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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca parasitaria causada pelos
protozoarios intracelulares Leishmania donovani e Leishmania infantum no Velho e
Novo Mundo, respectivamente. Considerada um grave problema de saude publica no
Brasil, seu controle é baseado em um tripé de agcbes, com a eutanasia de cées
infectados, controle vetorial e tratamento de casos humanos. No entanto o tratamento
convencional disponivel apresenta graves efeitos colaterais refletindo no abandono
do tratamento pelo paciente gerando risco para o surgimento de cepas resistentes.
Nesse sentido, a imunoterapia e/ou imunoquimioterapia vém ganhando espago como
estratégias terapéuticas promissoras objetivando reducdo dos efeitos adversos,
melhora da adesao ao tratamento e aumento da eficacia. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi avaliar a imunoterapia utilizando a vacina LBSap e a
imunoquimioterapia composta pela vacina LBSap associada a Miltefosine para o
tratamento da leishmaniose visceral utilizando o hamster Mesocricetus auratus como
modelo experimental. Para isso, foram utilizados 56 hamsters machos e fémeas que
foram infectados com 2x10’ promastigotas de L. infantum (cepa OP46) por via
intraperitoneal. Sessenta dias apos a infec¢éo, esses animais foram divididos em sete
grupos experimentais: (i) grupo CI (controle infectado), (ii) grupo saponina (Sap), (iii)
grupo antigeno de L. braziliensis (LB), (iv) grupo L. braziliensis + Saponina (LBSap),
(v) grupo Miltefosine, (vi) grupo Miltefosine + L. braziliensis (Milt + LB), (vii) grupo
Miltefosine + L. braziliensis + saponina (Milt + LBSap). Cerca de 15 dias ap6s o fim
dos protocolos terapéuticos, os animais foram eutanasiados e o baco coletado para
avaliacao do perfil de linfécitos produtores de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y,
TNF, IL-10), aspectos histopatoldégicos e carga parasitaria. Nossos resultados
demonstraram que em relacdo a producdo de citocinas intracitoplasmaticas, houve
um aumento da porcentagem de linfécitos totais e CD4" produtores de IFN-y e TNF
bem como uma reducgéo de IL-10 nos animais dos grupos LBSap, Miltefosine, Milt +
LB e Milt +LBSap. Em relacdo a analise histopatolégica esplénica, ndo foram
observadas altera¢6es. J& quando avaliada a carga parasitéria, observamos reducao
nos grupos submetidos a imunoterapia e imunoquimioterapia. Diante disso nossos
resultados demonstraram que a imunoterapia e a imuniquimioterapia foram capazes
de promover um reestabelecimento da resposta imunolégica com consequente
controle do parasitismo esplénico nos animais indicando de forma promissora 0 uso
destas estratégias como potencial ferramenta para o tratamento da Leishmaniose
Visceral.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Leishmania infantum, imunoterapia,
imunoquimioterapia, LBSap, Miltefosine, hamster Mesocricetus auratus.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a parasitic disease caused by the intracellular
protozoa Leishmania donovani and Leishmania infantum in the Old and New World,
respectively. Considered a serious public health problem in Brazil, its control is based
on a tripod of actions, with the euthanasia of infected dogs, vector control and
treatment of human cases. However, the conventional treatment available has serious
side effects, reflecting the patient's abandonment of treatment, generating a risk for the
emergence of resistant strains. In this sense, immunotherapy and/or
immunochemotherapy have been gaining ground as promising therapeutic strategies
aimed at reducing adverse effects, improving adherence to treatment and increasing
efficacy. Thus, the objective of this study was to evaluate immunotherapy using the
LBSap vaccine and the immunochemotherapy composed of the LBSap vaccine
associated with Miltefosine for the treatment of visceral leishmaniasis using the
hamster Mesocricetus auratus as an experimental model. For this, 56 male and female
hamsters were used, which were infected with 2x107 L. infantum promastigotes (strain
OP46) intraperitoneally. Sixty days after infection, these animals were divided into
seven experimental groups: (i) Cl group (infected control), (ii) saponin group (Sap), (iii)
L. braziliensis antigen group (LB), (iv) L. braziliensis + Saponin group (LBSap), (v)
Miltefosine group, (vi) Miltefosine + L. braziliensis group (Milt + LB), (vii) Miltefosine +
L. braziliensis + saponin group (Milt + LBSap). About 15 days after the end of the
therapeutic protocols, the animals were euthanized and the spleen was collected to
evaluate the profile of lymphocytes producing intracytoplasmic cytokines (IFN-y, TNF,
IL-10), histopathological aspects and parasitic load. Our results demonstrated that in
relation to the production of intracytoplasmic cytokines, there was an increase in the
percentage of total lymphocytes and CD4" producers of IFN-y and TNF as well as a
reduction of IL-10 in the animals of the groups LBSap, Miltefosine, Milt + LB and Milt +
LBSap. Regarding the splenic histopathological analysis, no changes were observed.
When the parasitic load was evaluated, we observed a reduction in the groups
submitted to immunotherapy and immunochemotherapy. Therefore, our results
demonstrated that immunotherapy and immunochemical treatment were able to
promote a restoration of the immune response with consequent control of splenic
parasitism in animals, promisingly indicating the use of these strategies as a potential
tool for the treatment of Visceral Leishmaniasis.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, immunotherapy,
immunochemotherapy, LBSap, Miltefosine, hamster Mesocricetus auratus.
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1. INTRODUCAO

1.2 Aspectos gerais da leishmaniose visceral

As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios
intracelulares da familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Sua transmissao
ocorre através da picada do flebotomineo fémea infectada, no momento do repasto
sanguineo. Dependendo da espécie do agente etioldgico, resposta imune do
hospedeiro, dentre outros fatores, podem se manifestar em diferentes formas clinicas
como: leishmaniose cutanea (LC), caracterizada por lesdes na pele, a leishmaniose
mucosa/mucocutanea (LMC) apresentando ulceras na mucosa nasal e oral, como no
palato duro e mole, e a leishmaniose Visceral (LV), sendo esta a forma clinica mais
grave, podendo apresentar sinais e sintomas clinicos como febre, fadiga, fraqueza,
perda de apetite e perda de peso além de alteracbes sistémicas graves como
hepatoesplenomegalia (CHAPPUIS et al., 2007). Sem tratamento adequado, 0s
sintomas da LV podem progredir ao longo do tempo para graves manifestacoes
clinicas como caquexia, doenga multissistémica, sangramento, infec¢cdes secundarias
e morte (MURRAY et al., 2005). Além disso, é considerada uma doenca oportunista
em pacientes com HIV*. Segundo a Organizacdo Mundial da Salde (OMS), individuos
assintomaticos para LV ao apresentarem uma infeccdo concomitante com HIV
passam ater um risco de 100 a 2320 vezes maior de se tornarem sintoméaticos (LEITE
DE SOUSA-GOMES et al., 2011; WHO/PAHO, 2019).

O agente etioldgico da LV pertence ao complexo Donovani onde as espécies
L. donovani (agente etioldgico da LV no Velho Mundo) e L. infantum (sin. L. chagasi)
(agente etiolégico da LV no Novo Mundo) estédo incluidas (LAISON & SHAW, 1978
:LUKES et al., 2007). Nesse contexto, a LV esta presente em quase todos 0s
continentes, incluindo Africa, Europa, Asia e Américas, com excecdo apenas da
Oceania. No continente americano, a LV é descrita em 13 paises sendo o Brasil
representante de mais de 96% dos casos reportados neste continente. (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006; WHO/PAHO, 2019).

