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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ uma doenga causada pelo protozoario Leishmania
infantum, transmitida principalmente por flebotomineos, com Lutzomyia longipalpis sendo o
principal inseto vetor no Brasil. A doenca ¢ endémica em mais de 70 paises, incluindo o sudeste
da Europa, Asia e América Central e do Sul. Até o momento, ndo existe uma vacina eficaz que
controle a LVC ou tratamento que resulte em cura parasitologica definitiva. Como os casos de LVC
geralmente precedem os de leishmaniose visceral humana, ¢ crucial buscar uma terapia eficaz. Por
isso, nosso grupo de pesquisa estd focado no desenvolvimento de novas vacinas. Uma delas
envolve a proteina recombinante da L. infantum, 1.22.4 CHP, combinada com antigenos do inseto
vetor Lutzomyia longipalpis. O objetivo deste estudo consistiu em desenvolver um imunobioldgico
para atuar como vacina ou imunoterapia contra a LVC, e que também tenha efeito sobre o inseto
vetor. Isto resultaria em maior sucesso buscando o bloqueio da transmissdo do parasito a outros
flebotomineos, reduzindo o risco de transmissao a caes saudaveis e a espécie humana. Os principais
resultados indicaram que tanto a abordagem vacinal quanto a imunoterapica, a formulagdo
contendo o antigeno .22.4 CHP em associa¢do a antigenos de flebotomineos foi imunogénico,
com a producdo de elevados niveis de IgG contra os antigenos vacinais. Além disto, houve uma
producdo de IgG1 e IgG2a em camundongos, indicando que o antigeno L22.4 CHP ¢ capaz de
induzir um perfil de resposta imune mista do tipo 1 e 2. Ao se considerarem em conjunto os
resultados dos ensaios vacinais e imunoterdpicos, podemos concluir que a proteina recombinante
L22.4 CHP em associagdo aos antigenos de flebotomineos demonstraram ser seguros, além de
induzirem prote¢do/reducao da carga parasitaria em camundongos e caes. Em combina¢do com o
fago B5, essa abordagem mostrou resultados encorajadores, indicando potencial em inibir a ligag@o
do parasito em células de flebotomineos. No entanto, ainda ¢ necessario aprimorar os protocolos
terapéuticos e realizar mais testes para avaliar o bloqueio da transmissao no inseto vetor. Novos
estudos, incluindo um maior niimero de caes podera validar o uso dos antigenos avaliados neste
estudo como vacina e/ou imunoterapico capaz nao apenas de reduzir a carga parasitaria em 6rgaos-
alvo do protozodrio, como também interferir na dindmica de transmissdo do parasito nos

flebotomineos.

Palavras-chave: Imunoterapia. Vacinas. Leishmania Visceral Canina.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a disease caused by the protozoan Leishmania infantum,
transmitted mainly by sand flies, with Lutzomyia longipalpis being the main insect vector in Brazil.
The disease is endemic in more than 70 countries, including southeastern Europe, Asia, and Central
and South America. To date, there is no effective vaccine to control CVL or treatment that results
in a definitive parasitological cure. Since cases of CVL usually precede those of human visceral
leishmaniasis, it is crucial to find an effective therapy. Therefore, our research group is focused on
the development of new vaccines. One of them involves the recombinant protein of L. infantum,
L22.4 CHP, combined with antigens from the insect vector Lutzomyia longipalpis. The objective
of this study was to develop an immunobiological to act as a vaccine or immunotherapy against
CVL, and that also influences in the insect vector. This would result in greater success in blocking
transmission of the parasite to other sand flies, reducing the risk of transmission to healthy dogs
and humans. The main results indicated that in both the vaccine and immunotherapy approaches,
the formulation containing the L22.4 CHP antigen in association with sandfly antigens was
immunogenic, with the production of high levels of IgG against the vaccine antigens. In addition,
there was production of IgG1 and IgG2a in mice, indicating that the L22.4 CHP antigen is capable
of inducing a mixed immune response profile of types 1 and 2. When considering together the
results of the vaccine and immunotherapy trials, we can conclude that the recombinant protein
L22.4 CHP in association with sandfly antigens proved to be safe, in addition to inducing
protection/reduction of the parasite load in mice and dogs. In combination with phage B3, this
approach showed encouraging results, indicating potential to inhibit parasite binding to
phlebotomine cells. However, it is still necessary to improve therapeutic protocols and perform
further tests to evaluate the blocking of transmission in the insect vector. New studies, including a
larger number of dogs, may validate the use of the antigens evaluated in this study as a vaccine and
immunotherapeutic agent capable of not only reducing the parasite load in target organs of the

protozoan, but also interfering in the dynamics of parasite transmission in phlebotomines.

Keywords: Immunotherapy. Vaccines. Canine Visceral Leishmaniasis.
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1 REVISAO DE LITERATURA

As leishmanioses sao doengas parasitarias negligenciadas causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae (Do6flein,1901), género Leishmania (Ross,1903), transmitidos por artropodes
hematofagos ao hospedeiro susceptivel (NOGUEIRA et al., 2018). Esta doenga esta distribuida em
98 paises (AKHOUNDI et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018), com mais de 350 milhdes de pessoas em
risco de infeccdo (AKHOUNDI et al., 2016; ALVAR etal., 2012). Segundo os dados da World Health
Organization (WHO) em julho de 2024 a estimativa ¢ que anualmente ocorrem 700.000 a 1 milhao
de casos novos das leishmanioses (WHO, 2022).

Dependendo da espécie do parasito e dos sinais clinicos, a leishmaniose pode se apresentar de
trés formas: cutanea, mucocutanea e visceral. A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ a forma mais grave e
fatal quando nao for tratada (KHAMESIPOUR, 2014). A LV ¢ transmitida pelo parasito Leishmania
donovani na Asia e na Africa Oriental e Leishmania infantum na América Latina, Asia Central e na
area do Mediterraneo (ALVES et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; SCARPINI et al.,
2022). De acordo com a WHO, quase 13.000 novos casos humanos de LV ocorreram no ano de 2020.
A LV ¢ endémica em quase 70 paises, mas 90% dos casos reportados estdo concetrados em poucos
paises sendo um deles o Brasil (SCARPINI et al., 2022).

A LV ¢ transmitida ao hospedeiro mamifero pela picada de fémeas que exercem hematofagia
dos géneros Phlebotomus (Rondani & Berté, 1840) e Lutzomyia (Franca, 1924) no velho e novo
mundo, respectivamente (NOGUEIRA et al., 2018). Este inseto ¢ conhecido popularmente como
mosquito-palha, tatuquira, birigui, entre outros. O vetor mais estudado e mais importante no contexto
da LV na América Latina ¢ Lutzomyia longipalpis (NOGUEIRA et al., 2018), descrita por Lutz e
Neiva (1912). No Brasil, esta espécie contribui com 90% da transmissdo da LV (SOARES & TURCO,
2003).

Quando a fémea do inseto hematofago se alimenta de um mamifero, ela ingere macrofagos
que estdo infectados com formas amastigotas de Leishmania. Dentro do tubo digestivo do inseto,
essas formas se transformam em promastigotas. Nesta fase, o parasito possui um flagelo que o ajuda
a se mover do tubo digestivo até a valvula estomodeal. Nesse local, ele muda para a fase promastigota
metaciclica, que ¢ a forma infectante. Quando o inseto hematdfago se alimenta novamente em um
mamifero, ela transmite essa forma do parasito, infectando ao hospedeiro. (MORALES-YUSTE;

MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022).



20

A LV acomete varios mamiferos, sendo considerada uma zoonose ¢ o cdo ¢ considerado o
principal reservatorio no ambiente urbano, devido a relag@o estreita com o homem (BORIJA et al.,
2016; DE ALMEIDA FERREIRA et al., 2012; TORRECILHA et al., 2016). De fato, os casos de
leishmaniose visceral canina (LVC) tendem a preceder os casos de LVH, confirmando assim o papel
importante do cdo na epidemiologia (LEITE et al., 2018; TRAVI et al., 2018).

Baseado no ciclo de transmissdo do parasito, para o controle da LV, o Ministério da Saude
(MS) prevé a realizacdo de medidas que visam o diagndstico precoce e o tratamento adequado dos
casos humanos, o controle do reservatorio canino e do vetor.

Em 2021, o MS oficializou a implementag@o do uso de coleiras impregnadas com deltametrina
4% em caes, em municipios prioritarios (Ministério da Saude, 2014; ZAHID; KRIBS, 2020; Brasil
2021). Entretanto, para que o controle seja realmente eficaz, essas medidas devem ser mantidas por
um longo periodo e, mesmo assim, ¢ frequente a reativagao dos focos.

Além disso, ha controvérsias em relacdo a eficacia da eutanasia de cdes soropositivos, bem
como resisténcia, principalmente por parte dos tutores dos animais, em relacdo a essa pratica
(DANTAS-TORRES et al., 2018). Tendo em vista a importancia do cdo na dindmica de transmissao
do parasito, muitos estudos visam o entendimento da evolu¢ao da doenca nesse hospedeiro e a busca
por novos tratamentos imunoterapéuticos aos cdes doentes ou ainda vacinas para impedir a

transmissdo do parasito.

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ endémica em mais de 70 paises, incluindo o
sudeste da Europa, Asia e América Central e do Sul (BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO
et al.,, 2011). A soroprevaléncia da LVC no sul da Europa pode variar de 5% a 25% em caes
domésticos (MORALES-YUSTE; MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022).

Na América do Sul, a maioria dos estudos sobre LVC foi realizada no Brasil, seguido pela
Argentina, Colombia e Venezuela (DANTAS-TORRES, 2009). No entanto, esses dados podem

apresentar variagdes significativas de regido para regido, e, dependendo da metodologia utilizada,



21

pode-se encontrar uma prevaléncia que varia de 25% a 75% de cdes infectados (DANTAS-
TORRES, FILIPE.; BRANDAO-FILHO, 2006).

Uma das razdes para essa divergéncia na prevaléncia ¢ a apresentacdo clinica dos caes.
Muitos animais que testam positivos para LVC em exames soroldgicos podem ser assintomaticos,
enquanto cdes com sinais sugestivos da doen¢a podem resultar negativos nos testes sorologicos
(DANTAS-TORRES et al., 2010; OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013).

A LVC ¢ transmitida principalmente por flebotomineos, que sdo insetos vetores e podem
fazer o repasto sanguineo nos cées infectados e, posteriormente, transmitem o parasito a outros
animais e seres humanos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Essa doenca ndo ¢ apenas uma
preocupagdo veterinaria, mas também representa um risco significativo a satide publica, uma vez
que pode ser transmitida ao homem, especialmente em areas onde a doenga ¢ endémica
(SCARPINI et al., 2022).

Fatores de risco, como condi¢des socioeconomicas, urbanizagdo e mudangas climaticas,
tém contribuido para a alta prevaléncia da LVC (BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008). E
fundamental que os veterinarios e profissionais da satide publica colaborem na identificagdo e
controle da doenga, utilizando métodos de diagnostico eficazes, incluindo exames soroldgicos e
PCR, além de implementar medidas de prevencao, como o uso de repelentes e vacinas (BANETH

et al., 2008; MIRO et al., 2017; SOLANO-GALLEGO et al., 201 ).

1.1.2 IMUNOPATOLOGIA

Nos caes, a LV ¢ considerada como doenga imunomediada e a progressdo clinica depende de
um fino balango entre a imunidade do hospedeiro e o parasito (CAVALERA et al., 2021), a infec¢ao
¢ caracterizada por acentuada resposta humoral com altos titulos de imunoglobulinas e diminui¢ao da
resposta imune celular, determinando ampla variacdo de formas clinicas variando de animais
assintomaticos a sintomaticos (ROSSI; FASEL, 2018; SMELT et al., 2000). A resisténcia dos caes
frente a LVC esta relacionada com uma resposta imune de tipo 1, com predominancia na producgdo de
IFN-y, IL-2, TNF-a e ativagdo de macrofagos resultando na producdo de mediadores efetores como
oxido nitrico (NO) (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

Por outro lado, a resposta do tipo 2 ¢ do tipo anti-inflamatéria e deixa os cdes mais susceptiveis

a progressdo da doenca. Nesse sentido os animais podem mostrar sinais clinicos como dermatopatias,
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entre as quais as mais comuns sao dermatites ulcerativas, descamativas e onicogrifose (ORDEIX et
al., 2017); sinais sistémicos como perda de peso e apatia (DA SILVA et al., 2017); e outros sinais
como linfadenomegalia, uveite e dor nas articulagdes (PARADIES et al., 2012).

As alteragdes hematologicas e bioquimicas sdo importantes para a avaliagdo dos tratamentos
e seguimento do estado do animal infectado (MIRO et al., 2017; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).
Entre as altera¢cdes hematoldgicas mais frequentes podemos encontrar anemias ndo regenerativas do
tipo normocitica normocrdmica, as quais podem ser devido a uma inflamagdo cronica, falhas na
eritropoiese devido a presenca do parasito na medula dssea ou uma falta de eritropoietina devido a
uma insuficiéncia renal cronica (MELENDEZ-LAZO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018). Outras
causas podem ser hemorragias, hemolise imunomediada das hemadcias ou alteragdo na fluidez lipidica
da membrana das hemadcias que provoca sua ruptura (BANETH et al., 2008; DA COSTA-VAL etal.,
2007).

Alteracdes da série branca e das plaquetas sdo menos frequentes e quase sempre sdo uma
resposta secunddria a infeccdo pelo parasito. Além disso a inflamagdo cronica também pode estar
envolvida (MELENDEZ-LAZO et al., 2018).

Na parte bioquimica as alteragdes mais frequentes sao as relacionadas com as proteinas, onde
ha uma desregulacdo da relagdo albumina/globulina (diminui¢do desta relagdo), isto devido ao
aumento das globulinas em especial das fragdes beta e gama globulinas e a diminui¢do da albumina
(DA COSTA-VAL et al., 2007; MELENDEZ-LAZO et al., 2018; REIS et al., 2006).

Também podemos encontrar azotemia renal e proteintiria glomerular, mas estas alteracdes nao
sdo encontradas nos estagios iniciais da doenca. A azotemia renal e proteinuria glomerular pode
ocorrer devido ao dano glomerular secundério causado por imunocomplexos formados durante o
curso da doenga (MELENDEZ-LAZO et al., 2018).

As alteracdes das enzimas que indicam colestase [Fosfatase Alcalina (FA), Gama Glutamil
Transferase (GGT)] e enzimas de necrose hepatica [Alanina Animo Transferase (ALT) e Aspartato
Amino Transferase (AST)] sdo menos frequentes, mas o aumento destas esta relacionado ao dano
hepatico em decorréncia da multiplicacdo do parasito resultando em progressdo da enfermidade

(TORRECILHA et al., 2016).

1.1.3 MEDIDAS DE CONTROLE DA LVC
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A transmissdo das formas metaciclicas promastigotas ocorre durante o repasto sanguineo dos
flebotomineos, ¢ por isso que o uso de repelentes ¢ primordial para evitar a transmissdo aos caes
negativos como também evitar que os flebotomineos sejam infectados ao se alimentar de um animal
com LV (MIRO et al., 2017). Os repelentes podem ser inseticidas a base de piretréides sintéticos ou
colares impregnados com deltametrina (BANETH et al., 2008; MIRO et al., 2017).

