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RESUMO

A leishmaniose visceral humana (LVH) esta entre as principais endemias emergentes no
mundo. Nas Américas e Mediterraneo, este problema de satude publica apresenta 0 cdo como
principal reservatério doméstico do parasito, tornando a leishmaniose visceral canina (LVC)
altamente prevalente. Assim, no Brasil, o Ministério da Salde preconiza o tratamento dos casos
humanos, o combate ao vetor, além da eutanasia de cdes soropositivos como principais medidas
de controle da LVH. Todavia, essas medidas além de muito questionadas, ndo tém logrado éxito
no controle da expansao da doenca. Além disso, o tratamento da doenca canina ndo leva a uma
“cura parasitoldgica”, ficando evidente a necessidade de estudos que busquem melhoria das
préticas para tratamento da LVC como alternativa ao sacrificio de cdes soropositivos. Dessa
forma, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o perfil imunolégico de cdes naturalmente
infectados por L. infantum apds a imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do
receptor de IL-10 (Blog IL-10R). Nossa estratégia experimental contou com 11 cdes que
receberam a imunoterapia com anticorpo monoclonal blogueador do receptor de IL-10 em duas
doses compostas por 2 mg de cada subunidade do anticorpo (contra subunidade alfa e beta)
totalizando 4 mg de anticorpo por dose, por via intramuscular. Os cdes foram avaliados antes
do tratamento (TO) e 30 (T30), 90 (T90) e 180 (T180) dias pds tratamento. Ao avaliarmos o
perfil imunofenotipico sanguineo, observamos que os cdes tratados apresentaram um aumento
de linfécitos TCD3"CD4" em T30 e T90, além de uma diminuicao das células NK em T90 e
T180. Em relacdo as andlises in vitro, observamos um aumento da linfoproliferacdo de
linfocitos T CD4" e CD8" em T30 e T90, apesar do tratamento ndo ter sido capaz de induzir
uma capacidade linfoproliferativa antigeno especifica até o fim do acompanhamento
experimental (T180). De forma interessante, foi observado um aumento de linfécitos TCD4*
produtores tanto de IFN-y quanto de IL-4 apds estimula¢do com antigeno soltvel de L. infantum
(ASLi) em T90. Nossos resultados demonstraram que a imunoterapia empregada foi capaz de
manter os resultados frente a infeccdo por L. infantum até 90 dias ap6s a imunoterapia (T90).
Assim, sugerimos que uma nova intervencao terapéutica ou manutencao da terapia proposta por

um tempo mais prolongado pode ser necessario para a ampliar a eficacia da acéo terapéutica.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, cdo, IL-10, imunoterapia, tratamento.



ABSTRACT

Human visceral leishmaniasis (LVH) and canine visceral leishmaniasis (LVC) are among the
leading emerging endemics in the world. In the Americas and the Mediterranean, this public
health problem presents the dog as the main domestic reservoir of the parasite. Thus, in Brazil,
the Ministry of Health advocates the treatment of human cases, combating the vector, as well
as the euthanasia of seropositive dogs as the main measures to control the disease. However,
these measures, besides being much questioned, have not been successful in controlling the
spread of the disease. In addition, the treatment of canine disease does not lead to a
parasitological cure, evidencing the need for studies that seek to improve the practices for the
treatment of LVC as an alternative to the sacrifice of seropositive dogs. Thus, the objective of
our study was to evaluate the immunological profile of dogs naturally infected by L. infantum
after immunotherapy with 1L-10 receptor blocking monoclonal antibody (IL-10R Block). Our
experimental strategy consisted of 11 dogs that received IL-10 receptor blocker monoclonal
antibody immunotherapy at two doses composed of 2 mg of each subunit of the antibody
(against alpha and beta subunit) a total of 4 mg of antibody per dose intramuscularly. Dogs
were evaluated before treatment (TO) and 30 (T30), 90 (T90) and 180 (T180) days post
treatment. When we evaluated the blood immunophenotypic profile, we observed that the
treated dogs showed an increase of TCD3* CD4" lymphocytes in T30 and T90, in addition to a
decrease in NK cells. Regarding the in vitro analyzes, we observed an increase in
lymphoproliferation of CD4* and CD8" T lymphocytes at T30 and T90, although the treatment
was not able to induce a specific antigen lymphoproliferative capacity until the end of the
experimental follow-up (T180). Interestingly, an increase in CD4* T lymphocytes producing
both IFN-y and IL-4 after stimulation with soluble antigen of L. infantum (ASLi) in T90 was
observed. Our results demonstrated that the immunotherapy used was able to maintain the
results against infection by L. infantum until 90 days after immunotherapy (T90). In addition,
we suggest that a new therapeutic intervention or maintenance of the proposed therapy for a

longer time may be necessary to increase the efficacy of the therapeutic action.

Key words: Canine visceral leishmaniasis, dog, IL-10, immunotherapy, treatment
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1- INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é um grave problema de satde publica no Brasil, causada
por parasitos da espécie Leishmania infantum (WHO, 2017). O céo € considerado 0 mais
importante reservatério do parasito, cumprindo um importante papel no ciclo epidemioldgico
da doenca, sobretudo, na transmissdo urbana. Usualmente, a leishmaniose visceral humana
(LVH) ocorre ap6s os casos de infec¢do canina (ALVAR et al. 2004). Isso esta associado ao
fato de os caes serem altamente susceptiveis a infeccao, possuirem alto parasitismo cutaneo e,
principalmente, pela sua proximidade no convivio junto ao homem (DANTAS-TORRES,
BRANDAO-FILHO, 2006). Complexa e com altas taxas de prevaléncia, a leishmaniose
visceral canina (LVC) acomete grande parte da populacéo canina de area endémica. Embora
somente uma parcela desses cdes apresentem manifestacfes clinicas da doenca, estes animais
podem dar continuidade ao ciclo epidemiolégico da doenca ao infectar flebotomineos
(SOLANO-GALLEGO et al. 2001; MORENO, ALVAR, 2002; BANETH et al. 2008).

Em relacdo ao tratamento da LVC, na regido do Mediterraneo séo utilizadas as mesmas
drogas aplicadas ao tratamento da L\VVH, variando a posologia e vias de administracdo (ALVAR
et al. 2004; MIRO et al. 2008). Embora seja observada uma melhora clinica, o tratamento em
cdes ndo resulta em “cura parasitologica”, somado ao fato de produzir inimeros efeitos
colaterais, sendo também possivel o surgimento de cepas de parasitos resistentes (NOLI,
AUXILIA, 2005). Apesar desses fatores, o diagndstico e, consequentemente, o tratamento mais
precoce favorecem um melhor prognoéstico, bem como ajudam na reducéo do risco de dispersdo
da doenca nas areas urbanas (MIRO et al. 2011).

Uma vez que a quimioterapia convencional ndo tem logrado sucesso na LVC, novas
perspectivas de tratamento devem ser avaliadas. Dentre as alternativas terapéuticas
promissoras, esta imunoterapia com uso de vacinas ou imunomoduladores como citocinas e/ou
anticorpos bloqueadores dos receptores dessa citocina. A citocina IL-10 € uma das principais
citocinas relacionadas a um perfil de susceptibilidade na LVC, sendo responsavel por eventos
que desencadeiam a debilitacdo nos animais (NYLEN, SACKS, 2007). Por isso, a investigagédo
da imunoterapia com emprego de anticorpos monoclonais anti-receptor de IL-10 e sua relagédo
a resposta imunoldgica é relevante no contexto atual (MURRAY et al. 2002).
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Leishmaniose visceral e leishmaniose visceral canina

As leishmanioses sdo doencas infecciosas difundidas pelo mundo, tendo grande
prevaléncia principalmente em paises em processo de desenvolvimento (WHO, 2017). E um
grande problema de salde publica, causado por parasitos da ordem Kinetoplastida, género
Leishmania (Ross, 1903), sendo transmitido aos hospedeiros vertebrados pela picada de fémeas
de flebotomineos infectadas do género Lutzomyia e Plebothomus (ALVAR et al. 2004, 2012).
Devido aos diferentes aspectos pelos quais esse grupo de doencas pode manifestar, a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) divide e reconhece as leishmanioses em trés principais
grupos distintos: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutaneo mucosa (LCM) e
leishmaniose visceral (LV), sendo essa Ultima a forma mais grave da doenca, geralmente fatal
quando ndo tratada (ALVAR et al. 2012; WHO, 2017).