E importante levar em consideracéo que tanto a leishmaniose visceral humana

(LVH) quanto a canina (LVC) s&o marcadas pelo desenvolvimento de uma resposta



13

imune Orgao-especifica, sendo o0 bacgo o principal 6rgao-alvo atingido pelo parasito na
doenca (ROUSSEAU et al., 2001). Este 6rgdo desempenha um papel central na LV,
por ser um sitio inicial para a geracado de resposta imune especifica contra o parasito
mediada por células. Por apresentar como um local de persisténcia do parasito este
6rgdo é caracterizado pelo desenvolvimento de inUmeras alteracdes
imunopatoldgicas, o que o torna um importante 6rgao para se analisar as alteracdes
histopatoldgicas, que levam a disfuncéo da imunidade celular e a ativagcdo de uma
resposta humoral ineficaz, que sdo de extrema importancia na patogénese e
progressédo da LV (RICA-CAPELA et al., 2003 ;SANTANA et al., 2008). Além disso,
na doenca ativa pode ser observado um defeito na formagao do granuloma esplénico,
esplenomegalia variavel, alteracdo da microarquitetura do tecido linféide incluindo
foliculos e zona marginal bem como altera¢8es do tipo hiperplasia da polpa branca e

polpa vermelha. (SANTANA et al., 2008).

1.2 A importancia do hamster como modelo experimental

Os modelos experimentais mais empregados para o estudo da LV, sdo o
camundongo, o cdo e o hamster, apresentando caracteristicas distintas na evolucéo
da doenca (HOMMEL et al., 1995). O modelo murino apresenta uma sensibilidade a
infeccdo e ao seu estabelecimento, porém é capaz de estabelecer controle da carga
parasitaria. JA& o cdo é um 6timo modelo por apresentar caracteristicas clinicas
semelhantes a doenca humana ativa, além de estar diretamente relacionado ao ciclo
zoondtico, sendo o reservatoério do parasito (GIUNCHETTI, RODOLFO CORDEIRO
etal., 2007; REIS etal., 2009;. ROATT et al., 2017). Entretanto seu uso em pesquisas

enfrenta barreiras, como seu elevado custo de manutencéao e dificuldades de manejo.

Diante do exposto, propusemos neste trabalho a utilizacdo de hamsters
Mesocricetus auratus, uma vez que sado considerados excelentes modelos
experimentais para LV, por serem altamente suscetiveis a infeccdo pelas espécies
viscerotropicas L.donovani e L.infantum e por reproduzirem as manifestacdes clinicas

patologicas caracteristicas da LVH e LVC, como caquexia, hepatoesplenomegalia,
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pancitopenia e hipergamaglobulinemia (Pearson et al. 1990; MOREIRA, 2012 ;LORIA-
CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014) . MELBY et al., (2001) em seu estudo
observou caracteristicas clinico-patoldgicas semelhantes a doenca humana no
modelo hamster apos a infecgcdo com L. donovani. Nesse contexto, o hamster tem
sido Util para a realizacdo de ensaios pré-clinicos iniciais em pesquisas de novos
farmacos anti-Leishmania, novos protocolos terapéuticos (incluindo a imunoterapia e
a imunoquimioterapia) ou desenvolvimento de vacinas uma vez que requer
guantidades menores de farmacos por de ser um modelo de baixo custo e de facil
manejo (BALANA-FOUCE et al.,, 2019). Outras vantagens estdo no fato de que
hamster possui um baixo custo de manutencdo e é de facil manejo, além disso,
necessitar de uma quantidade menor de farmaco, quando se comparado ao modelo
cdo. (BALANA-FOUCE et al., 2019).

1.3 Tratamento da leishmaniose visceral: importancia da imunoterapia e

imunoquimioterapia

Por mais de setenta anos, o tratamento da LV vem sendo realizado com a
utilizacdo dos antimoniais pentavalentes (Sb*®) (GONTIJO; MELO, 2004). Por
apresentarem um importante efeito leishmanicida e também baixo custo, os Sb*® s&o
adotados como farmacos de primeira escolha em diversos paises. Posteriormente,
outros farmacos foram acrescentados como opg¢des terapéuticas, como a
pentamidina, anfotericina B e anfotericina B lipossomal, paramomicina e Miltefosine.
Porém os farmacos disponiveis, apresentam uma série de limitacdes sendo elas a alta
toxicidade, efeitos adversos como acao sobre o aparelho cardiovascular, alto custo e
até mesmo o surgimento de cepas resistentes (PELISSARI et al., 2011). Este
desfavoravel cenério muitas vezes leva ao abandono do tratamento antes de sua
conclusao, levando ao agravamento do panorama da LV no Brasil e no mundo
(CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). Estudos demonstram que a Miltefosine
(hexadecilfosfocolina) possui uma boa atividade leishmanicida bem como uma
capacidade de aumentar a producéo das citocinas Thl em camundongos e pacientes

infectados por Leishmania (ARULEBA et al., 2020). Uma importante vantagem
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relacionada ao seu uso como opc¢ao terapéutica contra a LV esta no fato de que a
Miltefosine é o Unico medicamento disponivel contra a doenca a ser administrado por
via oral e gerar leves efeitos colaterais (ARULEBA et al., 2020). Porém estudos vém
demonstrando o aparecimento de cepas do parasito resistentes ao farmaco (SUNDAR
et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2017 ;GUERRA et al., 2020). No Brasil , seu uso é
proibido para tratamento de casos humanos, sendo permitida, pelo Ministério da
Saude junto com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, sua utilizacao
em cées desde 2016, entretanto a Miltefosine ndo é adotada como uma medida de
salde publica para tratamento em massa de cdes (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2016).

Nesse contexto, considerando 0 insucesso encontrado no tratamento
convencional da LV, alto custo dos farmacos, efeitos antagdnicos, e existéncia de
cepas resistentes aos farmacos convencionais, fatores que levam a falha na eficacia
terapéutica, a OMS recomenda a busca de novas estratégias de combate as
leishmanioses. Dentre essas novas estratégias, a imunoterapia, que envolve o uso de
substancias bioldgicas ou moléculas que modulam as respostas imunes, vem se
destacando na tentativa der alcangar um sucesso terapéutico mais eficaz e seguro na
doenca humana e canina (ROATT et al., 2014). Além disso, a associa¢do de agentes
imunomoduladores com compostos quimioterapicos (imunoquimioterapia) também
tem sido alvo de investigacdes. Esta associacdo, principalmente quando se trata de
doencas infecciosas, apresenta um aumento do efeito sinérgico, com ativacdo da
resposta imunolégica, fortalecendo, assim, o sistema de defesa do organismo
concomitantemente a uma ac¢ao direta do farmaco contra o agente infeccioso (ROATT
et al., 2014). Inicialmente a imunoterapia ou a imunoquimioterapia foram utilizadas em
estudos de tratamento contra leishmaniose tegumentar (LT) resultando na diminuicdo
dos efeitos colaterais o que motivou estudos envolvendo a aplicacdo desta estratégia
em modelos de tratamento da LV (CONVIT et al., 1989). Nesse sentido, n0oSso grupo
de pesquisas vem trabalhando na busca por novas estratégias profilaticas e
imunoterapicas para LV. Roatt e colaboradores (2012) demonstraram que caes
imunizados com uma vacina composta por antigenos de L. braziliensis associados ao
adjuvante saponina (LBSap) e submetidos ao desafio com L. infantum apresentaram

uma resposta imune celular efetora. Além disso, esta vacina foi capaz de reduzir a
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carga parasitaria no baco de animais imunizados em mais de 70% quando comparado

aos animais nao vacinados (ROATT et al., 2012a).

