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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é um zoonosea altamente prevalente no Brasil e em
algumas regies do mundo. No entanto, o tratamento quimioterapico de cdes doentes ndo leva
a cura parasitoldgica, ficando evidente a necessidade de estudos que busquem melhoria das
praticas para tratamento da LVC. Assim, estudos recentes avaliaram uma vacina terapéutica,
composta por antigenos de L. braziliensis associado ao adjuvante monofosforil lipideo A,
denominada vacina LBMPL, em cées naturalmente infectados por L. infantum. Tal
imunoterapia demonstrou resultados animadores no &mbito hemato-bioguimico, imunoldgico,
clinico e parasitolégico (medula déssea, pele e baco). No entanto, as possiveis alteracdes
histopatoldgicas e parasitolégicas no compartimento hepéatico, importante sitio do parasito ndo
foi avaliado. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o perfil histopatologico e parasitolégico
do figado de cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum e sintomaticos
submetidos ao tratamento com a vacina terapéutica LBMPL. Para tal, foram utilizados quatro
grupos de cdes: grupo CN (nédo infectados e ndo tratados, n=5), grupo INT (infectados e ndo
tratados, n=7), grupo MPL (infectados e tratados com o adjuvante MPL, n=6) e grupo LBMPL
(infectados e tratados com a vacina LBMPL, n=10). Apds eutanasia, amostras de figado foram
coletadas para avaliacdo histopatoldgica semi quantitativa (degeneracdo hidropica e
inflamacdo portal) e quantitativa (inflamagdo) e avaliacdo parasitologica por
imunohistoquimica e PCR em tempo real (QPCR). Nossos resultados demonstraram que 0s
animais do grupo LBMPL apresentaram reducéo da freqiiéncia de alteracGes histopatoldgicas
como degeneracdo hidropica e inflamagdo portal. Alem disso, foi observado um menor
namero de células inflamatdrias presentes no parénquima hepatico nesse grupo. Em relacéo a
carga parasitaria por imunohistoquimica, apesar da reducdo no grupo LBMPL, esta ndo foi
significativa. Por outro lado, foi observada uma reducdo desse parametro no grupo LBMPL
quando utilizado a gPCR. Assim, demonstramos uma melhora histopatoldgica e parasitologica
no figado dos cées tratados com a vacina LBMPL. Dessa forma, evidenciamos em nosso
trabalho a importancia dessa imunoterapia em cées naturalmente infectados por L. infantum,
uma vez que a mesma se mostra efetiva diante dos parametros e técnicas analisadas,
despontando assim como uma potencial estratégia terapéutica a ser aplicada como proposta

de tratamento na LVC.

Palavras-chave: Leishamania infantum, Leishmaniose visceral canina, vacina LBMPL



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a highly prevalent zoonosis in Brazil and in some
regions of the world. However, chemotherapeutic treatment of dogs doesn’t cause
parasitological cure, and the need for studies that improve treatment practices for CVL is
evident. Thus, recent studies have evaluated a therapeutic vaccine composed of L. brasiliensis
antigens associated with the adjuvant monophosphoryl lipid A, called LBMPL, in vaccines
naturally infected with L. infantum. This immunotherapy showed encouraging results in the
blood-biochemical, immunological, clinical and parasitological field (bone marrow, skin and
spleen). However, possible histopathological and parasitological changes in the hepatic
compartment, an important site of the parasite, have not been evaluated. The objective of this
study was to evaluate the histopathological and parasitological profile of the liver of dogs
naturally infected with Leishmania infantum and symptomatic dogs treated with the
therapeutic LBMPL vaccine. Four groups of dogs were used: CN group (uninfected and
untreated, n =5), INT group (infected and untreated, n = 7), MPL group (infected and treated
with MPL adjuvant, n = 6) and LBMPL group (infected and treated with LBMPL vaccine, n
= 10). After euthanasia, liver samples were collected for semi quantitative histopathological
(hydropic degeneration and portal inflammation), quantitative (inflammation) and
parasitological evaluation by immunohistochemistry and real-time PCR (qPCR). Our results
showed that the animals of the LBMPL group presented a reduction in the frequency of
histopathological alterations such as hydropic degeneration and portal inflammation. In
addition, a lower number of inflammatory cells present in the liver parenchyma was observed
in this group. Regarding the parasite load by immunohistochemistry, despite the reduction in
the LBMPL group, this was not significant. In nother way, a reduction of this parameter was
observed in the LBMPL group when gPCR was used. We demonstrated a histopathological
and parasitological improvement in the liver of dogs treated with the LBMPL vaccine. Thus,
in our work we highlight the importance of this immunotherapy in dogs naturally infected by
L. infantum, since it is effective in view of the parameters and techniques analyzed, thus

emerging as a potential therapeutic strategy to be applied as a treatment proposal in LVC.

Keywords: Leishamania infantum, Canine visceral leishmaniasis, LBMPL vaccine
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é um grave problema de satde publica que se encontra
em franca expansdao em todo o mundo. O nimero crescente de casos em territério brasileiro
tem sido um desafio para o Ministério da Saude, principalmente devido a expansdo da doenca
para os grandes centros urbanos (Brasil, 2017; WHO, 2017). Este fato estd muitas vezes
associado a ineficiéncia das medidas de controle da doenca e a auséncia de ferramentas

profilaticas disponibilizadas pelas agéncias de controle no pais.

Dentro do ciclo zoonético da LV, destaca-se o cdo, uma vez que ele é considerado o
principal reservatorio doméstico do parasito e atrativa fonte alimentar para a fémea do inseto
vetor, tornado a leishmaniose visceral canina (LVC) mais importante do ponto de vista
epidemiologico do que a LV humana (Molina et al. 1994; Reis et al. 2006, Coura-Vital et al.
2011). Devido a esse fato, a eliminacdo de cées soropositivos € uma das principais medidas
de controle da LV no Brasil (MS, 2006). No entanto, perante principalmente o vinculo afetivo
entre cées e seus donos, é cada vez mais comum o tratamento de cdes com LV com 0S mesmos
farmacos utilizados para o tratamento da leishmaniose visceral humana (LVH) nas diferentes
areas endémicas de todo o mundo. Todavia, essa medida € proibida no Brasil (Portaria
Interministerial - Ministérios da Saude 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 sdo 0s riscos associados ao tratamento de cdes com
LV, pois mesmo tratados esses animais continuam a ser fonte de infeccéo para o vetor (Baneth
e Shaw, 2002; Noli & Auxilia, 2005; Solano Gallego et al. 2011), além da possibilidade de
selecdo de cepas resistentes do parasito frente as drogas convencionais (Dantas Torres &
Branddo Filho, 2006). Apesar de suas muitas desvantagens, Miré e colaboradores (2011)
acreditam que atualmente a quimioterapia deve ser aplicada em cédes doentes, pois tem
beneficios em termos de reducdo da prevaléncia e incidéncia da doenca, bem como no controle

do ciclo bioldgico do parasito.

Nos ultimos anos, pesquisadores de todo mundo, tem direcionado seus esforgos a fim
de desenvolver novas estratégias de tratamento, menos toxicas e que ndo s6 proporcionem
uma melhora clinica, mas também reduzam drasticamente a carga parasitaria em cdes com
LV. Nesse sentido, a imunoterapia tem ganhado grande atencdo na busca por estratégias

terapéuticas mais efetivas, menos toxicas e mais acessiveis para o tratamento da doenca. Dessa
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forma, nosso grupo de pesquisas avaliou recentemente a agdo terapéutica de uma vacina
composta por antigenos de L. braziliensis associados ao adjuvante Monofosforil lipideo A
(MPL) no tratamento da LV C em cées naturalmente infectados por L. infantum e sintomaticos,
denominada vacina LBMPL (Roatt, et al. 2017). Tal imunoterapia demonstrou resultados
bastante promissores em relagdo a normalizacdo dos pardmetros hemato-biquimicos,
reativacdo da resposta imunoldgica, controle do parasitismo tecidual e cura clinica ha maioria
dos animais submetidos ao tratamento. Diante destes resultados promissores, nosso grupo de
pesquisas decidiu avaliar como 0s compartimentos viscerais e dentre este o figado reagiu apés
a imunoterapia com a vacina LBMPL. Neste sentido, é importante avaliar os aspectos
histopatolégicos do figado desses animais, uma vez que este 6rgdo é um dos principais
acometidos pelo parasito.