A LV estad em constante expansdo para 0s grandes centros urbanos (Figura 1). Segundo
a OMS, aproximadamente 59.000 pessoas morrem anualmente de LV dentre as quais 35.000
sdo homens e 24.000 mulheres. (WHO, 2017). O crescimento da incidéncia tem ocorrido
mesmo com 0 avanco de diretrizes para esses casos, sendo o Brasil responsavel por cerca de
90% dos casos que sao registrados na América (COSTA, 2011; COURA-VITAL et al. 2011,
TRAVI, 2014; WHO, 2017).

Number of new VL cases
reported, 2015

. 1000
W 500-999
El 100-499
) <100
CJo

B Noautochthonous cases reported
[ Nodata
] Notapplicable

Figura 1: Epidemiologia da leishmaniose visceral conforme WHO, 2017
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Em se tratando do ciclo zoondtico da doenca, causada por Leishmania infantum, os cdes
possuem um papel fundamental, sendo considerados os principais reservatérios domésticos do
parasito. Esses animais preenchem as condi¢Ges necessarias para essa funcdo como alta
susceptibilidade a infeccdo, alto parasitismo na pele, alvo para o inseto se alimentar além de
possuirem grande contato com o ser humano, facilitando a propagacdo da doenga (DANTAS-
TORRES et al. 2012). 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). Em relacéo
as Américas, é estimado que milhGes de cées estejam infectados por L. infantum 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, 2017).

A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo em cées
tem sido mais prevalente que no homem (MS, 2017). Assim, a LVC apresenta altas taxas de
prevaléncia, acometendo grande parte da populagdo canina de area endémica, apesar de apenas
uma pequena parcela desses cdes apresentar a doenca clinica de forma aparente. (SOLANO-
GALLEGO et al. 2001; MORENO, ALVAR, 2002; BANETH et al. 2008)

Diante dessa importancia no ciclo da doenca, o Ministério da Saude possui diversas
acOes para 0 combate, principalmente uma triade que visa o tratamento das pessoas infectadas,
0 combate ao vetor e a eutanasia de cédes soropositivos (MS, 2017). Atualmente, o Brasil é o
Unico pais que adota um programa de eliminacdo de cdes soropositivos em larga escala, como
parte das medidas de controle para a LV (COSTA, 2011). Diferentemente, na maioria dos
paises, o sacrificio de cdes é inaceitavel, pelo fato desses animais serem considerados membros
da familia. Dessa forma, novas formas de tratamento para cdes doentes poderia ser uma

possibilidade ao sacrificio desses animais.

2.2- Aspectos imunopatoldgicos da leishmaniose visceral canina

As manifestacdes clinicas no cdo infectado sao devido a presenca do parasito nos tecidos
e Orgdos e a resposta imune do cdo perante a isso, 0 que ira determinar as reacdes e lesdes
caracteristicas da doenga (ALVAR et al. 2004; REIS et al. 2006b). Dessa forma, observa-se em
cdes com a doenca variado espectro de lesdes e alteracGes patologicas, oscilando entre auséncia

total de sinais clinicos (assintomaticos) a uma sindrome clinica moderada, caracterizada por
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leve perda de peso, pelo opaco, ulceracOes leves localizadas frequentemente nas orelhas e
focinho (oligossintomaticos) até a um estagio grave, caracterizado por hepatoesplenomegalia,
alopecia generalizada, ulceracdes mais acentuadas na pele, onicogrifose, ceratoconjuntivite,
coriza, apatia, diarreia (sintomaticos). Na fase final da infec¢cdo ocorrem, em geral, paraparesia,
caquexia, inanicao e ébito do animal (REIS et al. 2006b).

Além dos sinais clinicos classicos, animais sintomaticos ou com alta carga parasitaria
na medula Ossea geralmente apresentam alteracbes hematoldgicas e bioguimicas como
marcante anemia com reducdo no numero de hemécias e na taxa de hemoglobina, além de
intensa leucopenia em decorréncia da diminuigdo de linfécitos, eosindfilos e mondcitos (REIS
et al. 2006b, 2009; FREITAS et al. 2012; MOMO et al. 2014).

Em relacdo a resposta imune, 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. Na resposta imune humoral, é observada
uma ativacao de linfocitos B com producéo de niveis elevados de IgG anti-Leishmania. No
entanto, esse tipo de resposta imune ndo € protetora e ndo mostra eficiéncia no combate a doenca
(MAIA, CAMPINO, 2012; REIS et al. 2006b, 2009).

Em se tratando do perfil imunofenotipico do sangue periférico, estudos tem
demonstrado em cdes naturalmente infectados com L. infantum, portadores de diferentes formas
clinicas, marcantes alteracdes fenotipicas. E observado que cées assintomaticos apresentam um
aumento de linfécitos T totais (CD5") e das subpopulacdes de linfocitos T (CD4" e CD8*) e
que cdes sintomaticos apresentam queda destas subpopulagdes celulares além de linfécitos B
CD21". Quando os mesmos animais foram reagrupados levando-se em conta a carga parasitaria
da medula dssea, resultados semelhantes foram observados, com aumento de linfécitos T CD5*
e da subpopulacédo de linfécitos T CD8" nos grupos com baixo e médio parasitismo quando
comparados ao grupo com alto parasitismo (REIS et al. 2006c).

Avaliando a resposta imune celular, trabalhos tem demonstrado uma associagéo entre
um perfil de resposta relacionado a resisténcia em cées assintomaticos, caracterizado por
producéo de citocinas como IL-2, TNF-a e IFN-y e um perfil de susceptibilidade em caes
sintométicos com producéo de citocinas como IL-4 e IL-10, indicando uma participagéo destes
mediadores imunoldgicos na progressdo da doenca (PINELLI et al. 1994a; 1994b; 1995). E
observado ainda que cées infectados que apresentam padréo de resisténcia natural a infeccao
por L. infantum, apresentam uma potente ativacdo da resposta imune, associada a uma intensa
linfoproliferacdo parasito-especifica, ao contrario de uma depressdo celular Leishmania

especifica em cdes susceptiveis, relacionada a progressao da doenga (CARRILLO, MORENO,



21

2009; REIS et al. 2017). Ruitenberg et al. (2001) observaram que células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de cédes assintomaticos, apos estimulo especifico in vitro com
antigeno de L. infantum, apresentam ativacdo de linfocitos T. Este fendmeno tem como
resultado a producdo de IFN-y induzindo a atividade de linfocitos T 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
populacdo de linfocitos T CD4" e linfécitos B CD21" e marcada reducdo na resposta
linfoproliferativa in vitro frente ao estimulo antigeno-especifico.

Assim, de forma geral a progressdo da doenca é caracterizada por uma acentuada
resposta humoral, uma depressdo na resposta imune celular e no aparecimento de uma gama
variada de sinais clinicos (REIS et al. 2009; MAIA, CAMPINO, 2012).