Ja com a finalidade terapéutica, nosso grupo de pesquisas avaliou uma vacina
composta por antigenos de L. braziliensis associados ao adjuvante Monofosforil
Lipideo A (MPL) (vacina LBMPL) no tratamento da LV utilizando cées naturalmente
infectados por L. infantum e sintomaticos. Neste estudo, foi possivel observar o
restabelecimento de parametros hematobioquimicos, imunolégicos, bem como
restauracao do quadro clinico e reducdo da carga parasitaria na pele, medula éssea
e baco dos animais. Além disso, foi possivel observar que a vacinoterapia conseguiu
promover o bloqueio da transmissdo de parasitos para flebotomineos alimentados
nestes animais (ROATT; AGUIAR-SOARES; REIS; CARDOSO; MATHIAS; BRITO,; et
al., 2017).

Baseado nisso, o presente trabalho avaliou a capacidade terapéutica da vacina
LBSap (imunoterapia), nunca testada antes, uma vez que esta vacina apresentou
caracteristicas imunogénicas ao ser utilizada para fins profilaticos em caes (ROATT
et al., 2012). Além disso, sua associacdo com a Miltefosine (imunoquimioterapia)
também foi avaliada, uma vez que é essencial a continuidade da avaliacdo de novas
propostas terapéuticas imunofarmacoldgicas que possam ser empregadas no

tratamento da leishmaniose visceral.
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2. OBJETIVO

Avaliar um protocolo de imunoterapia utilizando a vacina LBSap e de
imunoquimioterapia com a associagao entre Miltefosine e LBSap para o tratamento

experimental da Leishmaniose Visceral.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o perfil de linfécitos totais e CD4"* esplénicos produtores de citocinas (IFN-
Y, TNF e IL-10);
Analisar as alteracdes histopatologicas esplénicas;

Avaliar a eficacia terapéutica pela quantificacdo da carga parasitaria no baco;
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3. METODOLOGIA

3.1 Producéao do antigeno vacinal e preparo do adjuvante Saponina

O imunobiolégico desenvolvido para este trabalho que compfe a vacina
terapéutica LBSap foi elaborado a partir de cultura da cepa padrédo de Leishmania
(Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) cultivada em meio de cultura agar-
sangue, “Nicolle-Novy-Neal” (NNN), associado ao “Liver Infusion Tryptose” (LIT). As
culturas foram mantidas em estufa biolégica refrigerada BOD (FANEM® modelo 347),
a temperatura de 23°C + 1°C. Para obtencdo do antigeno vacinal, a cultura foi
expandida a partir de um inéculo inicial de 10 mL de meio LIT contendo entre 10’ a
108 promastigotas/mL de L. braziliensis em crescimento logaritmico, adicionadas a 40
mL de meio de cultura NNN/LIT, distribuido sob condigdes estéreis em cabine de
seguranca bioldgica (Veco, Campinas, Sdo Paulo, Brasil), sendo acondicionado em
seguida a temperatura de 23°C + 1°C. Ap0s 7 dias do inéculo inicial, foi realizado o
primeiro repique, depois de constatadas a viabilidade e auséncia de agentes
contaminantes, com auxilio do microscopio optico, e distribuidos os 50 mL de cultura
em 5 novos Erlenmeyers, nas mesmas condi¢des do inoculo inicial (10 mL de cultura
em 40 mL de meio NNN/LIT). Apés 4 repigues consecutivos de expansao, foram
obtidos 5.000 mL de cultura de promastigotas em fase estacionaria de crescimento,
na concentracdo aproximada de 1 x 10% a 5 x 108 promastigotas/mL. A cultura foi
removida em cabine de seguranca biologica e transferida para tubos estéreis de
polipropileno de 50 mL (Falcon®, Becton Dickinson, EUA), que foram submetidos a
centrifugacéo a 900 x g durante 15 minutos a 4°C. Apos descartar o sobrenadante, o
sedimento de promastigotas foi homogeneizado em solucdo salina estéril (NaCl
0,85%), e em seguida foi realizada a centrifugacdo na mesma condicdo. Este

procedimento de lavagem foi repetido por mais duas vezes.

Apos as etapas de lavagem, foi realizado o rompimento das promastigotas em
ultrassom (Sonifier Cell Disruptor®- Brason Sonic Power Co. — EUA), por um minuto

40 Watts em banho de gelo de acordo com Roatt et al. (2012). Apds este
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procedimento, o antigeno vacinal foi aliquotado e congelado a -80°C (Forma Scientific,

EUA). A concentracao protéica foi dosada pelo método de Lowry et al. (1951).

O adjuvante de escolha utilizado associados ao antigeno de L. braziliensis foi
a Saponina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) diluido em agua de injecdo no
momento das inoculagdes, para evitar perda na estabilidade. A concentragéo tanto do
antigeno vacinal quanto dos adjuvantes que foram usados no protocolo de tratamento

foram descritos posteriormente.

3.2 Grupos experimentais e infeccdo dos animais

Para este estudo foram utilizados hamsters Mesocricetus auratus, machos ou
fémeas, com idade entre 4-6 semanas e peso entre 60-80g. Os animais foram obtidos
e mantidos pelo Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CCA/UFOP). Os animais foram mantidos em temperatura ambiente e alojados em
sete grupos de oito animais cada em gaiolas de plastico com dimensdes de
40x30x10cm, forradas com maravalha autoclavada, sendo oferecidos agua e ragéao
comercial ad libitum, diariamente. Este trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica

no uso de Animais da UFOP, registrado no protocolo n® 2016/57 (Anexo 1).

Para a realizacdo da infeccdo pela via intraperitoneal experimental foram
utilizadas formas promastigotas de Leishmania infantum (cepa
MCAN/BR/2008/0OP46). Esta cepa foi isolada de um cao sintomatico proveniente da
cidade de Governador Valadares, Minas Gerais, e foi caracterizada em nosso grupo
utilizando a técnica de PCR-RFLP segundo MOREIRA et al., 2012. Para a infec¢ao
experimental os parasitos foram mantidos in vivo em hamsters
alojados em condigdes ideais no Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP). Para a infeccdo, os parasitos foram a partir de
fragmentos de baco mantidos em meio agar-sangue, Nicolle-Novy-Neal (NNN),
associado ao Liver Infusion Tryptose (LIT- produzido in house) e 10% de soro fetal
bovino (SFB) acondicionados em estufa biologica BOD (Biochemical Oxigen Demand-
FANEM® modelo 347), a temperatura de 23°C + 1°C durante 10 dias. ApOs este
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periodo, foram feitas sucessivas passagens da cultura para erlenmeyers contendo
apenas meio LIT (10% de SFB) até a obtencédo de uma cultura pura e axénica e ndo
ultrapassando a quarta passagem de repique do parasito para garantir a infectividade.
Antes da preparacdo do in6culo, uma aliquota da cultura foi retirada para avaliagao
do percentual de parasitos viaveis. Este procedimento foi realizado apdés marcacéao
com iodeto de propideo e posterior leitura no citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences). O indculo a partir desta cultura foi obtido apds contagem dos parasitos
em camara de Neubauer e ajustado para a concentracio de 2x10’ promastigotas/mL
em fase estacionaria de crescimento. A cultura com esta concentracao de parasitos
foi entdo centrifugada a 2200rpm por 10 minutos obtendo a formac¢&o de um pellet no
gual contém as formas promastigotas totais. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em solucdo salina e 3% de SFB para a realizagdo da infec¢cdo dos
animais. Apoés a preparacgao do inoculo, foi realizada a infec¢cdo dos hamsters pela via