A estratégia de controle mais controversa ¢ a eutanasia dos caes soropositivos para a LVC,
tendo em vista que alguns estudos demostram que a eutanasia dos caes infectados nao reduz o nimero
de casos de LVH (COSTA et al., 2013; WERNECK et al., 2014; WYLIE et al., 2014).

Diante das limitagdes das medidas de controle do ciclo de transmissao do parasito, bem como
do tratamento em caes, e considerando que, até o0 momento, ndo existem vacinas consideradas eficazes
pelo Ministério da Satde para o controle da LVC, a busca por novos protocolos vacinais e
imunoterapéuticos para a doenca canina ¢ considerada uma estratégia fundamental para a interrupgao
do ciclo de transmissdo e a implementa¢do de programas de controle do Ministério da Satde

(GIUNCHETTI et al., 2019).

1.1.4 VACINAS E IMUNOTERAPIA

Como pontuado anteriormente, a eutandsia dos cdes infectados ¢ uma pratica questionavel,
especialmente por parte dos tutores. Assim, embora ndo seja recomendado pelo Ministério da Satde,
o tratamento de cdes infectados ¢ uma pratica comum. Porém, até o momento, ndo hd esquema
terapéutico capaz de induzir cura parasitologica, de forma que o cdo tratado continua transmitindo o
parasito (BRASIL, 2014; FERNANDES VILAS-BOAS et al., 2024; NOLI; AUXILIA, 2005;
SOUZA DE OLIVEIRA et al., 2024)

Entretanto, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), no ano de 2016,
por meio da Nota Técnica Conjunta n°001/2016 MAPA/MS aprovou o registro do medicamento
Milteforan® de propriedade da empresa Virbac Satide Animal. Dessa forma, o uso do medicamento
esté liberado comercialmente, mas a sua utilizagdo ndo configura uma medida de satde publica para
o controle da LVC (BRASIL, 2016).

Além deste, existem muitos protocolos quimioterapéuticos experimentais com drogas novas
ou a associacdo de medicamentos ja existentes como o alopurinol que tem efeito leishmaniostatico e

que induz a remissdo dos sinais clinicos (REGUERA et al., 2016). Devido a sua baixa toxicidade, a
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eficiéncia para promover a melhora clinica, o baixo custo e facilidade da administracdo via oral, é
uma droga amplamente utilizada para o tratamento da LVC, e pode ser usada como monoterapia ou
em associagdo com antimoniais ou com miltefosina (BANETH; SHAW, 2002). Entretanto, ndo ha
qualquer esquema terapéutico se seja capaz de manter o cdo sem remissao clinica devido ao fato de
ndo resultar em eliminacdo do parasito (GONCALVES et al., 2021; DE LANA; GIUNCHETT]I,
2021).

No contexto de imunoterapia contra a LV, varios estudos foram feitos com antigenos de
diferentes espécies de Leishmania como Leishmania major (JAMSHIDI et al., 2011), Leishmania
braziliensis (ALMEIDA et al., 2002) entre outras, chegando em alguns casos a resultados
promissores.

Os imunomoduladores também sao utilizados para o tratamento da LVC, como por exemplo
o uso de domperidona, que ¢ um derivado do benzemidazol, composto com atividade antagonista
seletiva do receptor dopaminico D2 (TRAVI; MIRO, 2018). Estudos mostram que cies que utilizaram
o medicamento foram beneficiados com as propriedades imunomoduladoras, mas deve-se levar em
conta os riscos que se tem devido aos efeitos colaterais. Portanto ¢ importante avaliar a idade, a raca,
as interagdes com outras drogas e cardiopatias e endocrinopatias concomitantes (TRAVI; MIRO,
2018).

Em 1994 Neogy e colaboradores testaram o potencial do antigeno LiF2 (Leishmania infantum-
derived Fraction 2, 94-67 kDa) isoladamente ou em combina¢do com N-methil glucamina (NEOGY
et al., 1994). No experimento, quando o quimioterapéutico e o antigeno foram ministrados de forma
individual houve melhoria clinica em 62,5% e 75%, respetivamente. A carga parasitaria diminui pela
metade ao ser avaliado o exame direto em microscopio. J& quando foi ministrado em combinacdo o
antigeno e o antimonial, houve melhoria clinica e ndo foram achados parasitos no animal em exame
direto no microscopio das amostras de medula Ossea.

Os imunoterapéuticos usados como monoterapia apresentaram uma menor efetividade em
comparagdo a monoterapia de quimioterapéuticos, ou quando foram usados em associagdo
imunoterapéuticos e quimioterapéuticos (ALMEIDA et al., 2002).

No entanto, a utilizacdo de antimoniais para tratamento da LVC no Brasil ¢ proibida por ser
um farmaco de uso destinado ao tratamento da doenga humana. Atualmente, apenas o Milteforan®
(Virbac, Brasil) esta disponivel no mercado nacional para tratamento da LVC (BRASIL, 2016), mas
ndo induz cura parasitoléogica no animal (DE LANA; GIUNCHETTI, 2021; HOSEIN; BLAKE;
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SOLANO-GALLEGO, 2017), além apresentar toxicidade e resultar em altas taxas de recidivas
(RIBEIRO et al., 2018; TRAVI et al., 2014).

No mercado mundial atualmente existem trés vacinas contra a LVC. A Lentifend® foi
aprovada pela Comissdo Europeia para sua comercializagdo em toda a Unido Europeia. Esta vacina é
composta por uma proteina quimérica recombinante formada pela fusdo genética de cinco fragmentos
antigénicos provenientes de quatro proteinas altamente antigénicas de L. infantum (as proteinas
ribossomais LiP2A, LiP2B, LiP0 e a histona H2A) e a avaliagdo deste imunobioldgico mostrou uma
eficacia de 72% (FERNANDEZ COTRINA et al., 2018).

A outra vacina que estava autorizada para comercializagdo na Unido Europeia era a
CaniLeish® (Virbac, Franga). Essa vacina era composta por proteinas excretadas-secretadas
purificadas de L. infantum (LiESP) e pelo adjuvante QA-21, uma fracdo purificada da Quillaja
saponaria (MORENO et al., 2014). A eficacia dessa vacina foi de 68,4% (OLIVA et al., 2014).

Entretanto, em um estudo que avaliou a CaniLeish® em condi¢des naturais, observou-se
que ndo houve diferenga na gravidade dos sinais clinicos entre os grupos de animais vacinados e
ndo vacinados. Além disso, a producao de IFN-y aumentou um més ap6s a conclusdo do protocolo
vacinal, mas, apos nove meses, 0s niveis ndo se mantiveram elevados, divergindo dos achados de
pesquisas prévias sobre essa vacina (VELEZ et al., 2020).

Em 2023, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) retirou a autorizacdo de
comercializa¢do da vacina CaniLeish®.

No Brasil a vacina que estava autorizada e saiu do mercado foi a Leish-Tec® do laboratorio
CEVA. A vacina era composta pela proteina recombinante A2 da Leishmania donovani, um antigeno
especifico da forma amastigota, e pelo adjuvante saponina (FERNANDES et al., 2008; REGINA-
SILVA et al., 2016). A Leish-Tec® apresentou uma eficacia de 42,86% (FERNANDES et al., 2008).
Destaca-se que do ponto de vista pratico, apesar de ndo haver indicagdo em bula, ¢ muito comum a
classe veterinaria fazer uso de produtos imunobiologicos, como as vacinas contra a LVC, como
estratégia imunoterapéutica.

Considerando que nenhuma das vacinas profildticas tradicionais disponiveis atingem uma
eficdcia alta, novas abordagens vém sendo desenvolvidas na tentativa de reduzir a transmissdo de
patogenos por vetores. Neste sentido, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo estudos com foco
no inseto transmissor da LV, com o objetivo de interferir na dindmica de transmissdo do parasito. Este

novo olhar, buscando controlar doencas transmitidas por insetos hematéfagos, deve considerar que
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para o estabelecimento da infec¢do por Leishmania, no interior do inseto vetor, os parasitos precisam:
(7) sobreviver ao ataque proteolitico induzido pelo sangue ingerido durante o repasto sanguineo; (if)
escapar da membrana peritrofica durante o processo de digestio do sangue; (iii) prevenir sua
elimina¢do com o sangue digerido por meio da adesdo ao epitélio do intestino médio (para o subgénero
Leishmania) ou intestino final (para o subgénero Vianna); (iv) evitar a competicdo com a microbiota
intestinal e; (V) encontrar nutrientes para a metamorfose e migragao para o intestino médio anterior,
antes de ser transmitido ao hospedeiro em um préximo repasto sanguineo (READY, 2014; SACKS,
2001).

E importante destacar, neste contexto, que técnicas inovadoras como Phage Display vém
sendo empregadas de forma promissora na identifica¢do, caracterizagdo e producdo de substancias
sintéticas, utilizando o principio da ligacdo entre o antigeno e seu anticorpo especifico,
particularmente importante em diagnoésticos e vacinas (SERGEEVA et al., 2006; TAN et al., 2007,
EBRAHIMZADEH E RAJABIBAZL, 2014, TOLEDO MACHADO et al.,, 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da complexidade do estabelecimento da infec¢do por Leishmania nos flebotomineos,
a identificac@o de alvos antigénicos provenientes do inseto vetor poderia fornecer a formulagdo de
novos imunobioldgicos para compor uma vacina anti-LVC, uma vez que ao realizar o repasto
sanguineo em um cdo vacinado com estas proteinas, os anticorpos ingeridos poderiam alterar a
homeostasia do inseto levando-o a morte, e/ou ainda diminuir a sobrevivéncia do parasito no
intestino do vetor. Deste modo, favoreceria o controle da transmissao do parasito, tanto para o cdo,
quanto para o homem. Racional semelhante também poderia ser empregado para induzir a ativagdo
do sistema imune buscando o combate do parasitismo na LVC, possibilitando seu tratamento. Além
disto, ao se associar antigenos do inseto vetor, a interferéncia na dindmica de transmissdo do
parasito resultaria em ganho adicional pois os cdes infectados deixariam de ter importancia na
transmissao.

A proposta deste estudo refere-se ao estudo de uma nova formulagdo imunobioldgica
contendo antigenos de L. infantum em associa¢do aos antigenos de L. longipalpis em uma Unica
formulagdo imunobiologica. Dessa forma, apresenta como hipdtese que este tipo de formulacao ¢
capaz de (i) induzir uma resposta imune no animal vacinado ou submetido a imunoquimioterapia,
resultando na ativagdo da resposta imunoldgica relacionada a resisténcia, induzindo (ii) melhora
nos sinais clinicos, (iii) redu¢@o na carga parasitaria, bem como (iv) interferéncia na dinamica de

transmissao do parasito pelo inseto vetor.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Realizar a triagem de imunoterdpicos e imunoprofilaticos compostos por antigenos de

Leishmania infantum e Lutzomyia longipalpis para induzir imunidade no hospedeiro e interferir no

ciclo bioldgico de flebotomineos.
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CAPITULO I

Ensaio pré-clinico vacinal, em camundongos BALB/c, com a proteina L22 composta por
antigenos do parasito junto com sequéncias peptidicas selecionadas e carregadas pelos Fagos (H4

e BS).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar um ensaio pré-clinico vacinal em camundongos para analise das

novas formulac¢des contendo antigenos peptidicos de Leishmania e de Lutzomyia, buscando

avaliar os seguintes aspectos:

o Seguranca dos candidatos vacinais;
o Imunogenicidade e eficécia vacinal.
o Avaliar o impacto na mortalidade do inseto vetor apds repasto

sanguineo em animais vacinados.
o Medir o bloqueio da ligagdo in vitro de promastigotas de L. infantum em
uma linhagem de células de Lutzomyia longipalpis (Lulo), utilizando soro de camundongos

imunizados € ndo imunizados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ASPECTOS ETICOS

Para a execucdo da pesquisa, todos os procedimentos foram realizados mediante a
aprovacio da Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) mediante o protocolo CEUA 265/2022.

4.2. ANIMAIS

Os animais foram provenientes do Biotério Central da UFMG. Foram mantidos no Biotério
vinculado ao Departamento de Morfologia, em mini-isoladores de camundongos de 20cm X 32cm
X 2lcm (n=4/caixa), com agua e ra¢do a vontade, mantidos com maravalha autoclavada
(substituigdes da ragdo e limpeza das caixas realizada 2x/semana). O Biotério tem ciclo
claro/escuro de 12h, temperatura controlado com ar-condicionado, ja que os animais sdo mantidos
em racks ventiladas. Diariamente, todos os animais foram inspecionados e certificado se ha dgua e

racdo em todas as caixas.

4.3. OBTENCAO E AMPLIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE L22.4 CHP
E OS FAGOS DE INTERESSE (H4 E BS)

A proteina recombinante L.22.4 CHP foi produzida e cedida pelo Professor Ronaldo Alves
Pinto Nagem, do Laboratorio de Biologia Estrutural (BIOEST) da UFMG. A concentragao dela foi
avaliada utilizando o kit BCA, e mantida no freezer a -80°C para manter a integridade dela. Esta
proteina foi avaliada em camundongos e hamsters por nossa equipe de laboratério obtendo
resultados promissores de reduc¢do da carga parasitria em ensaios vacinais € imunoterapéuticos
(Santos, 2019).

O antigeno do inseto vetor (L. longipalpis) foi previamente selecionado em outro ensaio
pré-clinico no qual foi identificado por meio da sele¢do dos fagos (H4 e BS), que demonstraram
resultados importantes na interferéncia do ciclo biologico de flebotomineos, bem como reducdo da

carga parasitaria de L. infantum nestes insetos (Leite, 2017, 2022).
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Por motivo de sigilo de patente e segredo industrial a identidade das sequencias antigénicas
deste estudo serdo omitidas, seguindo a determinacdo da Coordenadoria de Transferéncia e
Inovagdo Tecnoldgica (CTIT - UFMG).

Para a amplificagdo dos antigenos do inseto vetor, representado pelos fagos de interesse
(H4 e BS) foi utilizado o seguinte protocolo:

Realizou-se o pré-inoculo, a partir do criobanco contendo os fagos de interesse,
transferindo-o a partir da colonia isolada de Escherichia coli K91 para um tubo conico contendo
15 ml de meio LB, em shaker a 37°C de temperatura e agitagdo de 250 rpm por 14 a 16 horas.

Foram transferidos 15 ml do pré-indculo para um Erlenmeyer contendo 100 ml do meio LB
liquido em shaker, incubado a 37°C em agita¢dao de 250 rpm até atingir a densidade 6ptica DO de
0,9+ 1,0 nm a 550 nm. Em seguida, a agitagdo foi diminuida para 50 rpm e se manteve durante 30
minutos a 37°C para o crescimento do pilli. Para realizar a infec¢do, se transferiu 20 ml de cultura
para um tubo cdnico de 50 ml e adicionou 5x10° fagos de interesse provenientes do criobanco.

Apo6s homogeneizacdo e incubagdo a 37°C por 10 minutos, se dividiu e transferiu 10 ml de
células infectadas foram transferidos para dois Erlenmeyers contendo 500 ml de meio LB cada um,
se adicionou 20 pg/ml (500ul) de Tetraciclina na concentragdo de 20mg/ml, e foi realizada a
incubacgdo a 37°C overnight, sob agitacdo de 250 rpm.