2.3- Tratamento da leishmaniose visceral canina

O tratamento da LV C é realizado desde o século XX sendo utilizadas as mesmas drogas
aplicadas ao tratamento humano, variando a posologia e vias de administracdao (ALVAR et al.
2004). No entanto, essa pratica é proibida pelo Ministério da Satde no Brasil de acordo com a
Portaria n® 1.426 de 2008, uma vez que a questdo envolvendo o tratamento canino ainda é
bastante controversa. Diversos sdo 0s riscos associados ao tratamento de cdes com LV, pois
mesmo tratados esses animais continuam a ser fonte de infeccdo para o vetor (BANETH,
SHAW, 2002; NOLI, AUXILIA, 2005; SOLANO-ALLEGO etal. 2011), além da possibilidade
de selecdo de cepas resistentes do parasito frente as drogas convencionais (DANTAS-TORRES
et al. 2012).

No Brasil, em 2016, foi autorizado e registrado o produto Milteforan, indicado para o
tratamento da LVC, por meio da Nota Técnica n° 001/2016 MAPA/MS, assinada pelo
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude. Se trata do
antimonial pentavalente miltefosina, que age interferindo na sinalizag&o celular e na sintese de
lipidios da membrana do parasito, além de acumular-se em macro6fagos, sendo tdxica para o
parasito (BANETH, SHAW 2002; NIETO et al. 2005).

Apesar de algumas desvantagens, Mir6 et al. (2011) relatam a importancia do tratamento
precoce dos cdes infectados, alegando que quanto antes o inicio do tratamento, melhores as

chances de prognostico e diminuicdo da disseminacdo da doenca. Esses autores acreditam
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também que o tratamento quimioterapico € benéfico no que se refere a diminuigdo da
prevaléncia e incidéncia da doenca, e consequentemente no controle do ciclo biolégico do

parasito.

De forma contréria ao Brasil, o tratamento da LVC é permitido na regido do
Mediterraneo, onde a LV também é zoondtica, com os caes desempenhando importante papel
como reservatorio (ALVAR et al. 2004; MIRO et al. 2008). Independente da regio, as
principais drogas empregadas no tratamento canino sdo 0s antimoniais pentavalentes, o
alopurinol e a miltefosina (ALVAR et al. 2004; MIRO et al. 2008; NOLI, AUXILIA, 2005;
SOLANO-GALLEGO et al. 2011). Apesar da efetividade dessas drogas, € bem descrita a
presenca de toxicidade e efeitos adversos em relacdo a dose e tempo de uso, além da
possibilidade de surgimento de resisténcia aos farmacos utilizados (IKEDA GARCIA et al.
2007; MIRO et al. 2008; SOLANO-GALLEGO et al. 2011; TORRES et al. 2012). Além disso,
diferente do que ocorre no homem, cées tratados ndo alcancam a cura parasitoldgica, apesar da

intensa remissdo dos sinais e sintomas clinicos (ALVAR et al. 2004).

Levando em consideracdo que a quimioterapia na LVC é ainda ineficaz, a imunoterapia
tem ganhado atencdo na busca por protocolos terapéuticos mais efetivos, menos toxicos e mais
acessiveis para o tratamento da doenca canina (BANETH, SHAW, 2002; NOLI, AUXILIA,
2005; SOLANO-GALLEGO et al. 2011). Vacinas contra LVC, sejam profilaticas ou
terapéuticas, podem ser um importante instrumento a ser considerado para controlar a doenca
canina, levando a OMS a estimular os estudos que busquem potenciais vacinas contra a LVC
(O'HAGAN, VALIANTE, 2003). Nesse sentido, nosso grupo de pesquisas avaliou
recentemente a acdo 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 demonstrou resultados promissores
como normalizacao dos parametros hemato-biquimicos, aumento de linfécitos T CD4" e CD8*
circulantes e aumento de linfécitos T produtores de IFN-y com diminuicdo de IL-4 por essas
mesmas células. Além disso, foi observado uma dréstica diminuicdo dos sinais e sintomas
clinicos da doenca com uma reducdo da carga parasitaria no baco, figado e medula dssea
(ROATT et al. 2017).

Além de vacinas com aplicabilidade no campo da imunoterapia na LVC, uma
abordagem terapéutica que vem sendo avaliada como tratamento dessa doenca € a utilizacédo de
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imunomoduladores como citocinas e/ou anticorpos bloqueadores dos receptores dessas
citocinas (NYLEN, SACKS, 2007; GAUTAM et al. 2011). Sabe-se que a citocina IL-10 é uma
citocina imunorreguladora e supressora, sendo do tipo celular Th2 que age inibindo a
apresentacdo de antigenos, comprometendo a ativagdo das células T. E considerada danosa
para o progndstico da doenga, por contribuir para a sobrevivéncia do parasito Leishmania e ser
responsavel pela patogénese da doenga (MURRAY et al. 2002). Além disso, a capacidade da
IL-10 em inibir a resposta celular Thi, leva a desativacdo de macrofagos, inibe a sintese de
outras citocinas por estes, como IL-10, IL-6, IL-8 e TNF-a e também prejudica seu efeito
microbicida (BODGAN et al. 1991; MOORE et al. 2001).

A citocina IL-10 necessita ligar-se a um complexo composto de duas subunidades, 0s
receptores especificos IL-10R1 e IL-10R2, para que tenha acdo imunomoduladora nas células
e limitar a resposta pré-inflamatéria (MOORE et al. 2001). Devido a essas func@es, tem sido
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).
Murray et al. (2002) observaram que camundongos infectados e tratados com anticorpo
bloqueador do receptor de IL-10 demonstraram formac&o e resolucéo acelerada de granulomas,

aumento na expressdo de IL-12, IFN-y e iINOS e morte rapida dos parasitos.

Diante desses resultados e a necessidade de um tratamento eficaz para cdes doentes, €
importante e necessario a avaliacdo de uma estratégia terapéutica na LVC, como o bloqueio do
receptor da citocina IL-10, tendo como principal pardmetro a avaliacdo dos aspectos
imunologicos dos cdes tratados.
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3- JUSTIFICATIVA

A LV é uma doenca infecciosa que acomete parte da populacdo mundial, principalmente
em paises subdesenvolvidos. No ciclo zoondtico, os cées sdo considerados os principais
reservatorios domesticos do parasito, tornando a LV C altamente prevalente, principalmente em
areas endémicas. O tratamento de cées doentes € realizado em alguns paises, porém no Brasil
o tratamento de cdes com drogas utilizadas para o tratamento humano é proibido em fun¢éo de
relatos ja descritos na literatura de cepas resistentes do parasito, visto que os farmacos
empregados ndo levam a cura parasitoldgica. Cabe ressaltar que as vacinas ja estudadas ainda
ndo sdo totalmente comprovadas como efetivas na prevencao ou tratamento da doenga, tanto a
humana como a canina. Diante deste cenério, é necessaria a busca por novos farmacos, além do
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para a LVC, como a imunoterapia. Dentre
as propostas imunoterapicas, o uso de um anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-
10 (Blog IL-10R) é uma alternativa promissora, uma vez que essa citocina esta relacionada a
patogénese da doenca desencadeando mecanismos imunoldgicos relacionados a
susceptibilidade da LVC.
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4- OBJETIVOS
4.1- Objetivo geral

Avaliar o perfil imunoldgico de cédes naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania)

infantum e tratados com anticorpo monoclonal blogueador do receptor de 1L-10.

