish110f® associada ao adjuvante MPL-SE®
em cdes com LVC demonstraram uma maior atividade linfoproliferativa antigeno especifica
180 dias pos tratamento, entretanto esses valores ndo foram considerados significativos.
Interessantemente, ao avaliar a vacina LBMPL em cées naturalmente infectados por L. infantum
e sintomaticos, Roatt et al. (2017) demonstraram um aumento da proliferacdo de linfocitos T
CD4" quanto de CD8" frente ao ASL.i. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos
apos a imunoterapia com Blog IL-10R proposta nesse trabalho, sugerindo que a mesma € capaz
de estimular e manter uma resposta imunoldgica Leishmania-especifica, num intervalo de
tempo menor (até 90 dias pds tratamento) que o tempo estabelecido como tempo de avaliacédo
final deste trabalho (180 dias).

O potencial imunomodulador de farmacos leishmanicidas é diretamente relacionado
com a capacidade dos mesmos em restaurar a efetividade de células T e estimular a producéo
de citocinas derivadas de macréfagos e linfocitos T (Basu et al. 2006; Muniz-Junqueira et al.
2008; Saha et al. 2011; Haldar et al. 2011). Tal fato foi demonstrado em nosso trabalho,
evidenciado pela restauracdo na proliferacdo de linfécitos TCD4" apds tratamento com

antimoniato de meglumina lipossomal. Assim como na imunoterapia, a quimioterapia foi capaz
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de restaurar essa capacidade linfoproliferativa apenas nos tempos iniciais de avaliagéo,
sugerindo uma possivel manutencdo da terapia em cées tratados com AML.ip.

Sabe-se que além de estimular o aumento da atividade citotoxica de células NK na LVC,
a citocina IFN-y promove a atividade microbicida de macrdéfagos através da producdo de
espeécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Holzmuller et al. 2005; Carrillo & Moreno, 2009;
Maia & Campino, 2012). Por outro lado, a citocina IL-4 parece estar associada a
susceptibilidade na doenca humana, entretanto na LVC seu papel ainda parece controverso
(Sundar et al. 1997; Quinnell et al. 2001; Sacks & Noben-Trauth, 2002; Barbieri, 2006).
Enquanto alguns autores tém demonstram aumento dos niveis de 1L-4 na medula 6ssea e bago
de cdes sintomaticos, outros tem demonstrado aumento dos niveis dessa citocina no sangue
periférico tanto em cées assintomaticos quanto sintomaticos (Quinnell et al., 2001; Manna et
al. 2006; Michelin et al. 2011). Em nosso estudo observamos comportamento similar na
producdo de citocinas intracitoplasmaticas, com um aumento tanto de IFN-y quanto de IL-4 por
células TCD4* noventa dias pés tratamento (T90) em ambos os grupos. De forma contraria, ndo
observamos diferencas em relacdo a producéo de citocinas por células T CD8* apesar de ser
claro que ambas subpopulac6es de linfécitos T (CD4" e CD8") séo ativados LV e participam
cooperativamente na resolucdo da infeccéo (Alexander et al. 2001). Estudos realizados em cées
infectados por L. infantum e submetidos ao tratamento com miltefosine em diferentes regimes
terapéuticos demonstraram resultados semelhantes a quimioterapia empregada em nosso
estudo, com um aumento inicial de IFN-y seguido por uma diminuicdo desses niveis no ultimo
tempo de avaliacdo (Andrade et al. 2011). Trabalhos recentes utilizando a imunoterapia com o
imunomodulador P-MAPA, com a proteinase cisteina recombinante (rLdccysl) de L. infantum
ou com a vacina LBMPL demonstraram um aumento de IFN-y, melhora dos parametros clinicos
e reducdo da carga parasitaria em caes doentes, comprovando a relevancia dessa citocina como
biomarcador de resisténcia na LVC (Santiago et al., 2013; Ferreira et al., 2014, Roatt et al.
2017).