intraperineal, com um volume final de 500uL por animal

Apbés a distribuicdo dos hamsters (machos e fémeas) nos grupos
experimentais, os animais foram submetidos aos diferentes protocolos de tratamento
descritos a seguir. E importante salientar que foram utilizados em média 8 animais por
grupo experimental e que todos os experimentos foram realizados em duplicata. Os
animais foram submetidos a uma infec¢cédo experimental por via intraperitoneal com
2x107 promastigotas/mL e, ap6s 60 dias da infeccdo, deu-se inicio aos diferentes
tratamentos descritos abaixo. Com um periodo de 15 dias ap6s o fim dos protocolos
terapéuticos, ou seja, em torno de 100 dias apds a infeccdo, os animais foram
necropsiados e o bago coletado para a realizacdo dos procedimentos experimentais
e posteriores analises. Neste trabalho, também foi utilizado um grupo controle néo
infectado (CNI) composto por 8 animais cujas analises foram empregadas para gerar

parametros imunoldgicos e histopatoldgicos normais.

A descricdo dos grupos e dos diferentes regimes de tratamento esta discorrida

detalhadamente a seguir (Figura 1):

) Infectado néo tratado (grupo CI): Animais infectados que receberam o tratamento
por via oral com solucdo salina 0,85% estéril, durante 28 dias consecutivos

ininterruptos.
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II) Grupo (LB): Animais infectados que receberam por via subcutanea, o antigeno
vacinal de Leishmania braziliensis (LB) na dose de 60ug em 3 séries de cinco doses

(1 dose/dia), com um intervalo de cinco dias entre as séries.

llI) Grupo Sap: Animais infectados que receberam o tratamento por via subcutanea
com Saponina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) na dose de 100mg/dose em 3

séries de cinco doses (1 dose/dia), com um intervalo de cinco dias entre as séries.

IV) Grupo (LBSap): Animais infectados que receberam por via subcutanea, o
antigeno vacinal de LB na dose de 60ug associado ao adjuvante saponina na dose de
100ug em 3 séries de cinco doses (1 dose/dia), com um intervalo de cinco dias entre

as seéries.

V) Grupo Miltefosine: Animais infectados que receberam tratamento por via oral com
Miltefosine 2% (MilteforanTM — Virbac, Carros, Franca) na dose de 2mg/kg, durante

28 dias consecutivos ininterruptos;

VI) Miltefosine + LB (grupo Milt + LB): Animais infectados que receberam o
tratamento por via oral com Miltefosine 2% (MilteforanTM — Virbac, Carros, Franca)
na dose de 2mg/kg, durante 14 dias consecutivos ininterruptos. Apds 7 dias de
tratamento com Miltefosine, os animais receberam, por via subcutanea, o antigeno
vacinal de LB na dose de 60ug em 2 séries de cinco doses (1dose/dia), com um

intervalo de cinco dias entre as séries.

VII) Miltefosine + LBSap (grupo Milt + LBSap): Animais infectados que receberam
o tratamento por via oral com Miltefosine 2% (MilteforanTM — Virbac, Carros, Franca)
na dose de 2mg/kg durante 14 dias consecutivos ininterruptos. Apos 7 dias de
tratamento com Miltefosine, os animais receberam o, por via subcutanea, o antigeno
vacinal de (LB) na dose de 60ug associado ao adjuvante saponina na dose de 100ug
em 2 séries de cinco doses (1 dose/dia), com um intervalo de cinco dias entre as

séries.

As andlises laboratoriais propostas neste estudo estdo descritas a seguir. Os
animais foram avaliados em relagcdo aos parametros imunologicos e histopatologicos

e carga parasitaria esplénicos. (Figura 1).
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Figura 1: Delineamento experimental

3.3 Eutanasia dos animais e coleta do material biolégico

Os animais foram necropsiados 15 dias apés o fim dos protocolos de
tratamento, totalizando 100 dias apés a infec¢do. Para a eutanasia, foi administrado
primeiro uma dose anestésica pela via intraperitoneal de tiopental sédico 2,5% na
dose de 30mg/Kg. Sendo confirmado o alcance do plano anestésico foi entdo
administrada a dose letal de 120 mg/Kg de tiopental sédico 2,5%. Confirmada a morte

dos animais, demos procedimento a coleta do bacgo para a realizacdo das diferentes

técnicas propostas.
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3.4 Avaliacao da respostaimune celular esplénica

3.4.1 Obtencao de esplendcitos para cultivo in vitro

O baco dos animais foi coletado sob condicdes estéreis em cabine de
seguranca bioldgica (Veco, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Estes fragmentos foram
macerados em hastes de vidro (maceradores) contendo 2mL RPMI heparinizado
(RPMI + 0,03% de heparina sodica - 5000Ul/mL), obtendo, assim, uma suspensao
celular. Em seguida, as células obtidas foram transferidas para tubos tipo Falcon de
15mL onde foi adicionado RPMI contendo heparina em uma quantidade suficiente
para 10mL. As suspensdes foram centrifugadas a 1700rpm, a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 10mL de RPMI. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 500rpm, por 1 minuto a 4°C para a retirada
da capsula esplénica. O sobrenadante foi coletado, transferido para tubos tipo Falcon
de 15mL e centrifugado a 1500rpm, por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, desprezou-
se 0 sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 1mL de RPMI ajustando-as
para quantidade de 1x107 células/mL. Finalmente, 50ug/mL da suspensé&o celular foi
transferido para placas de poliestireno de 96 pogos com fundo U (Costar®), contendo
meio de cultura suplementado (Soro Fetal Bovino (SFB) 20%, gentamicina 1%, L-
glutamina 1%, B-mercaptoetanol 0,1% e RPMI). Os esplendcitos de cada animal foram
divididos em quatro pogos sendo: (i) esplendcitos ndo estimulados, onde foi utilizado
apenas meio RPMI (controle); (ii) esplendcitos estimulados com 50ug/mL de antigeno
solavel de L. infantum (SLA). Além disso, pelo menos um animal de cada grupo foi
também utilizado dois pogos da placa como controle PMA (éster miristico de forbol),
controle positivo da reacéo (nestes pocgos as ceélulas foram apenas acondicionadas
com meio RPMI assim como nos pogcos controle). Apds a distribuicdo das células
esplénicas nos pocgos controle e estimulados com SLALi, as amostras foram

incubadas (48 horas) em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37°C.