4.2- Objetivos especificos

e Avaliar o perfil imunofenotipico do sangue periférico, através da quantificacdo de
linfocitos T (CD4" e TCD8"), linfécitos B (CD21%), mondcitos (CD14") e células NK
(CD5CD16%);

e Avaliar a atividade linfoproliferativa de linfécitos T (CD4* e CD8) in vitro, apds
estimulacdo 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) in vitro, apos estimulacdo com antigeno soluvel de

L. infantum.



26

5- METODOLOGIA

5.1- Animais

Neste estudo foram utilizados 11 cées naturalmente infectados por L. infantum (5 fémeas
e 6 machos), provenientes de Governador Valadares, Minas Gerais, que se trata de uma area
endémica para a leishmaniose visceral (LV) no estado. Como critério de inclusdo, 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 os principios
éticos preconizados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CEUA-UFOP), conforme n° de protocolo 2010/57. E importante ressaltar que esses animais
fizeram parte do doutorado da poés-doutoranda Jamille Mirelle de Oliveira Cardoso. Assim
sendo, todos os procedimentos de manejo dos animais, tratamentos terapéuticos e a coleta de

amostras bioldgicas, foram conduzidos pela mesma.

Ap6s chegada em Ouro Preto (Minas Gerais, Brasil), os animais foram mantidos 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), 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. Os animais foram distribuidos, respeitando a lotacao
maxima por baia para atender as necessidades fisioldgicas e comportamentais (miccdo e
defecacdo, manutencdo da temperatura corporal, movimentacdo e ajustes de postura), género,

além da interacdo social e desenvolvimento de hierarquias entre eles.

Diariamente foi realizada a limpeza das baias e a alimentacdo dos animais por técnicos
do CCA/UFOP, paramentados com equipamentos de protecao individual (EPI’s) e devidamente
treinados para tais tarefas. Além do mais, foram realizadas vistorias diarias por integrantes do
projeto, os quais realizavam atividades com os cées afim de diminuir o estresse dos mesmos. A
dieta durante todo o periodo experimental foi baseada em racdo comercial balanceada e agua

potavel ad libitum.
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5.2- Anticorpos monoclonais anti-receptor de IL-10 (Blog IL-10R)

Os anticorpos monoclonais bloqueadores do receptor IL-10 que foram usados no
tratamento foram produzidos por uma empresa especializada americana GenScript USA Inc.
(Piscataway, NJ, USA). Os aminoacidos de ambas subunidades alfa e beta do receptor de IL-
10 canino foram previamente identificadas no GenBank e através do servico de Custom
Monoclonal Antibody - Peptide Supplied MonoExpress™ Monoclonal Antibody Service, foi
feita a producdo dos anticorpos. Além disso, o envio dos hibridomas produtores de cada

anticorpo também foi realizado por meio deste servico.

5.3- Protocolo de tratamento

Apbs chegada e periodo de adaptacdo, foi iniciado o protocolo de tratamento com
anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (Blog IL-10R). Para tal, os animais
receberam duas doses do imunofarmaco constituido de anticorpos monoclonais anti
subunidades alfa e beta do receptor de I1L-10 canino (anticorpo monoclonal bloqueador do
receptor de 1L-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 &gua de
injecdo (4mg/mL). Apo6s a administracdo da primeira dose, 0s animais passaram por um
intervalo de 21 dias e, logo apds, receberam mais uma dose contendo 4mg/mL do coquetel de

anticorpos.

Apos o término do protocolo terapéutico, os animais foram acompanhados por 180 dias,
sendo as diferentes abordagens (descritas abaixo) realizadas 30, 90 e 180 dias ap0s 0s
tratamentos (T30, T90 e T180, respectivamente) bem como antes do inicio da proposta

terapéutica (T0), como demonstrado na figura 2.
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Figura 2: Esquema de delineamento experimental, onde TO = tempo antes do tratamento; T30 = 30 dias apds
tratamento; T90 = 90 dias apo6s tratamento; T180 = 180 dias ap0s tratamento.

5.4- Avaliacao do perfil imunofenotipico do sangue periférico (ex vivo)

Para a realizagdo do mesmo, foram utilizados anticorpos monoclonais e 0s mesmos
foram diluidos em solucéo de PBS pH 7,2/20% SFB em dilui¢cdes previamente estabelecidas na
padronizacdo do protocolo. Inicialmente foram coletadas amostras de sangue periférico em
seringas estéreis de 5 mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and Company, EUA), pela veia
jugular ou radial. O sangue coletado foi transferido para tubos contendo EDTA. Posteriomente
foram adicionados 30uL de sangue total em tubos conicos de poliestireno de 5 mL
(tubos12x75mm, Becton Dickison and Company, EUA) j& contendo 30 uL dos anticorpos
diluidos (Tabela 1). Apds devida homogeneizagéo e incubacdo por 30 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, as hemacias foram lisadas adicionando-se 3 mL de solucéo de lise
(FACS Lisyng Solution — Becton Dickison and Company, EUA), sob agitagdo em vortex. As
suspensdes celulares foram mantidas em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Em seguida, as mesmas foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos,
temperatura ambiente e o sobrenadante foi desprezado. As células restantes foram
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
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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) (paraformaldeido, cacodilato de sodio e cloreto de sodio, pH 7,2) e ap0s
um periodo de 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 aquisicdo de dados e para a analise dos resultados foi empregado o software

FlowJo® utilizando diferentes estratégias.

Anticorpos/diluicdo  Fluorocromo Hospedeiro  Clone Fendtipo alvo no
Anti-CD3 (puro) FITC Camundongo CAL17.2A12 eLSitll:‘gSitos T maduros
Anti-CD5 (1:200) RPE Rato YKIX322.3 Linfocitos T

Anti-CD4 (1:200) RPE Rato YKIX302.9  Linfocitos T auxiliares
Anti-CD8 (1:40) AF647 Rato YCATES5.9  Linfdcitos T citotoxicos
Anti-célula B RPE Camundongo CAZ2.1D6 Linfécitos B

(1:200)

Anti-CD16 (puro) APC Camundongo 3G8 Células NK

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

Tabela 1: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise das populagfes e

subpopulaces de células, além de moléculas de superficie.

5.4.1 — Estratégias para analise imunofenotipica celular por citometria de fluxo

A anélise da frequéncia de linfécitos T (CD3") e as subpopulacGes de linfocitos T
CD3'CD4" e T CD3*CD8" foi realizada utilizando-se a estratégia de analise que consistiu na
selecdo da populacdo celular de interesse, baseada em aspectos morfométricos, através de
gréficos de distribuicdo pontual de FSC versus SSC (Figura 3A). Apo6s a selecédo da regido (R1)
contendo as células de fendtipo de interesse, o percentual de subpopulagdes T CD3"CD4"* (Q2)
e T CD3"CD8" (Q6), dentro da populagdo de linfocitos selecionada, foi obtido em graficos de
distribuicdo pontual de fluorescéncia, como exemplificado nas figuras 3B e 3C,

respectivamente.
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Figura 3: Sequéncia da andlise realizada para determinar o percentual de linfocitos T CD3*CD4* e T CD3*CD8*
no sangue periférico de cdes submetidos ao protocolo terapéutico. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus
SSC utilizado para a selegdo da populagdo celular de interesse - R1 (Linfocitos), com fenétipo desejado. (B e C)
Graéficos de distribuicdo pontual contendo as células selecionadas na regido R1, empregados para determinar o
percentual das populacbes de linfocitos T CD3* CD4* (B: CD4*/FL2 versus CD3*/FL1) e percentual das
populagdes de linfocitos T CD3* CD8* (C: CD3*/FL1 versus CD8*/FL4). O grafico de distribuicdo pontual esta
dividido em oito quadrantes (Q1l, 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 selecionando a
regido de interesse (R1) contendo células de fendtipo desejado em graficos de distribuicdo
pontual (Figura 4A). O percentual de linfécitos B (Q1), dentro da populagéo selecionada, foi
obtido em graficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia células B — CD21/FL2 versus FL4
(Figura 4B).
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Figura 4: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfécitos B (CD21*) no sangue
periférico de cdes submetidos ao protocolo terapéutico. (A) Grafico de distribui¢do pontual FSC versus SSC
utilizado para a sele¢do da populacdo celular de interesse - R1(Linfécitos). (B) Grafico de distribuicdo pontual
contendo as células selecionadas na regido R1, empregados para quantificar o percentual das populagcdes de
linfocitos B (Q1 - Células B/FL2 versus FL4). Os graficos de distribuicdo pontual estdo divididos em quatro
guadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4), com as respectivas frequéncias (%) correspondentes a cada quadrante.