Apesar de estar claro na literatura que a citocina TNF-o. age sinergicamente com IFN-y
na ativacdo macrofagica, lise e morte de Leishmania nos tecidos infectados, a avaliacdo dessa
citocina produzida por CMSP ap0s estimulacao in vitro ndo apresentou variagdes nos diferentes
tempos avaliados em ambos o0s grupos. Em um estudo avaliando a expressdo de RNAm de
citocinas em linfonodo de cdes naturalmente infectados, Alves et al. (2008) relataram que caes

assintomaticos apresentam aumento tanto de IFN-y quanto de TNF-a, sugerindo que este
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aumento esta relacionado ao controle do parasitismo neste 6rgdo. Por outro lado, Panaro et al.
(2009) observaram que a expressdéo de RNAm de TNF-o ndo foram diferentes em caes
assintomaticos e sintomaticos apds 4 meses de diagnostico da doenca, porém essa expressao foi
maior em cdes sintomaticos do que assintomaticos 8 meses ap6s diagndstico. De forma
interessante, Roatt et al. (2017) observaram um aumento concomitante de IFN-y e TNF-a
juntamente com melhora dos pardmetros clinicos e diminuicdo drastica na carga parasitaria
tecidual em cées infectados por L. infantum e tratados com a vacina LBMPL, comprovando o
possivel papel de TNF-o como biomarcador de resisténcia na LVC.

Vérios trabalhos na literatura tém demonstrado a associacao direta da citocina 1L-10
com a patogénese da LV, tanto na doenga humana quanto na canina (Nylén & Sacks, 2007,
Reis et al. 2010; Gautam et al. 2011). Panaro et al. (2009) demonstraram aumento na expressao
de RNAm desta citocina em CMSP de cédes sintomaticos quando comparado a cées
assintomaticos apos estimulacdo com ASLi. De forma semelhante, Alves et al. (2008) também
relataram a expressdo aumentada de 1L-10 em linfonodos de cées apresentando a LV ativa e
Nascimento et al. (2015) observaram aumento da expressdo dessa citocina no baco e figado de
cdes sintomaticos comparados a cées assintomaticos. J& Boggiatto et al. (2010), observaram
aumento nos niveis desta citocina em CMSP estimuladas com ASLi independente da forma
clinica. Em nosso estudo, ao avaliarmos a citocina IL-10 produzida por CMSP ap06s cultivo na
presenca de ASLi, observamos que, apesar de ndo significante, houve uma redugdo em T30 e
T90 em cdes do grupo AMLip com um subito aumento em T180. Nos cdes submetidos a
imunoterapia com Bloq IL-10R, observamos uma diminuicdo apenas em T30.
Interessantemente, Reis et al. (2017) observaram, ap6s avaliacdo de um protocolo terapéutico
baseado em antimoniato de meglumina encapsulado em lipossomas convencionais e peguilados
em modelo murino, uma diminuic¢éo de IL-10 no baco de animais tratados. Andrade et al. (2011)
avaliando a quimioterapia com miltefosine em cées naturalmente infectados por L. infantum,
observaram, apesar de ndo significativo, uma diminui¢cdo dos niveis de IL-10 nos tempos
iniciais pos tratamento, porém nos tempos finais de avaliagdo houve aumento nos niveis dessa
citocina. Trabalhos recentes avaliando a imunoterapia com o imunomodulador P-MAPA, a
proteinase cisteina recombinante (rLdccysl) ou com a vacina LBMPL demonstraram uma
diminuig&o significativa nos niveis dessa citocina apés os diferentes tratamentos, demonstrando
0 papel dessa citocina como biomarcador de suscetibilidade na LVC (Santiago et al. 2013;
Ferreira et al. 2014; Roatt et al. 2017).
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Em conjunto, os dados relacionados as andlises in vitro, frente a estimulagdo com ASLI,
como linfoproliferacéo, citocinas intracitoplasmaticas e dosagem de citocinas em sobrenadante
de cultura, nos leva a crer que ambos os tratamentos propostos nesse estudo foram capazes de
restaurar a capacidade inflamatdria dos caes, estabelecendo um bom prognéstico para os
animais. Porém, este restabelecimento ndo persistiu até o ultimo tempo do acompanhamento
experimental, sugerindo a necessidade de uma nova intervencdo ou manutencédo das distintas
terapias propostas por um tempo mais prolongado. Possivelmente, uma revisdo no esquema
terapéutico, aumentando os pulsos da quimioterapia e os ciclos de imunoterapia sdo importantes
alteracdes a serem consideradas nos esquemas terapéuticos aqui propostos.