Para se entender o beneficio da terapéutica na doenca, € importante compreender as
alteracbes observadas durante o curso clinico da LVC sintomatica. Em se tratando das
alteracdes hepaticas decorrentes da LV em cées infectados por L. infantum, é possivel observar
semelhancas em relacdo ao figado de individuos infectados por este mesmo parasito onde
estes apresentam alteracdes como hipertrofia e hiperplasia de células de Kuppfer com
parasitismo variavel nessas células, bem como nos macrofagos nos tratos portais. Além disso,
infiltrado inflamatdrio no espaco porta e no parénquima, degeneracdo hidropica de hepatocitos
e fibrose pericelular (Giunchetti, et al. 2008; Lima et al. 2019). Em cées sintomaticos, essas
alteracdes sdo observadas com maior intensidade comparado a cdes assintomaticos e
oligossintomaticos (Giunchetti et al. 2008). Assim, a avaliacdo parasitologica e
histopatoldgica do compartimento hepético é extremamente importante para que se entenda
como curso natural da LV canina apresentou regressao ou progressao apds a intervencgdo

terapéutica utilizando a vacina LBMPL como estratégia de tratamento para a doenca.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Leishmaniose visceral

As leishmanioses sdo doengas causadas por parasitos da ordem Kinetoplastida e do
género Leishmania, sendo responséaveis por um amplo espectro de doencas variando de uma
forma cuténea pontual até uma forma sistémica aguda, onde o individuo evolui ao 6bito
rapidamente quando ndo tratado (Ross, 1903; WHO, 2017). Assim, as leishmanioses sdo
consideradas um grave problema de salde publica em véarios paises, dentre 0s quais se
destacam paises da Africa, Europa, Asia e Américas. Dados da Organizacio Mundial da Saude
(OMS) indicam que essa doenca esta em franca expansdo ao redor do mundo, se enquadrando
entre as nove doencas tropicais mais negligenciadas da atualidade. Globalmente s&o
registrados mais de 500 mil casos por ano. Nos tltimos anos, 90% dos novos casos relatados
a OMS s&o oriundos de seis paises (Bangladesh, india, Nepal, Etiopia, Suddo e Brasil), sendo
0 Brasil, o de maior incidéncia nas Américas (WHO, 2017).

No contexto epidemiologico da LV zoonoética vale ressaltar a presenca do cdo, que
possui grande importancia no ciclo evolutivo da doenca no ambiente domestico (Deane, et al.
1956; Alvar, et al. 2004). Esses animais atuam como reservatorios primarios do parasito,
apresentando uma alta carga parasitaria cutanea e servindo como atrativa fonte alimentar para
0 inseto vetor (Borges, et al. 2009). Devido a essa importancia, no Brasil, 0 manual de
vigilancia e controle da LV é fundamentado em uma triade de profilaxias alicercada no
combate ao inseto vetor, tratamento dos casos humanos e eliminacdo de cédes soropositivos
(MS, 2014). Neste contexto, a LVC é um grande problema de saide publica e medicina
veterinaria (Silva, et al. 2017). Dados sobre a LVVC indicam que esta doenca é endémica em
mais de 70 paises, sendo estimado que pelo menos 2,5 milhGes de cdes estejam infectados
atualmente por L. infantum somente no Sudoeste da Europa (Solano-Gallego, et al., 2011). Da
mesma forma, o nimero de cdes infectados nas Américas é estimado em milhdes 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; Solano-Gallego, et al. 2011; Gradoni, et al. 2015).
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2.2 Aspectos clinicos e imunolégicos da leishmaniose visceral canina

A LVC pode manifestar-se pelo acometimento de varios 6rgaos, pois trata-se de uma
doenca sistémica, com grande potencial patoldgico. As manifestac6es clinicas da doenca sdo
consequéncias de inimeros mecanismos patogénicos relacionados a interagdo parasito
hospedeiro, principalmente em 6rgdos chave da resposta imunoldgica como o bago e a medula
6ssea além de figado e linfonodos, refletindo um complexo mecanismo de defesa e ataque do
hospedeiro e do parasito, respectivamente (Baneth, et al, 2008).

De forma geral, em relacdo aos aspectos clinicos da LV C, esta parasitose evolui de um
estado assintomatico, onde ndo ha manifestacdo de sinais e sintomas clinicos, para
oligossintomatico, onde ha poucos sintomas, podendo posteriormente progredir para um
quadro clinico critico, repleto de sinais e sintomas clinicos. Nos animais sintomaticos, 0s
aspectos clinicos mais observados no tecido cutaneo incluem descamacdo do epitélio,
pequenas Ulceras nasais, feridas distribuidas pelo corpo, principalmente localizadas mais na
regido da cauda, articulacbes, focinho e orelhas. Observa-se, com grande frequéncia,
onicogrifose, alopecia generalizada, paraplesia e uma hipertrofia de figado e baco. Nos casos
mais avancados da doenca, inimeros animais evoluem para o 6bito (Manciantti, et al. 1988;
Baneth, et al. 2008; Salzo, et. al. 2008; Reis, et. al. 2009).

Diante desse cenario, diversos estudos vém sendo conduzidos no intuito de entender
0s mecanismos imunologicos relacionados ao controle do parasitismo e ao estabelecimento
de formas clinicas em cdes com LV. Cées infectados que apresentam padrdo de resisténcia
natural a doenca, demonstram uma potente ativacdo da resposta imune celular marcada por
ativacdo de células T, enquanto animais suscetiveis apresentam uma resposta humoral
exagerada e ineficaz (Solano Gallego et al., 2000; Solano Gallego, et al., 2009). Assim, a
sintomatologia da LVC esta relacionada com a producdo de uma resposta imunolégica ndo
protetora. Muitos estudos ressaltam a importdncia das citocinas IL-10 e IL-4 na
suscetibilidadea infeccdo por L. infantum, uma vez que essas citocinas atuariam
imunomodulando negativamente a proliferacdo de células T e a ativacdo dos macrdfagos
(Murray, et al., 2002; Morre, et al., 2001). Ja a auséncia de sintomas ocorre devido a ativacao
de células T CD4* e T CD8" principalmente pela liberacdo de citocinas como IFN-y, IL-2 e
TNF-a que vao ativar a resposta imunoldgica, combatendo assim a doenca (Alvar, et. al. 2004;
Baneth, et al. 2008).
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2.3 O figado na leishmaniose visceral canina

Com o objetivo de entender melhor os eventos relacionados a imunopatologia
compartimentalizada na LVC, varios grupos de pesquisa vém realizando uma ampla
investigacdo com enfoque histopatolégico em 6rgdos nos quais o parasito apresenta tropismo

como medula dssea, baco, linfonodo e figado (Reis, et al. 2009).

Em relagdo ao tecido hepatico, é demonstrado que esse 6rgdo desempenha um papel
central em cées com LV. Estudos em cées infectados naturalmente por L infantum indicam
uma relagéo direta entre a resolucdo da infeccdo e a formacdo e maturagdo de granulomas,
que sdo agregados concisos de macrofagos parasitados ou ndo, células epitelioides,
plasmaécitos e raros neutrdfilos, circundado por um halo de linfocitos que se encontram
dispersos no parénquima (Giuchetti et al 2008; Melo et al. 2009). Além disso, alteragbes
histopatolégicas como inflamacgéo do espago porta, com caracteristico infiltrado mononuclear,
inflamacéo em diferentes regies do 6rgao, hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer e
degeneracdes sdo observadas (Giunchetti, et. al. 2008; Reis, et. al. 2009).

Em se tratando dos perfis de resisténcia e susceptiblidade e a inducdo das formas
clinicas polares, é observado que cées sintomaticos apresentam uma carga parasitaria mais
elevada nesse 6rgéo e alterac6es inflamatorias estruturais mais intensas em comparagéo com
cées assintomaticos, encontrando-se estes fatores intimamente relacionados. Além disso,
também é observado que estas alteracGes histologicas estdo associadas a alteracdes nos
parametros bioguimicos relacionados com a funcéo hepatica, principalmente os niveis séricos
de albumina, globulinas e da razdo A/G (Giunchetti, et al. 2008; Reis, et al. 2009). Em modelo
canino € demonstrado que cées assintomaticos apresentam niveis mais elevados das citocinas
TGF-B, TNF-a, IFN-y e iNOS no figado, em comparacdo com caes sintomaticos (Corréa et
al. 2007, Maia & Campino, 2012). Foi observado ainda que cées naturalmente infectados por
L. infantum e sintomaticos apresentam uma clara incapacidade na expressao de quimiocinas
e seus receptores no compartimento hepatico, comparativamente aos animais assintomaticos,
resultando assim numa deficiente resposta imune contra Leishmania infantum (Nascimento et
al. 2013).