A cultura foi dividida em tubos conicos de 50 ml estéreis e centrifugados durante 10
minutos a 4500 x g a 4°C, sendo transferido o sobrenadante para novos tubos Falcon® estéreis com
a solu¢do PEG 8000 + NaCl na proporg¢ao final de 20%. A solu¢do foi homogeneizada e incubada
na geladeira a 4°C, em banho de gelo por 14 — 16 horas.

No dia seguinte foi preparado o pré-indculo para a titulacdo dos fagos, sendo realizada a
centrifugacdo dos fagos precipitados com PEG a 12000 xg a 4°C por 40 minutos, descartado o

sobrenadante, sendo os fagos resuspendidos em 3 ml de TBS.

4.4. TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Os animais foram divididos em 7 grupos (16 animais/grupo), dos quais 8 foram
eutanasiados 15 dias apds a ultima dose (T1) e o restante do grupo, 8 animais, foram infectados

experimentalmente.
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A eutanésia dos animais infectados aconteceu 30 dias apos a infec¢do (TF), totalizando 73
dias apds o inicio do protocolo vacinal.

Foram avaliados os seguintes grupos: (/) Grupo Controle ndo infectado; (if) Grupo Controle
infectado; (iii) Grupo Adjuvante Saponina; (iv) Grupo Fago Selvagem; (v) Grupo proteina
recombinante L22.4 CHP + Fago H4; (vi) Grupo proteina recombinante L22.4 CHP + Fago BS;
(vii) Grupo proteina recombinante [.22.4 CHP + Fagos H4 e B5. Todos os indculos foram
administrados por via subcutanea, em intervalos de 14 dias, totalizando trés aplicacdes. As
proteinas recombinantes foram formuladas em associagdo com o adjuvante Saponina, acrescido no
momento do in6culo.

Os animais pertencentes aos grupos controle negativo e positivo receberam trés doses de
100 pL de solugdo salina estéril 0,85 %, o grupo controle saponina recebeu 60ug do adjuvante
Saponina diluido em 100 pL de solugdo salina estéril 0,85 %, o grupo controle Fago Selvagem
recebeu 101'TU do Fago Selvagem associado associados a 60ug do adjuvante Saponina, em um
volume final de 100 uL, enquanto os grupos vacinais receberam: o grupo vacinal L22.4 CHP +
Fago H4 recebeu inoculos de 50 pg da proteina recombinante 1L22.4 CHP associado a 10''TU do
Fago H4, e 60pg do adjuvante Saponina, em um volume final de 100 uL; para o grupo vacinal
L22.4 CHP + Fago B5 recebeu indculos de 50 ng da proteina recombinante L22.4 CHP associado
a 10''"TU do Fago B35, e 60ug do adjuvante Saponina, em um volume final de 100 pL e o grupo
vacinal L.22.4 CHP + Fago H4 + BS5 recebeu in6culos de 50 pg da proteina recombinante
L.22.4 CHP, associado a 10''TU do Fago H4, associado al0''TU do Fago B5 e 60ug do adjuvante
Saponina, em um volume final de 100 pL.

Para a infec¢do experimental, foram utilizadas promastigotas metaciclicas de L. infantum
cepa BH401, as quais foram cultivadas, sob condicdes estéreis, em Erlenmeyers contendo meio de
cultura a-MEM. Estas culturas foram mantidas a 23°C, expandidas e submetidas a repiques para
atingir o crescimento exponencial. Desta forma, apds atingir a fase estaciondria da cultura, os
parasitos foram removidos para tubos conicos estéreis de 50mL, e submetidos a centrifugagdo de
3000 rpm, por 10 minutos, a 22°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet, que ¢ o sedimento de
promastigotas, foi homogeneizado em meio PBS. Este procedimento de lavagem foi realizado trés
vezes. Posteriormente, as promastigotas foram contadas em cadmara de Neubauer (Boeco,

Germany) e o volume ajustado para que cada 100 pl da solu¢do contenha aproximadamente 107
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parasitos. A solu¢do PBS com os parasitos foi inoculada, com agulha hipodérmica curta, por via

intraperitoneal. Na Figura 1 ¢ mostrado o delineamento.

Triagem de formulagdes contendo proteinas quiméricas recombinantes com antigenos

de Leishmania e fagos contendo antigenos de Lutzomyia

(SI:T:;::: Adjuvante Fago L22.4_CHP+H4
< - (Associado 20
alina estéril o =2
085 % (SAP) FS) adjuvante saponina)

’Avaliac&es clinicas e laboratoriais

Desafio M Analise de inocuidade e toxicidade

Experimental .
Coleta de sangue (hemograma, teste de fungao hepatica

e renal, dosagem de anticorpos anti-Leishmania e anti-

A *
_ I proteina recombinante)
1 Desafio Experimental: 107 promastigotas em fase
< M adias TV Y s dias Y 30 dias > estacionaria de L. infantum - Via IP

14 dias
1* Dose 2* Dose 3* Dose Eutanésia dos
camundongos Analise da eficicia (carga parasitaria e histopatologia
mmm do bago e figado; interferéncia no ciclo biologico de
flebotomineos e bloqueio da infecgdo por L. infantum
em flebotomineos)

Figura 1 - Delineamento para o ensaio pré-clinico imunoterapéutico em camundongos
infetados com L. infantum.

4.5. AVALIACAO CLINICA

Os animais foram monitorados por 72 horas ap6s a administragdo de cada dose, para avaliar
a seguranca ¢ a toxicidade das vacinas. Para isso, foram realizadas andlises macroscopicas em
busca de sinais como nodulos, papulas ou feridas. Além disso, os camundongos foram pesados
antes da inoculacdo, a fim de detectar possiveis alteragdes sist€émicas. O comportamento dos
animais também foi observado para identificar indicios de dor, irritabilidade ou disturbios

neuroldgicos.

4.6. COLETA DAS AMOSTRAS

No tempo zero (TO) que foi o tempo antes do inicio do protocolo vacinal, o sangue foi

coletado da veia lateral da cauda dos animais. Nos tempos tempo 1 (T1) que corresponde a 15 dias
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apos a ultima dose e o tempo final (TF) que corresponde a 30 dias apos a infecdo experimental, a
coleta foi realizada por puncdo intracardiaca apos sedagdo com quetamina (75 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg). O sangue foi armazenado em tubos com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do
inglés Ethylenediamine tetraacetic acid) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) para andlise
dos parametros hematologicos, e em tubos sem anticoagulante para a obtengdo de soro para os
anlises bioquimicos, testes de ELISA e avaliagdo do bloqueio da ligagdo de L. infatum em células

LuLo.

4.7. EXAMES LABORATORIAS

4.7.1. EXAMES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Foram realizados hemogramas automatizados na maquina Diagno® modelo Countervet
para obter os valores da série vermelha e o nimero total dos leucocitos. Para a contagem diferencal
dos leucocitos, foram confeccionados esfregacos do sangue periférico e observados ao microscopio
optico (LATIMER et al., 2005; WEISS; WARDROP, 2010).

No exame bioquimico, foram realizadas a dosagem de proteinas totais, albumina e
globulina, enzimas de dano hepatico: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), enzima de colestase: fosfatase alcalina (FA), e enzimas de funcdo renal (ureia e creatinina)
no analisador automatico Covas® modelo Miraplus. As analises hematoldgicas e bioquimicas
foram realizadas no Laboratdério de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario da

UFMG, sob supervisdo do Prof. Paulo Ricardo de Oliveira Paes.

4.7.2. ANALISE DE REATIVIDADE SERICA DE IgG TOTAL, IgG1 E IgG2A PELO
ENSAIO IMUNOENZIMATICO TIPO ELISA

A andlise dos niveis de anticorpos da classe IgG, IgG1 e IgG2a adotou o seguinte protocolo:
para a sensibilizagdo das placas foi utilizado um tampdo carbonato com PH 9.6. Para a
sensibilizacdo foi necessario realizar o calculo das quantidades de antigeno necessario: SLA:
2ug/poco, antigeno vacinal 100 ng/pogo e Fagos (Fago selvagem, H4 e BS): 1uL/poco no volumem
final de 25 pL/pogo conforme descrito previamente (Leite, 2022).
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Depois foram distribuidos na placa 25 pL de antigeno/poco (ja diluido), e mantida overnight
a 4°C. Em seguida, realizou-se o bloqueio com 50uL de PBS - BSA 5% (PBS 1x com 5% de BSA
- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em cada pogo, e se incubou em estufa a 37°C por 3 horas.

Ap6s a incubagdo, realizou-se a lavagem com PBS-TWEEN 20 0,05%, se lavou a placa 3
vezes com 5S0uL da solugdo de lavagem. Depois da lavagem se realizou a incubagdo do anticorpo
primério (soro de cada animal diluido em solu¢do PBS — TWEEN 20 0.05% na titulacao de 1:200)
para o qual se pipetou 25uL dos anticorpos diluidos e incubou por 1 hora a 37°C.

Posteriormente a incubagao a placa foi lavada com 50uL em cada pogco com PBS-TWEEN
20 0.05% por 3 vezes. O anticorpo secundario (anti-mouse IgG (molécula inteira) anticorpo
peroxidase produzido em coelho, A6792, Sigma Aldrich, Millipore Sigma nos EUA e Canadd) foi
diluido a 1:40000 em PBS TWEEN 20 0.05%, e distribuido 25uL. em cada pogo, se incubou por
uma hora a 37°C.

Em seguida se lavou a placa com a solucdo de lavagem por 3 vezes (50uL em cada pogo).
Foi adicionado 25uL da solucdo de substrato cromogénico peroxidase contendo 3,3°, 5,5'-
Tetrametilbenzidina (TMB) e Peroxido de Hidrogénio (H202) (Scienco OneStep, Lages, SC,
Brasil) em cada poco, para revelar a reacdo, e incubou a temperatura ambiente por 15min.

Depois da incubagdo se adicionou 25ul. de acido sulftrico 2.5 M para parar a reagao.
Finalmente foi realizada a leitura em 450nm no espectrofotdmetro Multiskan™ FC Microplate
Photometer (Termo Scientific, Waltham, MA, USA). O cut-off foi determinado a partir das medias
das densidades oOpticas (DO) das amostras do grupo controle negativo e acrescida de trés vezes o
valor do desvio padrdo. As amostras que apresentaram valor de DO maior do que o limiar de
positividade foram classificadas como amostras positivas; enquanto as negativas apresentaram

valor de DO menor do que o limiar de positividade.

4.7.3. AVALIACAO DO BLOQUEIO DA LIGACAO DE L. infatum EM CELULAS LuLo

Foi avaliado, se os anticorpos anti-epitopos do vetor presentes nos fagos H4 e B5, seriam
capazes de reduzir a ligagdo entre Leishmania infantum e as células de origem embriondria de
Lutzomyia longipalpis (células LuLo) seguindo o protocolo descrito por Leite (2022).

Para isso, 2x10° células LuLo por pogo foram cultivadas em laminulas de vidro, colocadas

em placas de cultura de 24 pogos, e incubadas overnight a 23°C.Ap0s a incubagdo, o soro de cada
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animal foi diluido na propor¢do 1:50, e foram adicionados 2x10° promastigotas de L. infantum
BH401 em fase logaritmica por pogo, apds a lavagem da cultura, em um volume final de 1 mL.
Todas as amostras de soro foram previamente inativadas a 56°C por 30 minutos. A mistura
de soro e parasito foi incubada com as células por 2 horas a 23°C. Apds esse periodo, as laminulas
foram removidas, fixadas e coradas com Panotico. Para avaliar a ligagdo dos parasitas as células,
foi realizada uma contagem percentual das células com parasitas aderidos, utilizando microscopia

Optica (100X), contabilizando um total de 100 células por duplicata.

4.7.4. QUANTIFICACAO DA CARGA PARASITARIA DE L. infantum POR qPCR

A quantificagdo da carga parasitaria de Leishmania infantum foi realizada no figado e no
baco dos animais, coletados 30 dias apds a infeccdo experimental (TF). Para isso, utilizou-se a
técnica de qPCR, seguindo o protocolo descrito por Chagas et al. (2021). O DNA das amostras foi
extraido de acordo com as instrugdes do kit PureLink® Genomic DNA Kit (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e quantificado usando o espectrofotdmetro
NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer em absorbancia a 260 nm (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, EUA), a quantidade de de DNA foi ajustado para uma
concentragao final de 10ng/pL.

Na reacao de qPCR, o gene do kDNA foi o alvo, e os primers utilizados foram 150 (5'-GGG
(G/T) AG GGG CGT TCT (C/G) CG AA-3") e 152 (5'-C (G/C) (G/C) (A/T) CT AT (A/T) TTA
CAC CAA CCC C-3"), conforme descrito por Degrave et al. (1994). O volume final da reagao foi
de 10 uL, composto por 5 puL de SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad,
Hercules, CA, EUA), 0,4 uM de cada primer (Sintese Biotecnologia LTDA, Belo Horizonte, MG,
Brasil), e 4,2 uL. da amostra de DNA molde (10 ng/uL), que foram colocadas em uma microplaca
MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate (0.1 mL) (Appliedbiosystem, Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA) em duplicata.

A amplificacdo foi realizada no aparelho ViiA7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Waltham, MA, EUA) possuindo uma etapa inicial de desnaturacdo a 98°C por 3
minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 segundos e retornando para 60°C por 1 minuto. A

andlise do estagio da curva de Melt foi realizada em um ciclo adicional com aumento da
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temperatura de 60°C a 95°C a uma taxa de 0,5°C por segundo, com aquisi¢do de fluorescéncia
continua nessa fase.

A curva padrio foi construida a partir de dilui¢des seriadas de DNA de L. infantum (Cepa
MHOM/BR/74/PP75), com concentra¢des variando de 1 ng até 10~ ng (fator de dilui¢do 1:10) e
com triplicata para cada ponto. Como controle negativo da qPCR, utilizou-se uma mistura do
reagente SYBR Supermix, primers e d4gua no lugar da amostra de DNA molde. Considerou-se que
83,15 fg de DNA de Leishmania equivalem a um parasito, conforme Jara et al. (2013).

A carga parasitaria foi determinada comparando-se os resultados com a curva padrdo,
utilizando a férmula: [equivalentes de DNA do parasito por reagdo / quantidade de DNA do tecido
por reagdo] x 103, resultando no niimero de parasitos por pg de DNA de tecido (Sevilha-Santos et

al., 2018; Suarez et al., 2015).

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se as amostras
seguiam uma distribuicdo normal. Quando as amostras apresentaram normalidade, aplicou-se o
teste ANOVA de uma via para dados paramétricos. Em casos de diferencas significativas
detectadas pelo ANOVA, realizou-se o teste de comparagdes multiplas de Tukey para realizar as
comparagdes multiplas entre as médias dos resultados obtidos em diferentes tempos e grupos. A
margem de erro adotada para os testes estatisticos foi de 5%. Os dados foram inseridos no Excel,

e os céalculos estatisticos foram realizados no software Prism 8®.