A caracterizacdo dos aspectos clinicos dos animais selecionados para o estudo antes das
diferentes intervencdes terapéuticas contou com uma minuciosa avaliacdo dos animais por
médico veterinario e refletiu de forma similar os dados da literatura que sugerem um amplo
espectro de sinais e sintomas clinicos classicos da LV, nos mais variados graus de
acometimento e intensidade. Similar a trabalhos da literatura, as principais alteracdes
observadas na maioria dos animais foram linfadenopatia, onicrogrifose, Ulceras/ dermatites na
pele e conjuntivite (Amusategui et al, 2003; Alvar et al. 2004; Baneth et al. 2008; Solano-
Gallego et al. 2009; Solano-Gallego et al. 2011; Cardoso et al. 2017). Estas alteracGes
provavelmente sdo consequéncias dos complexos mecanismos patogénicos decorrentes da
visceralizacdo em diferentes 6rgdos e da diversidade da resposta imune articulada por cada
animal durante a evolucdo natural da doenca, que se traduzem nas manifestacGes clinicas
observadas (Amusategui et al. 2003; Solano-Gallego et al. 2009; Reis et al. 2009). De acordo
com Koutinas & Koutinas (2015), as causas da maioria dessas alteragdes sdo devido a intensa
inflamacdo granulomatosa ou pela injdria imune mediada pela deposi¢do de imunocomplexos,
demonstrados nos linfonodos, baco, medula 6ssea, figado e rins. Aditivamente, é possivel que
ambos 0s mecanismos mencionados contribuam igualmente para a geracdo das lesdes
microscopicas observadas na pele, masculo, membrana sinovial e estruturas oculares.

Apesar da melhora de alguns parametros avaliados em ambos 0s grupos nos tempos
iniciais pds tratamento (T30 e T90), ao fim do acompanhamento experimental (T180)
observamos a estabilizagdo do quadro de sinais/sintomas sugerindo um processo de ndo cura
ou falha terapéutica. Diversos trabalhos na literatura tém demonstrado uma melhora clinica em
cdes tratados com a quimioterapia convencional, apesar da ndo verificagdo da cura
parasitologica nesses animais em um curto periodo de tempo pds tratamento (Ikeda-Garcia et
al. 2007; Miret et al. 2008; Andrade et al. 2011; Torres et al. 2011; Manna et al. 2015). Da
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mesma forma, alguns protocolos imunoterapéuticos tem ganhado a atencgéo, especialmente por
melhorar a condigdo clinica, bem como reduzir a carga parasitaria em alguns 6rgdos nesses
animais. Estudos avaliando a imunoterapia em cies com a vacina Leishmune®, demonstraram
reducdo gradativa dos sinais clinicos apresentados pelos animais, bem como auséncia de morte
no grupo de cdes submetidos a imunoterapia (Borja-Cabrera et al. 2004). Trigo et al. (2010)
avaliando um protocolo imunoterapéutico observou uma melhora clinica de 100%, 80% e 92%
em cdes com LV tratados com a vacina Leish-111f® + MPL-SE, Glucantime® ou com
associacdo de ambos, respectivamente, demonstrando o potencial desta vacinoterapia proposta.
De forma interessante, resultados promissores foram obtidos em um estudo recente de Roatt et
al. (2017) que observaram uma redugdo na intensidade e na quantidade de sinais/sintomas
clinicos em cédes com LV tratados com a vacina LBMPL trés meses apds o tratamento.

Apesar da pouca resposta clinica obtida com os tratamentos propostos, foi possivel notar
uma melhora tanto dos sinais/sintomas sugestivos de LV bem como diminuicdo do score clinico
nos dois grupos avaliados nos tempos iniciais pos tratamento (T30 e T90). Estudos utilizando
a quimioterapia convencional em cdes com LV tem demonstrado uma diminui¢do do score
clinico em cdes ap0s o tratamento (Manna et al. 2009; Mir6 et al. 2011; Silva et al. 2012). Silva
et al. (2012) avaliando um protocolo quimioterapico baseado em antimoniato de meglumina
encapsulado em lipossomas convencionais associados ou ndo ao alopurinol observou uma
diminuicdo do score clinico tanto em cées tratados apenas com antimoniato de meglumina
guanto nos cédes que foram tratados com a associacdo dos farmacos. Avaliando protocolos
empregando imunoterapia, Trigo et al. (2010) e Roatt et al. (2017) utilizando as vacinas Leish-
111f®+ MPL-SE e LBMPL respectivamente, demonstraram, de forma interessante, reducio do
score clinico em 75% apG6s 0 acompanhamento experimental. Santiago et al. (2013) observaram
que cdes tratados com o imunomodulador P-MAPA apresentavam restauracao fisioldgica, com
reducdo drastica nos sinais/sintomas clinicos da LVC e valores de score reduzidos, quando
comparado ao grupo de cées néo tratados. De forma semelhante ao nosso trabalho, Ferreira et
al. (2014) avaliando a imunoterapia com a proteinase cisteina recombinante (rLdccysl)
observaram uma estabilizacdo do score clinico, sugerindo que tal tratamento foi capaz de
controlar o desenvolvimento da doenca, entretanto, ndo foi capaz de promover uma melhora no
quadro clinico com consequente reducdo do score.