Ao realizar uma andlise histopatoldgica do figado de 57 animais com sorologia positiva
para LVC, Barros e colaboradores (2011) constataram que 93% dos animais apresentavam

algum tipo de infiltrado inflamat6rio e em 40% deles era observado formas amastigotas do
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parasito, além de lesGes congestivas e degenerativas hepaticas. Achados como hemorragia,
pigmentos de hemossiderina, necrose centrolobular, degeneracdo glicogénica, cirrose, edema
perivascular e acentuada retencdo biliar foram menos frequentes (Barros et al, 2011). Dessa
forma, é importante a avaliagio do compartimento hepatico, que é extremamente
comprometido durante a doenca sintomatica, ap6s a utilizacdo de uma terapia que visa a
estimulacdo da resposta imune como forma de combate ao parasito e se esta estratégia
promove a regressdo das alteracfes observadas durante a infeccdo sintomatica na LVC.

2.4 Tratamento da leishmaniose visceral canina

Apesar de ndo aconselhavel e perante principalmente ao vinculo afetivo entre cées e
seus donos, é cada vez mais comum o tratamento de cdes com LV utilizando 0os mesmos
farmacos aplicados para o tratamento da doenca humana nas diferentes areas endémicas do
mundo. Para tal sdo utilizados os antimoniais pentavalentes e anfotericina B entretanto, esta
conduta é ilegal no Brasil e em caso de denuncia, 0 veterinario tem seu registro cassado
(Oliveira et al., 2004). Tais terapias sdo efetivas até certo ponto, no entanto esses farmacos
séo extremamente toxicos e podem causar um comprometimento irreversivel de 6rgdos como
figado, rim e coracéo levando o animal ao 6bito (Oliveira et al., 2004). Além disso, a excre¢ao
e eliminacdo dos farmacos em cées s@o diferentes do que é observado nos seres humanos o

que gera um risco iminente do surgimento de cepas resistentes do parasito nestes casos.

Em 2016, por meio da Nota Técnica Conjunta, assinada pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude foi autorizado o registro do farmaco
Milteforan®, de propriedade da empresa Virbac Salide Animal, indicado para o tratamento da
LVC. O licenciamento do medicamento foi emitido respeitando as determinacgdes da Portaria
Interministerial n° 1.426 de julho de 2008, que regulamenta o tratamento de cdes com LV,
proibindo o tratamento com produtos de uso humanos ou ndo registrados no MAPA.
Entretanto, ja ha dados na literatura que indicam que o tratamento com miltefosina leva a uma
melhora clinica transitoria e entre 3-6 meses ap0s o tratamento 0s animais voltam a manifestar

sinais e sintomas clinicos da doenca.

Tendo em vista todo caminho ja percorrido pela ciéncia, bem como seus percalcos, o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento como o reposicionamento de
farmacoldgico, novas formulagdes de farmacos antigos, a imunoterapia utilizando vacinais e

imunomoduladores, se fazem necessarias e urgentes uma vez que, para o tratamento das
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leishmanioses temos um pequeno arsenal terapéutico que apresenta diversos efeitos colaterais,
bem com a ja relatada co-infeccdo HIV/L. infantum e o surgimento de cepas resistentes do
parasito. Nesse sentido, Roatt e colaboradores (2017) avaliaram a eficacia terapéutica da
vacina LBMPL, formulada a base de antigenos de Leishmania braziliensis associada ao
adjuvante MPL denominada vacina LBMPL. Nesse estudo foi realizado um ensaio pré-clinico
em cdes sintomaticos, naturalmente infectados por L. infantum. Os animais imunotratados
com a vacina LBMPL apresentaram uma melhora significativa dos sinais e sintomas clinicos
com reducdo intensa dos sinais clinicos e reducéo no score clinico de 75%, aumento de peso
corporal e reducdo da esplenomegalia. Além disso, foi observado normalizacdo dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos, aumento de linfécitos T CD4* e CD8* circulantes,
aumento de linfocitos T CD4*e CD8" produtores de IFN-y bem como reducédo na producao
de IL-4 por esses linfocitos e aumento dos niveis de TNF-a com diminui¢do acentuada na
producédo de IL-10. De forma importante, foi observado ainda diminuicdo dréstica da carga
parasitaria na medula 0ssea, pele e baco, além de reducdo da infectividade de fémeas de
flebotomineos alimentadas ap0s o tratamento, demonstrando o potencial uso dessa vacina

como estratégia de tratamento para a LV (Roatt et al. 2017).

Levando em consideracdo os resultados promissores obtidos e da importancia do
figado como local de permanéncia do parasito e na geracdo de resposta imune, uma analise
histopatoldgica bem como uma analise parasitologica detalhada do figado dos animais
imunotratados com a vacina terapéutica LBMPL, é fundamental para avaliar o potencial de

contribuicdo desse tratamento em cdes com LV.
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3. JUSTIFICATIVA

A LV ¢é uma das doengas mais negligenciadas no mundo, que afeta principalmente os
paises mais pobres e encontra-se em franca expansdo em varias regides rurais, periurbanas e
urbanas do Brasil. O cdo € o principal reservatorio doméstico do parasito no ciclo zoonético,
ocupando posicao de destaque na cadeia epidemioldgica de transmissdo do parasito, tornando
a LVC uma zoonose altamente prevalente. No entanto, o uso indiscriminado da quimioterapia
pra LV humana aplicada ao tratamento da LVVC tem dificultado o controle dessa doenga, ja
que os farmacos atuais ndo levam a cura parasitolégica na LVC. Dessa maneira, relatos de
cepas resistentes do parasito tém sido descritos e a busca por novos farmacos e/ou 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 canina. Dessa forma, a avaliagdo de novas estratégias terapéuticas como a utilizagéo
de uma vacina terapéutica (LBMPL) é de extrema importancia, principalmente em casos mais
graves de LV. Tendo em vista que o figado € um dos 6rgdos mais acometidos pelo parasito e
buscando avaliar a possivel toxicidade relacionada ao tratamento, torna-se fundamental
avaliar o quadro histopatolédgico e parasitoldgico hepatico de cées naturalmente infectados por

L. infantum, submetidos a imunoterapia com vacina LBM
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil histopatoldgico e parasitoldgico do figado de cdes naturalmente
infectados por Leishmania infantum e sintomaticos submetidos ao tratamento com a vacina
terapéutica LBMPL.

4.2 Obijetivos especificos

e Avaliar, de forma qualitativa, as principais alteracdes histopatologicas hepaticas;
como degeneracdo hidrépica e inflamacéo portal;

e Quantificar o processo inflamatério no figado;

e Quantificar por imunohistoquimica a carga parasitaria no figado;

e Quantificar por gPCR a carga parasitaria no figado.
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5. METODOLOGIA

5.1 Manejo dos animais

Foram utilizados nesse estudo 28 cées naturalmente infectados por L. infantum
provenientes de Governador Valadares (Minas Gerais, Brasil), area endémica para a 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 soroldgicos positivos
no teste rapido (DPP®) e imunoenzimatico (ELISA). Todos os procedimentos de manipulacdo
dos animais estdo em acordo com os principios éticos da experimentacdo animal, aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFOP (CEUA-UFOP), conforme o
protocolo n° 2010/57. E importante ressaltar que esses animais fizeram parte do doutorado do
professor Dr. Bruno Mendes Roatt. Assim sendo, todos os procedimentos de manejo dos
animais, tratamentos terapéuticos e a coleta de amostras bioldgicas, foram conduzidos pelo

mesmo.

Este trabalho foi realizado mediante um convénio de cooperacdo 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). Os animais
foram doados pelos seus donos apos esclarecimentos de todas as duvidas referentes a esse
processo e posterior assinatura do termo de consentimento livre esclarecido. Apos
recolhimento dos animais, 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), que possui baias coletivas, com area coberta
e aberta (solario), o que favorece a incidéncia de luz solar e ventilacdo adequada. Todo o canil,
incluindo as areas de solario, é recoberto por telas de aco inox AlSI 304 fios 34, para impedir
0 possivel contato entre animais infectados por L. infantum e seu hospedeiro invertebrado

natural.