S. RESULTADOS

5.1. ANALISE DE INOCUIDADE

5.1.1. AVALIACAO DAS ALTERACOES MACROSCOPICAS E ACOMPANHAMENTO
DO PESO

Durante os protocolos vacinais, foram observadas alteragdes macroscopicas no grupo

controle Fago Selvagem (FS) e nos grupos vacinais L22.4 CHP + Fago H4 (H4), L22.4 CHP +
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Fago B5 (B5) e L22.4 CHP + Fago H4 + B5 (H4B5) (Tabela 1). Apds a segunda dose, um animal
(1/16) do grupo vacinal H4 morreu, assim como dois animais (2/16) do grupo vacinal H4B5.
Ap6s 72 horas das inoculagdes, houve inflamag¢do no local da injecdo. Essa inflamagao foi
observada na primeira dose no grupo controle FS (10/16), no grupo vacinal H4 (14/16), no grupo
vacinal B5 (9/16) e no grupo vacinal H4B5 (13/16). Apds a segunda dose, a inflamacdo foi
registrada no grupo controle FS (8/16), no grupo vacinal H4 (13/16), no grupo vacinal B5 (6/16) e
no grupo vacinal H4B5 (15/16). Na terceira dose, os nimeros de inflamagao foram: grupo controle
FS (9/16), grupo vacinal H4 (11/16), grupo vacinal B5 (7/16) e grupo vacinal H4B5 (12/16).
Além disso, foi observada alopecia e dermatite local, sendo observadas apds a primeira dose
no grupo vacinal H4 (6/16), no grupo vacinal B5 (2/16) e no grupo vacinal H4B5 (10/16). Apos a
segunda dose, estas alteragcdes foram observadas no grupo vacinal H4 (4/15), no grupo vacinal B5
(1/16) e no grupo vacinal H4B5 (10/14). Apés a terceira dose, os casos foram registrados no grupo

vacinal H4 (1/15) e no grupo vacinal H4B5 (6/14).

Grupos
controle (CN, Grupo FS Grupo H4 Grupo B5 Grupo H4B5
CP, SAP)

Sem

alteragodes

Tabela 1 - Imagens representativas das avaliagdes macroscopicas dos camundongos do ensaio vacinal.

CN: Grupo controle negativo, CP: Grupo controle positivo, SAP: grupo controle saponina, FS: grupo controle Fago
Selvagem, H4: grupo vacinal L22.4 CHP + Fago H4, B5: grupo vacinal L22.4 CHP + Fago B5 e H4B5: grupo vacinal
L22.4 CHP + Fago H4 + Fago BS.



39

O peso dos animais também foi acompanhado durante todo o experimento e para
representar os valores foram considerados os tempos TO, T1 e TF dos experimentos. A Figura 2
representa o peso avaliado durante o experimento. E mostrado o aumento no peso em todos os

grupos controle e vacinais ao longo do experimento.

Peso
30
T T
T T Ll
«w 20
4
E
s
© 10
0- T I —

Q
o
CTC Oy SR IR
% P

Figura 2 - Avaliacdo da inocuidade e toxicidade do ensaio vacinal, empregando-se o peso dos camundongos.

O eixo X representa os diferentes grupos vacinas: CN: Grupo controle negativo, CP: Grupo controle positivo,
SAP: Grupo controle saponina, FS: Grupo controle Fago Selvagem, H4: Grupo vacinal L22.4 CHP + fago H4,
BS: Grupo vacinal L22.4 CHP + fago B5 e H4B5: Grupo vacinal L22.4 CHP + fago H4 + BS5. T1: 15 dias ap6s
a ultima dose, TF 30 dias apo6s a infecg@o experimental. O eixo Y representa os valores médios e desvio padrao
dos valores de pesos dos camundongos.

5.1.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Os valores de referéncia para os pardmetros hematoldgicos e bioquimicos foram calculados
somando dois desvios padrdes a média do grupo controle negativo para definir o limite superior, e
subtraindo dois desvios padrdes da média para definir o limite inferior. Dessa forma, foram
estabelecidos os intervalos de referéncia para cada marcador hematoldgico e bioquimico,

considerando as condi¢des de manejo realizadas durante todo o experimento.
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Na série vermelha do hemograma, ndo houve alteragdes durante todo o experimento em
nenhum dos grupos controle, nem nos grupos vacinais. Os valores de hemacias, hematocrito e
hemoglobina, apresentados na Figura 3, sdo representados pelas barras e permanecem dentro dos

valores de referéncia, indicados pelas linhas tracejadas em cada gréfico.
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Figura 3 - Avaliagdo da inocuidade ¢ toxicidade do ensaio vacinal, empregando-se parametros hematologicos (serie
vermelha).

O eixo X representa os diferentes grupos vacinas: CN: Grupo controle negativo, CP: Grupo controle positivo. T1: 15 dias
apos a ultima dose, TF 30 dias apos a infecgdo experimental. O eixo Y representa os valores médios e desvio padrdo dos
valores hematologicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os valores de referéncia para cada
marcador hematologico.

A contagem total de leucdcitos e o diferencal de cada tipo celular como neutréfilos,
linfocitos, mondcitos e eosinofilos se mantiveram dentro dos valores de referéncia, em todos os
grupos examinados. As plaquetas de todos os grupos também se mantiveram dentro dos valores de
referéncia, conforme ilustrado na Figura 4. As barras representam a média e o desvio padrdo de

cada grupo, tanto no T1 quanto no TF.
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Figura 4 - Avali¢do da inocuidade e toxicidade do ensaio vacinal, empregando-se parametros hematoldgicos

(Leucdcitos e plaquetas).

O eixo X representa os diferentes grupos vacinas: CN: Grupo controle negativo, CP: Grupo controle positivo. T1:
15 dias ap6s a ultima dose, TF 30 dias apds a infecgdo experimental. O eixo Y representa os valores médios e desvio
padrdo dos valores hematologicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os valores de

referéncia para cada marcador hematologico.

Para avaliar a funcdo hepdtica, foram mensuradas as enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), além da enzima de colestase fosfatase alcalina (FA).
Embora tenha havido uma diminui¢ao nos valores do T1 para o TF em cada grupo, essa variagao
ndo foi estatisticamente significativa. No T1, os grupos controle SAP e FS apresentaram valores
de ALT e AST acima dos valores de referéncia. O grupo vacinal B5 no T1 também apresentou
valores acima dos valores de referéncia, assim como os grupos vacinais H4 e H4B5 no T1, para as
enzimas ALT e AST. No caso da FA, o grupo vacinal H4B5 teve valores acima dos valores de

referéncia no T1, conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Avaliac¢do da inocuidade e toxicidade do ensaio vacinal, empregando-se pardmetros bioquimicos (ALT,
AST e FA).

O eixo X representa os diferentes grupos vacinas: CN: Grupo controle negativo, CP: Grupo controle positivo. T1: 15
dias apos a ultima dose, TF 30 dias apds a infec¢@o experimental. O eixo Y representa os valores médios e desvio
padrdo dos valores bioquimicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os valores de
referéncia para cada marcador bioquimico.

Enquanto a avaliacdo da fung¢do renal, foram mensurados os marcadores de fun¢do renal:
ureia e creatinina, todos os grupos tiveram os valores dentro dos valores de referéncia, como ¢

apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Avaliagdo da inocuidade e toxicidade do ensaio vacinal, empregando-se parametros bioquimicos (Ureia
e creatinina).

O eixo X representa os diferentes grupos vacinas: CN: Grupo controle negativo, CP: Grupo controle positivo. T1:
15 dias apos a ultima dose, TF 30 dias ap6s a infecgdo experimental. O eixo Y representa os valores médios e
desvio padrdo dos valores bioquimicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os
valores de referéncia para cada marcador bioquimico.

Também foram avaliadas as proteinas totais e fracionadas (albumina e globulina), assim
como a relacdo entre elas. Os valores de todos os grupos permaneceram dentro dos intervalos de

referéncia, conforme demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 - Avaliagdo da inocuidade e toxicidade do ensaio vacinal, empregando-se parametros bioquimicos (proteinas
totais e fragdes).

O eixo X representa os diferentes grupos vacinas: CN: Grupo controle negativo, CP: Grupo controle positivo. T1: 15
dias apo6s a ultima dose, TF 30 dias ap6s a infec¢do experimental. O eixo Y representa os valores médios e desvio
padrdo dos valores bioquimicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os valores de

referéncia para cada marcador hematolégico.

52. ANALISE DE REATIVIDADE SERICA DE IgG PELO ENSAIO
IMUNOENZIMATICO TIPO ELISA

O ensaio ELISA foi utilizado para avaliar a reatividade sérica, medindo a titulagao de IgG
total e das subclasses IgG1 e [gGG2a contra o antigeno soluvel de Leishmania, o fago selvagem e as
diferentes formulagdes vacinais, em diversos pontos de avaliagdo. Na Figura 8A, ¢ possivel
observar que os grupos vacinais e o grupo controle FS apresentaram diferengas estatisticamente
significativas nas médias de densidade Optica em comparagdo com os grupos controle CN, CP e
SAP nos tempos TO, T1 e TF. De forma similar, a Figura 8B destaca diferencas estatisticas entre o

grupo controle FS e os grupos vacinais em relacdo aos controles CN, CP e SAP.
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Figura 8 - Avaliagdo da reatividade sérica de IgG total Anti-antigeno soluvel de Leishmania infantum e anti-fago
selvagem do ensaio vacinal com a proteina L22.4 CHP com a associagdo dos fagos H4 e BS5.

CN: Controle Negativo (ndo infectado); CP: Controle Positivo (infectado com L. infantum e ndo vacinado). Foram
avaliados os tempos: TO: tempo antes do inicio do protocolo vacinal; T1, tempo 15 dias apds a ultima dose dos
imunobiolégicos e TF, tempo 30 dias pds infecgdo experimental. O eixo y representa os valores médios e desvio
padrio das densidades opticas (OD) obtidas pelo ELISA utilizando-se soros diluidos 1:200 o cut-off (definido pela
média mais trés desvios padrao dos valores dos OD obtidos das amostras do grupo CN) = 0,1087 para a Figura (A)
¢ 0,124 para a Figura (B). A linha pontilhada ilustra o limiar de positividade das amostras. As diferencas estatisticas
(p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas seguintes siglas para a Figura A: a: diferenga com CN do TO;
b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga com Saponina do T1; e: diferenca com fago
selvagem T1; f: diferenca com CN do TF; g: diferenga com CP do TF; h: diferenca com Saponina do TF; i: diferenga
com fago selvagem TF. Figura B: a: diferenga com CN do TO; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do
T1; d: diferenga com Saponina do T1; e: diferenca com CN do TF; f: diferenga com CP do TF; g: diferenca com
Saponina do TF; h: diferenca com L22 + H4 do T1; i: diferenga com L22 + B5 do T1; j: diferenga com L22 + H4B5
do T1; k: diferenga com L22 + H4 do TF; 1: diferenga com L.22 + B5 do TF; m: diferenga com L22 + H4B5 do TF.

Na Figura 9, observamos a medi¢do de IgG contra a Proteina L22 (9A), fago H4 (9B) e
fago B5 (9C). E possivel observar uma diferenca estatistica entre o grupo controle FS e os grupos

vacinais em comparacao com os grupos controle CN, CP e SAP.
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Figura 9 - Avaliacdo da reatividade sérica de IgG total Anti-proteina recombinante L22.4 CHP, anti-fago H4 e anti-
fago B5 do ensaio vacinal com a proteina L22.4 CHP com a associagdo dos fagos H4 e BS5.

CN: Controle Negativo (ndo infectado); CP: Controle Positivo (infectado com L. infantum e ndo vacinado). Foram
avaliados os tempos: T0O, tempo antes do inicio do protocolo vacinal; T1, tempo 15 dias apos a ultima dose dos
imunobiolégicos e TF, tempo 30 dias pds infecgdo experimental. O eixo y representa os valores médios e desvio
padrdo das densidades opticas (OD) obtidas pelo ELISA utilizando-se soros diluidos 1:200 o cut-off (definido pela
média mais trés desvios padrdo dos valores dos OD obtidos das amostras do grupo CN) = 0,126 para a Figura (A),
0,181 para a Figura (B) e 0,13 para a Figura (C). A linha pontilhada ilustra o limiar de positividade das amostras. As
diferengas estatisticas (p<<0,05), quando presentes, foram representadas pelas seguintes siglas para a Figura A: a:
diferenga com CN do TO0; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenca com Saponina do
T1; e: diferenga com fago selvagem T1; f: diferenca com CN do TF; g: diferenca com CP do TF; h: diferenga com
Saponina do TF; i: diferenca com fago selvagem TF. Para a Figura (B): a: diferengca com CN do TO; b: diferenca
com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenca com Saponina do T1; e: diferenca com CN do TF; f:
diferenca com CP do TF; g: diferenga com Saponina do TF; h: diferenga com L22 + H4 do T1; i: diferenga com L22
+ H4BS5 do T1; j: diferenga com L22 + H4 do TF; k: diferenga com L22 + H4BS5 do TF. E para a Figura (C): a:
diferenga com CN do TO0; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenca com Saponina do
T1; e: diferenga com CN do TF; f: diferenca com CP do TF; g: diferenga com Saponina do TF; h: diferenca com L.22
+ B5 do T1; i: diferenga com L22 + H4BS5 do T1; j: diferenca com L.22 + B5 do TF; k: diferenga com L22 + H4B5
do TF.

Na Figura 10 observamos a quantificagdo de IgG1 e vemos que existe diferenga estatistica dos
grupos vacinais tanto do TO como do TF em relacdo a todos os grupos controle quando foi avaliado
frente ao antigeno soluvel de Leishmania, e contra a proteina L22. Quando foi avaliada a
reatividade frente ao fago selvagem, fago H4 e fago B5 observamos que houve diferenca estatistica
do grupo controle FS e os grupos vacinais dos tempos TO e TF em relagdo aos outros grupos

controle.
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Figura 10 - Avaliag@o da reatividade sérica de IgG1 Anti - antigeno solivel de Leishmania, Anti — fago selvagem,
anti fago H4 e anti fago B5 e Anti-Proteina recombinante L.22.4 CHP do ensaio vacinal com a proteina L22.4 CHP
com a associa¢do dos fagos H4 ¢ BS.