Juntamente com as alteragdes fisicas dos animais, alteragdes a nivel tecidual sdo comuns
na LV. A esplenomegalia é uma delas, sendo considerada um sinal clinico marcante tanto na
LVH quanto na LVC (Badaro et al. 1990; Reis et al. 2009; Costa, 2009; Solano-Gallego et al.
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2011). Nesse sentido, em nosso trabalho foi avaliada a esplenomegalia, onde observamos que
ambos os tratamentos propostos foram capazes de manter estavel a estrutura e tamanho do érgéo
impedindo a progressdo desta alteracdo fisioldgica. Da mesma forma, Silva et al. (2012)
observaram auséncia de alteracfes no tamanho do baco em cées tratados com antimoniato de
meglumina lipossomal associado ao alopurinol. Por outro lado, Roatt et al. (2017) observaram
que ap6s a imunoterapia com a vacina LBMPL os cdes tratados apresentaram reducdo na
esplenomegalia em relacdo ao grupo de cées tratados apenas com MPL. Em humanos, a
esplenomegalia esta diretamente associada a complicacdes no quadro da LV sendo a
estabilizacdo e normalizacdo deste 6rgdo, juntamente com outros fatores, pardmetro de
avaliacdo para sucesso no tratamento (Drumond & Costa, 2011).

A fim de avaliarmos a eficécia terapéutica dos distintos protocolos experimentais
propostos, foi realizada a técnica de PCR em tempo real, que tem se tornado uma ferramenta
fundamental para diagnosticar/monitorar a carga parasitaria e consequentemente a evolucéo da
LV (Bretagne et al. 2001; Manna et al. 2006). Evidenciamos em nosso trabalho um aumento
expressivo da carga parasitaria no baco e pele dos cdes do grupo AMLip ao passo que
observamos uma diminui¢cdo do nimero de parasitos no baco de cées do grupo Blog IL-10R.
Um estudo recente em modelo murino, utilizando a mesma nanoformulagéo do nosso trabalho,
demonstrou uma diminuicdo expressiva da carga parasitaria no baco e figado apds o tratamento
(Reis et al. 2017). Azevedo et al. (2014) avaliaram a mesma mistura de lipossomas
convencionais e peguilados com antimoniato de meglumina também observaram uma
diminuicdo na carga parasitaria no baco de camundongos Balb/c quando comparada apenas
com as formulagdes lipossomais convencionais ou peguiladas isoladamente, utilizando a
técnica de diluicdo limitante para tal avaliacdo. J& no modelo cdo, Silva et al. (2012) avaliando
uma formulacdo baseada em antimoniato de meglumina em lipossomas convencionais
associados ao alopurinol, observaram uma reducédo significativa do parasitismo na medula
Ossea e baco ap6s a quimioterapia. Pelo contrério, esses mesmos autores observaram que 0
tratamento somente a formulacéo lipossomal (sem alopurinol) ndo foi efetivo em reduzir a carga
parasitaria nesses mesmos 0Orgdos. Esses resultados demonstram que, embora algumas
formulagGes lipossomais de antimoniato de meglumina sejam promissoras em camundongos, a
formulacdo empregada em nosso trabalho, baseada em lipossomas convencionais e peguilados
néo foi capaz de reduzir e manter controlada a replicacdo parasitaria, confirmando a inabilidade

dessa droga em manter sozinha a carga parasitaria em niveis baixos apés a interrupgdo do
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tratamento. Dessa forma, uma intervengdo farmacoldgica mais prolongada ou a associagdo
terapéutica possam promover uma reducéo e controle do parasito de forma mais eficaz na LVC.