A andlise da frequéncia de células NK CD5CD16" foi realizada com a mesma
estratégia, selecionando a populacao celular de interesse, baseada em aspectos morfométricos,
através dos graficos de FSC versus SSC (Figura 5A). Apos a selecdo (R1), o percentual de
células NK CD5°CD16* foi obtido em gréaficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia (Figura
5B).
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Figura 5: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de células NK CD5°CD16* no
sangue periférico de cdes submetidos ao protocolo terapéutico. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC versus
SSC utilizado para a sele¢do da populagéo celular de interesse - R1(Linfdcitos). (B) Gréafico de distribui¢do pontual
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contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o percentual de células NK CD5CD16*
(B: CD5*/FL2 versus CD16*/FL4). O grafico de distribuicdo pontual esta dividido em quatro quadrantes (Q1, Q2,
Q3 e Q4), com as respectivas frequéncias (%) correspondentes a cada quadrante.

Para a identificacdo da populacdo de mondcitos como células CD14", foi feita uma
analise selecionando a regido de interesse (R1) baseada em aspectos imunofenotipicos e

morfomeétricos, com graficos de distribuicdo pontual de CD14/FL3 versus SSC (Figura 6).
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Figura 6: Sequéncia da analise realizada para determinar o percentual de mondcitos (CD14*) no sangue periférico
de cées submetidos ao protocolo terapéutico. Grafico de distribui¢do pontual CD14/FL3 versus SSC utilizado para
a selecdo da populagdo celular de interesse — R1, indicando o posicionamento da populacdo de mondcitos, bem
como para determinacédo do percentual total dessas células.

5.5- Avaliacdo da resposta imune celular in vitro (Linfoproliferacdo e citocinas
intracitoplasmaticas)

Para a avaliacdo da resposta imune celular foi avaliada a atividade linfoproliferativa de
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) ap6s 5 dias de estimulacdo com antigeno
solivel com L. infantum (ASLi) bem como o perfil imunofenotipico de linfécitos T (CD4" e
CD8") produtores das citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4) submetidas a cultura, na
auséncia ou presenca do ASLi. E importante ressaltar que todas essas avaliagbes foram
realizadas no tempo 0, 30, 90 e 180 dias p6s tratamento (TO, T30, T90 e T180).
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5.5.1- Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico destinadas aos ensaios de

linfoproliferacdo e imunofenotipagem no contexto in vitro

Ap0s coleta de 20 mL de sangue em seringas descartaveis estéreis (heparinizadas) (BD
Plastipak®, Becton Dickison and Company, EUA) através da veia jugular de cada animal, as
mesmas foram 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/mL
(Histopaque® 1.119 - Sigma Co., EUA) e 15 mL de Ficoll-hypaque 1.077g/mL (Histopaque®
1.077 - Sigma Co., EUA) em tubos de 50 mL de polipropileno (Falcon®, Becton Dickison and
Company, EUA), os quais serdo centrifugados a 450 x g por 70 minutos a temperatura ambiente.
Apos este procedimento, foi removido o anel celular contendo as CMSP, com auxilio de pipeta
Pasteur autoclavada. As células foram lavadas com RPMI 1640 heparinizado (30 uL de
heparina 5.000 Ul/mL (Heparin®, Cristalia, 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 ressuspendidas em 1 mL de RPMI 1640, sendo
realizado a contagem das células a fim de se obter 1x107 células/mL.

5.5.2- 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
suspensao de células e adicionado 2 uL de CFSE a 5uM (Vybrant® CFDA SE Cell tracer Kkit,
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. Apos a incubacéo, foi acrescentado 2
mL de RPMI 1640/10%SFB, homogeneizado e incubado por 10 minutos em gelo ao abrigo de
luz. A suspensdo celular foi lavada, centrifugada 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 proliferacdo linfocitaria foi realizado em placas de 48 orificios (Costar,
EUA), na presenca de antigeno soltvel de L. infantum (ASLi), do mitégeno concanavalina A
(ConA, Sigma Co., EUA) e na auséncia de qualquer estimulo (cultura controle ndo estimulada).
Foram utilizados 650 uL. de meio para cultivo de células caninas CM-Blast (10%SFB/1% de
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Estreptavidina/Penicilina, 2mM L-glutamina e 0,1% mercaptoetanol, em RPMI 1640 - Sigma
Co., EUA) em cada um dos orificios avaliados. Nestes orificios, foram adicionados 50 uL da
suspensdo de linfocitos contendo 1x107 células/mL marcadas com CFSE nos pogos que
correspondiam ao controle, ao mitdgeno ConA e na cultura com a presenca do estimulo ASLI.
Posteriormente, foi adicionado 100 pL do estimulo ASLi diluido em meio de RPMI 1640, na
concentragdo final de 200 pg/mL. Do agente mitogénico ConA, foi adicionado 100 uL da
solucéo de uso diluida em RPMI 1640 nos respectivos orificios da placa (concentracéo final de
10 ng/mL), destinados a avaliacdo 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 a 37°C em estufa incubadora (Forma Scientific, EUA) com 5% de CO..

Apds 5 dias de cultivo as placas foram centrifugadas a 450 xg, a 18°C por 10 minutos,
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 ressuspensao das células em vortex
foi acrescentado 3 mL de PBS com EDTA e repetido o processo de centrifugacdo. Novamente
0 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. Ap0s incubagdo, foi acrescentado 1 mL de PBS pH 7,2/10% de SFB por tubo, 0s
mesmos serdo centrifugados e o sobrenadante novamente descartado. Apds ressuspensao das
células em vortex, as mesmas foram distribuidas em placas de 96 pogos contendo 25 uL de
anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8, como demonstrado na Tabela 2. 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
450xg, 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 pL/pogo de solugéo fixadora (MaxFacsFix). Os microtubos foram mantidos em
geladeira até 0 momento da leitura que sera realizada em citdmetro de fluxo (FACScalibur —
Becton Dickinson and Company, EUA), avaliando-se pelo menos 30.000 eventos/tubo. O
programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisicdo de dados e para a analise dos resultados
foi empregado o software FlowJo® utilizando diferentes estratégias.
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Anticorpos/diluicdo Fluorocrom  Hospedeiro Clone Fendtipo alvo

0 no estudo
Anti-CD4 (1:25) APC Rato YKIX302.9  Linfécitos T auxiliares
Anti-CD8 (1:10) AF647 Rato YCATES5.9 Linfécitos T citotoxicos

SSC

Tabela 2: Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de linfoproliferag&o in vitro.