CN: Controle Negativo (ndo infectado); CP: Controle Positivo (infectado com L. infantum e ndo vacinado). Foram
avaliados os tempos: T0, tempo antes do inicio do protocolo vacinal; T1, tempo 15 dias ap6s a ultima dose dos
imunobiolégicos e TF, tempo 30 dias pos infecgdo experimental. O eixo y representa os valores médios e desvio
padrdo das densidades opticas (OD) obtidas pelo ELISA utilizando-se soros diluidos 1:200 o cut-off (definido pela
média mais trés desvios padrdo dos valores dos OD obtidos das amostras do grupo CN) = 0,189 para a Figura (A),
0,131 para a Figura (B), 0,224 para a Figura (C), 0,206 para Figura (D) e 0,24 para Figura (E). A linha pontilhada
ilustra o limiar de positividade das amostras. As diferengas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram
representadas pelas seguintes siglas para a Figura A: a: diferenga com CN do TO; b: diferengca com CN do T1; c:
diferenga com CP do T1; d: diferenga com Saponina do T1; e: diferenga com fago selvagem T1; f: diferenga com CN
do TF; g: diferenca com CP do TF; h: diferenga com Saponina do TF; i: diferenga com fago selvagem TF. Para a
Figura (B): a: diferenga com CN do TO; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga com
Saponina do T1; e: diferenca com CN do TF; f: diferenca com CP do TF; g: diferenca com Saponina do TF; h:
diferenga com L22 + H4 do T1; i: diferenga com L22 + B5 do T1; j: diferenca com L.22 + H4B5 do T1; k: diferenga
com L22 + H4 do TF; I: diferenga com L22 + B5 do TF e m: diferengca com L22 + H4BS5 do TF. Para a Figura (C): a:
diferenga com CN do TO; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga com Saponina do T1;
e: diferenca com CN do TF; f: diferenga com CP do TF; g: diferenga com Saponina do TF; h: diferenga com L22 +
H4 do T1; i: diferenca com L22 + H4BS5 do T1; j: diferenca com L22 + H4 do TF; k: diferenga com L22 + H4B5 do
TF. Para Figura (D): a: diferengca com CN do TO0; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga
com Saponina do T1; e: diferenca com CN do TF; f: diferenga com CP do TF; g: diferenca com Saponina do TF; h:
diferenga com L22 + B5 do T1; i: diferengca com L22 + H4B5 do T1; j: diferenga com L22 + B5 do TF; k: diferenga
com L22 + H4B5 do TF. E para Figura (E): a: diferenga com CN do TO; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com
CP do T1; d: diferenga com Saponina do T1; e: diferenca com FS do T1; f: diferenga com CN do TF; g: diferenga
com CP do TF; h: diferenca com Saponina do TF; i: diferenga com FS do TF.
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Na Figura 11 observamos a quantificagdo de IgG2a e vemos que existe diferenca estatistica
dos grupos vacinais H4 e H4B5 tanto do TO como do TF em relacdo a todos os grupos controle, o
grupo vacinal B5 teve diferenca em relagdo aos grupos controle com exce¢ao do grupo controle FS
e o grupo controle FS teve diferenca em relagdo aos outros grupos controle quando foi avaliado
frente ao antigeno soluvel de Leishmania. Quando foi avaliado frente ao fago selvagem, fagos H4,
B5 e contra a proteina L22, houve diferenca estatistica do grupo controle FS, grupos vacinais em

relacdo aos outros grupos controle no T1 e TF.
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Figura 11 - Avaliacdo da reatividade sérica de Ig G2a Anti - antigeno solivel de Leishmania, Anti — fago selvagem, anti fago
H4 e anti fago B5 e Anti-Proteina recombinante L.22.4 CHP do ensaio vacinal com a proteina L22.4 CHP com a associagao
dos fagos H4 e BS.

CN: Controle Negativo (ndo infectado); CP: Controle Positivo (infectado com L. infantum e ndo vacinado). Foram avaliados
os tempos: T0, tempo antes do inicio do protocolo vacinal; T1, tempo 15 dias apds a tltima dose dos imunobioldgicos e TF,
tempo 30 dias pos infecg@o experimental. O eixo Y representa os valores médios e desvio padrdo das densidades dpticas (OD)
obtidas pelo ELISA utilizando-se soros diluidos 1:200 o cut-off (definido pela média mais trés desvios padrao dos valores dos
OD obtidos das amostras do grupo CN) = 0,189 para a Figura (A), 0,131 para a Figura (B), 0,224 para a Figura (C), 0,206 para
Figura (D) e 0,24 para Figura (E). A linha pontilhada ilustra o limiar de positividade das amostras. As diferengas estatisticas
(p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas seguintes siglas para a Figura A: a: diferenga com CN do TO0; b: diferencga
com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga com Saponina do T1; e: diferenga com fago selvagem T1; f: diferenga
com CN do TF; g: diferenca com CP do TF; h: diferenca com Saponina do TF; i: diferenga com fago selvagem TF. Para a
Figura ): a: diferenca com CN do TO; b: diferenga com CN do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga com Saponina do
T1; e: diferenga com CN do TF; f: diferenga com CP do TF; g: diferenga com Saponina do TF; h: diferenca com L22 + H4 do
T1; i: diferenga com L.22 + B5 do T1; j: diferenca com L22 + H4B5 do T1; k: diferenca com L22 + H4 do TF; 1: diferenga com
L22 + B5 do TF e m: diferenga com L22 + H4BS5 do TF. Para a Figura (C): a: diferenca com CN do TO; b: diferengca com CN
do T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga com Saponina do T1; e: diferengca com CN do TF; f: diferenca com CP do TF;
g: diferenca com Saponina do TF; h: diferenca com L22 + H4 do T1; i: diferenca com L22 + H4B5 do T1; j: diferenga com
L22 + H4 do TF; k: diferenga com L22 + H4BS5 do TF. Para Figura (D): a: diferenga com CN do TO; b: diferenga com CN do
T1; c: diferenga com CP do T1; d: diferenga com Saponina do T1; e: diferenga com CN do TF; f: diferenca com CP do TF; g:
diferenga com Saponina do TF; h: diferenca com L22 + B5 do T1; i: diferenga com L22 + H4B5 do T1; j: diferenga com L22
+ B5 do TF; k: diferenga com L22 + H4B5 do TF. E para Figura (E): a: diferenga com CN do TO; b: diferenga com CN do T1;
c: diferenga com CP do T1; d: diferenca com Saponina do T1; e: diferenga com FS do T1; f: diferenca com CN do TF; g:
diferenca com CP do TF; h: diferenca com Saponina do TF; i: diferenga com FS do TF.
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5.3. AVALIACAO DO BLOQUEIO DA LIGACAO DE L. infantum EM CELULAS LuLo

Na Figura 12 podemos observar as células LuLo e como os parasitos da L. infantum se

ligam a eles.

Figura 12 - Imagens digitalizadas ao microscopio optico em

aumento de 100X das células LuLo enfrentadas ao soro dos
camundongos no ensaio vacinal e parasitos da L. infantum.

As setas pretas estdo sinalizando as células LuLo e as setas

brancas as formas promastigotas da L. infantum.

Como podemos observar na Figura 13 houve uma ligeira diminui¢do na quantidade de

parasitos ligados nas célulos LuLo do grupo B5 e H4B5 em compara¢dao dos grupos controle:

controle positivo (CP) e controle fago selvagem (FS). Porém ndo houve diferencga estatistica.

N°de leishmanias/100 Lulo cells

LULO CELLS
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Figura 13 - Avaliacdo do bloqueio da ligagdo de L.
infantum em células LuLo nos camundongos do
ensaio vacinal.

O eixo X, representa os grupos controle e vacinais:
CN: Controle Negativo (ndo infectado); CP:
Controle Positivo (infectado com L. infantum e nao
vacinado). Foram avaliados os tempos: TO, tempo
antes do inicio do protocolo vacinal; T1, tempo 15
dias apos a ultima dose dos imunobioldgicos e TF,
tempo 30 dias pos infec¢do experimental. O eixo y
representa os valores médios e desvio padrio da
quantidade de parasitos aderidos em 100 células
LuLo.
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A carga parasitaria foi quantificada por qPCR em amostras de figados e bacos dos

camundongos. Pode ser observado que houve uma diminui¢cdo na carga parasitaria nos grupos

vacinais em compara¢ao aos grupos controle tanto no figado como no baco como podemos

observar na Figura 14.
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Figura 14 - Avaliagdo da carga parasitaria no figado e bago por qPCR.

O eixo x representa os diferentes grupos experimentais: CP: Controle Positivo (infectado com L. infantum e nao
vacinado); SAP: Controle adjuvante saponina; Fago Selvagem e os grupos vacinais contendo a proteina L22.4 CHP
mais os fagos H4 e B5. O eixo y representa os valores médios e desvio padrdo do nimero médio de L. infantum por
pg de tecido. As diferencas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas simbolo *.
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CAPITULO 11

Ensaio clinico de novas formula¢des imunoterdpicas com a proteina L22.4 CHP composta

por antigenos do parasito em associa¢do a antigenos do inseto vetor, para analise do desempenho

do tratamento contra a leishmaniose visceral canina.

6.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Realizar um ensaio clinico imunoterdpico para analise de formulagdes
contendo antigenos de Leishmania e de Lutzomyia em caes naturalmente infectados por L.

infantum, buscando avaliar os seguintes aspectos:

o Seguranga dos candidatos imunoterapicos;
¢ Imunogenicidade e eficacia dos imunoterapicos.
o Avaliar a carga parasitaria nos cdes antes e apds o tratamento

imunoterdpico, buscando a diminui¢ao da carga parasitaria.
o Mensurar o bloqueio da ligacdo in vitro de promastigotas de L. infantum em

uma linhagem de células de Lutzomyia longipalpis (Lulo), utilizando dos animais.
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7. MATERIAL E METODOS

7.1. ASPECTOS ETICOS

Para a execucdo da pesquisa, todos os procedimentos foram realizados mediante a
aprovacio da Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) mediante o protocolo CEUA 161/2019.

7.2. ANIMAIS

Foram selecionados quatro animais que testaram positivos para a LVC em pelo menos dois
exames soroldgicos descritos a seguir: na imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio de
imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), imunoensaio cromatografico Dual Path Platform (DPP® —
BioManguinhos) para LVC. Os animais tinham pelo menos um sinal clinico compativel com a
LVC, e ndo foram submetidos a tratamento especifico contra a LVC até a realiza¢do deste estudo.

Os cades permaneceram no canil experimental do ICB-UFMG durante todo o periodo do
tratamento e foram avaliados a cada 15 dias, a partir do dia da inoculacdo dos imunoterapicos
(ensaios laboratoriais hematologicos, bioquimicos, imunoldgicos e parasitoldgico) e nos dias

seguintes logo apds a inoculagdo (analise de alteragdes locais na area de aplicagdo da formulagao).

7.3.  OBTENCAO E AMPLIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE L22.4 CHP
E OS FAGOS DE INTERESSE (BS5)

A proteina recombinante L22.4 CHP foi produzida e gentilmente fornecida pelo Professor
Ronaldo Alves Pinto Nagem, do Laboratorio de Biologia Estrutural (BIOEST) da UFMG. Sua
concentragdo foi medida utilizando o kit BCA e, para preservar sua integridade, foi armazenada a
-80°C. Nossa equipe de laboratorio avaliou essa proteina em camundongos e hamsters, obtendo
resultados promissores na redugdo da carga parasitaria em ensaios vacinais ¢ de imunoterapia.
(Santos, 2019).

O antigeno do inseto vetor (L. longipalpis) foi previamente selecionado em outro ensaio

pré-clinico no qual foi identificado por meio da selecdao de fago (BS), que demonstrou resultados
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importantes na interferéncia do ciclo bioldgico de flebotomineos, bem como reducdo da carga
parasitaria de L. infantum nestes insetos (Leite, 2017, 2022).

Por motivo de sigilo de patente e segredo industrial a identidade das sequencias antigénicas
deste estudo serdo omitidas, seguindo a determinacdo da Coordenadoria de Transferéncia e
Inovagdo Tecnoldgica (CTIT - UFMG).

Para a amplificagdo do antigeno do inseto vetor, representado pelo fago de interesse (BS5)
foi utilizado o seguinte protocolo:

O pré-indculo foi preparado a partir do criobanco contendo os fagos de interesse, sendo
transferido da colonia isolada de Escherichia coli K91 para um tubo conico com 15 mL de meio
LB, incubado em shaker a 37°C e agitacao de 250 rpm por 14 a 16 horas.

Subsequentemente, 15 mL do pré-inoculo foram transferidos para um Erlenmeyer contendo
100 mL de meio LB, incubado sob agitacdo a 37°C até alcangar uma densidade optica (DO) de 0,9
+ 1,0 nm a 550 nm. A agitagdo foi entdo reduzida para 50 rpm e mantida por 30 minutos a 37°C,
permitindo o crescimento dos pili. Para a infeccdo, 20 mL da cultura foram transferidos para um
tubo conico de 50 mL, aos quais foram adicionados 5x10"9 fagos de interesse provenientes do
criobanco.

Apobs homogeneizacdo e incubagdo a 37°C por 10 minutos, 10 mL de células infectadas
foram transferidos para dois Erlenmeyer contendo 500 mL de meio LB, com a adig¢@o de 20 pg/mL
(500 pL) de tetraciclina na concentragdo de 20 mg/mL. As culturas foram incubadas a 37°C
overnight com agitacao de 250 rpm.

As culturas foram divididas em tubos conicos de 50 mL estéreis e centrifugadas a 4500 x g
por 10 minutos a 4°C, transferindo-se o sobrenadante para novos tubos Falcon® estéreis contendo
uma solu¢do de PEG 8000 + NaCl, na proporcao final de 20%. Apds homogeneizagao, a solugao
foi incubada a 4°C em banho de gelo por 14 a 16 horas.

No dia seguinte, o pré-indculo foi preparado para a titulagdo dos fagos, e os fagos
precipitados com PEG foram centrifugados a 12000 x g por 40 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

descartado, e os fagos foram ressuspendidos em 3 mL de TBS.

74. TRATAMENTO DOS ANIMAIS
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Os animais receberam seis doses da formula¢do imunoterapica, a cada 15 dias. Todas as
doses foram compostas pela proteina recombinante L22.4 CHP (100 pg da proteina por
animal/dose), e nos tempos T0, T30 e T60 foram acrescentados o fago selecionado (B5) (2 x 1011
fagos/dose). Todas as formulagdes foram associadas a 50 pg de saponina, a qual foi adicionada no
momento da formulagdo imunoterapéutica. O volumem final foi de 1 mL que foi administrado por

via subcutanea. O protocolo da imunoterapia esta ilustrado na Figura 15.
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Aplicagdo imunoterapia com a proteina L22.4_CHP + Fago B5
’\’\ Aplicagao imunoterapia com a proteina L22.4_CHP

l Avaliagdo clinica e coleta de sangue (Ensaios bioquimico —
hematoldgico, sorologia e imunoldgicos (citometria))

l Coleta de medula ossea (qPCR)
l Xenodiagndstico

Figura 15 - Delineamento do ensaio clinico imunoterapéutico em caes naturalmente infectados com L. infantum.
7.5.  AVALIACAO CLINICA

Os animais foram avaliados clinicamente e os dados obtidos foram anotados em uma ficha
de identificacdo individual. Cada parametro clinico foi classificado de acordo com a sua gravidade
em uma escala numérica de 0 a 3 para os scores clinicos adaptado de Mateo et al (2009), onde a
auséncia do sinal clinico ¢ 0, o sinal leve 1, 2 para 0 moderado e 3 para o severo. Em caso da
temperatura corporal foi da seguinte maneira: hipo/hipertermia 1, normotermia 0; nos casos de

linfadenomegalia e dermatites (alopecia, ulcerativa, nodular e papular) a classificacdo foi da
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seguinte maneira: ausente 0, local 1 e generalizada 2. A soma das pontuagdes foi calculada
adicionado os pontos dados a cada um dos 13 parametros clinicos avaliados em cada momento do
monitoramento. Na tabela 2 estdo descritos os 13 parametros clinicos avaliados, assim como a

pontuacao atribuida a cada um deles.

. ) Pontuagao total
Sinais clinicos

0 1 2 3
Apetite Normorexia Hiporexia Anorexia -
Temperatura Normal - Hipo/hipertermia -

Condigao corporal Normal (5-7/10) Magro (3-4/10) Caquético (1-3/10) -

Atrofia muscular Ausente Leve Moderado Severo
Linfadenomegalia Normal Local Generalizada -
Mucosas hipocoradas Ausente Leve - Severo
Dor nas articulagdes Ausente - Presente -
Alopecia Ausente Local Generalizada -
Dermatite descamativa Ausente Local Generalizada -
Dermatite ulcerativa Ausente Local Generalizada -
Dermatite papular Ausente Local Generalizada -
Onicogrifose Ausente Leve Moderado Severo
Estado comportamental Normal Ligeiramente apatico - Apatico

Tabela 2 Pontuacdo dos 13 parametros clinicos avaliados nos caes naturalmente infectados com L. infantum.