Os animais foram distribuidos respeitando a lotacdo maxima de cinco cées 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 coespecifica e desenvolvimento de hierarquias entre eles. A dieta durante todo

0 periodo experimental foi baseada em ragdo comercial balanceada do tipo Premium (Nero
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Refeicdo®, Total Alimentos, Brasil), e &gua potavel. A limpeza das baias, além da
alimentacdo dos animais, foi realizada diariamente por técnico paramentado com

equipamentos de protecdo individual (EPI) e devidamente treinado para tais tarefas.

Antes da alocacdo dos cées aos grupos foi realizado um procedimento conhecido por
"vazio sanitéario"”, que consisti na restricéo a presenca de qualquer animal nas baias por periodo
minimo de 30 dias, mais o tempo necessario para a realizagdo dos procedimentos de
desinfeccdo das instalagdes, totalizando 35-40 dias. A desinfeccdo quimica é realizada com
solucdo de hipoclorito de sddio a 1% (Hipoclorito de S6dio 10%, Sulfal Quimica Ltda, Brasil).
Vinte e quatro horas antes da entrada dos animais no recinto as paredes internas e externas do
canil e das baias, incluindo as telas protetoras, foram borrifadas com inseticida de poder
residual a base de deltametrina, na dose de 25 mg/m2 (K-Otrine CE25®, Bayer
CropscienceLtda, Brasil).

5.2 Grupos experimentais

Apos a distribuicao aleatoria dos cdes nos quatro grupos experimentais, por meio de

sorteio, os animais foram submetidos aos protocolos de imunoterapia descritos a seguir:

Grupo Controle MPL (MPL): este grupo foi composto por seis cées (dois machos e quatro
fémeas) que receberam, trés séries apenas do adjuvante MPL em &gua de injecéo, pela via
subcutanea na regido dorsal (cada série composta por 10 doses - 1 dose/dia), com intervalo de

descanso de 10 dias entre cada série, distribuidas da seguinte forma:

12 Série: foram administradas 10 doses do adjuvante MPL sendo 1 dose/diaria em
ordem crescente de concentracdo do adjuvante monofosforil lipideo A (MPL) (Sigma Co.,
E.U.A) idéntica a concentracdo administrada no grupo LBMPL. No primeiro dia foi
administrada uma dose contendo 5ug de MPL em 100uL de agua de injecdo; segundo dia
10ug de MPL em 200uL de d4gua de injecéo; terceiro dia 15ug de MPL em 300uL de agua de
injecdo; quarto dia 20ug de MPL em 400uL de &gua de injecdo; quinto dia 25ug de MPL em
500uL de agua de injecdo; do sexto ao décimo dia desta série foram administrados diariamente
uma dose contendo 25ug de MPL em 500uL de agua de injecdo. Apods a conclusdo da primeira

série 0s animais foram submetidos a um descanso (intervalo) de 10 dias.
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2% Série: foi iniciada 10 dias apds a 1% série sendo 0s animais submetidos a
administracdo de 10 doses (1 dose/diaria), do primeiro ao décimo dia, contendo 25ug de MPL
em 500pL de &gua de injecdo diariamente. Apos a conclusdo da segunda série 0s animais
foram submetidos a um descanso (intervalo) de 10 dias.

3% Série: foi iniciada 10 dias apds a 2% série sendo 0s animais submetidos a
administracdo de 10 doses, do primeiro ao décimo dia, contendo 25ug de MPL em 500uL de
agua de injecdo diariamente.

Grupo Vacina LBMPL (LBMPL): este grupo foi composto por dez cées (cinco machos e
cinco fémeas) que receberam trés séries de imunoterapia pela via subcutanea na regido dorsal
(cada série composta por 10 doses - 1 dose/dia), com intervalo de descanso de 10 dias entre

cada série, distribuidas da seguinte forma:

12 Série: foram administradas 10 doses vacinais sendo 1 dose/diaria em ordem
crescente de concentragdo de antigeno de L. braziliensis e adjuvante monofosforil lipideo A
(MPL) (Sigma Co., EUA). No primeiro dia foi administrada uma dose vacinal contendo 60p.g
de antigeno total de L. braziliensis + 5ug de MPL em 100puL de 4gua de injecéo; segundo dia
120ug de antigeno total de L. braziliensis + 10ug de MPL em 200uL de &gua de injecéo;
terceiro dia 180ug de antigeno total de L. braziliensis + 15ug de MPL em 300uL de agua de
injecdo; quarto dia 240ug de antigeno total de L. braziliensis + 20ug de MPL em 400uL de
agua de injecdo; quinto dia 300ug de antigeno total de L.braziliensis + 25ug de MPL em
500pL de agua de injecdo; do sexto ao décimo dia desta série foram administrados diariamente
uma dose contendo 300ug de antigeno total de L. braziliensis + 25ug de MPL em 500uL de
agua de injecdo. Apds a conclusdo da primeira série 0s animais foram submetidos a um

descanso (intervalo) de 10 dias.

2% Série: foi iniciada 10 dias ap6s a 1% série sendo 0s animais submetidos a
administracdo de 10 doses vacinais (1 dose/diaria), do primeiro ao décimo dia, contendo
300ug de antigeno total de L. braziliensis + 25ug de MPL em 500uL de &gua de injecdo
diariamente. Apos a conclusdo da segunda série os animais foram submetidos a um descanso

(intervalo) de 10 dias.

3% Série: foi iniciada 10 dias ap0s a 2% série sendo 0s animais submetidos a
administracdo de 10 doses vacinais, do primeiro ao décimo dia, contendo 300ug de antigeno

total de L. braziliensis + 25ug de MPL em 500pL de &4gua de injecdo diariamente.
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Os animais de ambos os grupos foram acompanhados por 90 dias apo6s os distintos

tratamentos, sendo entéo realizada a eutanasia e necropsia dos mesmos.

Foi utilizado nesse estudo mais dois grupos controles, provenientes de material ja
coletado e arquivado em nosso laboratério, descritos a seguir:

Grupo Controle ndo infectado — controle negativo (CN): este grupo foi composto por cinco
caes (2 machos e 3 fémeas), provenientes do Canil de experimentacdo do Centro de Ciéncia
Animal (CCA/UFOP). Tais animais eram negativos para LV, confirmado por testes
soroldgicos.

Grupo Controle Infectado e néo tratados (INT): este grupo foi composto por sete animais
(3 machos e 4 fémeas), provenientes da regido endémica de Governador Valadares (Minas

Gerais). Tais animais eram positivos para LV, confirmado por testes sorologicos.

5.3 Eutanasia e coleta de amostras de figado

Apos o0 periodo de experimentacdo, os animais foram submetidos ao processo de
eutanasia, utilizando associagéo de 22 mg/kg de Cloridrato de Quetamina (KetaminaAgener®,
Agener Unido, Brasil) e 2,0 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Calmium®, Agener Uniao,
Brasil) por via intramuscular, como protocolo de anestésico e aplicacdo, por via endovenosa
lenta, de 20mg/kg de tiopental sodico (Thiopentax 1g, Cristalia, 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. Apos a
confirmacdo do obito, os animais foram submetidos a exame necroscopico, com avaliacdo
macroscopica, seguida de retirada de fragmentos do figado que foram armazenados em formol
tamponado para posterior analises histopatologicas e imuno-histoquimicas. Outra parte desse
orgao foi armazenado em papel aluminio e rapidamente acomodado em nitrogénio liquido

para futura avaliacdo da carga parasitaria por qPCR.

5.4 Avaliacédo histopatoldgica do figado

Os fragmentos de figado foram fixados em formol 10% tamponado pH 7,2,
processados rotineiramente e embebidos em parafina para posterior corte em micrétomo.

Sobre laminas de vidro, previamente desengorduradas com alcool e posteriormente
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sinalizadas, foram colocados cortes histologicos foram destinadas a avaliacao histopatolégica
de rotina, através da coloracdo por hematoxilina e eosina (H&E) e avaliagdo de imuno-
histoquimica anti-Leishmania para avaliacdo do parasitismo tecidual nesses érgédos. Estes
procedimentos operacionais sdo padrdes do laboratério de Imunopatologia do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas (LIMP/NUPEB/UFOP), seguindo as normas de controle de

qualidade do laboratorio.

5.5 Avaliacdo semiquantitativa do figado

Apos coloragdo das laminas por H&E foi realizada as anlises do figado com auxilio
de microscépio de luz em aumento de 400x (Olympus Optical, Japdo). Para tal, foi realizado
uma andlise semi-quantitativa de alteracdes hepaticas como degeneracdo hepatica e
inflamacdo portal. Apds minuciosa avaliagdo de cada lamina, essas alteragdes histologicas
foram classificadas de acordo com o grau da respectiva alteracdo como: alteragédo ausente (-),
alteracdo leve (+), alteracdo moderada (++) e alteracdo intensa (+++). Os dados foram entéo

tabulados e posteriormente foi realizada a analise dos mesmos.