Em relacdo a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10,
trabalhos prévios tém demonstrado, em modelo murino, uma reducdo da carga parasitaria no
figado de camundongos Balb/c infectados por L. donovani. Esse efeito foi mais expressivo
guando os animais foram tratados com duas doses do anticorpo com um intervalo entre elas do
que ao invés de apenas uma dose (Murray et al. 2002; Murray, 2005). Esses dados corroboram
com os do presente trabalho e justificam a necessidade de um refor¢o da imunoterapia proposta,
uma vez que, mesmo tendo um efeito na diminuicdo da carga parasitéria, a resposta imune
antigeno especifica bem como o score clinico do grupo apresentou-se, ao fim do
acompanhamento experimental (T180), semelhante a antes do tratamento (T0). Numerosos
estudos avaliando diferentes propostas imunoterapéuticas na LVC tem demonstrado éxito em
controlar o parasitismo em diferentes 6rgdos. Ferreira et al. (2014) observaram uma reducdo na
carga parasitaria no bago de cdes apds imunoterapia com a proteinase cisteina recombinante
(rLdccys1), mesmo ndo havendo reducdo do score clinico desses animais. Ja Trigo et al. (2013)
observaram, ap0s o tratamento com o imunomodulador P-MAPA, uma diminui¢édo da carga na
pele dos cédes tratados. De forma interessante, Roatt et al. (2017) observaram uma reducdo da
carga parasitaria na medula 6ssea, baco e pele de cdes tratados com a vacina LBMPL.

Nesse contexto, esse estudo buscou avaliar a nanoquimioterapia baseada em
antimoniato de meglumina lipossomal e a imunoterapia composta por anticorpo monoclonal
bloqueador do receptor de IL-10 em cdes naturalmente infectados por L. infantum. De forma
inesperada, cdes tratados com a quimioterapia proposta, ndo foram capazes de restaurar 0s
parametros hemato-bioquimicos, imunolégicos e parasitolégicos além dos parametros clinicos
apos o fim do acompanhamento experimental (T180). Da mesma forma, os cées tratados com
a imunoterapia proposta, ndo foram capazes de restaurar todos 0s parametros avaliados, apesar
da diminuicdo da carga parasitaria no baco ao fim do acompanhamento experimental (T180).
NOs acreditamos que por se tratar de um imunomodulador, um periodo maior de terapia ou
mesmo um refor¢o seria necessario para que melhoras nos pardmetros avaliados fossem
observadas.

Por fim, nossos resultados demonstraram um melhor desempenho da imunoterapia
avaliada, reforcando trabalho prévios da literatura e enfatizando o uso dessa estratégia de

tratamento para o emprego na LVVC, uma vez que evitaria a geracao de parasitos resistentes as
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drogas além reducéo da transmisséo para o inseto vetor e consequentemente o sacrificio de cées

soropositivos.

118



6 CONCLUSAO

119



Cardoso, J. M. O. Conclusao

O conjunto de dados obtidos neste trabalho avaliando diferentes protocolos terapéuticos
paraa LVC, nos permitiu estabelecer que tanto a quimioterapia com antimoniato de meglumina
lipossomal (AML.ip) ou a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de
IL-10 (Blog IL-10R) foram eficazes em restaurar os parametros hemato-bioquimicos,
imunoldégicos, parasitologicos e clinicos nos tempos iniciais de avaliagcdo pos tratamento (T30
e T90), apesar da falha em reestabelecer tais pardmetros 180 dias ap6s o fim dos tratamentos
(T180). Dessa forma, sugerimos que uma nova intervencdo terapéutica ou manutencdo das
distintas terapias propostas por um tempo mais prolongado é importante para obtencdo de

melhores resultados.
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A partir da realizacéo deste trabalho foi possivel obter resultados referentes a diferentes
estratégias de tratamento para a leishmaniose visceral canina, em cdes naturalmente infectados
por L. infantum. Além disso, com os resultados obtidos em nosso estudo foi possivel agregar
novas perspectivas que contribuirdo para ampliar o conhecimento sobre novas estratégias de
tratamento e suas possiveis aplicacdes em cdes com LV. Neste sentido, a continuidade desse
trabalho tem como principais perspectivas avaliar:

» A carga parasitaria em fémeas de flebotomineos alimentadas antes (T0) e apds os
tratamentos (T180);