5.5.3 - Estratégia de analise dos ensaios de proliferacéo linfocitaria

Gréaficos de distribuicdo pontual foram construidos a partir da selecdo da populacéo
celular de interesse, baseada em aspectos morfométricos, através de gréficos de distribuicdo
pontual de FSC versus SSC. Em seguida, os eventos selecionados nesta regido foram
representados em graficos de distribuicdo pontual construidos com combinacdes de diferentes
fluorescéncias, no exemplo temos CFSE/FL1 versus CD4/FL4 (Figura 7). 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 proliferacdo, obtidos pela divisao
entre o percentual de linfdcitos que proliferam/dividem das culturas estimuladas por ASLi (CE),
dividido pelo percentual de linfécitos que proliferam/dividem das culturas controles ndo
estimuladas (CC). Para calculo do percentual de linfocitos T CD4" e T CD8* que
proliferam/dividem foi utilizada a mesma abordagem de indice de proliferacdo descrita

anteriormente.
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Figura 7: 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 ao protocolo terapéutico. (A) Gréfico de
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distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para a selecdo da populacdo celular de interesse - R1. (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 ASLi (Q1).

5.6- Ensaio de imunofenotipagem celular e marcacao de citocinas intracitoplasmaticas

no contexto in vitro

Os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 foram diluidos em solucdo de PBS-W (PBS pH
7,2/0,5% BSA- Sigma Co., EUA), j& os anticorpos anti-IFN-y e anti-IL-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 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 concentrag@o final de 200 pg/mL (250 puL 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 CO>. Apos este periodo, os tubos PMA foram retirados ¢ a eles adicionados 50 uL de
PMA (25 ng/mL) e 2 pL de ionomicina (1pg/mL). Posteriormente o restante dos tubos foram
retirados da estufa e adicionados 20 pL de brefeldina A (10 pg/mL), com posterior incubagao
por mais 4 horas a 37°C em estufa incubadora com 5% de CO2. Ao término da incubacéo, as
culturas foram tratadas com 220 uL de EDTA (Sigma Co., EUA), concentragio 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 sera descartado restando no tubo um volume final de 2 mL (sobrenadante e
pellet) sendo posteriormente homogeneizado em vortex. 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
solucéo 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 entdo
desprezado e o pellet homogeneizado em vortex até a ressuspensdo total das células. Foi

adicionado 500uL. de PBS-W em cada tubo e estes foram homogeneizados. Em seguida Foi
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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 agitacdo 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 puL. Apods a ressuspensdo, 30 pul das suspensdes
celulares foram transferidas para placas de 96 pogos (fundo em “U”), ja preenchidas com 20
uL da suspensao de anticorpos anti-citocinas conjugados com o fluorocromo PE: anti-IFN-y e
anti-1L-4 (Tabela 3). 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 uL/poco 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 solugdo 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.

Anticorpos/diluicdo Fluorocromo  Hospedeiro  Clone Fendtipo alvo no
estudo

Anti-CD4 (1:100) FITC Rato YKIX302.9 Linfocitos T auxiliares

Anti-CD8 (1:20) Alexa fluor Rato YCATES5.9  Linfdcitos T citotoxicos
647

Anti-IFN-y bovino  RPE Camundongo CC302 Resposta tipo 1

(1:50)

Anti-1L-4 bovino RPE Camundongo CC303 Resposta tipo 2

(1:50)

Tabela 3: Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de imunofenotipagem celular e marcagéo de

citocinas intracitoplasmaticas no contexto in vitro

5.6.1- Estratégia de analise de citocinas intracitoplasmaticas por citometria de fluxo

A analise das frequéncias de linfécitos T CD4" e T CD8" expressando citocinas
intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-4) foi realizada a partir da selecéo da regido de interesse (R1),

baseada em aspectos imunofenotipicos e morfometricos em graficos de distribuicdo pontual de
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CD4*/FL1 versus SSC ou CD8*/FL4 versus SSC, para a identificacdo da populacdo de
linfocitos T CD4" bem como para identificacdo da populacdo de linfécitos T CD8". Apds a
selecdo da regido de interesse (R1) contendo células de fenétipo CD4* ou CD8* 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 estd demonstrada a
sequéncia utilizada para analise em linfécitos T CD4*IFN-y* e T CD4"IL-4* em cultura
estimulada com ASL.i (Figura 8B e 8C, respectivamente). Para analise de linfocitos T CD8* foi

empregada a mesma estratégia de analise.
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Figura 8: Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfocitos T CD4*IFN-y* e T
CD4*IL-4*, na cultura de sangue total em cdes submetidos ao protocolo terapéutico. (A) Graficos de distribuicdo
pontual de CD4*/FL1 versus SSC para a selecdo da populagéo celular de interesse — R1. (B) Grafico de distribuicao
pontual fluorescéncia CD4/FL1 versus IFN-y/FL2, contendo as células selecionadas, empregado para determinar
o percentual de Linfocitos 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 ASL.i A regido Q2 de cada grafico representa a porcentagem
de determinada citocina produzida por linfocitos CD4*,
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6.1- Avaliacdo do perfil imunofenotipico do sangue periférico

Nesta etapa, foi realizado um estudo do perfil imunofenotipico do sangue periférico por

citometria de fluxo, a fim de obter o valor absoluto de linfécitos T CD3" e das subpopulagdes
de linfécitos T CD3"CD4" e linfécitos T CD3"CD8", linfécitos B (CD21%), células NK (CD5
CD16") e monocitos (CD14%).

6.1.1- Perfil imunofenotipico das populac@es de linfécitos circulantes do sangue periférico

Na figura 9 esté representada a avaliagdo do nimero de linfocitos T CD3* bem como
das subpopulaces de linfocitos T CD3"CD4" e CD3*CD8* e linfécitos B CD21*. Foi possivel

observar um aumento de linfécitos T CD3*CD4" em T30 e T90 em relacdo a TO. Em relacédo

as outras subpopulacgdes, ndo foram observadas diferencas significativas.

40004

2000

Linfocitos/mm3

30004

1500

CD3* CD3*CDh4*
1200
a
a
a
600
I .
.
0
TO T30 T90 T180 TO T30 T90 T180
CD3*CD8* CD21*
500
.
250
T T
0
TO T30 T90 T180 TO T30 T90 T180

Tempo

Figura 9: Perfil de linfécitos em sangue periférico de caes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10, onde 0 eixo X mostra 0s tempos
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avaliados no tratamento, sendo TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pds-tratamento, T90 = 90 dias pds-
tratamento e T180= 180 dias pos tratamento. O eixo y representa os valores médio e erro padréo de linfocitos T
CD3+, CD4+, CD8: e linfocitos B (CD21-), sendo representado em ndmero de linfécitos por mm3. A diferenca
significativa (p<0,05) esta representada pelas letras “a”, relacionada a TO.

6.1.2- Perfil fenotipico de células NK (CD5 CD16*) e mondcitos (CD14*) circulantes do
sangue periférico

Em relacédo as células NK (CD5CD16") foi observado uma diminuicdo dessas células
em T90 e T180 quando comparado ao TO (Figura 10). Entretanto, ndo foi possivel observar
diferencas nos valores de mondcitos (CD14%) nos diferentes tempos avaliados (TO, T30, T90 e

T180), como demonstrado na figura 10.

CD5°CD16* Cbh14*

80 10007
E
£ T
3 T T
§ 40 '|' 500
S a a
| 1

0 0

TO T30 T90 T180 TO T30 T90 T180
Tempo

Figura 10: Perfil de células NK e mondcitos em cédes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a
imunoterapia com anticorpo monoclonal blogueador do receptor de IL-10. O eixo x mostra os tempos avaliados
no tratamento, sendo: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias, T90 = 90 dias e T180 = 180 dias pds
tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrédo de células NK (CD5°CD16%) e mondcitos (CD14").
A diferenga significativa (p<0,05) esta representada pela letra “a” relacionada a TO.