5.6 Avaliacdo morfomeétrica do figado

O infiltrado inflamatério no figado foi avaliado e quantificado através de 20 imagens
aleatdrias, em objetiva de 40x, que foram obtidas com o auxilio da microcamera Leica
DFC340FX associada ao microscopio Leica DM5000B. Todos os pixels em tons de azul
foram selecionados a fim de criar um padrdo que foi analisado de forma automatica, o que
possibilitou a quantificacdo das células inflamatorias através da coloracdo do seu nicleo. Para
tal finalidade, foi utilizado o software de imagem LeicaQwin. Todos esses procedimentos
foram realizados no Laborat6rio Multiusuario de Fotodocumentacéo e Morfometria do Nucleo
de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicass/NUPEB da UFOP.

5.7 Analise imunohistoquimica para avaliacdo da carga parasitaria no figado

A reacdo do ensaio de imunohistoquimica foi realizada de acordo com Tafuri e

colaboradores (2004) com modificagOes. Brevemente, foi realizado bloqueio da peroxidase
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endogena com peroxido de hidrogénio PA (200mL PBS 1x/ 7mL H.Oz) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida foi realizado trés banhos de 5 minutos de PBS e
posteriormente foi adicionado soro de cabra diluido 1:100 em PBS 0,1% BSA, a fim de
bloquear os sitios inespecificos. Apds serem lavadas novamente, foi adicionado anticorpo
primario (soro de cdo altamente reativo) diluido 1:100 em PBS 0,1% BSA, seguido de
incubacdo overnight a 4°C. Apos periodo de incubacéo, foi realizado um novo processo de
lavagem, com consecutiva adicdo do anticorpo secundario (biotilinado) — Kit DAKO LSAB2
em quantidade suficiente para cobrir os cortes, procedendo a incubacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. Subsequentemente, as laminas foram lavadas e foi adicionada a
solugéo de estreptoavidina — Kit DAKO LSAB2. Posteriormente, foi realizada a revelagao
com 50 mg diaminobenzidina (DAB), 200ml de PBS 1x, 400uL de H20.. Prontamente foi
realizada a contra coloragcdo com hematoxilina diluida em &gua na proporcéo de 1:1, durante

10 min. Apds secagem, as laminas foram montadas com laminula e Entellan.

No local da reacdo antigeno-anticorpo houve um depdsito de um substrato cromdgeno,
0 que possibilitou a visualizacdo do parasito. Foi entdo realizada a captura de 35 imagens
aleatdrias (apds realizacdo de um teste de estabilidade), em aumento de 40x, de cada lamina
com o auxilio da microcamera Leica DFC340FX associada ao microscépio Leica DM5000B
e a analise foi entdo realizada através da marcacdo dessas areas por meio do software de
imagem LeicaQwin no Laboratério Multiusuario de Fotodocumentacdo e Morfometria do

Nucleo de Pesquisas em Ciéncias BioldgicassNUPEB da UFOP.

5.8 Analise molecular para avaliacdo da carga parasitaria no figado
5.8.1 Extracdo de DNA das amostras de figado

A partir de fragmentos de figado, o DNA das amostras foi obtido utilizando-se o kit de
extracio Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). Os
procedimentos foram realizados seguindo recomendacdes do fabricante com modificacdes,
conforme brevemente descrito. Fragmentos de aproximadamente 15 mg foram colocados em
tubos do tipo eppendorf (Eppendorf®, Eppendorf AG, Alemanha) previamente identificados
e adicionados 500uL de solucdo de lise nuclear com posterior homogeneizagdo por inverséo.
Em seguida, as amostras foram submetidas a digestdo 20uL de proteinase K deixando as

amostras incubadas overnight. No dia seguinte, foram adicionados 3uL da solugao de RNase



26

ao lisado nuclear, seguido de homogeneizagdo e incubagdo em banho seco a 37°C por 30
minutos. As amostras foram resfriadas por cinco minutos a 25°C e em seguida foram
adicionados 200uL da solucdo de precipitacdo proteica. As amostras foram entéo
homogeneizadas e incubadas no gelo por cinco minutos. Em seguida foram centrifugadas a
16000 xg em microcentrifuga (Eppendorf®- Modelo 5418, NY, USA) durante cinco minutos.
O sobrenadante foi transferido para novo tubo tipo eppendorf, onde se adicionou 600ul de
isopropanol (Merck®, Darmstad, Alemanha) e as amostras foram homogeneizadas por
inversdo dos tubos. Apds este procedimento, foi realizada centrifugacdo a 16000 xg durante
1,5 minuto e o sobrenadante descartado. Posteriormente foram acrescentados 200uL de etanol
70% (Merck®, Darmstad, Alemanha) nas amostras as quais foram homogeneizadas e
centrifugadas a 16000 xg por 1,5 minuto, sendo o sobrenadante desprezado. Finalmente, as
amostras foram deixadas por 1 hora a 21-25°C para total evaporacdo do etanol. Em seguida,
foram adicionados 100uL de solugdo de hidrata¢do. As amostras foram mantidas a 21-25°C
overnight e em seguida armazenadas em geladeira a 4°C até o momento da analise da

qualidade do DNA extraido e o inicio da reagdo de PCR.

5.8.2 Extracdo de DNA da massa de promastigotas de L. infantum e construcéo da

curva padrao

Para uma melhor otimizacdo da curva padrdo, a extracdo do DNA gendmico dos
parasitos foi realizada pelo método CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamdnio), de acordo com
o0 procedimento a seguir: 1x108 parasitos (cepa MCAN/BR/2008/OP46) estocados em tubos
de 1,5 mL (Eppendorf®, Eppendorf AG, Alemanha) foram retirados do freezer -80°C, e ap0s
0 descongelamento, foram ressuspendidos em 500uL de solugdo de lise (SDS 1%, 5SmM
EDTA, 400mM NaCl, 50mM Tris-HCI, pH 8,0) que foi incubado por uma hora em banho
seco a 37°C. Pela parede do tubo, foram adicionados 20uL de Proteinase K (20mg/mL - Sigma
Co., EUA), seguido de homogeneizacdo e incubacdo em banho seco a 55°C overnight. Apos
esse periodo foram adicionados 100uL de NaCl 5M e mantido por 10 minutos a 65°C e em
seguida adicionaram-se 50uL de solugdo CTAB 10% (v/v). As amostras foram mantidas por
20 minutos a 65°C e posteriormente acrescentaram-se 400uL de cloroférmio (Sigma Co.,
EUA) sob agitacdo em vortex e subsequente centrifugacdo a 12000xg 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



27

incubado por cerca de uma hora no freezer. Apos precipitagio do DNA centrifugou-se
novamente por 10 minutos a 12000xg descartando o sobrenadante. Em seguida, foi efetuada
a lavagem do pellet com etanol 70% (Merck®, Darmstad, Alemanha) gelado,
homogeneizacédo suave por inversdo do tubo durante um minuto e centrifugacéo por 5 minutos
a 12000xg com posterior descarte do sobrenadante. O precipitado remanescente foi
homogeneizado em 100uL de agua ultrapura autoclavada para hidratacdo do DNA. Apds um
periodo de aproximadamente 24 horas, 2 microlitros foram utilizados para estimar a
concentracdo de DNA e o grau de pureza nas absorbancias de 230/280 nm e 260/280 nm no
nanoespectrofotdmetro (NanoDrop 2000®, Thermo Scientific, EUA) e o restante foi estocado
em freezer a -20°C até a sua utilizacdo na construcdo da curva-padréo.

Apo6s os procedimentos descritos acima, foi construida a curva padrdo para posterior
amplificacdo por qPCR. Apds eluicdo do pellet de DNA extraido em 100 pL de agua
purificada autoclavada, a concentracéo foi de 10° parasitos/mL, assumindo-se que a extragio
foi aproximadamente 100% eficiente. A partir dai, foram realizadas dilui¢des de forma seriada
(10x), com obtencdo de sete pontos na curva padrdo iniciando em 105 a 10-1 parasitos. E
importante salientar que toda placa realizada para quantificacdo da carga parasitaria
construimos uma curva padrdo com sete pontos de diluicdo sendo cada ponto aplicado em

triplicata.