» A resposta imune compartimentalizada (baco e figado) por PCR em tempo real afim de
avaliar a expressao de citocinas (IFN-y, IL-12, IL-2, IL-4, IL-10, TGF-B), quimiocinas
(RANTES, MIP-1, CCL2, CCL4, CCL13, CCL17, CCL21, CCL24, CXCL8, CXCLY9,
CXCL10), iNOS e receptores do tipo Toll (TLR2, TLR4, TLR9);

» O perfil histopatolégico (inflamagéo e neoformacédo de coldgeno) em amostras de baco,
figado e pele.
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9.1 Anexo 1

MINISTERIO DA EDUCACGA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Campus Universitario - Mome do Cruzeire — ICEB-II, Sala 29
35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil
Fone (31) 3558 -1388 Fax- (31) 3558-1370
Email: ceua@propp ufop br

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO

O

CERTIFICADO

Certificamos que o profocolo do projefo com uso de an

imais n® 2010/57,

intitulado “Desenvelvimento de estratégias e selugcdes inovaderas aplicadas

a ensaios pré clinicos na terapéutica da Leishmaniose visceral”, que tem

comeo responsavel ofa Frof(a). Dr{a). Alexandre Barboza Reis, foi aprovado

pela Comisséio de Etica no Uso de Animais da UFOP — CEUA/UFOP, de

acordo com tabela abaixo:

Dados dos Animais Aprovados
Espécie/linhagem | N.? de Animais ldade Sexo Frocedéncia
Govermnador
Cdaes SRD 30 Indefinido | Indefinido
Valadares-MG
Restricdo de dieta: [ ) sim | X ) ndo

Especificar

Este Cerfificado expira em: 01/11/2017.

Curo Preto, 16 de junho de 2014,

Prof.” Dr.? Lenice Kappes Becker
Coordenadora da CEUA/UFOP
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9.2 Anexo 2

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO &
nuupeb

Desenvolvimento de estratégias combinadas aplicadas ao tratamento da

Leishmaniose visceral

Informacdes ao proprietario

Recentemente, 0s agentes de zoonoses da Secretaria Municipal de Saiude/Controle de
Zoonoses de Governador Valadares fizeram coleta de sangue em seu cdo, para exame de
leishmaniose visceral e ap0s a realizacdo do mesmo foi constatado que seu animal apresentou
resultado positivo. Segundo o Ministério da Saude, cdes positivos representam risco a salde
publica e por este motivo devem ser eutanasiados. A Universidade Federal de Ouro Preto vem
trabalhando na busca de novas formas de tratamento para a leishmaniose visceral canina e para
gue possamos realizar este estudo necessitamos de caes infectados. Sendo assim, solicitamos
que vocé nos doe seu cdo doente, 0 que nos possibilitara testar novas formas de tratamento para
leishmaniose visceral canina. O animal recebera um tratamento especifico por um periodo de
seis meses no Canil de Experimentacdo da Universidade Federal de Ouro Preto e apds este
tempo seré eutanasiado, conforme normas do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
desta Universidade. Este trabalho estd sendo desenvolvido em parceria com a Secretaria

Municipal de Saude de Governador Valadares.

Ninguém poderé obrigé-lo a participar do estudo, mas contamos com a sua colaboracéao
ja que o desenvolvimento de novos tratamentos € de grande importancia para auxiliar as acoes
de controle da leishmaniose visceral. Os seus dados e endereco ndo aparecerdo em nenhum
momento da pesquisa. VVocé podera fazer quantas perguntas quiser, sendo um prazer para nos
respondé-las. E importante ressaltar que o senhor (a) tem a completa liberdade de recusar a doar

seu cdo. Se vocé estiver de acordo em contribuir com o desenvolvimento desta pesquisa, assine
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ou marque com sua digital no espaco abaixo e preencha com seus dados. Desde ja agradecemos
a sua participacao.

Nome completo:

RG: CPF:

Assinatura:

Governador Valadares, / /
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“Desenvolvimento de estratégias combinadas aplicadas ao tratamento da

leishmaniose visceral”

Este trabalho faz parte do doutorado em Ciéncias Biologicas da aluna Jamille M. de Oliveira
Cardoso, area de concentracdo Imunobiologia de Protozoérios, do Nucleo de Pesquisas em

Ciéncias Bioldgicas da UFOP orientado pelo Professor Alexandre Barbosa Reis.