6.2- Avaliacdo da linfoproliferacdo e perfil imunofenotipico de linfécitos (CD4* e CD8%)

submetidos a estimulacdo antigénica com ASL.i

Os seguintes resultados foram expressos relacionando as culturas estimuladas (CE)
dividido pelas culturas controles ndo estimuladas (CC). No que se refere a avaliacdo da
proliferacdo de linfocitos totais, foi observado uma diminuicdo do indice de proliferacdo em
T180 em relagdo a T90 (Figura 11).
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Em seguida, foi realizada a avalia¢do do perfil imunofenotipico de linfocitos, por meio
do indice de proliferacdo das subpopulacées de linfécitos T (CD4" e CD8") obtidos pela razdo
entre as culturas estimuladas com ASLi (CE) em relacdo as culturas controle ndo estimuladas
(CC). Ambas as subpopulacées de linfécitos T (CD4" e CD8") apresentaram um aumento da
atividade proliferativa em T30 e T90 em relacdo ao TO e diminuigdo em T180 quando
comparado a T30 e T90, mas por outro lado reestabelecendo o parametro inicial de TO. (Figura
11).
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Figura 11: Proliferacéo linfocitéria total e proliferacdo linfocitéaria especifica (CD4* e CD8*) 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 no tratamento, sendo: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias p6s
tratamento, T90 = 90 dias pos-tratamento e T180= 180 dias pds tratamento. O eixo y representa os valores médios
e erro padréo do indice de proliferacdo do indice de linfécitos T CD4* e T CD8* (razdo CE/CC). As diferencgas
significativas (p<0,05) estdo representadas pelas letras “a”, “b” e “c” relacionadas a TO0, T30 e T90,
respectivamente.

6.3 - Producéo intracitoplasmatica de IFN-y e IL-4 por linfocitos T (CD4* e CD8*) ap0s
estimulagdo antigénica com ASL.i

Em relagdo a produgdo de IFN-y e IL-4 por linfdcitos T CD4" e linfécitos T CD8" ap6s
estimulo com ASLI, os resultados estdo apresentados na forma de indice, com a razédo entre as
culturas estimuladas com ASL.I (CE) e as culturas ndo estimuladas- culturas controle (CC).

Como observado na figura 12, em relacdo a subpopulagdo de linfécitos TCD4", foi
possivel observar um aumento na producéo de IFN-y por essas células em T90 em comparacao

ao TO e T30. Em relagéo a citocina IL-4, foi observado um aumento T90 comparado a T30.
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Ao avaliarmos a subpopulacdo de linfécitos T CD8", ndo foi possivel observar
diferencas quanto & produgdo e IFN-y e IL-4 por essas células nos diferentes tempos avaliados
(TO, T30, T90 e T180) (Figura 12).
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Figura 12: Linfécitos 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 IL-10. O eixo x mostra os tempos avaliados
no tratamento, sendo: TO = tempo antes do tratamento, T30 = 30 dias pds-tratamento, T90 = 90 dias p6s-tratamento
e T180 = 180 dias pds tratamento. O eixo y representa os valores médios e erro padrdo do indice de linfdcitos T
CD4* e T CD8" produtores de IFN-y e IL-4 (razdo CE/CC). As diferengas significativas (p<0,05) estéo

[T}

representadas pelas letras ‘a” e “b” relacionadas a T0 e T30, respectivamente
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7- DISCUSSAO

Os estudos sobre o tratamento de cdes infectados e tentativa de erradicacéo da doenga
tem se concentrado cada vez mais no desenvolvimento de novas estratégias, e uma que vem
ganhado destaque € a imunoterapia, a fim de reestabelecer o sistema imune do céo, levando a
uma resposta benéfica frente a doenca. Sendo assim, neste estudo foi avaliado o perfil
imunologico ap6s imunoterapia utilizando anticorpo monoclonal contra o receptor da citocina
IL-10 (Blog IL-10R) em cées naturalmente infectados com Leishmania infantum, uma vez que
ja é sabido que na LV tanto humana quanto canina, esta citocina é chave na patogénese da
doenca, que com a inibicdo da producdo de citocinas prd inflamatérias, leva a um
comprometimento da resposta imune do infectado (MURRAY, 2005; RIGOPOULOQU et al.
2005).

Primeiramente foi realizada a imunofenotipagem do sangue periférico dos cées frente
ao tratamento com Blog IL-10R, onde foi observado um aumento da subpopulacdo de linfdcitos
T CD4" em 30 e 90 dias p6s tratamento. Sabe-se que ambos os linfocitos T CD4" e T CD8" sédo
ativados na LV e que participam cooperativamente na resolucdo da infeccdo. Ja é bem
estabelecido na literatura, como demonstrado por Reis et al. (2006b) e Leal et al. (2014) que
caes com LV em sua forma assintomatica 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 de linfocitos T e de
suas subpopulacbes. Em um estudo utilizando a imunoterapia com a vacina FML, Borja-
Cabrera et al. (2004) demonstraram que os caes imunotratados apresentaram aumento de células
T totais acompanhado das subpopulaces de CD4* e principalmente de CD8". Além disso, 0s
animais apresentaram melhora clinica consideravel e ndo foram registradas mortes até 22 meses
apos a imunoterapia, cujo grupo ndo tratado apresentou 40% de 6bitos em relacdo a LV.
Santiago et al. (2013), observaram um aumento significativo de células T CD8" e um ligeiro
aumento nas células T CD4" ap6s tratamento de cdes com L. infantum com o imunomodulador
P-MAPA. Da mesma forma, Roatt et al. (2017) observaram um aumento nas células T CD3" e
das subpopulagdes de linfocitos TCD4" e TCD8" ap6s a imunoterapia com a vacina LBMPL.
Dessa forma, esses dados reforcam o papel das células T nos cées que receberam o tratamento
imunoterapico, mostrando ativagdo do sistema imune com aumento dessas células.

Além das populagdes e subpopulacgdes de linfdcitos, foram avaliadas as células NK, ou
células exterminadoras naturais, que apresenta papel fundamental no controle inicial da

infeccdo por L. infantum. Estas células sofrem agdo da citocina IL-12, que as estimulam a
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produzir citocinas, principalmente IFN-y, além dos estimulos de proliferacdo celular e
citotoxicidade, contribuindo assim para o desenvolvimento de uma resposta Thl (TRINCHIERI
et al. 1996). Em relacdo as células NK, observou-se uma diminui¢do dessa populacéo celular
90 e 180 dias pds tratamento (T90 e T180) com Bloq IL-10R em relagdo a TO. Apesar de poucos
estudos em relacdo as células NK, um estudo mostrou aumento significativo dessa populagéo
celular apds imunoterapia com vacina LBMPL (ROATT el al. 2017). Nesse sentido, percebe-
se a necessidade de busca por mais estudos a cerca dessas células e sua funcdo principal na
doenga e no tratamento.

Os linfécitos B CD21* e mondcitos CD14" circulantes foram também quantificados,
ndo sendo observadas variacdes nos valores destas células pos tratamento com Blog IL-10R.
No entanto, Reis et al. (2006¢) observaram em cédes naturalmente infectados por L. infantum,
gue 0s animais que apresentavam baixa carga parasitaria na medula 6ssea, possuiam maiores
valores globais de linfécitos B e mondcitos quando comparados ao grupo de cdes com alto
parasitismo. Santos et al. (2007) avaliando um protocolo imunoterapéutico com a vacina
"Leishmune® enriquecida” com dose maior de saponina, em cdes com LV ndo observaram
diferenca nos valores ex vivo de linfécitos B CD21* em relacdo aos animais néo tratados. De
fato, os dados na literatura tratando sobre essa populacéo celular sdo contraditorios e pouco
explorados. Por outro lado, avaliando uma terapia vacinal, Roatt et al. (2017) observaram
aumento no nimero de mondcitos circulantes 90 dias apds o tratamento (T90) com a vacina
terapéutica LBMPL.