24

3.4.2 Fenotipagem das células para avaliacdo da producdo de citocinas

intracelulares por linfécitos totais e T CD4*

Para realizacdo da caracterizacdo fenotipica dos linfocitos, os esplendcitos
foram incubados durante 2 dias e obtidos de acordo com a descricao contida no item
anterior (item 3.4.1). Quatro horas antes do término do periodo de incubacdo, aos
pocos de PMA foram adicionados 5uL de PMA diluido 1:1000 (5ng/mL) e 1uL de
ionomicina (1ug/mL). Além disso, foi adicionada Brefeldina A (SIGMA Co.) em todos
0s pocgos na concentragao de uso 200 pg/mL. Quinze minutos antes do término do
periodo de cultura foi acrescentado EDTA (concentracao final 2 mM) em cada poco.
Ao término das 48 horas, as placas foram centrifugadas a 1.500 rpm durante 5 minutos
a 4°C para a retirada do meio de cultura. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em vortex. Posteriormente, foram adicionados 200uL de PBS 1X e a
placa centrifugada a 1.500 rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e, apés
homogeneizacdo em vértex, adicionaram-se 50uL do marcador de viabilidade celular
FVS450 (Fixable viability stain) (0,1pL solugéo estoque — 0,125 pg/uL — em 50 pL de
PBS 1X para cada 1x10° células). A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo de luz. Apds este periodo, foram adicionados 100uL de PBS-
WASH (PBS-W) (PBS acrescido de 5% de albumina) e as células foram centrifugadas
a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a placa
homogeneizada em voértex. A suspensao celular foi marcada com painéis contendo
combinagdes distintas de anticorpos para a avaliagdo da producéo de citocinas por
linfécitos T CD4". O painel para esta avaliagdo foi composto por anticorpos contra
moléculas de superficie de células de camundongo que apresentaram rea¢ao cruzada
contra antigenos celulares de hamsters (REES et al.,, 2017) e por anticorpos anti-
citocinas de camundongos que também apresentaram reagado cruzada. Assim foram
usados os anticorpos: anti-CD4 FITC, anti-IFN-y PE, anti-TNF PE e anti-IL-10 PE
conforme descrito com mais detalhes no quadro 1. Foram utilizados controles de
isotipo e todos os anticorpos foram diluidos em solugdo tampéo PBS contendo soro
normal de rato. Foram adicionados 30uL do anticorpo de superficie anti-CD4 por poco

e a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Ao
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término deste periodo, foram acrescentados 150uL da solucdo de lise de eritrocitos
(citrato de sddio, formaldeido, dietilenoglicol e heparina) as células que foram
incubadas por mais 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz sendo que
a cada 5 minutos foram homogeneizadas em vortex. Posteriormente, a placa foi
centrifugada a 1.500 rpm durante 5 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e placa
homogeneizada em vortex.

As células foram permeabilizadas com 200uL de PBS-P (solugéo tampéo de
PBS-WASH acrescido de 5% de saponina) e foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Em seguida, a placa foi centrifugada nas
mesmas condigbes citadas acima, 0 sobrenadante descartado e a placa
homogeneizada em vértex. Os anticorpos anti-citocinas intracitoplasmaticos foram
adicionados na quantidade de 30uL cada (anticorpo anti IFN-y, anti-TNF e anti-I1L-10)
(Quadro 1) e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo,
foram adicionados 200uL de PBS-W e a placa foi centrifugada a 1.500rpm por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 300puL
de solucéo fixadora - MFF (paraformaldeido10 g/L, cacodilato de sddio 1%, cloreto de
sodio 6,67 g/L em pH 7,2). ApOs esse procedimento, as células foram transferidas
para tubos de 500puL poliestireno (Sarstedt®). Os 100.000 eventos foram adquiridos
no citbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD Biosciences). A utilizacdo de Beads
(CompBeads) especificas foram utilizadas para a compensacédo do citbmetro. Para

realizacao da analise dos dados foi o utilizado o programa FlowJo® (BD Biosciences).
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Quadro 1: Painel de anticorpos monoclonais utilizados nos ensaios de imunofenotipagem celular e
marcacao de citocinas intracitoplasmaticas no contexto in vitro.

Anticorpos / ) Fendtipo alvo no ]
. Fluorocromo Hospedeiro Clone Fabricante
diluicédo estudo
i Linfocitos T
anti-CD4 (1:10) FITC Rato GK1.5 - ABCAM
auxiliares
. Citocina pro- ABD
anti-IFN-y (1:50) PE Rato XMG1.2 ] o
inflamatoria Serotec
] Citocina pro- o
anti-TNF (1:50) PE Rato MP6XT22 ) . eBioscience
inflamatoéria
) JES5- Citocina ]
anti-IL-10 (1:50) RPE Rato ) Invitrogen
2A5 imunomoduladora
Células de ]
FVS FVS450 - - ) BD Horizon
mamiferos

3.4.3 Estratégias para analise imunofenotipica celular e de citocinas

intracitoplasmaticas por citometria de fluxo no contexto in vitro

Os dados obtidos foram gerados através da quantificacdo da frequéncia (%) de
linfocitos totais, subpopulacdes de linfécitos CD4* bem como a frequéncia dessas
células produtoras de citocinas.

Para realizar a analise, singletos foram selecionados através de parametros de
distribuicdo pontual de tamanho FSC-A e FSC-H (tamanho area e tamanho altura)
(Figura 2A). Posteriormente, as células em processo de apoptose ou mortas foram
marcadas pelo marcador de viabilidade FVS450 e, entdo, esses eventos foram
excluidos das analises seguintes (Figura 2B). Obtendo-se assim apenas células vivas,
as analises prosseguiram através da selecdo dos linfécitos totais, por meio de um
gréfico FSC-H versus SSC-A (tamanho versus granulosidade) (Figura 2C). Partindo
desse ponto, pode-se avaliar a frequéncia de linfécitos totais produtores de citocinas

a partir de um grafico SSC-A versus fluorescéncia FL2-H (canal do fluorocromo PE,
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conjugado com o anticorpo anti-citocinas) (Figura 2D). Através da populacdo de
linfécitos totais, foi possivel selecionar a populacdo celular marcada com anticorpo
anti-CD4, obtendo-se, dessa forma, os linfécitos CD4" por meio de um grafico SSC-A
versus fluorescéncia FL1-H (canal do fluocromo FITC conjugado com o anticorpo anti-
CD4) (Figura 2E). Esses linfécitos CD4* produtores de citocinas foram selecionados
através de um gréafico SSC-A versus fluorescéncia FL2-H (Figura 2F). A estratégia de

analise esta ilustrada na figura 2.
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Figura 2: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de producéo de citocinas
(IFN-y, TNF, IL-10) por linfdcitos totais ou CD4* esplénicos de hamsters infectados com Leishmania
infantum controles ou submetidos a diferentes protocolos de imunoterapia/imunoquimioterapia. (A)
Gréfico de distribuicdo pontual FSC-H versus FSC-A utilizado para a sele¢ao dos singletos. (B) Gréfico
de distribuicdo pontual SSC-A versus BV421-A, contendo as células selecionadas no grafico A,
empregado para quantificar o percentual de células vivas. (C) Grafico de distribuicdo pontual SSC-A
versus FSC-A, contendo as células selecionadas no gréafico B, empregado para quantificar o percentual
de linfocitos totais. (D) Gréfico de distribuicdo pontual SSC-A versus FL2-H, contendo as células
selecionadas no grafico C, empregado para quantificar o percentual de linfécitos totais produtores de
citocinas. (E) Grafico de distribuicdo pontual SSC-A versus FL1-H, contendo as células selecionadas
no gréfico C, empregado para quantificar o percentual de linfécitos CD4*. (F) Gréafico de distribuigcdo
pontual FL2-H versus SSC-A, contendo as células selecionadas no grafico E, empregado para
guantificar o percentual de linfocitos CD4* produtores de citocinas.
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3.5 Avaliacéo histolégica do baco