7.6. COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas das amostras foram realizadas antes do inicio do tratamento definidos como
tempo zero (TO0), e 15 dias (T15), 30 dias (T30), 45 dias (T45), 60 dias (T60) e 75 dias (T75) apds
o inicio de tratamento, 30 dias ap6s a ultima dose (TF30) e 90 dias apds a ultima dose (TF90).

As amostras de sangue foram coletadas da veia cefalica e colocados em dois tubos sem
anticoagulante para a obtengdo de soro para as analises bioquimicas e testes sorologicos (ELISA),
além de um tubo com 4cido etilenodiamino tetra acético (EDTA) para a realizacdo do hemograma

e imunofenotipagem de leucdcitos caninos por citometria de fluxo.
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A puncdo da medula 6ssea foi realizada no mantbrio do osso esterno os quais foram
coletados em tubos com EDTA para a realizagdo do qPCR e isolamento em cultura da Leishmania

em agar sangue ¢ meio o-MEM (KAR K, 1990).

7.7. EXAMES LABORATORIAS

7.7.1. EXAMES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Foram realizados hemogramas automatizados na maquina Diagno® modelo Countervet
para obter os valores da série vermelha e o nimero total dos leucdcitos. Para a contagem diferengaal
dos leucocitos, foram confeccionados esfregacos do sangue periférico e observados ao microscopio
optico (LATIMER et al., 2005; WEISS; WARDROP, 2010).

No exame bioquimico, foram realizadas a dosagem de proteinas totais, albumina e
globulina, enzimas de dano hepatico: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), enzima de colestase: fosfatase alcalina (FA), e enzimas de funcdo renal (ureia e creatinina)
no analisador automatico Covas® modelo Miraplus. As analises hematoldgicas e bioquimicas
foram realizadas no Laboratdério de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario da

UFMG, sob supervisdo do Prof. Paulo Ricardo de Oliveira Paes.

7.7.2. ANALISE DE REATIVIDADE SERICA DE IgG PELO ENSAIO
IMUNOENZIMATICO TIPO ELISA

A andlise dos niveis de anticorpos da classe IgG, adotou o seguinte protocolo: para a
sensibilizacdo da placa foi utilizado um tampao carbonato com PH 9.6. Para a sensibilizagdo foi
necessario realizar o calculo das quantidades de antigeno necessario: antigeno soluvel de
Leishmania (SLA): 2pg/pogo, antigeno vacinal 100 ng/pogo e 1uL do fago B5 conforme descrito
previamente (Leite, 2022).

Depois foram distribuidos na placa 100 uL de antigeno/pogo (ja diluido), e mantida
overnight a 4°C. Em seguida, realizou-se o bloqueio com 200uL de PBS - BSA 5% (PBS 1x com
3% de BSA - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em cada pogo, e se incubou em estufa a 37°C

por 3 horas. Apos a incubacgdo, descartou-se o contetido dos pogos e se realizou a incubacao do
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anticorpo primario (soro de cada animal diluido em solugdo PBS — TWEEN 20 0.05% na titulagdo
de 1:200) para o qual se pipetou 100uL do anticorpo diluido e incubou por 1 hora a 37°C.

Apbs a incubacio a placa foi lavada com 200uL em cada pogo com PBS-TWEEN 20 0.05%
por 3 vezes. O anticorpo secundério (anti-dog IgG (molécula inteira) anticorpo peroxidase
produzido em coelho, A6792, Sigma Aldrich, MilliporeSigma nos EUA e Canadd) foi diluido a
1:10000 em PBS TWEEN 20 0.05%, e distribuido 100puL em cada pogo, se incubou por uma hora
a 37°C. Em seguida se lavou a placa com a solucao de lavagem por 3 vezes (200puL em cada pogo).

Foi adicionado 50uL da solugdo de substrato cromogénico para peroxidase contendo 3,3°,
5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) e Peréxido de Hidrogénio (H202) (Scienco OneStep, Lages, SC,
Brasil) em cada poco, para revelar a reagdo, e incubou a temperatura ambiente por 20min. Depois
da incubacao se adicionou 50uL de acido sulfurico 2.5 M para parar a reagao.

Finalmente foi realizada a leitura em 450nm no espectrofotdometro Multiskan™ FC
Microplate Photometer (Termo Scientific, Waltham, MA, USA). O cut-off foi determinado a partir
das medias das densidades Opticas (DO) das amostras negativas acrescida de tres vezes o valor do
desvio padrao. As amostras que apresentaram valor de DO maior do que o limiar de positividade
foram classificadas como amostras positivas; enquanto as negativas apresentaram valor de DO

menor do que o limiar de positividade.

7.7.3. ANALISE IMUNOFENOTIPICA DE LEUCOCITOS CIRCULANTES

Para a analise do perfil imunofenotipico de leucécitos circulantes, utilizou-se 1mL de
sangue com anticoagulante EDTA dos animais, sendo 50uL transferidos para tubos de poliestireno
(BD Falcon Round-Bottom Tube Polystyrene, cat: 18056, NJ, EUA), contendo 20uL de anticorpos
anti-CD3 (para marca¢do de linfocitos T totais), anti-CD4 (para marcagdo da subpopulagdo de
linfocitos T CD4), (clone YKIX302.9 — Bio-Rad AbD Serotec Limited - Bio-Rad Laboratories
1000 Alfred Nobel Drive Hercules, CA 94547, USA).

Outra aliquota de 50uL do sangue foi transferida para um tubo de poliestireno contendo
anticorpos anti-CD3 (CA17.2A12 — Bio-Rad AbD Serotec Limited — Bio- Rad Laboratories 1000
Alfred Nobel Drive Hercules, CA94547, USA) e anti-CD8 (para marcacdao da subpopulacdo de
linfocitos T CD8) (clone YCATE 55.9 - Bio-Rad AbD Serotec Limited - Bio-Rad Laboratories
1000 Alfred Nobel Drive Hercules, CA 94547, USA), e outros 50ul foram adicionados em outro
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tubo de poliestireno, contendo 20uL. de anticorpos anti-CD14 (para a marcagdo da populagdo de
monécitos CD14) (clone TUK4 Bio-Rad - Bio-Rad Laboratories 1000 Alfred Nobel Drive
Hercules, CA 94547, USA) e anticorpos anti-CD21 (para marcacao da subpopulagdo de linfocitos
B CD21) (clone CA2.1D6 - Bio-Rad - Bio-Rad Laboratories 1000 Alfred Nobel Drive Hercules,
CA 94547, USA).

Em vortex, o sangue e os anticorpos foram misturados, e os tubos incubados em temperatura
ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz. Depois, foi acrescido 3mL de solucdo de lise Billig dog
(Facs lysing solution, Becton Dickinson, San Jose, EUA), sob homogeneizacdo em vortex, e
incubado por 10 minutos nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

Apo6s a incubagdo, foi adicionado ImL de PBS-Wash (PBS 1X, 0,5% albumina sérica
bovina — BSA e 0,1 % de azida sodica) para parar a reagdo de lise. A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 600 xg a 18 °C durante 7 minutos, o sobrenadante foi descartado, e o pellet
ressuspendido em 3mL de PBS-Wash (PBS 1X, 0,5% albumina sérica bovina — BSA e 0,1 % de
azida sodica).

Os tubos foram centrifugados novamente nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente,
sendo descartado o sobrenadante, e o pellet ressuspendido em 200ul de solugdo fixadora Macs-
Facs Fix (1 g paraformaldeido, 1,02 g cacodilato de sddio, 0,665 g/L cloreto de sédio 100mL de
agua destilada).

Ap0s essa etapa, foi feito a leitura das amostras no citdmetro de fluxo FACS CANTO II
(Becton Dickinson, San Diego, EUA), sendo feito a leitura total considerando 50.000 eventos por
tubo. A andlise dos dados foi feita no programa software FlowJo 10.4 (Tree Star, Ashland, OR,
EUA).

7.7.4. AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS PELOS CAES SUBMETIDOS AO
TRATAMENTO IMUNOTERAPEUTICO

Foi avaliada a produgdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10) e pré-inflamatorias
(IL-12, IL-17, IFN-y e TNF-a) utilizando kits comerciais de ELISA, seguindo o protocolo de
acordo com as instru¢des do fabricante. Os kits utilizados foram os seguintes: L-4: Canine 1L-4
DuoSet ELISA, DY754, Lote: P370017, R&D Systems, EUA; IL-10: Canine IL-10 DuoSet
ELISA, DY735, Lote: P400290, R&D Systems, EUA; IL-12: Canine IL-12/IL-23 p40 DuoSet
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ELISA, DY 1969, Lote: P385742, R&D Systems, EUA; IL-17: Canine IL-17A DuoSet ELISA,
DY5848, Lote: P326653, R&D Systems, EUA; IFN-y: Canine IFN-gamma DuoSet ELISA,
DY781B, Lote: P370434, R&D Systems, EUA e TNF-a: Canine TNF-alpha DuoSet ELISA,
DY 1507, Lote: P360130, R&D Systems, EUA

7.7.5. AVALIACAO DO BLOQUEIO DA LIGACAO DE L. infatum EM CELULAS LuLo

Foi avaliado se os anticorpos anti-epitopos do vetor, presentes no fago B5 utilizado na
imunoterapia, foram capazes de reduzir Leishmania infantum em células de origem embrionaria
de Lutzomyia longipalpis (células Lulo) conforme descrito por Rey, Ferro e Bello (2000), seguindo
o protocolo de Leite (2022). Para isso, 2x10° células por pogo foram cultivadas em laminulas de
vidro, colocadas em placas de cultura de 24 pocos, e incubadas overnight a 23°C.

Apbs a incubacio, o soro de cada animal foi diluido na propor¢do 1:50, e foram adicionados
10¢ promastigotas de L. infantum BH401 em fase logaritmica por pogo, apds a lavagem da cultura,
em um volume final de 1 mL. Todas as amostras de soro foram previamente inativadas a 56°C por
30 minutos. A mistura de soro e parasito foi incubada com as células por 2 horas a 23°C.

Apos esse periodo, as laminulas foram removidas, fixadas e coradas com Pandtico. Para
avaliar a ligacdo dos parasitas as células, foi realizada uma contagem percentual das células com
parasitas aderidos, utilizando microscopia optica (100X), contabilizando um total de 100 células

por duplicata.

7.7.6. QUANTIFICACAO DA CARGA PARASITARIA DE L. infantum POR qPCR

A quantificagdo da carga parasitaria de Leishmania infantum foi realizada a partir da
medula dssea dos animais, coletados no tempo TO, 30 dias apos a ultima dose (TF30) e 90 dias
apos a ultima dose (TF90). Para isso, utilizou-se a técnica de qPCR, seguindo o protocolo descrito
por Chagas et al. (2021). O DNA das amostras foi extraido de acordo com as instru¢des do kit
PureLink® Genomic DNA Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e
quantificado usando o espectrofotdmetro NanoDrop One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer em absorbancia a 260 nm (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, EUA),
a quantidade de de DNA foi ajustado para uma concentracdo final de 10ng/puL.
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Na reacao de qPCR, o gene do kDNA foi o alvo, e os primers utilizados foram 150 (5'-GGG
(G/T) AG GGG CGT TCT (C/G) CG AA-3") e 152 (5'-C (G/C) (G/C) (A/T) CT AT (A/T) TTA
CAC CAA CCC C-3"), conforme descrito por Degrave et al. (1994). O volume final da reagao foi
de 10 uL, composto por 5 puL de SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad,
Hercules, CA, EUA), 0,4 uM de cada primer (Sintese Biotecnologia LTDA, Belo Horizonte, MG,
Brasil), e 4,2 uL. da amostra de DNA molde (10 ng/uL), que foram colocadas em uma microplaca
MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate (0.1 mL) (Appliedbiosystem, Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA) em duplicata.

A amplificacdo foi realizada no aparelho ViiA7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Waltham, MA, EUA) possuindo uma etapa inicial de desnaturacdo a 98°C por 3
minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 segundos e retornando para 60°C por 1 minuto. A
andlise do estagio da curva de Melt foi realizada em um ciclo adicional com aumento da
temperatura de 60°C a 95°C a uma taxa de 0,5°C por segundo, com aquisi¢do de fluorescéncia
continua nessa fase.

A curva padrao foi construida a partir de dilui¢des seriadas de DNA de L. infantum (Cepa
MHOM/BR/74/PP75), com concentra¢des variando de 1 ng até 10~ ng (fator de dilui¢do 1:10) e
com triplicata para cada ponto. Como controle negativo da qPCR, utilizou-se uma mistura do
reagente SYBR Supermix, primers e d4gua no lugar da amostra de DNA molde. Considerou-se que
83,15 fg de DNA de Leishmania equivalem a um parasito, conforme Jara et al. (2013).

A carga parasitaria foi determinada comparando-se os resultados com a curva padrao,
utilizando a férmula: [equivalentes de DNA do parasito por reagdo / quantidade de DNA do tecido
por reacao] x 1073, resultando no niimero de parasitos por pug de DNA de tecido (Sevilha-Santos

etal., 2018; Suarez et al., 2015).

7.8. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se as amostras
seguiam uma distribuicdo normal. Quando as amostras apresentaram normalidade, aplicou-se o
teste ANOVA de uma via para dados paramétricos. Em casos de diferencas significativas
detectadas pelo ANOVA, realizou-se o teste de comparagdes multiplas de Tukey para realizar as

comparagdes multiplas entre as médias dos resultados obtidos em diferentes tempos e grupos. A
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margem de erro adotada para os testes estatisticos foi de 5%. Os dados foram inseridos no Excel,

e os céalculos estatisticos foram realizados no software Prism 8®.
8. RESULTADOS

8.1. ANIMAIS

Dos quatro animais que receberam o tratamento imunoterapéutico, dois (2/4) eram machos
e dois (2/4) foram fémeas. A idade média no comeco dos tratamentos foi 5,5 anos (intervalo 3 — 8

anos). O peso estd indicado na Figura 16, e se manteve constante ao longo das avaliacdes.
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Figura 16 - Peso dos caes naturalmente infetcados com L. infantum e inoculados com o imuniterapico experimental
contendo a proteina recombinante L.22.4 CHP em associagdo ao fago BS.

8.2. SINAIS CLINICOS

No tempo zero (T0), todos os animais apresentaram pelo menos um sinal clinico sugestivo
da LVC. Todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. O animal 1 apresentou

alopecia localizada e dermatite ulcerativa localizada.
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No T15, todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. O animal 2 e o
animal 4 apresentaram mucosas ligeiramente palidas, e o animal 1 apresentou alopecia localizada
e dermatite ulcerativa localizada.

No T30, todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. O animal 1
apresentou alopecia localizada.

No T45, todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. Os animais 1 e 2
apresentaram alopecia localizada.

No T60, todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. O animal 1
apresentou alopecia localizada e o animal 2 apresentou dermatite ulcerativa generalizada.

No T75 todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. O animal 1
apresentou alopecia localizada e o animal 2 apresentou dermatite ulcerativa generalizada.

No TF30 todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. O animal 1
apresentou alopecia localizada e dermatite ulcerativa.

No TF90 todos os animais apresentaram linfadenomegalia generalizada. O animal 1
apresentou alopecia localizada e dermatite ulcerativa e o animal 3, alopecia localizada.