Diante dos dados referentes ao perfil imunofenotipico circulante, podemos inferir que a
imunoterapia com Blog IL-10R foi eficaz, principalmente nos tempos iniciais pos tratamento
(T30 e T90), enfatizando sua importancia no contexto da LVC.

Estudos sobre a restauracdo in vitro da resposta imune ndo sé sdo importantes para o
entendimento da patogénese da doenca como também séo de grande relevancia, visto que a
resposta imune celular esti associada com o controle e a cura da infeccdo pela Leishmania
(BACELLAR, CARVALHO, 2005). Ao avaliarmos a atividade linfoproliferativa em CMSP
apos estimulacdo com antigeno soltvel de L. infantum (ASLIi), houve proliferacéo de linfocitos
T CD4" e CD8" em T30 e T90. Entretanto, observou-se que em T180 ha diminuicdo dessa
proliferagdo em ambas subpopulagdes, que de certa forma, se trata de um reestabelecimento da
condicdo inicial em TO. A atividade linfoproliferativa dos linfécitos parte da presenca do
antigeno, que sera capturado pela célula apresentadora de antigeno para que assim os linfocitos

reconhecam e comecem a proliferar, exercendo a resposta imune celular com ativacéo de
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células. Com a progresséo da doenca, o cdo sofre alteragdes imunoldgicas com severa reducao
da proliferacdo dos linfécitos (BACELLAR, CARVALHO, 2005).

Os estudos referentes a linfoproliferacdo j& vem sido descritos na literatura,
demonstrando a importancia da atividade dos linfocitos no sistema imune canino. Pinnelli et al.
(1994a, 1995) mostraram reduzida resposta linfoproliferativa antigeno especifica de
Leishmania em cées infectados. Apesar dos resultados da proliferacdo de linfocitos in vitro,
sugerindo resposta de células T ap6s estimulacdo antigénica, esses autores demonstraram que
caes assintomaticos exibem resposta bem preservada in vitro e in vivo. Ainda a cerca disso,
Fernandez-Pérez et al. (2003) observaram em seu estudo que todos os cdes sintomaticos nao
tratados apresentaram resposta linfoproliferativa negativa, enquanto 21 dos 78 caes

assintomaticos nao tratados tiveram uma resposta celular positiva.

Murray et al. (2002), avaliando o bloqueio do receptor de IL-10 em camundongos Balb/c
infectados por L. donovani. demonstraram aumento na proliferacdo de células T CD4" apés
estimulo antigénico especifico. De forma interessante, ao avaliar por 90 dias a vacina LBMPL
em cdes naturalmente infectados por L. infantum e sintomaticos, Roatt et al. (2017)
demonstraram aumento tanto da proliferacdo de linfécitos T CD4" quanto de CD8" frente ao
estimulo com antigeno de L. infantum. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos
apos a imunoterapia com Blog IL-10R proposta nesse trabalho, sugerindo que a mesma é 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 avaliagdo final
deste trabalho (180 dias).

Sabe-se que um importante achado imunoldgico na LV é a diminuic¢do da producéo de
IFN-y por células mononucleares do sangue periférico, sendo que a auséncia dessa citocina
impede a ativacdo de macrofagos e a destruicdo de Leishmania (BACELLAR, CARVALHO,
2005). Referente a IL-4, tem sido sugerido que essa citocina age inibindo a transdugéo de sinais
para o 0xido nitrico induzido sintase reduzindo a producdo de NO por macréfagos (KEMP et

al. 1993), parecendo estar associada a susceptibilidade a doenca.

Em relacdo a essas citocinas intracitoplasmaticas, em nosso trabalho observamos um
aumento tanto de IFN-y quanto de IL-4 por células TCD4" em T90. De forma contraria, nao
observamos diferencas em relacdo a producéo de citocinas por células TCD8™. Sabe-se que na
LV, seja na doenga humana ou canina, a citocina pro-inflamatoria IFN-y estimula aumento da

atividade citotoxica de células NK, o desenvolvimento de células Thl, promove a ativacdo de
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linfocitos e a atividade microbicida de macréfagos contra os parasitos (HOLZMULLER ET
AL. 2005; CARRILLO, MORENO, 2009; MAIA, CAMPINO, 2012). Boggiato et al. (2010)
observaram em cées naturalmente infectados por L. infantum e assintomaticos, aumento de IFN-
v apds estimulacdo antigeno especifica em CMSP destes animais quando comparado a animais
sintomaticos. Por outro lado, a citocina IL-4 parece estar associada a susceptibilidade na doenca
humana, entretanto na LVC seu papel ainda parece controverso (SACKS & NOBEN-
TRAUTH, 2002; BARBIERI, 2006). Enquanto alguns autores tém demonstrado aumento dos
niveis de IL-4 na medula 6ssea e baco de cées sintométicos, 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).

O defeito na proliferacdo linfocitaria e na reducéo da capacidade de produzir IFN-y pode
estar relacionado com a producdo da IL-10, sendo assim, a proposta do Blog IL-10R é
interessante nesse ponto. Murray (2005) observou que camundongos infectados e tratados com
anticorpo bloqueador do receptor de IL-10 tiveram formacdo e resolucdo acelerada de
granulomas, além de aumento na expressao de IL-12, IFN-y e iNOS. Diante desse estudo e dos
bons resultados observados em modelo murino, despertou-se o interesse para avaliagcdo desta
estratégia no modelo cdo. Alguns trabalhos recentes, utilizando a imunoterapia com o0
imunomodulador P-MAPA e com a vacina LBMPL demonstraram um aumento de IFN-y,
melhora dos parametros clinicos e reducdo da carga parasitaria em cédes doentes, comprovando
a relevancia dessa citocina como biomarcador de resisténcia na LVC (SANTIAGO et al. 2013;
ROATT et al. 2017). De forma interessante, Roatt et al. (2017) também observaram uma
diminuicdo da IL-10 em sobrenadante de cultura de CMSP no grupo tratado com LBMP em
relacdo ao controle MPL. Considerado esses estudos, pode-se estabelecer o papel da citocina

na patogénese da doenca.

Em conjunto, os dados relacionados as andlises in vitro, frente a estimulagdo com ASLI,
como linfoproliferagcdo e citocinas intracitoplasmaticas, nos leva a crer que o tratamento
proposto nesse estudo foi capaz de melhorar a capacidade inflamatoria dos cées, estabelecendo
um bom progndstico para 0s animais. Porém, esta melhora nao persistiu até o Gltimo tempo do
acompanhamento experimental, sugerindo a necessidade de uma nova intervencdo ou
manutencdo da terapia por um tempo mais prolongado. Possivelmente, uma revisdo no esquema
terapéutico, aumentando os ciclos de imunoterapia seria uma importante alteracdo a ser

considerada no esquema terapéutico aqui proposto.
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Por fim, nossos resultados demonstraram bom desempenho da imunoterapia avaliada,
reforcando trabalho prévios da literatura e enfatizando o uso dessa estratégia de tratamento para
0 emprego na LVC, uma vez que evitaria a geracao de parasitos resistentes as drogas, reducéo

da transmissdo para o inseto vetor e consequentemente o sacrificio de cdes soropositivos.
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8- CONCLUSAO

A imunoterapia com anticorpo monoclonal bloqueador do receptor de IL-10 (Bloq IL-
10R) foi eficaz em restaurar os parametros imunolégicos nos tempos iniciais de avaliacdo pés
tratamento (T30 e T90), apesar do ndo reestabelecimento ap6s 180 dias do tratamento (T180).
Assim, uma nova intervencdo terapéutica ou manutencdo da terapia proposta por um tempo

mais prolongado pode ser importante para obtencdo de melhores resultados.
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