Fragmentos de bag¢o de hamsters fixados em formol 10% tamponado (pH 7,2)
foram processados e embebidos em parafina. Sobre laminas de vidro, previamente
desengorduradas com solucdo alcool-éter, foram colocados cortes histol6gicos com
espessura de 4 um. Estes procedimentos operacionais sédo padrées do laboratério de
Imunopatologia do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biol6gicas (NUPEB/UFOP),
seguindo as normas de controle de qualidade do laboratério. As laminas obtidas foram
coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE) para andlise rotineira das
alteracdes histopatoldgicas. A andlise foi realizada através microscépio Leica
DM5000B no Laboratorio Multiusuarios do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Bioloégicas/INUPEB, em que foi realizado a captura de imagens através da
microcamera Leica DFC340FX na objetiva de 10x (12.957.354 ym2) associada ao
microscopio. A andlise morfométrica da média total da area dos nddulos
linfoides/animal no baco foi feita a partir da marcacdo manual da area ocupada pelos
nédulos em cada campo avaliado, sendo realizado por toda lamina, utilizando software

imageJ.

3.6 Quantificacdo da carga parasitaria no bacgo

Para a avaliacao da eficacia terapéutica, fragmentos de bago foram coletados
e armazenados em nitrogénio liqguido. Em seguida, foram estocados a temperatura de
-80°C para quantificacdo do parasitismo tecidual por meio da técnica de qPCR em
tempo real. A seguir, estdo detalhadas as metodologias que foram empregadas para

a realizacao deste procedimento.

3.6.1 Extracado de DNA de fragmentos de baco
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A partir de fragmentos de baco, o DNA das amostras foi obtido utilizando-se o
kit de extracdo WizardTM Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI,
USA). Os procedimentos foram realizados seguindo recomendagfes do fabricante
com modificagBes, conforme brevemente descrito. Em fragmentos de cerca de 20mg
de baco, foram adicionados 500uL de solucdo de lise nuclear e foram
homogeneizados por inversdo. Em seguida, as amostras foram submetidas a digestédo
mecanica durante 30 segundos na frequéncia 30/segundo (1/s) utilizando o
equipamento TissueLyser I, Quiagem (esse procedimento foi repetido 6 vezes) sob
condi¢des controladas de temperatura. Posteriormente, foram adicionados 3pL da
solucdo de RNase ao lisado nuclear, seguido de homogeneizacéo e incubacdo 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 solugcao de precipitacao proteica. As
amostras foram entdo 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,
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
hidratacdo. As amostras foram mantidas a 21-25°C overnight e em seguida
armazenadas em geladeira a 4°C até o0 momento da analise da qualidade do DNA

extraido e o inicio da reacdo de PCR.

3.6.2 Extracdo de DNA da massa de promastigotas de L. infantum e construcao

da curva padrao
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Para uma melhor otimizac&do da curva padrdo, a extracdo do DNA gendmico
dos parasitos foi realizada pelo método CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamonio), de
acordo com o procedimento a seguir: 1 x 108 parasitos (cepa MCAN/BR/2008/0OP46)
estocados em tubos de 1,5 mL (Eppendorf®, Eppendorf AG, Alemanha) foram
retirados do freezer -80°C, e apdés o descongelamento, foram ressuspendidos em
500uL de solucéo de lise (SDS 1%, 5mM 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
homogeneizacao e incubagcdo 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
foi adicionado 50uL de solugédo CTAB 10% (v/v). As amostras foram mantidas por 20
minutos a 65°C e posteriormente foi acrescentado 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
aguosa foi transferida para novo tubo e adicionados 400uL de isopropanol (Merck®,
Darmstad, Alemanha), sendo incubado por cerca de uma hora no freezer. Apds
precipitacdo do DNA foi centrifugado novamente por 10 minutos a 12000xg
descartando o sobrenadante. Em seguida, foi efetuada a lavagem do pellet com etanol
70% (Merck®, Darmstad, Alemanha) gelado, homogeneizac&o suave por inversao do
tubo durante um minuto e centrifugacdo por 5 minutos a 12000xg com posterior
descarte do sobrenadante. O precipitado remanescente foi homogeneizado em 100puL
de &gua ultrapura autoclavada para hidratacdo do DNA. Apés um periodo de
aproximadamente 24 horas, 2 microlitros foram utilizados para estimar a concentragcao
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 utilizagcdo na construgdo da curva-padrao.

Apos os procedimentos descritos acima, foi construida a curva padréo para
posterior amplificacdo por qPCR. Apos eluicdo do pellet de DNA extraido em 100 pL
de 4gua ultrapura autoclavada, a concentracéo foi de 10° parasitos/mL, assumindo-
se que a extracao foi aproximandamente 100% eficiente. A partir dai, foram realizadas

diluicbes de forma seriada (10x), com obtencdo de sete pontos na curva padrao
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iniciando em 10° a 10! parasitos. E importante salientar que toda placa a ser realizada
para quantificacdo da carga parasitaria foi construido uma curva padrdo com sete

pontos de diluicdo sendo cada ponto aplicado em triplicata.

3.6.3 Quantificacdo da carga parasitaria e analise do gene constitutivo

As reacOes de (gPCR foram realizadas em placas de 96 pocgos -
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). Para a anélise
dos resultados foram consideradas as reacdes com eficiéncia entre 90 - 110% e curva

padrdo com valores satisfatorios de coeficiente de linearidade (r2 = 0,95-0,999)

As reacOes foram realizadas utilizando-se Bright Fluorescent Signal (GoTaq®
gPCR Master Mix - Promega Corporation, EUA); DNA (25ng/uL); iniciadores (1uM) e
agua livre de nucleases em quantidade suficiente para um volume final de 10uL por
poco. Para avaliar a integridade do DNA, foi realizada a amplificacdo do gene
constitutivo GAPDH, utilizando os pares de iniciadores: direto: 5
TGGAGTCTACTGGCGTCTTC 3 e reverso: 5GGAGATGATGACCCTCTTG 3’
(amplificacao de 80 pares de bases). Para detecc¢ao e quantificacédo do parasito, foram
utilizados primers que amplificam o gene de KDNA de Leishmania spp. Foram
utilizados 0s iniciadores: 150: 5
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3’ e 152: 5’ (C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T)
TTACACCAACCCC 3, que amplificam um fragmento de 120 pares de bases
(VOLPINI et al., 2004).