5.8.3 Quantificacdo da carga parasitaria e analise do gene constitutivo

As reacdes de qPCR foram realizadas em placas de 96 pogos - MicroAmp® Optical 96
- Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems by Life Technologies, EUA),
cobertas com adesivos opticos - 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 padrdo 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
condicdes: 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 reagdes a temperatura da maquina foi elevada

gradualmente até que todas as fitas duplas de material amplificado se dissociem, para a
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verificacdo de possivel contaminacdo dos DNA’s das amostras em estudo com DNA
gendmico ou dimeros dos iniciadores. As reaces 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 pL por
poco. Para a quantificacdo do nimero de moléculas de DNA de Leishmania nas amostras,
inicialmente foi determinado para cada poco o nimero 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).

O procedimento descrito acima foi também realizado para a amplificacdo 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 amplificagdo do gene GAPDH, foram utilizados os
iniciadores  direto: 5 TTCCACGGCACAGTCAAG 3 €  reverso: 5’
ACTCAGCACCAGCATCAC 3’, que amplificam um fragmento de 115pb (acesso no
GenBank: AB038240). Para deteccdo e quantificagdo do parasito, foram utilizados primers
que amplificam o gene de DNApola Leishmania infantum. Foram utilizados os iniciadores
direto: 5 AGC GCC TCA CCA CGA TTG 3’ ereverso: 5> AGC GGG CAC CGA AGA GA
3’, que amplificam um fragmento de 90pb (acesso no GenBank: AF009147).

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

A quantidade de cépias de DNA em cada amostra foi determinada a partir de uma
regressdo linear usando os valores do Ct das amostras utilizadas na curva padrdo, gerada com
quantidades conhecidas das dilui¢bes prévias das massas de promastigotas de L. infantum da
curva padrdo. 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.
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5.9. Andlises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 8.0 (Prism
Software, EUA). O teste de Kolmogorov-Smirnoff foi empregado para avaliar a distribuicdo
amostral dos dados. Considerando os dados que ndao foram paramétricos, foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis para investigar diferencas entre os grupos, acompanhado do teste de Dunns
para as comparacdes multiplas. 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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6. RESULTADOS
6.1 AvaliacGes histopatoldgicas qualitativas: degeneracao hidropica e inflamacéo portal

Os resultados abaixo levam em consideracéo a analise histopatoldgica qualitativa, com
enfoque em alteracbes hepéaticas como degeneracdo hidrépica e inflamacdo portal nos
diferentes grupos analisados.

Ambos 0s grupos apresentaram quadros distintos de degeneragdo hidrdpica, sendo o
grupo de cdes normais (CN), o que apresentou menor grau de alteractes, com 60% dos animais
apresentando alteracdo leve e 40% apresentando auséncia de degeneragdo hidropica (figura
1A). Por outro lado, o grupo de cdes naturalmente infectados e nao tratados (INT) foi o Gnico
a apresentar animais com degeneracdo hidropica intensa (14%). O restante do grupo
apresentou degeneracdo hidropica moderada (29%) e 57% apresentaram auséncia dessa
alteracdo, como demonstrado na figura 1A. Em relacdo ao grupo de cédes submetidos a
imunoterapia apenas com o adjuvante monofosforil lipideo A (MPL), foi observado que 40%
dos animais apresentaram auséncia de degeneracdo hidropica, 40% apresentaram degeneragédo
leve e 20% apresentaram degeneracdo moderada (figura 1A). De forma interessante, animais
do grupo submetido a imunoterapia com a vacina LBMPL (LBMPL) apresentaram um perfil
semelhante ao grupo CN, com 50% dos animais tratados apresentando degeneracdo hidropica

leve e 50% apresentando auséncia dessa alteracéo histopatologica (figura 1A).

Na figura 1B-I esta representado um animal do grupo INT. E possivel observar uma
degeneracdo hidrépica moderada, com o animal apresentando citoplasma com aspecto
granuloso e presenca de vacuolos de dgua (demonstrado pelas setas). Ja na figura 1B-Il, esta
demonstrado um animal do grupo LBMPL, sendo possivel observar uma estrutura hepatica

histoldgica normal, sem a presenca de degeneracdo hidropica.
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Figura 1: Avaliacdo histopatoldgica qualitativa de degeneracdo hidropica no figado de cdes naturalmente
infectados por Leishmania infantum e tratados com a vacina LBMPL. (A) Analise qualitativa de degeneragio
hidrépica no figado de cdes nédo infectados por L. infantum e ndo tratados (CN), cées infectados por L. infantum e ndo
tratados (INT), cdes infectados por L. infantum e tratados com o adjuvante Monofosforil lipideo A (MPL) e cées
infectados por L. infantum e tratados com a vacina composta por antigenos de L. braziliensis associado ao adjuvante
MPL (LBMPL). Os resultados sdo expressos na forma de percentual. As barras sdo codificadas da seguinte forma:
branco (-), auséncia de alteracdo; cinza claro (+), alteracéo leve; cinza escuro (++), alteracdo moderada; preto (+++),
alteracdo intensa. (B) Fotomicrografias representativas de presenca e auséncia de degeneragao hidrdpica no figado de
um animal do grupo INT (I) e um animal do grupo LBMPL. Coloracdo por hematoxilina e eosina. Imagens
demonstradas no aumento de 40x. Barra=50um.

Tendo como foco a avaliacdo da inflamacéo portal, foi possivel observar que 80% dos
animais do grupo CN apresentaram padrdo histolégico normal e 20% deles demonstraram
inflamacdo portal leve (figura 2A). Ao contrario, animais do grupo INT apresentaram
processo inflamatorio portal mais expressivo, com 29% apresentando inflamacdo portal
intensa, 14% inflamacdo moderada e 57% inflamagé&o leve, como demonstrado na figura 2A.
Em relacdo ao grupo MPL, foi possivel observar que 40% dos animais apresentaram

inflamacdo portal leve, 40% apresentaram inflamacdo moderada e 20% apresentaram
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inflamacéo intensa. De forma interessante, 75% dos animais do grupo LBMPL apresentaram

inflamacéo portal leve e apenas 25% apresentaram inflamacé&o portal moderada (figura 2A).

Na figura 2B estdo representadas imagens representativas da inflamagéo portal
referentes aos animais dos diferentes grupos experimentais. E possivel observar na figura 2B-
| padrdo normal com auséncia de inflamacdo portal observado em um animal do grupo CN.
Por outro lado, esta demonstrada na figura 2B-11, uma intensa inflamag&o portal presente em
um animal do grupo INT. Na figura 2B-I11 observamos um moderado processo inflamatorio
portal, representado em um animal do grupo MPL e na figura 2B-IV esta demonstrado uma
inflamac&o portal leve, presente em um animal do grupo LBMPL. O processo inflamatério
portal nos diferentes grupos foi composto principalmente por células mononucleadas,
principalmente linfocitos e macrofagos.
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Figura 2: Avaliagdo histopatolégica qualitativa da inflamacao portal no figado de cées naturalmente infectados
por Leishmania infantum e tratados com a vacina LBMPL. (A) Andlise qualitativa da inflamacéao portal no figado
de cdes ndo infectados por L. infantum e ndo tratados (CN), cées infectados por L. infantum e ndo tratados (INT), cées
infectados por L. infantum e tratados com o adjuvante Monofosforil lipideo A (MPL) e cées infectados por L. infantum
e tratados com a vacina composta por antigenos de L. braziliensis associado ao adjuvante MPL (LBMPL). Os resultados
sdo expressos na forma de percentual. As barras sdo codificadas da seguinte forma: branco (-), auséncia de alteracéo;
cinza claro (+), alteracdo leve; cinza escuro (++), alteracdo moderada; preto (+++), alteracdo intensa. (B)
Fotomicrografias representativas do processo inflamatério portal no figado — I: grupo CN, II: grupo INT, IlI: grupo
MPL, IV: grupo LBMPL. Coloracdo por hematoxilina e eosina. Imagens demonstradas no aumento de 40x.
Barra=50um.
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6.2 Avaliacdo quantitativa do infiltrado inflamatorio hepatico

Para anélise do processo inflamatorio hepético, analisamos o nimero médio de células
inflamatorias encontradas numa area total analisada. Neste sentido, foi possivel observar um
maior processo inflamatdrio no grupo INT em relacdo ao grupo CN (figura 3A). Além disso,
foi observada uma reducdo do processo inflamatério nos grupos MPL e LBMPL em relacdo
ao grupo INT (figura 3A). De forma interessante, foi possivel observar uma diminuicdo da
inflamacdo hepética no grupo LBMPL comparado ao seu grupo controle MPL, como
demonstrado na figura 3A.