Para qualquer informagé&o sobre o estudo entre em contato conosco:
Jamille M. de Oliveira Cardoso e/ou Alexandre B. Reis
Telefone: (31) 3559-1694

Endereco: Laboratério de Imunopatologia, Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas
(NUPEB), 3%andar - Campus Morro do Cruzeiro — Ouro Preto/MG.

Correio eletronico: ja mirelle@yahoo.com.br

Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFOP — CEUA/UFOP: 2013/155

Endereco: Universidade Federal de Ouro Preto - Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacéo
(PROPP/ICEB 11, Campus Universitario — Morro do Cruzeiro 35400-000 — Ouro Preto (MG).

Tel.: (31) 3559-1367/1368
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9.3 Anexo 3

¥ Universidade Federal de Ouro Preto
¥ Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas
Laboratério de Imunopatologia

m Ficha de Identificacdo e Controle de Cées Projeto Doutorado Jamille Oliveira

Ficha de Classificacdo Clinica - Identificacdo

Nome: Kilate Baia: 3

no: 112

Raca:SRD

Peso:4Kg

Idade: desconhecida

Pelagem: Curta

Corda Pelagem: Marron e preto

Peculiaridades: Manchas marrons pequenas acima das
palpebras superiores

Sexo: (x) Macho () Fémea

Porte: (x) Pequeno () Médio () Grande

Procedéncia: Governador Valadares - MG

Diagndstico: Sorologico DPP/ELISA(+) Parasitoldgico: Isolamento +
Vacina para LVC: () Sim (x) Nao Tratamento para LVC: () Sim (x) Nao
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9.4 Anexo 4
Ficha para Avaliacdo Clinica — Caes Doutorado Jamille Oliveira
Céo: Sexo:( ) macho ( )fémea  Avaliagdo: T°C: Data:__ /| [

Sinais Clinicos 0 1 2 3
Apetite: L] Normal [ ] Reduzido [] Anorexia
Peso Kg: [ ] Normal [] Perda leve ] Moderada [] Severa
Comportamento: ] Normal [ ] Apatia leve ] Moderada [] Prostracéo
Musculatura temporal: ] Normal [] Atrofia leve |:| Moderada [] Severa
Musculatura geral: ] Normal [] Atrofia leve [IModerada ] Caquexia
Adenopatia: [ Ausente (I 1a2int. L+ de 2 linf. [ Generalizada

Linfonodos Subm.: 1[Jou ambos[];

Conjuntivite:
Ceratite:

Mucosa oral:

Ulceras/nédulos orais:

Diarréia:

Artrite

Eritema na pele:
Ulceras/n6dulos:
Alopecia:
Des./Hiperpigment.:

Dermat. Seborreica:

Dermat. Furfuréacea:

Hipercerat. Foc./pata:

Onicogrifose:
Vasculite:
Esplenomegalia:

Epila facilmente:

Observag0es:

[ ] Ausente
L] Ausente
[ Normal
] Ausente
[ ] Ausente
[] Ausente
[] Ausente
L] Ausente
[] Ausente
[ ] Ausente
] Ausente
[ ] Ausente
[ ] Ausente
[ ] Ausente
[] Ausente
[ ] Ausente
[ ] Nzo

Pré escap: 10 ou ambos [1;

|:| Unilat./moderada
] unilat/moderada
[ Anemia leve
[11 a2 ulemod.

[] Ocasional

[] Localizada

[ ]<10% ou leve
[ 122 ule/mod.
[1<109% ou leve
[] Localizada

[] Localizada

[] Localizada

[] Leve

[] Leve

[] Localizada/leve
[ JLeve

[ ]sim

Popliteos: (1 ou ambos (]
|:| Bilat./severa unilat. |:| Bilateral/severa

|:| Bilat./severa unilat |:| Bilateral/severa

(] Moderada
[+ 2 dlcmod.
|:| Frequente
[ Até 2 patas

|:| 10-25% ou mod.
L] + de 2 ulc/nod.
D 10-25% ou mod

[ Muttifocal
[ Multifocal
] Multifocal
(] Moderada
(1 Moderada

|:| Multifocal/mod.

|:| Moderada

[ severa

[ Generalizada
] Sangramento
L1, 2 patas
[1> 2506

L1+ 5 ulc./néd.
O + 5 ulc./néd.
[ Generalizada
[] Generalizada
|:| Generalizada
[ Generalizada
[] Generalizada
[] Gen./severa
[ severa
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