Para quantificar do niumero de moléculas de DNA de Leishmania spp. nas
amostras, inicialmente foi determinada 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). A quantidade de copias de DNA em cada amostra foi



determinada a partir de uma regresséao linear usando os valores do Ct das amostras
utilizadas na curva padrao, gerada com quantidades conhecidas das diluicdes previas
da massa de promastigotas de L. infantum (cepa MCAN/BR/2008/OP46) da curva
padrdo. Os resultados foram expressos pelo numero de amastigotas/mg de tecido
(baco). Segue abaixo como exemplo, a curva padréo referente ao gene de KDNA que

foi utilizada neste estudo (Figura 3).
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Figura 3: Exemplo da curva padrao referente ao gene de KDNA de Leishmania spp. Em X estdo
demonstrados os valores de Log da concentra¢do de parasitos (105 a 10-1) e em Y os valores de Ct
correspondes a cada diluicdo. Abaixo do gréafico esté representado o valor do slope (-3,506), coeficiente
e linearidade (R2 =0,997) e a eficiéncia (92,84%).
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3.7 Andlises estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o software GraphPad
Prism 8.01 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
As variaveis laboratoriais (parametros imunoldgicos e histopatol6gicos) avaliadas
neste estudo apresentaram uma distribuicdo normal, verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, e, portanto, foram analisadas pelos testes paramétricos. Foi
realizada analise de variancia (ANOVA one-way) com medidas repetitivas seguida do
teste de Tukey para determinar as diferengas especificas de cada grupo ao longo dos
diferentes tempos avaliados. Ja os resultados das andlises parasitolégicas nao
apresentaram uma distribuicdo normal, e foram analisados utilizando o teste de
Kruskal-Wallis. Em todas as analises estatisticas as diferencas foram consideradas

significativas quando o valor de P foi menor que 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao da producéao das citocinas TNF, IFN-y e IL-10 por linf4citos totais

e CD4* esplénicos

A produgdo das citocinas TNF, IFN-y e IL-10 por linfécitos totais e CD4", foi
expressa como razao entre cultura estimulada com antigeno solavel de L. infantum
(SLA) sobre cultura ndo estimulada (CC). Foi observado na figura 4, em relagc&o aos
linfécitos totais produtores de TNF, que os grupos LB, Miltefosine, Milt+LB e
Milt+LBSap apresentaram um aumento em relagéo ao grupo Cl. De forma semelhante,
também foi observado um aumento do nimero de CD4* e TNF-a* nesses grupos em
relacdo ao Cl. Sendo que nos grupos LBSap e Milt+ LBSap esse aumento também

ocorreu em relag&o aos grupos LB e Sap (Fig. 4).

Ao avaliarmos a populacdo de linfocitos totais produtores de IFN-g, foi
observado que os grupos LBSap, Miltefosine, Milt+LB, e Milt+LBSap apresentaram
um aumento em relacéo ao grupo Cl, sendo que o grupo Milt+LBSap apresentou este
aumento também em relacdo ao grupo LB (Fig. 4). Em relagcdo aos linfécitos CD4*
produtores de IFN-g, nos grupos LBSap, Miltefosine, Milt+LB e Milt+LBSap foi
observado um aumento do numero dessas células em relacdo ao grupo Cl, sendo que
0s grupos LBSap e Milt+LBSap apresentaram este aumento também em relacdo aos
grupos LB e Sap. Além disso, o grupo LBSap também expressou um aumento em
relacdo ao grupo Miltefosine e Milt+LB; e no grupo Milt+LBSap houve aumento

também em relacéo ao grupo Miltefosine e Milt + LB (Fig. 4).
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Figura 4: Perfil de linfécitos totais e da subpopulacédo de linfocitos T CD4* esplénicos
produtores de citocinas pré-inflamatérias (TNF e IFN-y) em hamsters infectados por Leishmania infantum e néao
tratados (Cl) ou submetidos a imunoterapia (LBSap), quimioterapia (Miltefosine), imunoquimioterapia (Milt+LB e
Milt+LBSap) e seus respectivos grupos controles (LB e Sap). O eixo y representa os valores médios e desvio
padréo do indice de linfocitos T totais e linfécitos T CD4* produtores de TNF e IFN-y calculados através da razdo
entre culturas estimuladas com antigeno sollvel de Leishmania infantum e culturas controle ndo estimuladas
(SLA/CC) e o eixo x ilustra os diferentes grupos experimentais. As linhas tracejadas indicam a razéo (SLA /CC)
de linfécitos produtores de citocinas de animais néo infectados ndo tratados (CNI). As linhas conectoras indicam
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Cl e LB e entre os grupos LBSap e Milt+LBSap em relacdo aos
grupos Miltefosine e Milt+LB. Os simbolos “*”, “#” e “@” representam as diferengas significativas (p<0,05) em

relacé@o aos grupos ClI, LB e Sap respectivamente. Os resultados foram obtidos em dois experimentos distintos.
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Em relacdo a producgédo da citocina IL-10 por linfécitos totais e pelos CD4", foi
observado que os grupos LB, LBSap, Miltefosine, Milt+LB e Milt+LBSap apresentaram
uma reducdo em relacédo ao grupo Cl. Sendo que na populacdo de linfocitos totais, o

grupo Miltefosine apresentou um aumento em relacéo ao grupo LB (Fig. 5).
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Figura 5: Perfil de linfocitos totais e da subpopulacdo de linfocitos CD4* esplénicos produtores da
citocina IL-10 em hamsters infectados por Leishmania infantum e ndo tratados (Cl) ou submetidos a
imunoterapia (LBSap), quimioterapia (Miltefosine), imunoguimioterapia (Milt+LB e Milt+LBSap) e seus
respectivos grupos controles (LB e Sap). O eixo y representa os valores médios e desvio padrao do
indice de linfécitos T totais e linfocitos CD4* produtores de IL-10 calculados através da razéo entre
culturas estimuladas com antigeno soltvel de Leishmania infantum e culturas controle ndo estimuladas
(SLA/CC) e o eixo x ilustra os diferentes grupos experimentais. As linhas tracejadas indicam a razéo
(SLA /CC) de linfécitos produtores de citocinas de animais néo infectados néo tratados (CNI). A linha
conectora indica diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Cl e LB. Os simbolos “*” e “#”
representam as diferencas significativas (p<0,05) em relacéo aos grupos Cl e LB respectivamente. Os
resultados foram obtidos em dois experimentos distintos.

4.2 Avaliacao histopatoldgica esplénica

Em relacdo a analise histopatologica quantitativa da area do nddulo linfatico do
baco, foi observado que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos

experimentais (Fig. 6).
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Figura 6: Avaliagdo histopatolégica quantitativa da area do nddulo linfatico do bagco de hamsters
infectados por Leishmania infantum e né&o tratados (Cl) ou submetidos a imunoterapia (LBSap),
quimioterapia (Miltefosine), imunoquimioterapia (Milt+LB e Milt+LBSap) e seus respectivos grupos
controles (LB e Sap). O eixo y representa a area dos foliculos por micrémetro ao quadrado (um?2), e 0
eixo x os diferentes grupos experimentais.