Na Figura 17 esta representada a pontuagdo do score clinico dos cdes durante todo o

experimento.
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Figura 17 - Pontuacdo dos sinais clinicos dos caes naturalmente infectados com L. infantum ¢ tratados com
0 imuniterapico experimental.
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No tempo 0 (T0) podemos observar que o animal 2 apresentou anemia, mas nos tempos

seguintes houve normaliza¢do da serie vermelha, como se observa na Figura 18.
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Figura 18 - Avaliagdo da inocuidade ¢ toxicidade do ensaio imunoterdpico, empregando-se parametros
hematologicos (Serie vermelha).

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a
imunoterapia; T15: 15 dias apds o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias apds o inicio da imunoterapia; T45: 45
dias apos o inicio da imunoterapia; T60: 60 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias apds o inicio da
imunoterapia; TF30: 30 dias ap6s a ultima dose imunoterapéutica; TF90: 90 dias apos a ultima dose
imunoterapéutica. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os valores de referéncia para cada
marcador hematologico.

De um modo em geral, os parametros avaliados referente a série branca e plaquetas (Figura
19) apresentaram reducdo abaixo do limiar considerado normal para a maioria dos animais
avaliados antes do inicio da imunoterapia. Ao longo do tratamento, a maioria dos animais
apresentaram valores destes pardmetros dentro dos niveis de normalidade.

Assim, podemos observar que no tempo 0 (T0) os animais 1, 2 e 4 apresentaram leucopenia
e plaquetopenia, os animais 2 e 4 tiveram neutropenia e o animal 1 uma ligeira linfopenia. O animal
3 teve leucocitose com monocitose e eosinofilia.

No tempo 15 (T15) o animal 1 apresentou leucopenia com ligeira linfopenia e eosinofilia,
o animal 2 teve eosinofilia, j& o animal 3 apresentou leucocitose com neutrofilia, linfocitose,
monocitose e eosinofilia. O animal 2 demonstrou plaquetopenia.

No tempo 30 (T30) o animal 1 apresentou leucopenia com neutropenia e linfopenia, o
animal 2 teve eosinofilia, o animal 3 teve leucocitose com linfocitose e eosinofilia € o animal 4

apresentou linfocitose. Os animais 2 e 4 tiveram plaquetopenia e o animal 1 trombocitose.
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No tempo 45 (T45) o animal 1 apresentou ligeira leucopenia com linfopenia e monocitose,
o animal 2 teve uma ligeira leucopenia com eosinofilia, o animal 3 teve monocitose ¢ o animal 4
neutropenia e linfocitose. Os animais 1 e 2 tiveram plaquetopenia.

No tempo 60 (T60) o animal 2 teve eosinofilia, o animal 3 teve leucocitose com linfocitose,
monocitose € eosinofilia e o animal 4 neutropenia com linfocitose. Os animais 1 e 2 tiveram
plaquetopenia e o animal 3 ligeira trombocitose.

No tempo 75 (T75) o animal 2 apresentou eosinofilia, o animal 3, leucocitose com
linfocitose e eosinofilia e o animal 4 teve neutropenia com linfocitose. Os animais 1 e 2 tiveram
plaquetopenia.

No tempo 30 dias apos a ultima dose (TF30) o animal 2 teve eosinofilia, o a animal 3 teve
leucocitose com linfocitose e eosinofilia e o animal 4 teve leucocitose com linfocitose. Os animais
1 e 2 tiveram plaquetopenia.

No tempo 90 dias apds a tltima dose (TF90) o animal 2 teve eosinofilia, o animal 3 ligeira

leucocitose com eosinofilia e o animal 4 teve linfocitose. Os animais 1 e 2 tiveram plaquetopenia.
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Figura 19 - Avaliagdo da inocuidade e toxicidade do ensaio imunoterapico, empregando-se pardmetros
hematoldgicos (Leucocitos e plaquetas).

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a
imunoterapia; T15: 15 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias apos o inicio da imunoterapia; T45: 45 dias
apos o inicio da imunoterapia; T60: 60 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias apds o inicio da imunoterapia;
TF30: 30 dias ap6s a ultima dose imunoterapéutica; TF90: 90 dias apds a tltima dose imunoterapéutica. O intervalo
que compreende as linhas pontilhadas indica os valores de referéncia para cada marcador hematologico.
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Para avaliar a fun¢do renal (Figura 20) foram mensurados a ureia e creatinina, durante todo

o experimento ndo houve azotemia em nenhum dos tempos avaliados como se mostra na Figura
20.
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Figura 20 - Avaliagdo da inocuidade e toxicidade do ensaio imunoterapico, empregando-se parametros
bioquimicos (Uréia e creatinina).

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar
a imunoterapia; T15: 15 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias apds o inicio da imunoterapia;
T45: 45 dias apds o inicio da imunoterapia; T60: 60 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias
apos o inicio da imunoterapia; TF30: 30 dias ap6s a ultima dose imunoterapéutica; TF90: 90 dias apos
a ultima dose imunoterapéutica. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os valores de
referéncia para cada marcador de fung@o renal.

A prova de funcao hepatica foi mensurada pelas enzimas ALT, AST, FA e GGT, no tempo
0 os animais 1 e 2 tiveram aumento das enzimas ALT e AST, ja nos seguintes tempos os valores

foram-se normalizando como podemos observar na Figura 21.



65

(A) ALT B) AST
150 75—
100
— Animal 1 Animal 1
= 65 - Animal 2 Animal 2
50 Animal 3 Anfmal 3
Animal 4 Animal 4
19
0 T T T T T T T T
VD & D QLN D
LI FLEQ &Q“—’ &@
©) Fosfatase alcalina
150 12—
127 B R e T 10 afeccccccccccscsccccccscaccsccccccscescsscascsscsscsccsscanss
9_
1007 Animal 1 Qnima} l
5 Animal2 5 6 Animal 2
Animal 3 An?mal 3
Animal 4 Animal 4
3_
0 t T ¥ T T T

T
D & oS P

D » D N
&b &’\ &Q"> &QQ

Figura 21 - Avaliagdo da inocuidade e toxicidade do ensaio imunoterapico, empregando-se parametros bioquimicos (ALT, AST,
FA e GGT).

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a imunoterapia; T15: 15
dias ap6s o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T45: 45 dias apds o inicio da imunoterapia; T60:
60 dias apds o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias ap6s o inicio da imunoterapia; TF30: 30 dias apo6s a ultima dose
imunoterapéutica; TF90: 90 dias ap6s a ultima dose imunoterapéutica. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica
os valores de referéncia para cada marcador de func¢do hepatica.

Junto com as enzimas de fun¢do hepatica e funcdo renal (Figura 22) foram medidas
proteinas totais e fracdes, sendo que no tempo 0 (TO) o animal 1 teve hipoalbuminemia com
hiperglobulinemia e os animais 2 e 4 hiperglobulinemia.

No tempo 15 (T15) os animais 1 e 2 tiveram hipoalbuminemia com hiperglobulinemia e o
animal 4 hiperglobulinemia.

No tempo 30 (T30) os animais 1,2 e 4 tiveram hiperglobulinemia.

No tempo 45 (T45) os o animal 1 e 4 tiveram hiperglobulinemia e o animal 2
hiperproteinemia com hiperglobulinemia.

No tempo 60 (T60) o animal 1 teve hiperproteinemia com hipoalbuminemia e

hiperglobulinemia e os animais 2 e 4 tiveram hiperproteinemia com hiperglobulinemia.
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No tempo 75 (T75) o animal 1 teve hiperproteinemia com hiperglobulinemia e
hipoproteinemia, o animal 2 teve hiperproteinemia com hiperglobulinemia e o animal 4 teve
hiperglobulinemia com hipoalbuminemia.

No tempo 30 dias apds a ultima dose (TF30) e 90 dias apds a ultima dose (TF90), todos os
animais, tiveram hiperproteinemia com hiperglobulinemia com hipoalbuminemia com excecao do
animal 3 que ndo teve hipoalbuminemia porém a hiperproteinemia e hiperglobulinemia estiveram
presentes.

A razdo albumina/globulina (A/G) esteve alterada (diminuida) nos animais 1,2 e 4 em todos

os tempos e no animal 3 no TF90.
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Figura 22 - Avaliag¢do da inocuidade e toxicidade do ensaio imunoterapico, empregando-se parametros bioquimicos (Proteinas
totais e fracdes).

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a imunoterapia; T15: 15
dias ap6s o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias apds o inicio da imunoterapia; T45: 45 dias apds o inicio da imunoterapia; T60:
60 dias apos o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias apds o inicio da imunoterapia; TF30: 30 dias apds a ultima dose
imunoterapéutica; TF90: 90 dias apos a tlltima dose imunoterapéutica. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica os
valores de referéncia para cada marcador das proteinas totais, fracdes e razdo A/G.
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84. ANALISE DE REATIVIDADE SERICA DE IgG PELO ENSAIO
IMUNOENZIMATICO DO TIPO ELISA

O ensaio ELISA foi utilizado para avaliar a reatividade sérica, pela andlise dos niveis de
IgG contra o antigeno soluvel de Leishmania (SLA), a proteina recombinante L22.4 CHP e o fago
B5, nos diferentes tempos de avaliagdo, como ¢ mostrado na Figura 23. Embora a maioria dos
animais tenham permanecidos IgG positivos para o SLA, este resultado foi semelhante ao se usar
proteina L22 apenas entre os tempos T30 a T75 (semelhante aos resultados anti-Fago BS5), com

decaimento nos niveis de IgG em TF (Figura 23B), no qual 3/5 animais apresentaram soro-

negatividade para IgG.
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Figura 23 - Andlise de reatividade sérica de Ig G pelo ensaio imunoenzimatico tipo ELISA.

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a imunoterapia; T15: 15
dias ap6s o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T45: 45 dias apds o inicio da imunoterapia; T60:
60 dias apos o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias apds o inicio da imunoterapia; TF30: 30 dias apds a ultima dose
imunoterapéutica; TF90: 90 dias apos a ultima dose imunoterapéutica. O eixo y representa os valores de densidade 6tica a 450nm.
O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica cut-off o qual ¢ resultado da média dos brancos mais trés desvio padrao.
Os resultados acima do cut-off sdo considerados positivos e os que estdo por debaixo negativos.

8.5. ANALISE IMUNOFENOTIPICA DE LEUCOCITOS CANINOS CIRCULANTES

A Figura 24 ilustra a frequéncia de diferentes populacdes leucocitérias circulantes de cdes
(subpopulagoes de linfocitos T (LT): CD3+CD4+ e CD3+CD8+; monocitos CD14+ ¢ linfocitos B
CD21+) avaliadas no sangue por imunofenotipagem utilizando a citometria de fluxo. Apesar de
ndo ter sido observada diferencas estatisticas, foram observadas tendéncia de aumento nas

subpopulagdes de LT: CD3"CD4* e CD3"CD8" nos tempos T30 e T75. A frequéncia de linfocitos
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B CD21" esteve constante durante todo o experimento e os mondcitos CD14" o pico foi no tempo
T30.
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Figura 24 - Analise da imunofenotipagem ex vivo de leucdcitos circulantes.

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a
imunoterapia; T15: 15 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias apos o inicio da imunoterapia; T45: 45 dias
apos o inicio da imunoterapia; T60: 60 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias apds o inicio da imunoterapia.
O ecixo y representa a frequéncia das diferentes populagdes leucocitarias (subpopulagdes de linfocitos T (LT):
CD3"CD4" ¢ CD3"CD8*; mondcitos CD14" e linfocitos B CD21"). As barras representam a média e desvio padrdo
da avaliagdo da frequéncia imunofenotipica no sangue de caes naturalmente infetados por L. infantum.

8.6. AVALIACAO DO BLOQUEIO DA LIGACAO DE L. infatum EM CELULAS LuLo

A avaliagdo do bloqueio foi realizada com o soro nos tempos TO, TF30 e TF90, onde
podemos observar que nos animais 3 e 4 houve uma diminui¢do no nimero de parasitos do TO em
relagdo ao tempo TF30, mas aumentando no animal 4 para o tempo TF90. Os animais 1 e 2
mostraram aumento no numero de parasitos ligados as células LuLo nos tempos TF30 e TF90 em

relacdo a TO, como observado na Figura 25.
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Na Figura 26 estdo ilustrados os parasitos de L.infantum interagindo com as células LuLo.

Figura 26 - Imagens vistas ao microscopio 6tico em aumento de 100X das células LuLo enfrentadas ao soro dos caes
no ensaio imunoterapico e parasitos da L. infantum.

A Figura (A) ¢ a foto de uns dos cdes no T0, a Figura (B) é no TF90 e a Figura (C) ¢ no TF30. As setas pretas estdo
sinalizando as células LuLo e as setas brancas as L. infantum.
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8.7. ANALISE DAS INTERLEUCINAS MEDIDAS NO SORO

Na Figura 27 podemos observar a quantidade de interleucinas, em picogramas por mililitro
(pg/mL) durante todo o experimento. As interleucinas mensuradas foram interleucina 4 (IL — 4),
interleucina 10 (IL — 10), interleucina 12 (IL — 12) e fator de necrose tumoral alfa (TNF — ). A

interleucina 17 (IL — 17) e o interferon gama (IFN — y) ndo resultaram em quantidades detectaveis.
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Figura 27 - Anélise de interleucinas no soro dos cdes no ensaio imunoterapico, naturalmente infetados por L. infatum.
O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a
imunoterapia; T15: 15 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T30: 30 dias apos o inicio da imunoterapia; T45: 45 dias
apos o inicio da imunoterapia; T60: 60 dias ap6s o inicio da imunoterapia; T75: 75 dias apds o inicio da imunoterapia;
TF30: 30 dias apos a tltima dose; TF90: 90 dias apds a tltima dose. O eixo y representa a quantidades em pg/mL
das interleucinas IL — 4, IL — 10, IL — 12 ¢ TNF — a.

8.8. ANALISE DA CARGA PARASITARIA POR qPCR

A carga parasitaria foi avaliada por qPCR a partir de amostras de medula 6ssea coletadas
nos tempos TO, TF30 e TF90. Podemos observar na Figura 28 que houve uma diminui¢ao da carga

parasitaria em todos os animais.
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Figura 28 - Analise de carga parasitaria na medula 6ssea dos caes no ensaio imunoterapéutico, naturalmente infetados
por L. infatum.

O eixo X representa os diferentes tempos em que foram avaliados os animais. TO: tempo antes de iniciar a
imunoterapia; TF30: 30 dias apos a tltima dose; TF90: 90 dias ap6s a ultima dose. O eixo y representa a quantidade
de parasitos em pg/mL.
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9, DISCUSSAO

Sabemos que a leishmaniose visceral ¢ uma doenca negligenciada e uma zoonose, sendo o
cdo o principal reservatdrio na area urbana (BORJA et al., 2016; DA COSTA-VAL et al., 2007;
GOMES et al., 2008). Uma estratégia alternativa a eutanasia seria tratar estes animais com um
esquema terapéutico que resultasse em bloqueio da transmiss@o do parasito, e, portanto, seguro do
ponto de vista da saude publica. Infelizmente, ndo hd um tratamento que resulte em cura
parasitoldgica. O Unico tratamento aprovado pelo governo do Brasil ¢ a miltefosina, que ¢ um
medicamento caro e, segundo estudos, tem apresentado recidivas em animais tratados
(PROVERBIO et al., 2014).