Na figura 3B estdo demonstradas imagens histopatologicas representativas do
infiltrado inflamatorio hepético nos animais dos diferentes grupos experimentais. E possivel
observar na figura 3B-1, 3B-I11 e 3B-1V padrao histol6gico com pouca ou auséncia de celulas.
Por outro lado, esta demonstrada na figura 3B-Il, uma intensa inflamag&o no parénquima

presente em um animal do grupo INT.

O infiltrado inflamatorio presente em todos os grupos foi predominantemente
plasmohistiolinfocitario, com diferentes graus de intensidade, sendo esse presente na regido

perivascular (figura 3B-11) ou distribuido em todo érgéo (figura 3B-111 e 1V).
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Figura 3: Processo inflamatério no figado de cées naturalmente infectados por Leishmania infantum e tratados
com a vacina LBMPL. (A) Analise morfometrica do infiltrado inflamatério no figado de cées nédo infectados por L.
infantum e ndo tratados (CN), cdes infectados por L. infantum e ndo tratados (INT), cdes infectados por L. infantum e
tratados com o adjuvante Monofosforil lipideo A (MPL) e cdes infectados por L. infantum e tratados com a vacina
composta por antigenos de L. braziliensis associado ao adjuvante MPL (LBMPL). Os resultados foram expressos por
média + desvio padrdo. As diferencas significativas (p<0,05) estdo representadas pelas linhas conectoras. (B)
Fotomicrografias representativas do processo inflamatério no figado — I: grupo CN, I1: grupo INT, H11: grupo MPL, IV:

grupo LBMPL. Coloracdo por hematoxilina e eosina. Imagens demonstradas no aumento de 40x. Barra=50pum.

6.3 Avaliacdo da carga parasitaria por imunohistoquimica

Aplés a quantificacdo de amastigotas imunomarcadas pela técnica de
imunohistoquimica no tecido hepatico, ndo foi possivel observar diferencas significativas
entre a carga parasitaria nos diferentes grupos experimentais (figura 4A). Entretanto, de
acordo com a figura 4A, observamos que imunoterapia com a vacina LBMPL conseguiu

controlar/reduzir o parasitismo nos animais submetidos a este tratamento.

Na figura 4B é possivel observar a presenca de amastigotas, demonstrada pela
coloracdo amarronzada (regido imunomarcada), no tecido hepéatico dos diferentes grupos
experimentais. Apesar de ndo significativo, foi possivel notar que cdes do grupo INT

apresentaram um intenso parasitismo hepético (figura 4B-1), ao contrario do grupo LBMPL,
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onde foi possivel observar uma carga parasitaria reduzida com menor quantidade de area

imunomarcada (figura 4B-111).
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Figura 4: Avaliacdo da carga parasitaria por imunohistoquimica anti-Leishmania no figado de cées naturalmente
infectados por Leishmania infantum e tratados com a vacina LBMPL. (A) Imunomarcacdo para Leishmania
infantum em amostras de figado de cdes infectados e néo tratados (INT), cdes infectados por L. infantum e tratados com
o0 adjuvante Mononosforil lipideo A (MPL) e cdes infectados por L. infantum e tratados com a vacina composta por
antigenos de L. braziliensis assiociado ao adjuvante MPL (LBMPL). Os resultados sdo expressos por médiatdesvio
padrédo. (B) Fotomicrografias representativas da imunomarcagao para Leishmania infantum no tecido hepético, revelado
com DAB e contra corado em Hematoxilina — I: grupo INT, II: grupo MPL, I1I: grupo LBMPL. Imagens demonstradas
no aumento de 40x. Barra=50pm.

6.4 Avaliacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real

Ao quantificarmos a carga parasitaria hepatica por PCR em tempo real, foi possivel
notar, de forma interessante, uma reducao da carga parasitaria no grupo LBMPL em relacéo

ao grupo INT e ao grupo MPL, como demonstrado na figura 5.
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Figura 5: Avaliacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real no figado de cées naturalmente infectados por
Leishmania infantum e tratados com a vacina LBMPL.. Carga parasitaria em amostras de figado de cées infectados
e ndo tratados (INT), cdes infectados por L. infantum e tratados com o adjuvante Mononosforil lipideo A (MPL) e cées
infectados por L. infantum e tratados com a vacina composta por antigenos de L. braziliensis assiociado ao adjuvante
MPL (LBMPL). O eixo x ilustra 0s grupos experimentais e 0 €ixo y representa 0 nimero de amastigotas/mg de tecido
hepatico. Os resultados sdo expressos por mediana e valor maximo e minimo. As diferencas significativas (p<0,05)
estdo representadas por * e # relacionados aos grupos INT e MPL, respectivamente.
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7. DISCUSSAO

A LV humana assim como a LVC sao doencas de grande impacto clinico e veterinario
que vem ganhando destaque devido ao niumero alarmante de novos casos nos Ultimos anos.
Essa endemia estd relacionada com critérios socioecondmicos, climaticos, urbanos e
principalmente com o ciclo evolutivo do parasito, podendo a enzootia canina preceder a
ocorréncia de casos humanos e ser mais prevalente que no homem (Alvar et al. 2012, WHO,
2017). Devido ao importante papel na epidemiologia da LV zoonética, os cées séo alvo de
acOes que visam o controle da LV no Brasil. Visando reverter esse quadro e frear o avango da
doenca, 0 Ministério da Saude tem como prética a mais de 60 anos, a eliminacdo de cdes
infectados como um de seus principais pilares. Nas Ultimas décadas, milhares de caes
sororeativos foram recolhidos e eutanasiados no Brasil, porém o nimero de municipios com
transmissdo autdctone, bem como a incidéncia da doenca humana quanto canina tem
aumentado pelo pais. Outro grave problema associado aos cdes é o surgimento de cepas de
parasitos resistentes as drogas, principalmente em regides endémicas onde os farmacos
leishmanicidas para uso canino sdo utilizadas como drogas de segunda escolha para
tratamento humano (Gramiccia et al. 1992; Ait-Oudhia et al. 2012).

Diante das complicagdes relacionadas ao controle e tratamento da LVC, estudos com
enfoque em alternativas terapéuticas para 0s cdes doentes mostram-se extremamente
relevantes. Nesse sentido, a imunoterapia, tem ganhado grande destaque como alternativa de
tratamento para diversas doencas, dentre as quais a LV. Assim, Roatt e colaboradores (2017)
utilizaram como estratégia de imunoterapia a vacina LBMPL em cées naturalmente infectados
por L. infantum, observando resultados extremamente animadores no ambito hemato-
bioguimico, imunolégico, clinico e parasitologico (medula 0ssea, bago e pele). No entanto,
era um desejo destes pesquisadores analisarem de forma compartimentalizada os efeitos
terapéuticos desta estratégia. Dessa forma, uma analise hepética foi proposta abordando

aspectos histopatoldgicos e parasitoldgicos a fim de confirmar a acdo terapéutica da vacina.

De uma forma geral, alteracdes histopatologicas no figado em cdes com LV seguem o
mesmo padrdo observado na doenca humana e essas alteracdes estdo associadas pela presenca
e/ou acdo direta do parasito no tecido e pela resposta imune desencadeada pela interacédo
parasito-hospedeiro. Dentre as principais alteragBes histopatologicas observadas com maior

frequéncia no tecido hepatico, destacam-se a degeneracdo hidrdpica, a inflamagéo periportal
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e a inflamacdo no parénquima (Hang et al. 1994; Giunchetti et al. 2009; Lima et al. 2017).
Barros, (2011), ap6s analise histoldgica do figado de 57 cées naturalmente infectados por L.
infantum, constatou que a degeneracdo hidrdpica pode ser mais pronunciada em cées mais
debilitados clinicamente. Em nosso estudo, foi observado presenca de degeneragdo hidropica
em todos os grupos analisados, porém em 50% dos animais tratados com a vacina LBMPL
essa alteracdo estava ausente e nos outros se apresentava de forma leve. Tal resultado se
aproxima muito do observado nos cdes do grupo controle negativo, caracterizando assim uma
recuperagdo dos hepatdcitos em relacdo ao acumulo hidrico. De acordo com Kumar et al.
(2005), a degeneracdo hidrdpica na LV esté relacionada, principalmente, com fluxo sanguineo
prejudicado, devido ao aglomerado de células inflamatérias na regido portal, o que justifica
0s animais tratados com a vacina LBMPL apresentarem discreta degeneracdo hidrépica.