4.3 Avaliacao da eficacia terapéutica

A eficéacia dos tratamentos foi verificada por meio da quantificagcdo de DNA de
L. infantum no bago dos animais pela técnica de qPCR. A figura 7 apresenta a carga
parasitaria (amastigotas/mg) no baco de hamsters infectados por L.infantum e nao
tratados (Cl) ou submetidos a imunoterapia (LBSap), quimioterapia (Miltefosine),
imunoquimioterapia (Milt+LB e Milt+LBSap) e seus respectivos grupos controles (LB
e Sap). Foi observada uma reducéo da carga parasitaria no baco dos animais dos

grupos LB, LBSap, Miltefosine, Milt+LB e Milt+LBSap em relacdo ao grupo CI. Além
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disso, os grupos Miltefosine, Milt+LB e Milt+LBSap também apresentaram uma
reducéo do parasitismo comparados ao grupo LB, sendo que nos grupos Miltefosine
e Milt+LBSap essa queda de carga parasitaria também ocorreu em relagéo ao grupo
Sap (Fig. 7).
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Figura 7: Carga parasitaria no baco de hamsters infectados por Leishmania infantum e n&o tratados
(CI) ou submetidos a imunoterapia (LBSap), quimioterapia (Miltefosine), imunoquimioterapia (Milt+LB
e Milt+LBSap) e seus respectivos grupos controles (LB e Sap). O eixo y representa o niumero de
amastigotas por miligrama (mg) de tecido e o eixo x ilustra os diferentes grupos experimentais. A linha
conectora indica diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Cl e LB. Os simbolos “*”, “#” e ‘@”
representam as diferengas significativas (p<0,05) em relacéo aos grupos ClI, LB e Sap respectivamente.
Os resultados foram obtidos em dois experimentos distintos.
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5. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral € uma doenca negligenciada considerada um grave
problema de saude publica podendo levar ao 6bito quando ndo tratada ou tratada de
maneira inadequada (PAHO/WHO, 2013). Devido ao restrito arsenal terapéutico
disponivel para tratamento da LV (antimoniais pentavalentes, anfotericina B
desoxicolato e lipossomal, Miltefosine e paromomicina), devido a alta toxicidade alto
custo e dificuldade de adesao causando o aparecimento de cepas resistentes, a busca
por novas estratégias terapéuticas contra a LV tém ganhado destaque (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006 ;CROFT; SNDAR; FAIRLAMB, 2006). Nesse cenario, a
imunoterapia e a imunoquimioterapia vém se tornando alternativas promissoras para
o tratamento da LV, tendo em vista que sdo alternativas seguras capazes de promover
0 reestabelecimento da resposta imune podendo levar ao sucesso terapéutico de
forma mais rapida (ROATT et al., 2014 ;LEITE ARAUJO; DE CARVALHO LIMA
GONDIM, 2020).

Estudos demonstram que o hamster Mesocricetus auratus possui
suscetibilidade a infeccéo, apresentando caracteristicas semelhantes a LVH e LVC,
como aumento da carga parasitaria em orgaos-alvo como baco, figado e medula
Ossea, alteracdbes hemato-bioquimicas, imunolégicas e sinais como
hepatoesplenomegalia (MELBY et al.,, 2001; Baseado nisso, nés escolhemos o

hamster como modelo experimental para conduzir nossos estudos.

Sabe-se que a resposta imune celular com a produgcdo de citocinas esté
fortemente relacionada ao quadro de infeccdo, influenciando na resisténcia ou
sucetibilidade a doenca (REIS et al., 2009; ALBUQUERQUE, 2013). Em vista disso
foi realizada através da citometria de fluxo a avaliagdo do porcentual de producao de
citocinas (IFN-y, TNF, IL-10) por linfécitos totais ou CD4" apds os protocolos de
tratamento propostos. Desta forma nossos resultados demonstraram um aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatérias e uma reducao na producédo de IL-10 por
linfocitos totais e pela sub populacdo de linfécitos CD4* nos grupos tratados. Estudos

sugerem que os niveis de IL-10 estdo relacionados susceptibilidade a doenca, através
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da inibicdo da sintese de outras citocinas Thl, por mecanismos de retroalimentacao
negativa. Além disso as citocinas IFN-y e TNF trabalham de forma sinérgica atuando
na inducdo de producdo de Oxido nitrico, auxiliando dessa forma no controle do
parasitismo (KAYE et al., 2004 ;CARRILLO; MORENO, 2009; ROSARIO et al., 2018).
De fato, nossos resultados demonstraram uma reducdo significativa da carga
parasitaria nos grupos tratados, principalmente nos grupos Miltefosine e Milt + LBSap
sugerindo que o perfil de reposta Thl observado nesses grupos foi importante para
controlar a o parasitismo tecidual, mesmo com a redu¢&o no tempo de tratamento e
na concentracao da dose final. ROATT e colaboradores (2017), no estudo em que foi
avaliada a imunoterapia com a vacina LBMPL em cées com LV, mostraram um
reestabelecimento da resposta imune com aumento de IFN-g e TNF e o controle da
carga parasitaria no baco, medula 6ssea e pele (ROATT et al., 2017). JOSHI; MALLA;
KAUR, (2014), também observaram que o uso da imunoquimioterapia utilizando
estiboglucanato de sodio + L. donovani morta + MPL/cisplatina para o tratamento de
camundongos com Leishmania donovani, foi capaz de promover uma reducao
significativa na carga parasitaria, aumento de IFN-y e diminuicdo de IL-10 (JOSHI,
MALLA; KAUR, 2014). SHIVAHARE et al., (2014) em seu estudo em que avalia
tratamento com o imunomodulador Oligodeoxinucleotideo CpG em combinacdo
Miltefosine para LV em hamsters infectados com Leishmania donovani também
observaram aumento dos niveis de IFN-y e TNF avaliadas por RT-PCR (SHIVAHARE
et al., 2014).

Considerando que o bago desempenha um importante papel na LV, por ser um
sitio inicial em que ocorre a resposta imune especifica contra o parasito, nossa ultima
abordagem foi avaliagdo histopatoldgica quantitativa da hipertrofia do nodulo linfatico.
Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferengca significativa entre os
tratamentos propostos, sugerindo que o tempo de infeccdo nao foi o suficiente para
gue ocorresse alteracdes histopatologicas. MOREIRA e colaboradores (2012) em seu
estudo em que foi avaliada a carga parasitaria do figado e baco de hamsters
infectados com duas cepas de Leishmania infantum observaram alteractes
morfoldgicas no baco iniciando apds trés meses da infeccdo experimental e pela via

intracardiaca, sendo mais frequente e estabelecida no nono més. Também mostraram



41

um maior parasitismo com consequente aumento de alteracBes histopatologicas
guando inoculados pela via intracardiaca, em relacdo as vias intradérmica e
intraperitoneal (MOREIRA, 2012).

Diante do exposto, embora haja a necessidade de estudos adicionais, 0
conjunto de dados apresentados demonstra que a imunoterapia e/ou
imunoquimioterapia aqui propostas sdo abordagens promissoras contra a LV. Este
trabalho abre perspectivas para o uso de novas estratégicas terapéuticas para a

doenca seja como paciente final o cdo ou o ser humano.
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6. CONCLUSAO

Diante de nossos resultados, podemos concluir que os protocolos de
imunoterapia e imunoquimioterapia propostos, principalmente a combinacdo entre
Miltefosine e a vacina LBSap, foram capazes de promover uma resposta imune,
suficiente para controlar a carga parasitaria, estabelecendo um bom prognéstico aos
animais, mesmo com a reducao do tempo de tratamento e da dose total. Sugerindo a

imunoquimioterapia como estratégia promissora para a LV.
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