O diagnostico da LVC ¢ complexo, ja que quase o 50% dos animais infectados sdo
assintomaticos e os sinais clinicos sdo inespecificos, o que pode limitar o diagndstico rapido
(RIBEIRO et al., 2018). Outra limitagao envolve o tipo de diagnostico disponivel. Os diagndsticos
sorologicos apresentam uma sensibilidade que pode variar de 68% até 100%, dependendo do teste
e dos antigenos utilizados, € 0 mesmo ocorre com a especificidade (RIBEIRO et al., 2018).

Levando tudo isso em consideragdo, e com a vacina Leish-Tec fora do mercado, a busca
por novas vacinas ou imunoterapicos tem se tornado um clamor social cada vez maior. As vacinas
bloqueadoras da transmissdo (VBT) sdo uma boa estratégia para o controle da LVC, pois
promovem protecdo coletiva ao bloquear a transmissdo ao inseto vetor (LEITE et al., 2023) ao
contrario das vacinas atuais comercializadas na Europa que oferecem protecdo parcial e individual.

Este cendrio estimulou o desenvolvimento deste estudo ao se propor a andlise da
combina¢do de uma proteina recombinante do parasito (L22.4 CHP — triada anteriormente por
Santos, 2019) em associacdo a fagos contendo antigenos do inseto vetor (Fago H4 e¢ B5 —
identificados por Leite, 2017 e 2022) como futura VBT ou como imunoterapia.

A proteina L22.4 foi previamente avaliada em hamsters, buscando se avalia seu
desempenho quanto ao potencial uso como vacina e imunoterapia contra a LV (Santos, 2019).
Neste estudo, foi verificado que quando associada aos adjuvantes Saponina (licenciada para uso
veterinario) e MPL-A (licenciada para uso humano) ndo houve efeito adversos significativos,
induzindo elevado nivel de imunoprote¢do nos ensaios vacinais e imunoterapéuticos (Santos,
2019). Além disto, buscando ampliar o repertorio antigénico para bloquear a transmissdo de L.

infantum a partir de caes com LV, foi proposto incialmente uma nova formulagdo imunobiologica
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contendo antigenos de flebotomineos (Mendonga, 2017). O estudo destes antigenos em
camundongos e em caes demonstrou serem indcuos e imunogénicos, capazes de induzir células T
CD4+ e IgG em elevados niveis, resultando em drastica redug@o na oviposi¢ao do inseto vetor apos
repasto sanguineo em animais vacinados (Mendonga, 2017). Além disso, foi realizado o
aprimoramento biotecnoldgico desta formulagdo no estudo de Leite (2017), com a identificacdo de
diversos antigenos de flebotomineos que foram capazes de induzir mortalidade e redugdo de
promastigotas de L. infantum no intestino médio do inseto vetor. Estes resultados demonstraram
ser possivel o desenvolvimento de uma formulagdo imunobiologica com potencial de bloquear a
transmissdo do parasito a partir de animais com LV (Mendonga, 2017; Leite; 2017, 2022).

Estes estudos estimularam o desenvolvimento deste trabalho empregando-se a proteina
recombinante [.22.4 CHP em combinagdo com antigenos da Lutzomyia longipalpis para a
realizacdo de um ensaio pré-clinico vacinal em camundongos BALB/c. Assim, foram avaliados
trés grupos vacinais, contendo: a proteina recombinante L.22.4 CHP em combinacdo com o fago
H4; a proteina L22.4 CHP em combinagdo ao fago B5 e a proteina L22.4 CHP em combinagao
ao fago H4 e BS.

Na avaliacdo de toxicidade e seguranca das vacinas, observamos nas alteragdes
macroscopicas que, no grupo controle FS apds a primeira dose, 62,5% (10/16) dos camundongos
apresentaram inflamacao transitoria no local da aplicagdo, enquanto no grupo vacinal H4 87,5%
(14/16), no grupo vacinal B5 56,25% (9/16), e no grupo H4B5 81,25% (13/16). Além disso,
observaram-se alopecia e dermatite necrotica nos seguintes grupos: grupo vacinal H4 37,5% (6/16),
grupo vacinal BS 12,5% (2/16) e o grupo vacinal H4B5 62,5% (10/16). A ocorréncia destas lesdes
nos camundongos pode estar relacionado ao uso de saponina como adjuvante, uma vez que os fagos
também atuam como adjuvante (PALMA, 2023), o que poderia resultar em potencializagdo da
inflamagao. Apds a segunda e terceira doses, ainda ocorreram alteragdes no local dos indculos, mas
o niumero de camundongos afetados diminuiu. Na avaliagdo da fun¢do hepatica dos camundongos,
os valores de ALT e AST estiveram acima dos limites de referéncia no T1 nos grupos controle SAP
e FS, e em todos os grupos vacinais. Ja no tempo final, esses valores diminuiram até estarem dentro
dos limites de referéncia. Esses achados sdo provavelmente relacionados ao uso de saponina como
adjuvante, junto com os fagos, que também possuem um efeito inflamatdério (PALMA, 2023).
Quanto ao peso dos camundongos, observou-se ganho de peso em todos os grupos avaliados,

corroborando com a hipoétese de que ndo houve alteragdes sistémicas importantes.
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A mesma abordagem foi usada no estudo imunoterapéutico em caes, sendo utilizada a
combinagdo da proteina recombinante L.22.4 CHP e o fago BS5, em seis aplicacdes.

Nos cdes, os animais 1 e 2 apresentaram elevacdo nas enzimas relacionadas a prova da
funcdo hepatica (ALT e AST) no tempo 0 (antes de se iniciar o tratamento), mas nos tempos
seguintes esses valores estavam dos limites de referéncia. Isso pode estar relacionado a
multiplicagdo dos parasitos no figado, causando um aumento dessas enzimas devido a destruig@o
dos hepatocitos (TORRECILHA et al., 2016). Entre as alteragdes bioquimicas mais frequentes nos
caes com LVC, estdo as relacionadas as proteinas. Alteracdes na relacdo albumina/globulina (uma
diminui¢do dessa relacdo) sdo bastante comuns, devido a uma hiperproteinemia com aumentos nas
fragdes beta e gama, além de hipoalbuminemia (DA COSTA-VAL et al., 2007, MELENDEZ-
LAZO et al., 2018; REIS et al., 2006). Isso esta de acordo com os achados nos caes deste estudo,
onde os cdes 1,2 e 4 apresentaram hiperglobulinemia e diminui¢do da relacdo A/G, estando fora
dos parametros de referéncia. Também houve um aumento das proteinas em todos os animais com
o passar do tempo. De forma importante, ndo houve lesao no local do indculo, nem houve perda de
peso ou alteragdes no comportamento dos caes, indicando que os imunoterapicos sao seguros para
a administracdo em caes.

Quanto a analise dos sinais clinicos, a pontuagdo nos caes foi baixa desde o inicio do
experimento, com uma leve melhora nos sinais clinicos, embora a linfadenomegalia e algumas
lesdes cutaneas tenham persistido.

As avaliagdes hemato-bioquimicas, embora inespecificas para a LVC, sdo importantes para
o monitoramento do tratamento como ferramenta prognéstica (MIRO et al., 2017; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Nos hemogramas observados de camundongos, nenhum dos grupos
(controle e vacinais) apresentaram anemia, mas houve uma ligeira diminui¢do nos valores da série
vermelha ao comparar T1 com o TF em quase todos os grupos. Em relagdo a serie branca e
plaquetas, todos os grupos apresentaram valores dentro dos limites referéncia.

Nos hemogramas dos cdes, observamos que apenas o animal 3 apresentou uma discreta
anemia, a qual melhora nos tempos ap6s o inicio do tratamento.

A anélise da serie branca revelou leucopenia na maioria dos caes (3/4) antes do tratamento,
que se normalizou a partir do T75. Um dos caes apresentou leucocitose durante todo o experimento,
com tendéncia ao retorno para a normalidade no TF90. Isso pode ser uma resposta secundaria a

doenga, além de estar relacionado a inflamagdo cronica (MELENDEZ-LAZO et al., 2018). Por
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outro lado, a leucopenia observada na maioria dos animais antes do inicio do tratamento teve forte
influéncia da redugdo na contagem de neutrofilos, linfocitos e mondcitos, que € caracteristico da
LVC (REIS et al., 20006).

De forma semelhante, aos leucécitos, a contagem de plaquetas também apresentou reducao
abaixo do limiar de normalidade para a maioria dos caes (3/4), retornando a valores normais em
2/2 caes, sendo o restante dos animais com niveis proximos ao limiar de normalidade no TF90.
Esses achados estdo de acordo com Meléndez-Lazo e colaboradores (2018) que descrevem que a
trombocitopenia geralmente ¢ encontrada em baixa frequéncia.

A LVC ¢ considerada uma doenga imunomediada e dependendo do tipo de resposta imune,
o cdo pode apresentar diferentes manifestacdes clinicas, podendo variar desde a forma
assintomatica até sintomatica. Quando a infec¢do ¢ estabelecida com predominancia de uma
resposta imune do tipo 2, surgem os sinais clinicos, sendo os mais comuns as linfadenomegalias e
as dermatopatias (BANETH et al., 2008; PIETRO et al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).
A resposta imune do tipo 2 ¢ caracterizada pela producdo das citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9 e IL-10 e ativagdo policlonal de células B resultando em elevada producdo de IgG anti-
Leishmania que ¢ uma caracteristica marcante da LVC (DEPLAZES’ et al., 1995; GIUNCHETTI
etal., 2019).

Quando ha predominancia da resposta do tipo 1, ocorre um melhor controle da replicagdo
dos parasitos (TOEPP; PETERSEN, 2020), mantendo os cdes com menor carga parasitaria em
diferentes 6gdos (FERNANDES VILAS-BOAS et al., 2024) Esta resposta ¢ caracterizada pela
ativagdo de células T CD4+, resultando em um microambiente mais pro-inflamatorio e ativacao de
macrofagos infectados com L. infantum. Estas células se tornam mais hébeis em produzir radicais
de oxigénio que restringem o crescimento do parasito (GIUNCHETTI et al., 2019).

Buscando determinar o padrdo de resposta imune em camundongos vacinados, foram
avaliados neste trabalho a produg¢ao de IgG total, I[gG1 e IgG2a. Pudemos confirmar a produgado de
anticorpos presentes nos soros dos camundongos tratados tanto da proteina recombinante
L22.4 CHP, como dos fagos H4 e B5, ndo houve diferenca estadistica entre os valores do T1 e o
TF o que indica que apds 30 dias a quantidade de anticorpos se manteve. De forma interessante, a
formulagdo contendo a proteina L22.4 CHP em associacdo aos fagos induziu uma resposta imune
mista do tipo 1 e 2, caracterizada pela elevagao simultanea dos niveis de IgG1 e IgG2a. Este perfil

de resposta também foi descrito em um estudo da vacina LBSap, em camundongos, relatado por
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de Mendonga et al. (2017), sendo correlacionado a mecanismos imunoprotetores, tendo em vista a
redu¢@o na caga parasitaria no bago e figado.

Podemos confirmar que os fagos promovem uma alta produ¢do de anticorpos, o que esta
em concordancia com Palma (2023), que menciona que os fagos sdo bons adjuvantes, ja que
estimulam uma elevada producao de anticorpos, como observado no grupo controle fago selvagem.

Ao avaliar os caes, 15 dias apos a primeira dose do tratamento, 50% (2/4) dos animais
produziram anticorpos para a proteina recombinante L22.4 CHP. Apos 15 dias da segunda dose,
100% dos animais apresentaram anticorpos contra a proteina, e esses anticorpos permaneceram até
30 dias apos a ultima dose. No tempo 90 dias ap6s a ultima dose 25% (1/4) dos animais ainda
apresentava anticorpos contra a proteina L22.4 CHP. A produgdo de IgG contra o fago B5 se
mantiveram até 90 dias ap6és a ultima dose, com excep¢do do animal 1, no qual houve uma
diminui¢do no tempo TF90.

Na avaliagdo do bloqueio de L. infantum em células LuLo, os grupos vacinais B5 e H4B5
mostraram uma tendéncia de reducdo na quantidade de parasitos aderidos as células LuLo. Da
mesma forma, ao avaliar a carga parasitaria por qPCR, os grupos que receberam o fago BS
apresentaram melhores resultados. Leite (2022) descreveu que uma proteina recombinante
contendo antigenos de Leishmania em associa¢do do inseto vetor foi capaz de reduzir a carga
parasitaria em flebotomineos alimentados com soro de camundongos vacinados. Este resultado foi
associado ao maior bloqueio da ligagdo de L. infantum em células LuLo (Leite, 2022), validando
este modelo in vitro como preditivo da infeccdo do parasito no inseto vetor.

Nos caes, este estudo demonstrou diminui¢do da carga parasitaria na medula 6ssea, ao final
das seis doses de imunoterapia, demonstrando que o antigeno L22.4 CHP ¢ capaz de induzir
mecanismos imunoprotetores. Quanto ao bloqueio, dois animais mostraram uma diminui¢ao na
quantidade de parasitos aderidos no TF30 em comparagdo ao TO, mas essa quantidade aumentou
no TF90. Os outros caes apresentaram um aumento na quantidade de parasitos tanto no TF30 como
no TF90 em comparacdo ao TO. Esses resultados sugerem que seria interessante realizar o
experimento com um maior nimero de animais e considerar modificagdes no protocolo
imunoterdpico, ja que 3 das 6 doses continham o fago B5. Uma hipotese seria que, ao acrescentar
doses com a associagdo da proteina recombinante e o fago poderiamos obter melhores resultados

em relacdo ao bloqueio de L. infantum em células LuLo.
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10. CONCLUSAO

Com base nos resultados dos ensaios vacinais e imunoterapicos, podemos concluir que a
proteina recombinante L.22.4 CHP em associacdo aos antigenos de flebotomineos demonstra ser
promissora, tanto como futura vacina quanto como imunoterapico. Isto pode ser corroborado pelos
ensaios de seguranca e protecdo/reducdo da carga parasitaria em camundongos e cdes. Em
combinagdo com o fago B5, essa abordagem mostrou resultados encorajadores, indicando potencial
em inibir a ligagdo do parasito em células de flebotomineos. No entanto, ainda ¢ necessario
aprimorar os protocolos terapéuticos e realizar mais testes para avaliar o bloqueio da transmissdo
no inseto vetor. Mesmo assim, podemos vislumbrar um futuro em que uma vacina bloqueadora da
transmissdo para LVC esteja disponivel no mercado, abrindo caminho também para o

desenvolvimento de uma vacina contra a Leishmaniose Visceral Humana (LVH).
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12. ANEXOS

12.1. CERTIFICADOS DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CEUA 161/2019

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Analise de uma nova estratégia vacinal para controle da leishmaniose visceral
canina", protocolo do CEUA: 161/2019 sob a responsabilidade de Rodolfo Cordeiro Giunchetti que envolve a
produgéo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reuniao de 16/09/2019.

CEUA 265/2022

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UFMG

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Triagem racional de novos produtos vacinais usando proteinas recombinantes
para interromper a transmissdo da Leishmaniose Visceral Canina", protocolo do CEUA: 265/2022 sob a
responsabilidade de Rodolfo Cordeiro Giunchetti que envolve a produgéo, manutengéo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MINAS GERAIS, em reunido de 03/04/2023.