Em relacdo ao infiltrado inflamatorio portal, evidenciamos que em cdes tratados com
avacina LBMPL esse parametro se encontrava em menores proporc¢des, ao contrario dos caes
infectados e ndo tratados e dos cées do grupo controle MPL, onde observamos animais com
intensa inflamacédo portal. Em seus estudos, Giunchetti e colaboradores (2009) constataram,
através de analises semi quantitativas que cdes infectados por L. infantum, sintomaticos,
apresentavam um maior processo inflamatdrio portal, diferentemente dos cédes assintomaticos
ou ndo tratados. Ademais, Lima e colaboradores (2017) observaram que 96% dos cées
infectados por L. infantum avaliados em seu estudo, apresentaram inflamagao no espaco porta,

corroborando com os dados obtidos em nosso trabalho.

Na avaliacdo quantitativa do infiltrado inflamatério do parénquima hepatico,
observamos uma reducao do mesmo nos cées tratados com a vacina LBMPL, juntamente com
a reducdo da carga parasitaria nesse grupo. Corroborando com nossos dados, diferentes
trabalhos na literatura tém demonstrado uma correlacdo positiva entre carga parasitaria e
inflamacédo em diferentes tecidos de cdes naturalmente infectados por L. infantum (Vercosa et
al. 2008; Guerra et al. 2009; Cardoso et al. 2017). Lima e colaboradores (2019) observaram
em seu estudo que todos animais sintomaticos apresentaram um infiltrado inflamatério
abundante, distribuido por todo o parénquima hepatico. Ademais, Barros (2011) observou que
50% dos animais sintomaticos apresentavam inflamacdo hepética intensa. Tais dados
demonstram a importancia da imunoterapia empregada, uma vez que 0s cées do nosso estudo
também eram sintomaticos, no entanto, esse processo inflamatério foi extremamente

reduzido. Provavelmente esta normalizacdo do processo inflamatdrio pode estar associado a
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reducdo da carga parasitarias tecidual e o clearance hepatico em relacdo a presenca de formas

amastigotas do parasito.

Em relacdo a composicdo do infiltrado inflamatdrio presente no figado, foi possivel
observar que este era composto por células mononucleares com predominio de macréfagos,
linfocitos e plasmdcitos, respectivamente, presentes no parénquima e em focos ao redor do
espaco porta e de vasos sanguineos. Apesar da presenca de macrd6fagos ser alta, estes nao
formavam granulomas. Ao contrario do que foi observado por nés, Tafuri e colaboradores
(1996, 2004) classificaram a presenca de granulomas hepéticos como uma das alteracdes
histolégicas mais marcantes da LVC, sendo a gravidade das lesGes determinada por variaces
individuais de cada animal. Outros estudos postulam que a formacéo de granulomas muitas
vezes esta relacionada com a contengéo do parasito e da infeccdo (Murray 2001; Lemos et al.
2000). Castro (2012) associou a formagao de granulomas na LVC como um mecanismo de
defesa e controle da proliferacdo do parasito, uma vez que os cdes infectados e assintomaticos
apresentaram granulomas. Em nosso estudo, 0s mesmos ndo foram observados. Essa auséncia
pode estar relacionada com a cronicidade da infeccdo uma vez que os cées utilizados neste
estudo poderiam estar em uma fase crénica mais recente ndo apresentando tempo habil para a

formacdo das alteracdes tipo granulomas, observadas na LV C.

Atualmente, existem diversas metodologias para o diagnéstico de LVC. Em suma, elas
se baseiam na deteccdo do parasito em amostras de baco, figado e medula 6ssea (MS, 2014).
Porém em alguns orgdos essa deteccao € dificil, ndo sendo possivel identifica-los por meio da
imunohistotoquimica ou atraves de analises histopatologicas (Tafuri, et al. 2001). Dessa
forma, técnicas mais robustas como a PCR convencional e a PCR em tempo real tem se
tornado ferramentas robustas e fundamentais para detectar a presenca do parasito, além de
monitorar a carga parasitaria e consequentemente a evolucdo da LV e também da LVC
(Bretagne et al. 2001; Manna, et al. 2006; Roatt et al. 2017).

Em suas pesquisas por método mais precisos e sensiveis, Tafuri e colaboradores (2004)
visando simplificar a técnica de imunohistoquimica, utilizaram soro de cdes naturalmente
infectados por L. infantum como anticorpo primario, por este ser mais acessivel e de elevada
reatividade. Tal técnica se apresentou com grande potencial para estudos epidemiolédgicos,
clinicos e histopatoldgicos da LVC. No entanto, o que se tem observado é uma baixa
sensibilidade e especificidade da técnica, o que limita bastante seu uso atualmente. Em nosso

estudo, a imunohistoquimica foi capaz de detectar a presenga do parasito em 100% das
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amostras. Entretanto, observamos que a &rea imunomarcada em cdes submetidos a
imunoterapia com LBMPL foi bastante reduzida. Dessa forma, assim como observamos nos
achados histopatolégicos, um padréo de normalizacéo pode estar associado a reducao dréstica
da carga parasitaria promovida pela acéo terapéutica da vacina LBMPL nos animais.

Queiroz e colaboradores (2009), analisaram as técnicas de gPCR, imunohistoquimica
e testes soroldgicos, com a finalidade de avaliar qual a melhor técnica para o diagndstico de
LVC. Esses autores constataram que 87% dos cdes assintomaticos, apresentavam um
resultado falso negativo para LVC pelos testes sorol6gicos. No entanto 50% destes eram
diagnosticados como positivos no teste de imunohistoquimica e 100% destes cdes foram
positivos pela técnica de gPCR, o que demonstrou a variabilidade dos testes diretamente
associado a carga parasitaria dos animais, fazendo-se necessario, em muitos casos, a
combinagdo das técnicas sorologicas e parasitoldgicas para um melhor diagndéstico final.
Avaliando tecidos como baco e pele, Reis e colaboradores (2013), buscaram distinguir entre
as diferentes metodologias de PCR, qual a mais qualificada para analisar carga parasitaria, em
caes naturalmente infectados por L. infantum. Nesse estudo os autores constataram que a

opcao mais apropriada era a gqPCR, devido a elevada sensibilidade.

Assim sendo, no presente estudo, combinamos as técnicas de imunohistoquimica e
gPCR, a fim de obter um resultado mais robusto. Através da tecnica de imunohistoquimica
ndo observamos diferencas significativas na carga parasitaria dos diferentes grupos
experimentais, apesar dessa ter sido menor no grupo LBMPL. Da mesma forma, Castro
(2012), apesar de observar um maior numero de células parasitadas no figado de cédes
sintomaticos por imunohistoquimica, essa ndo foi estatisticamente diferente de caes
assintomaticos. Quando utilizamos a técnica de qPCR, observamos que o grupo de caes
submetidos a imunoterapia com LBMPL apresentou uma menor carga parasitaria hepatica
quando comparado ao grupo INT e MPL. Duas questfes principais estdo associadas a este
resultado: a acdo terapéutica da vacinoterapia, estimulando a resposta imune do hospedeiro
para controle/combate ao parasitismo e a sensibilidade da técnica que foi capaz de detectar,
de forma mais ampla, as diferencas na carga parasitaria entre os grupos estudados. Em outros
tecidos como medula 6ssea e pele, Roatt e colaboradores (2017), também observou gque 0 uso
da gPCR é de extrema importancia para detectar a presenca do parasito em animais
submetidos a imunoterapia pois utilizando o isolamento do parasito em meios de cultura

(NNN/LIT), as amostras em sua maioria dao resultado negativo.
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Diante de tais fatos, o presente estudo se mostrou relevante, demonstrando que a
reducdo da carga parasitaria hepatica no grupo de cées tratados com a vacina LBMPL foi
favoravel a reducdo da ocorréncia de diversas alteracBes teciduais como degeneracao
hidrdpica dos hepatdcitos, bem como reducéo na intensidade do infiltrado inflamatério portal
e do parénquima. Assim, demonstramos uma melhora histopatoldgica e parasitolégica no
figado dos cées tratados corroborando com os bons resultados ja obtidos em relacdo aos
parametros hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos observados por Roatt e colaboradores
(2017). Dessa forma, evidenciamos em nosso trabalho a importancia da imunoterapia com a
vacina LBMPL em cées naturalmente infectados por L. infantum, uma vez que a mesma se
mostra efetiva diante dos parametros e técnicas analisadas, despontando assim como uma

potencial arma terapéutica a ser aplicada como proposta de tratamento na LVC.
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